Capitulo 13

FOTOSENSIBILIZACION DE ACIDO
DESOXIRRIBONUCLEICO

Moléculas pequefies, arométicas y planas pueden intercdarse entre bases
adyacentes en la hélice dd &cido desoxirribonucleico pudiendo o no provocar
distorsiones en su estructura. Laintercalacion no es indispensable para que se produzca
el dafio fotoinducido, pero moléculas planas pueden ser capaces de participar en
procesos de fotosensibilizacion del &cido desoxirribonucleico [Armitage, 1998]- Las
pterinas son biomoléculas arométicas y planas, que podrian intercaarse en la doble
hélice del &cido desoxirribonucleico. Uno de los objetivos de este trabgjo fue evauar €
efecto de las pterinas como fotosensibilizadores de material genético, asi como evauar
e papd de oxigeno singlete en este proceso, pues la informacion exigtente eraindirecta
y ecasa desde @ punto de vigta fotofisico.

En d Capitulo 4 se expusieron las razones por las cudes se digié d plésmido
pUC18 como molécula blanco para este estudio. Por otro lado, se digié pterina como
sensibilizador por varias razones. Por un lado, este compuesto es mucho menos
fotosensible que otros compuestos de la familia [Thomas, 2001] y, por ende, las
reacciones de degradacion fotoquimica de este compuesto no interferiran en @ andiss
de los resultados de | os procesos de fotosensibilizacion que se quiere estudiar. Por otro
lado, la ausencia de sudtituyentes en la molécula de pterina permite evauar d doble

anillo pterinico como senshilizador, evitando € efecto de los sudtituyentes.
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Estudios preiminares.

Se redizO un conjunto de experimentos sencillos con € objeto de detectar un
poshble efecto de fotosensbilizacion del acido desoxirribonucleico plasmidico por
pterina  Este edtudio preiminar condgtio en irradiar  soluciones de é&cido
desoxirribonucleico y soluciones de pterina por separado y, findmente, una mezcla de
ambas.

Como se menciond anteriormente, & acido desoxirribonucleico no absorbe luz
UV-A y, por consguiente, este tipo de luz no debiera provocar ningin efecto directo
sobre € pldsmido pUC18. Los experimentos control, realizados en este sentido, revelan
gue una solucion dd plésmido (3.8 x 105 M bp) irradiada en forma continua durante 2
horas no presenta cambios espectraes ni eectroforéticos repecto de lamisma solucién
no irradiada

Por otro lado, los experimentos control realizados sobre soluciones de pterina
mostraron que este compuesto tampoco sufre dteraciones quimicas a ser irradiado en
las condiciones experimentales que luego se utilizaoon en los estudios de
fotosensihilizacion. En efecto, se andizd una solucion de pterina (1 x 104 M, pH =
6.5) irradiada durante 2 horas mediante espectrofotometriay cromatografia (TLC). No
s detectaron cambios espectrdes ni productos de fotdliss en las corridas
cromatogréficas que sugieran cambios quimicos significativos en la solucion de pterina
irradiada.

Sin embargo, cuando se irradid una solucion acuosa conteniendo ambos
compuestos se observaron cambios espectraes significativos en funcidn dd tiempo de
irradiacion. Estos cambios, inducidos por la luz, evidencian una vaiacion en la
compaosicién quimica dd sstema 'y ocurren Unicamente cuando estén presentes ambas
sustancias.

Por dltimo, se realizaron controles tendientes a descartar una reaccion térmica

entre € &cido desoxirribonucleico y pterina. Para €lo, se mezclaron soluciones de
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ambos compuestos y se mantuvieron en la oscuridad durante digtintos periodos de
tiempo. Posteriormente, estas soluciones fueron analizadas por espectrofotometria y
electroforesis. Los resultados de estos controles sugieren que no existen reacciones
quimicas térmicas entre pterinay la macromolécula estudiada.

En la Sguiente seccidn se andizard detdladamente la evolucion de |os espectros
de absorcion en experimentos de irradiacion continua. Posteriormente, se expondra €
andisis de las soluciones irradiadas empleando técnicas dectroforéticas, a partir de las
cudes puede obtenerse informacion de los cambios estructurales sufridos por € acido

desoxirribonucle co.

Analisisespectr ofotométrico.

Se redlizaron experimentos de irradiacion continua para estudiar las variaciones
espectrales que se producen como consecuencia del efecto de la pterina excitada sobre
e &cido desoxirrib onucleico. En todos estos estudios de fotosensibilizacion se procedio
sgtemdticamente de la misma manera. Se prepararon soluciones madres de pterina 'y
&cido desoxirribonucleico. A partir de élas se prepararon las soluciones control y la
mezcla. Cada solucion madre diluida a la mitad con agua se utilizé a modo de contral.
La solucion restante es una mezcla en partes iguaes de ambas soluciones madres. Cada
solucion se sometio a irradiacion con luz UV-A de 350 nm en idénticas condiciones
experimentales (geometria de irradiacion, celda, temperatura, pH, etc) durante un
periodo tota de aproximadamente dos horas. Se regisiro @ espectro de absorcidn de
las soluciones antes de la irradiacion y posteriormente se tomaron los espectros de
absorcion a didintos periodos de irradiacion. Todos los experimentos que se
presentaran en esta seccion se redlizaron en presencia de oxigeno.

Como se menciond en la seccion anterior, las soluciones control demostraron
ser fotoquimicamente estables para d tiempo de irradiacion y las condiciones

experimental es empleadas.
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A diferencia de los controles, en igudes condiciones experimentdes, s

observaron importantes cambios en los espectros de absorcion de soluciones

conteniendo pterinay plasmido, desde los primeras minutos de irradiacion. EnlaFigura

13.1 se muestran los resultados de un experimento redlizado irradiando una solucion

mezcla ([ADN] = 3.8 x 10°M bpy [ptering] =1 x 10* M, pH = 6.5).
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Figura 13.1: (a) Variacion dd espectro de absorcién de una solucion de ADN

(3.8x 10° M bp) y pterina (Lx 10* M) a pH = 6.5 en d tiempo, al ser irradiada

con luz UV de 350 nm. (b) Espectrosdiferencia.

Como e &cido desoxirribonucleico no absorbe a longitudes superiores a 300

nm, se puede evauar € comportamiento de la banda de la pterina en la region

comprendida entre 300 y 400 nm. Como puede observarse en la Figura 13.1, dicha

banda permanecié indterada durante todo € tiempo de irradiacion. Estos resultados

sugieren gue la pterina no sufre ateraciones quimicas significativas como consecuencia

de la irradiacion. Asumiendo que la pterina resulta indterada, 1os cambios espectraes

observados (en la region comprendida entre 215 y 300 nm) se pueden atribuir a
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modificaciones en las moléculas de acido desoxirribonucleico. En b Figura 13.2 se
muestran los espectros de absorcion registrados a ditintos tiempos de irradiacion alos
gue e les harestado € espectro correspondiente a la pterina. De esta manera, en esta
figura se muestra la evolucion del espectro del plésmido durante € proceso estudiado.

1.75

1.50 —

1.25— — t=0min.
© t=210 min.
'© t=30 min.
é 1.00 — — t=90 min.
§ 0.75 |- tiempo de
< irradiacion

0.50 |-

0.25 [

0.00 | | | i

200 225 250 275 300 325 350

I (nm)

Figura 13.2: Variacion del espectro de absorcion del ADN en € tiempo, al ser

irradiado con luz UV de 350 nm en presencia de pterina

En otra serie de expeimentos redlizados a concentracion de &cido
desoxirribonucleico congante (5 x 10° M bp) s andiz6 la influenda de la
concentracién de pterina sobre |os cambios espectral es observados. En todos los casos
se observo, cuditativamente, € mismo tipo de cambio espectrd. Es decir, |os espectros
diferencia normdizados obtenidos en experimentos redizados a didintas
concentraciones de pterina son similares. Este hecho sugiere que € proceso observado

es sempre d mismo, independientemente de la concentracion de pterina.
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Sin embargo, la velocidad vy la intensidad de los cambio espectrales muestran

una fuerte dependencia con la concentracion de pterina. En la Figura 13.3 se muestran

las variaciones en la absorbancia dd &cido desoxirribonucleico en estos experimentos.

El andliss cinético de estos resultados revela que € cambio de absorbancia, (A, - A,),

sgue una ley de primer orden. En la Tabla 13.1 se presentan los resultados de las

constantes de velocidad (K) y de (Ay - A,), gustados con la ecuacion (1):

(Ac- A= (Ax - A,).[1-exp(-k.1)].

(1)

donde A,, A, y A, s0n las absorbancias a 260 nm antes de iniciar la irradiacion , d

tiempoty d tiempo infinito, respectivamente.
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Figura 13.3: Variacion de la absorbancia a 260 nm para soluciones ADN

B 7x10"M
A 4x10*M
v 7x10°M
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5

x 10° M bp) y distinta concentracion de pterina. Las lineas corregonden a

ajustes con la ecuacion (1).
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[Pt)/mM (Ax - Ao) k/min

7x10*M 0.04 0.0225
4x10* M 0.06 0.0259
7x10°M 0.18 0.0269

Tabla 13.1: Parémetros obtenidos realizando ajustes no lineales de los datos

mostrados en la Figural3.3 con la ecuacion (1).

Andlisiseectroforético.

Se redizaron experimentos de irradiacion continua Smilares a los descriptos en
la seccion anterior, pero en este caso las soluciones irradiadas con luz UV-A en
presencia de oxigeno se andizaron mediante la técnica de eectroforess en geles de
agarosadescriptaen el Capitulo 8.

En corridas dectroforéticas realizadas con soluciones acuosas no irradiadas del
plésmido pUC18 se observan tres formas principales del plasmido, que corresponden a
una forma superenrollada (que presenta mayor movilidad), a una forma relgjada o con
un grado menor de superenrollamiento (de movilidad intermedia) y una forma dimérica
(de menor movilidad). Esto puede observarse en la primera cdle de la corrida
electroforética mostrada en la Figura 13.4 (tiempo cero de irradiacion). La intensidad
relativa de las bandas da una idea de la proporcidn de cada topoisdomero presente en
las soluciones andizadas.

El andlisis dectroforético de soluciones de plasmido (3.8 x 10° M bp) irradiado
con luz UV-A en presencia de pterina (1 x 10° M) revelaimportantes cambios sobres

las cantidades relativas de las tres bandas. La figura 134 muestra una corrida



eectroforética en la cua fueron sembradas aicuotas tomadas a distintos tiempos de
irradiacion. Puede apreciarse que disminuye la intensdad de la banda de mayor
movilidad dectroforéica, ala vez que aumenta la intensdad de la forma relgada del

plésmido.

Figura 13.4: Electroforess de soluciones de &cido desoxirribonucleico
irradiadas en presencia de pterina. Los niumeros sobre cada calle representan

e tiempo deirradiacién en minutos.

A partir de las variaciones en la intensdad de fluorescencia generada por cada
fraccion se redizé un andisis de los cambios que experimenta la concentracion de cada
topoisdomero del  plésmido como funcidn del tiempo de irradiacion. Para redizar este
andiss se integraron las intensidades de cada banda presente en @ gd mediante un
programa de computacion adecuado. A causa de la menor intercalacion del bromuro de
etidio en la forma superenrollada, mas compacta, debe redizarse una correccion a la
intensdad correspondiente a la banda de dicho topoisdmero. Para elo se divide a la
intensidad en esa banda por 0.8 [Bauer W, 1968]. Luego, paralos distintos tiempos de
irradiacion, se calcul6 lafraccion de intensidad de cada topoisomero sobre laintensidad

total correspondiente a cada una de las cdles. En la Figura 13.5 puede observarse la
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variacion de laintensidad relativa de las bandas correspondientes a plésmido relgjadoy
superenrollado.

Las gréficas de la Figura 13.5 muestran claramente que la iluminacion del
plasmido con luz UV-A en presencia de pterina conduce a la converson de la forma
superenrollada en la forma rdlgada. Ademés esta conversion ocurre en un periodo de
tiempo que coincide con € periodo correspondiente a los cambios espectrales

mostrados en la seccién anterior.
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Figura 13.5: Evolucion de la intensdad de fluorescencia de las bandas
presentes en la corrida electrofor ética mostrada en la figura 13.4, con € tiempo
deirradiacion. Seasigné e valor 1 alafraccion delaintensdad at=0. a) forma

relajada. b) forma superenrollada.

Para que ocurra la transformacion mencionada es necesrio que una de las

cadenas de la molécula de pldsmido circular superenrollada se corte. Una vez



producida dicha ruptura, la conversion alaforma rel gjada ocurre esponténeamente. Por
consiguiente, estos resultados sugieren que @ proceso de fotosengbilizacion estudiado
conduce a la ruptura de un enlace covdente en las cadenas de é&cido
desoxirribonucleico.

Ademas, en los tiempos mas largos de irradiacion, se puede observar la
goparicion de una nueva banda, la cud tiene una movilidad intermedia entre la forma
relgada y la superenrollada. La gparicion de esta nueva forma de pldsmido, indica
claramente que € &ido desoxirribonucleico estd experimentando dteraciones
importantes en su estructura. Sin embargo, por hallarse con una movilidad intermedia
entre las bandas origindes, no deberia presentar modificaciones sgnificativas en su peso
molecular.

S una molécula de &cido desoxirribonucleico circular sufre un corte en una de
sus hebras y otro corte en la otray las posiciones de estos cortes son lo suficientemente
cercanas entre si, la molécula puede cortarse transformandose en una molécula de
plésmido lined. Para comprobar S la nueva banda que gparece en las soluciones
irradiadas corresponde a &cido desoxirribonucleico lined se prepard un patrén del
plasmido “linedlizado” por medio de una enzima de restriccion.

L as enzimas de restriccién son un grupo de enzimas que poseen la capacidad de
producir cortes en moléculas de &cido desoxirribonucleico en regiones especificas.
Estas enzimas reconocen una secuencia especifica sobre € &cido desoxirribonucleico
de doble hdlice, y lo escinden en ese lugar. Una molécula de écido desoxirribonucleico
circular se convierte en una moléculalined de igud peso molecular, § selasometeala
accion de una enzima de restriccion que reconoce una secuencia de bases que e
encuentra presente una sola vez sobre dicha molécula. Cumple con esta condicién para
e plésmido pUC18 la enzima RI de la bacteria Escherichia coli (EcoRlI). Cuando €
plésmido pUC18 esincubado en presencia de dicha enzima en un buffer adecuado a 37
°C, se corta sobre lasiguiente secuencia de bases:

v

GAATTC

CTTA]AG



(las flechas indican los punto de corte).

En la Figura 13.6 se muestran los resultados de experimentos que sugieren
fuetemente la “linedizacion” dd é&cido desoxirribonucleico plasmidico como
consecuencia de la irradiacion en presencia de pterina La cale 1 corresponde a una
solucidn de pldsmido (3.8 x 10° M bp) y pterina (1 x 10° M) irradiada durante 140
minutos, mientras que la cale 4 corresponde d patrdén de &cido desoxirribonucleico
linedl. Puede observarse claramente que la banda del patron presenta la misma
movilidad que la banda que aparece d irradiar. Las cdles 2 y 3 corresponden a
controles, € primero, pléamido no irradiado sin mezclar con pterinay, € segundo, una
solucion no irradiada de acido desoxirribonucleico y ptering, ambos en igud

concentracion quelacale 1.

Figura 13.6: Andlisis electroforético del experimento que muestra la presencia
de ADN lineal en solucionesirradiadas de plasmido en presencia de pterina. El

detalle de cada calle se encuentra en € texto.



Los resultados presentados en esta seccidn, muestran que € proceso de
fotosengibilizacion estudiado conduce, en una primera etapa, a cortes de una cadena
gue, a su vez, llevan ala rdgacion dd plasmido. En una segunda etapa se praducen
cortes en ladoble hélice generando la“linedizacion” dd plasmido. Una hipotesis que se
puede plantear para explicar € proceso total consiste en suponer que la macromolécula
sufre cortes en cada hebra acumulativos y d azar. Es decir, cada molécula plasmidica
se rgaluego de sufrir @ primer corte y sigue acumulando cortes distribuidos d azar d
aumentar e tiempo de irradiacion. Como se explicO anteriormente, S dos de estos
cortes se producen en diferentes cadenas y estan lo suficientemente cercanos entre i, la
molécula de pldsmido se transforma en unamolécula linedl . Experimentalmente esto slo
podra observarse cuando se acumulen suficientes cortes que hagan gprecigble la

probabilidad de que se produzcala“linedizacion”.

Papel del oxigeno en el mecanismo de reaccion.

Se redizaron egtudios similares a los llevados a cabo en soluciones aireadas
tendientes a evduar € rol dd oxigeno molecular y adgunos de sus derivados (oxigeno
gnglete, radicd hidroxilo) en @ mecanismo involucrado en € dafio fotoinducido
observado sobre € &cido desoxirribonucleico.

Para determinar € papel de las especies reactivas del oxigeno, oxigeno singlete
y radica hidroxilo, se utilizaron secuestradores 0 quenchers sdectivos para cada una
de dlas. Para evduar € pape dd radicd hidroxilo, se redlizaron experimentos en
presencia de sustancias que o capturan, como ser manitol, etanol, formato de sodio u
otros. En este caso, se empled etanol en concentracion 1.7 mM [Chemg et al., 1993;
Lesko et al., 1980]. Por otro lado, para evauar € rol del oxigeno singlete se redizaron
expaimentos en presencia de hididina En  paticular, se utlizd L-
monohidroclorohistidina en concentracion 1.2 mM [Nilsson et al., 1972



Ambos ensayos se evduaron de la misma forma gue para las soluciones
areadas. por seguimiento de los espectros de absorcion y eectroforesis en geles de
agarosa. Los cambios fueron smilares a los observados en ausencia de hidtidina y
etanol, es decir, se obsarvo la transformacion de la forma superenr ollada en laforma
relgada y la gparicion de la forma lineal. Ademés, estos cambios se produjeron en
tiempos smilares a los observados anteriormente. Estos resultados proveen evidencia
de que d dafo fotoinducido por pterina d é&cido desoxirribonucleico no es
consecuencia de la participacion del oxigeno singlete ni ddl radica hidroxilo.

Por otro lado, se redizaron experimentos en presencia de diferentes
concentraciones de oxigeno. Se prepard una solucion conteniendo plasmido
(3.8 x 10° M bp) y pterina (1 x 10° M) a pH 6.5. Esta solucion se dividié en tres
dicuotas. en una primera dicuota se dimino € oxigeno burbujeando nitrogeno (libre de
oxigeno y helio) durante 15 minutos, otra se satur6 con oxigeno 'y, la tercera se empled
directamente. En los tres casos se irradio durante 120 minutos con luz de 350 nm en las
mismas condiciones experimentales. Los cambios observados, tanto en |os espectros de
absorcion como en las corridas eectroforéticas (Figura 13.7), fueron equivdentes en las

tres concentraciones de oxigeno.

Figura 13.7: Solucién de ADN (3.8 x 10° M bp) y pterina (1 x 10° M) sin
irradiar (1) eirradiadas en ausencia de Oz (2), con aire (3) y atmdsfera saturada

con O, (4).

Estos resultados confirman que € oxigeno molecdar, o especies reactivas

derivadas de €, no tiene un rol principd en € dafio fotoinducido dd &cido



desoxirribonucleico, que ocurre d irradiar soluciones dd mismo con luz UV-A en
presencia de pterina

S hien para plantear una hipétesis sobre los mecanismos involucrados en €
proceso de fotosens bilizacion estudiado es necesario llevar a cabo més experimentos,
pueden redizarse dgunas consderaciones sobre este punto. Tal como se explicd en €
Capitulo 3 @ oxigeno singlete dafia d &cido desoxirribonucleico a través de su
reaccidn con la guaninay, de acuerdo alos resultados presentados en los Capitulos 11
y 12, la pterina genera oxigeno singlete e induce a la fotooxidacion sensibilizada de la
2'-desoxiguanosina-5' -monofosfato. Debido a esto, es 16gico pensar que deberia
exidir fotosenshilizacion de &cido desoxirribonucleico por pterinas a través de un
mecanismo mediado por oxigeno singlete. Sin embargo, de |os experimentos planteados
en esta Seccidn, puede inferirse que € oxigeno singlete no es la Unica especie reectiva
implicada, e, incluso que € mismo no es @ responsable principal de los cambios
observados sobre moléculas de pldsmido a ser irradiado por luz UV-A en presenciade
pterina

Es importante resatar que € dafio fotoinducido por la pterina d &cido
desoxirribonucleico tiene relevancia bioldgica. La presencia de derivados pterinicos en
los sstemas bioldgicos hace que este proceso fotosensbilizado pueda ocurrir en
organismos Vivos en zonas expuestas a la luz solar. Por otro lado, las pterinas podrian
tener aplicacion en técnicas biomédicas que usan la destruccidn fotoinducida del &cido
desoxirribonucleico con diversos fines, tdes como la fototergpia de procesos

neoplésicosy la esterilizacion de fluidos biol Ggicos.






