Capitulo 2

ASPECTOS QUIMICOSY BIOLOGICOSDE LASPTERINAS

Las pteinas son una familia de compuestos orgénicos heterociclicos
ampliamente didribuida en la naturdeza, y con variadas funciones [Hopkins, 1993,
Nichol et al., 1995]. Los primercs trabgos cientificos sobre pterinas son de fines
dd ddgo XIX, y en dlos s publican intentos por adar pigmentos pterinicos
amaillos y blancos de las das de ciertas mariposas [Hopkins, 1895; Hopkins, 18893
Hopkins 1889b]. Sin embargo, F. G. Hopkins no pudo adalos con suficiente
pureza como para caracterizar su estructura. Reciéen a mediados dd sSglo XX s
propusd que eran deivedos de heterocido pirazing2,3-djpirimidina d que =
[lamé pteridina (Figura 2.1) [Schopf et al., 1941].

Egtructura quimicadelaspterinas.

Las pterines son compuestos heterociclicos, con una estructura comin a
todas de doble anillo con 10 &omos, 4 de nitrégeno y € reso carbonos. Este
tetra-azo-naftaeno, llamado pteriding, puede observarse en la Siguiente figura
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Figura 2.1: Pteridina: estructura basica de las pterinasy lumazinas.
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De la pteridina derivan dos grupos de moléculas que se encuentran en los
sres vivos las pterinas y las lumazines. Las pterines poseen como sudituyentes
un grupo amino en la poscion 2 y un oxigeno en la posicion cuatro. La molécula
resultante es la 2-amino-4-pteridinona 0 pteina La lumazines, por su parte,
derivan de una molécula de pteridina con un oxigeno en la podcidn 2 y otro en la
posicion 4 (2 4-pteridindiona) (Figura 2.2).
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Figura 2.2: Estructura quimica de pterinasy lumazinas

Todas las pterinas comparten la misma edructura, |lamada habituamente
doble anillo pterinico, y difieren entre s por los sudituyentes ligados a eda
edructura comin. La mayor parte de las pterinas naurdes poseen sudituyentes en
la poscion 6 (Figura 23). La 6-caboxipteing por dgemplo, tiene como
udituyente un grupo carboxilo (-COOH), la 6-formilpterina tiene un  grupo
fomilo (-CHO), la xantopterina un grupo hidroxilo (-OH), la biopterina y la
neopterina  poseen cortas cadenas con  dcoholes, (-CHOH-CHOH-CHz y
-CHOH-CHOH-CH,OH, respectivamente). El &ido fdlico tiene un sudituyente
mucho més complgo que la mayoria de las pterines naurdes formado por una
molécula de &dido p-aminobenzoico y otra de addo glutdmico (un aminoécido
naturd). El sudtituyente se muestraen laFigura 2.4.
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Figura 23 Edructura quimica de pterinas naturales (pterinas 6-

sustituidas).
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Figura 24: Edructura molecular de sugtituyente de la molécula de acido

folico.

Propiedades acido-base de las pterinas.

Las pterinas se comportan como &cidos déhiles en las soluciones acuosss.
Como publicd Albet paa vaios deivados de ptering, € Unico equilibrio
pertinente en las condiciones de pH de este trabgo (4 - 12) es aqud entre € grupo
amida y d fenolao (Fgura 25) [Albertt, 1953]. Por dlo, en addante, s hara
referencia a estas dos formas é&cido-base denominéndolas “forma &cida’ y “forma
dcdind’, respectivamente. El pKa de este equilibrio estd drededor de 8 paa
todas las pterinas esudiadas (Tabla 2.1) [Thomes et al., 2000; Albert, 1953; Thomas
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et al., 1996; Cabrerizo, 2002].

Otros grupos funciondes de la edructura pterinica (por gemplo: € grupo

2-amino) o los nitrégenos anulares tienen un pKa menor a 2 [Albert, 1953. Otros
equilibrios  &ddo-base son  paticulares de cada ptering, dependiendo de la

presencia de grupos ionizables en d sudituyente dd carbono 6. Por gemplo, la 6
caboxipterina posse un equilibrio adiciond, con un pKa de goroximadamente 3
[Mondpoli & a, 2000] debido d grupo caboxilo. Tato € comportamiento

fotoquimico como fotofiSco de las diferentes formes é&ddo-base de cada

compuesto presentan diferencias Sgnificatives [Baur et al., 1979; Ffleiderer et al.,

1984; Thomas, 2001].
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Figura 2.5: Equilibrio acido-base del anillo pterinico en soluciones acuosas de

pH entre7y9.

Compuesto pK 4
pterina 791
6-carboxipterina 733
6-formilpterina 7.89
acido fdlico 8.07
neopterina 8.00
biopterina 8.06

Tabla2.1: pKadd equilibrio amida-fenolato en las pterinas.

(formaacaina)
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Laspterinasen la naturaleza.

En la actudidad se conocen numerosass moléculas pertenedentes a la
familia de las pterinas, que se encuentran en la naturdeza. Estén presentes en ces
todos los ses vivos en muy peguefias cantidades, paticipando de vaiadas
reecciones bioguimicas. Se las encuentra en cantidades condderables como
pigmentos amaillos y blancos en las das de divesss maiposss H
tetrehidrofolato, un derivado reducido dd é&cido fdlico, y la tetrahidrobiopterina
on los integrantes de esta familia de compuestos que méas han sdo estudiados en
relacion con su participacion en reacciones quimicas presentes en 10s seres vivos.
Ambos estén involucrados en reecciones metabdlicas indispensables para los
mamiferos td es ad que su deficiencia produce serias dteraciones bioquimicas
gue conducen d desarollo de graves enfemedades [Rapaport, 1988]. Otras
pterines estan presentes en molibdoproteinas [Pfleiderer et al., 1984]. El papd que
desempefian muchas pterinas no se conoce en detalle aln.

El &ido fdlico es una vitamina hidrosoluble induida en la serie conocida
como complgo vitaminico B. El derivado activo de esta molécula es d &ido
56,78 tetrahidrofdlico, denominado normamente tetrahidrofolato, @ cud actla
como coenzima trangportando  unidades activas de un d@omo de cabono. La
vaiedad e importancia de las reacciones metabolicas en las que participa ese
derivado hacen que, d &dido fdlico sea una molécula indispensable para la vida de
los mamiferos [Stryer, 1995].

De todas las reacciones biogquimicas en las que participan los derivados del
&ido fdlico las més importantes son las involucradas en la sintess de nucedtidos
(mondmeros de los &cidos nucleicos). Cuando estas reacciones se interrumpen por
adgin mativo, déficit de &cido fdlico, por gemplo, los &ddos nudecos no pueden
sntetizarse y, como consecuencia de esto, las cdulas no pueden replicarse. Adl las
cdulas sanguiness y la mucosa intestind, que requieren de duplicacion cdular
condante, se ven sriamente afectadas. De esta manera, la dteracion en la sintesis
de &cido desoxirribonudeco que exige en d dicit de acido fdlico conduce a una

patologia con un cuadro morfoldgico caracteridico en la sangre periférica y en la
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médula ésea, que e conoce con @ nombre de anemia megdoblagica. Por otra
parte, se produce una arofia de la mucosa dd tubo digestivo que puede provocar
un estado de maabsorcion que puede, asu vez, intendficar € déficit primario.

Ademés dd &iido fdlico, otros compuestos rdacionedos con la familia de
las pterines paticipan en reacciones bioguimicas dd metabolismo de los animaes
uperiores. La 5,6,7,8 tarahidrobioptering, un derivado reducido de la bioptering,
y cietos deivados pterinicos azufrados son los gemplos mgor conocidos. La
biopterina paticipa en la trandformacion de la fenildanina a tirodna, una
importantisma resccion dd metabolismo de los aminoécidos cadizada por la
fenildanina hidroxilasa [Stryer, 1995]. Eda enzima pertenece a la familia de las
monooxigenasa, las cudes cadizan reacciones en las que paticipa d O, disudto
en d medio. Uno de los &omos dd mismo se incorpora d compuesto que se oxida
(generdmente s hidroxila), mientras que € redante gparece en forma de H,O
(Figura 2.6).
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Figura 26:. Participacion de la tetrahidrobiopterina en la conversion de

fenilalanina a tirosina.

Se ha demodirado en dgunos casos y sugerido en otros la participacion de

diversos derivados pterinicos en procesos  fotobiologicos. En un proceso
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fotobiologico la luz es cgptada por una molécula que actla como antena, y como
consecuencia e produce una excitacion electronica en la molécula que puede
conducir a cambios quimicos o fiscos y, con dlos a cambios fisoldgicos Por
gemplo, & han detectado diversos derivados pterinicos en una gran variedad de
organismos en &ess expuedas a la luz como la pid de los vertebrados,
tegumentos de los atrépodos o0 en Organos foto-sendtivos como los ojos de
vertebrados e invertebrados [Pirie y Smpson, 1946)].

En paticular, a la fecha, es motivo de discusdon su participacion en
dgunas etgpas de la fotorrecepcion ocular y en la cgptecion de la luz azul por
pate de dgunas plantas [Maer y Ninnemann, 1995]. En genad, edos
fotorreceptores son  sustancias incluidas, como grupos prostéticos, en complegas
edructuras proteicas que, a SU vez, pueden tener otros grupos progtéticos y
cofactores, necesxios para generar una sefid quimica a partir dd fendmeno
primario de absorcion de luz. Se ha demodrado que ciertas flavinas, formando
pate de las denominadas flavoproteinas, y compuestos carotencides cumplen este
tipo de funciones en una vaiedad de organismos. S bien todavia no exige
evidencia concduyente, como la hay paa las flavines y compuestos carotenoides,
la paticipacion de las pterinas en respuestas fisologicas controladas por la luz
azul ha Sdo propuesta en vaios organismos El gemplo mgor conocido, td vez
sea la nitrato reductasa de Neurospora, enzima que eda involucrada en este tipo
de procesos fotobioldgicos y que contiene en U edructura tanto complgjos de
molibdeno con pterines como flavines [Klemm y Ninneman, 1979; Ninneman, 1984;
Sefemann-Hams, et al.; 1985]. Asmismo, deivados pteidinicos podrian jugar un
pape importante en combinacion con las flavines en cietas especies de
Phycomyses [Berns y Vaughn, 1970; Hohl et al., 1992], paticularmente, s2 demostro
la exigencia de biopterina en Phycomyses blakesleeanus [Kiewisch y Fukshansky,
1991]. Por dtimo, fue podulada la paticipacion de las pterines como
fotorreceptores en procesos de fototaxis presentes en Euglena gracilis [Galand, &
al., 1990; Schmidt, & al., 1990; Brodhum y Hader, 1990].

La luz UV de longitudes de onda menores a 320 nm es dtamente nociva
para los seres vivos. Mata rdpidamente a las cdulas y, entre las supervivientes, se

encuentra una elevada frecuencia de mutaciones [Stanier et al., 1984]. Esto explica
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los dafios que produce la luz UV sobre la pid dd s humano y la tendencia a
generar cancer de pied en las zonas expuestas. Estos dafios sobre @ é&cido
desoxirribonucleico  pueden ser reparados por  diversos mecanismos  enzimétices.
Uno de estos mecanismos se conoce como fotorreactivacion [Kelner, 1949 y esta a
cago de la enzima ADN-fotoliasa (fotoliasd) que contiene un derivado dd &cido
folico. Este derivado dd é&dido fdlico, N°, N%meteniltetrahidrofolato, es & que
absorbe la luz UV-A que attiva a otra porcion de la enzima para redizar la
reparacion dd  &cido desoxirribonudeca En expodciones prolongedes a la luz
lar s recibe tato luz UV-C y UV-B que dafan a las moléculas de &cido
desoxirribonudeico, como luz UV-A necesaria para inicdar d mecanismo de
reparacion de las mismas. Es decir que € dafio y la reparacion ocurren
smulténeamente, dando lugar a una competencia que decide d dedino de la
cdulaexpuestaalaradiacion.

El vitiligo, una de las petologias cutaneas més frecuentes en d sar humano,
congste en un desorden en la pigmentacion que produce tipicas manchas blancas
obre la pid. Los pacientes que sufren esta enfemedad, muestran una
caracteridtica fluorescencia en sus manches cutaneas cuando son sometidos a la
denominada examinacion con luz de Wood (351 nm). Se ha demostrado que este
fendbmeno ocurre por la acumulacion de pterinas en las zonas aectadas por la
enfermedad [Schdlreuter e al.1994b; Schdlreuter et al., 1994c]. Es interesante
comentar € pape que juegan varios derivados pterinicos en d vitiligo.

Se mendond anteriormente que la 5,6,7,8-tetrahidrobiopterina es  un
cofactor importante en la sintess de tirosna Ese amino&cido es un sudtrato
fundamentad en la sintess de medanina (proceso canocido como melanogéness)
gue ocurre en los meanocitos de la pid. La actividad de una de las enzimas mas
importantes en  la mdanogéness la tirosnesa, es regulada  por  la
tetrahidrobiopterina Pero ede cofactor es oxidado a otra pterina, 6-biopterina
(Figura 2.3), que es extremadamente citotdxica para los meanocitos humanos in
vitro [Schalreuter e al.,1994g). Consecuentemente, para asegurar la viabilidad de
edas cdulas un mecanismo muy eficente de reduccion recupera la
tetrahidrobiopterina Esta  reduccion  es  catdizada enzimdicamente con  la
paticipacion dd radicd anion superdxido generado por absorcion de luz UV.
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Debido a eso los mdanocitos poseen las vies metabdlicas para la sintess y
reciclado de latetrahidrobiopterina

En pacientes con vitiligo los meanocitos presentan dteraciones en @
metabolismo que conducen a un amento en la produccion  de
tetrahidrobioptering, la generacion de agua oxigenada y a la inhibicion de la
sintess de mdanina La 5,6,7,8tetrahidrobiopterina s oxida a 6-biopterina por
reeccion tanto con @ oxigeno como con d agua oxigenada En d vitiligo d
mecanismo de recuperacion de la 6-biopterina no es  adecuado.
Consecuentemente, este compuesto se acumula en zonas de la pid con déficit de
pigmentacion y, por ende, Sin proteccion contralaradiacion proveniente del sol.

En definitiva, todos los procesos fotofiscos y fotoquimicos que sufre la
biopterina en soluciones acuosas pueden ocurrir en las zonas dectadas de la pid
de los pacientes con vitiligo. Se ha demodrado, recientemente, que la
fotooxidecion in vivo de la 6-bioptering, anteriormente mencionada, produce, en
un primer paso, 6-formilpterina y ese compuesto, a su vez, s trandorma en 6
carboxipterina [Rokos et d., 2002]. Edtas transformaciones generan, ademéds, agua
oxigenada como producto de fotdliss, incrementando los efectos nocivos de este

compuesto.

Conocimientos previos sobre la fotofisica de pterinas.

En la litedura no s encuentran muchos trabgos con informacion
fotofisca de las pterinas. La mayoria de los trabgjos sobre pterinas son de caréacter
biomédico. También exiten numerosas publicaciones sobre la caracterizacion 'y
cuantificacion de diversos derivados pterinicos presentes en fluidos  biologicos,
con gplicaciones andliticas en d campo de la bioguimica dinica

En la década dd '70 se publicaron los espectros de emision fluorescente y
fosforescente del acido folico en agua [Aaron y Winefordner, 1972]. El espectro de
emisdn es débil, mientras que la fosforescencia, que no se detecta a temperatura
ambiente, seregistraa 77 K.
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Uno de los primeros y més importantes trabgos sstemdticos redizados
sobre fotofisca de pterinas data de 1981 Chahidi et al., 1981]. En esta publicacion,
redizada solamente sobre ptering, se infooma que dicdp compuesto presenta
emison fluorescente mucho més fuerte que € &cido fdlico y que d espectro de
emison es dependiente dd pH. Admismo s dageminaron los rendimientos
cuaniticos de fluorescencia a pH 10. Se estudid la variacion de los espectros de
fosforescencia a 77 K con & pH, obsavando que la emison fosforescente a
temperatura ambiente se encuentra por debgo dd limite de deteccion de los
métodos empleados. También s muestran en este trabgo resultados de un estudio
de Fotdigs de Hash, informandose los tiempos de vida para los decamientos de
los estados triplete. Se detectd € quenching de los estados excitados tripletes por
oxigeno, indicando la pasible generacion de oxigeno singlete.

Més recientemente, se estudio la fotofiSsca de otros dos derivedos, la
6,7-dmdilpterina y 6-tetrahidroxibutilpterina [Neverov et al. 1996]. En esta Ultima
publicacion se muedtran los espectros de fluorescencia a temperatura ambiente y a
77 K y los espectros de fosforescencia a 77 K, junto con los corresondientes
rendimientos cuénticos. En este estudio se detectd la generacion de 'O, por pate
de ambos compuestos, midiendo la fosforescendia a 1270 nm del 'O, presente en
soluciones de los compuestos estudiados en agua pesada (D,O) y se informaron
los correspondientes rendimientos cuanticos.

Ya en la década dd '80 s= conocia que las pterinas presentan emison
fluorescente. Esta propiedad ha ddo una hearamienta por demas Wt para
desarrollar muchos de los méodos anditicos de deteccion de pterinas McCormack
y Newman, 1985]. Los edudios anditicos de pterinas incduso de coenzimas de
&cido fdlico, s ven facilitados por la absorcion caracteridtica de estos compuestos
en d rango UV-vishle dd espectro y la dta fluorescencia que presentan (€ acido
fdlico pose una bga intenddad de fluorescencia, pero puede s oxidado
cuantitetivamente a 6-carboxiptering, que posee una intenddad de emison mucho
mayor, con permanganao en medio dcdino). En paticular, s han usado, y s
continan usando en la actudidad, diversas técnicas cromatogréficas en las cudes
se detectay cuantifica pterinas mediante su fluorescencia
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En edudios recientes s ha evduado la incorporacién de pterinas a
moléculas de &dido desoxirribonuceco en reemplazo de las bases en los
nudedtidos. Eo no modifica la edtructura dd &cido desoxirribonucleico en forma
gorecidble, como o demuedran medidas de temperaturas de fusion, debido a la
gran dmilitud entre una molécula de pterina y la guanina Estas moléculas de
a&ido deoxirribonucleico que contienen  pterinas, presentan  la  fluorescencia
carecteridica de las mismas, heramienta por demés Wtil para proporcionar
informacion sobre la edructura dd &cido desoxirribonudleico y su respuesta a
interacciones con otras moléculas, como por gemplo  proteines.  Cudquier
interaccion de un compuesto con una molécula de &cido desoxirribonucdleico que
contiene ptering, provoca un cambio en la fluorescencia de la misma con una dta

sensibilidad [Hawkinset al., 2001].
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