Capitulo 4

REACTIVOSY PREPARACION DE SOLUCIONES

Pterinas

Con d fin de redizar esudios compardivos de las propiedades de las
pteinas, < utlizg'on los dguientes compuestos pteina  6-carboxipterina
6-formilptering, neoptering, biopterina y &dido fdlico. Las pterinas usadas fueron
dntetizadas y provigas por d Laboraorios Shircks (Suiza). En ningln caso s
redizd purificacion posterior.

Preparacion de soluciones de pterinas. las soluciones se prepararon
pessndo cantidades adecuadas de compuesto Sdlido, y luego disolviéndolos en
soluciones acuosas de Na(OH) diluidas. Esto favorece la disolucion, debido a que
en medio dcdino, td como se explicd en d Capitulo 2, todas las pterinas
presentan d menos un grupo ionizedo (fenolato) y, por ende, su Solubilidad es
mayor que en oluciones &cidas o ligeramente &cidas. Poderiormente, s2 gudo d
pH de la solucién en agoroximadamente 11, mediante d agregado de pequefios
volimenes de solucion de Na(OH) 05 M y, por Ultimo, s llevd d volumen find
mediante d empleo de maraces. La soluciones s consarvan en hdadera a
pH = 11 y s veificd la estabilidad tomando los espectros de absorcidn antes de
cada medida

Las soluciones fueron preparadas a didintas concentraciones, segln la
técnica en la cud serian empleadas. Por gemplo, en adgunos casos, como ciertas
medidas de fluorescencia que requieren vaores pequefios de absorbancia, se
emplearon vaores cercanos a 10° M. En otros casos se requieren concentraciones
cercanas a la saturacion (drededor de 10° M en medio dcdino). La mayor pate
de los experimentos redizados paa ete trabgo de tess se llevd a cabo
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empleendo vdores de concentraciones comprendides entre los dos vdores
mencionados (10°° - 10° M).

La concentracion de las <oluciones empleedas en los  didintos
experimentos de determind, segln € caso, por dguno de los sguientes méodos:
a) cdculdndola a partir de la cantided de Sdlido pesado, € volumen de solucion y
d peso molecular de compuesto; b) cdculandola a partir dd factor de dilucion y
la concentracion (cdculada segin @ de una solucion mas concentrada, 'y
C) cdculdhdola a patir de medidas de adsorbancia y los correspondientes vaores
de los coeficientes de extincion molar (e) [Thomas, 2001].

El pH de las soluciones acuosas s gudtd agregando microlitros de
soluciones concentradas de HCl o NaOH. Las medidas de pH se redizaron con
medidores de pH provistos de un dectrodo de vidrio combinado (pH-meter
Metrhom y pH- meter Schott CG 843P). La cdlibracion de los equipos se redizd
empleendo soluciones amortiguadoras comercides con vaores de pH 4,00; 7,00
1000y 12,00.

No s utlizaon soluciones reguladoras para gudar € pH de las
soluciones a consecuencia de que las propiedades fluorescentes de las pterinas s
ven dectadas por un gran nimero de dlos Los estudios dd quenching de
fluorescencia de las pterinas por aniones presentes en soluciones reguladoras de
uso frecuente estdn incluidos en este trabgo de tesis y los resultados se exponen
end Capitulo 10.

Para fadlitar d andliss de los resultados experimentdes obtenidos fue
conveniente redizar 1os mismos en condiciones tdes que exidiera una sola forma
&ido-base dd compuesto en edudio. Teniendo en cuenta lo expuesto en d
Capitulo 2 puede deducirse que gustando d pH en un vaor mayor a 10, més dd
99 % de las moléculas de los derivados pterinicos esardn en su forma dcdina
Por & contrario, fijandolo en un vaor menor que 6 més dd 99 % edaran en «u
forma &cida, a excepcion de la 6formilpterina que posee un pKa de 7.3, con la
cud debe fijase un vdor de pH ligeramente menor, para obtener d mismo
resultado. Por otro lado € pH no debe ser menor que 4, para evitar la presencia de
otras formas acido-base (ver Capitulo 3. En particular, para la 6carboxipterinay

38



e &iido félico d pH no debe ser menor a 5.0, para evitar la protonacion de los
grupos carboxilos.

Nucledtidos.

Los nudedtidos, como tdes, paticipan de diversass funciones en d
metabolismo cdular, y los polimeros de los nudedtidos, los acidos nucleicos son
los depositarios moleculares de la informacion genética La edtructura de todas las
proteinas es producto de la informacion contenida en la secuencia de nucledtidos
de los &idos nucleicos de las cdulas [Lehninger, 1985]. Ademas, los nudedtidos
son moléculas ricas en energia que dirigen los procesos metabdlicos de las cdulas.
Actllan como sefides quimicas y son componentes edtructurdes de ciertas
enzimas e intermediarios metabdlicos

Los nucledtidos estén formados por una base nitrogenada, un azicar y uno
o més grupos fodfaos. El acido desoxirribonucleico (ADN) es polimero de
desoxirribonucledtidos. El azicar de lo deoxirribonudedtidos es la
2'-desoxirribosa (Figura 4.1). El prefijo desoxi significa que este azlicar carece de
un &omo de oxigeno, respecto de laribosa
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Figura4.1: Estructura quimica de la desoxirribosa.

La base nitrogenada de los desoxirribonucledtidos puede ser una purina o
una pirimidina El &ido desoxirribonucleico tiene cuatro bases, bases plricas
(derivadas de la puring) la adenina (A) y la guanina (G), y bases pirimidicas
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(derivedas de la pirimiding): la citosina (C) y timina (T). Las estructuras quimicas
de estos compuestos pueden gpreciarse en laFigura 4.2,

NH, 0 O NH,
ST 0L O
N N/) N N/)\NHZ N/go N/&O
Adenina Guanina Timina Citosina

Bases puricas Bases pirimidicas

Figura 4.2: Edructura quimica de las bases paricas y pirimidicas que forman
parte delos nucledtidos del ADN.

En un desoxirribonudedtido d &omo de G1' de la desoxirribosa se enlaza
con d N-1 de las pirimidinas 0 con d N-9 de las purinas, formando un enlace
N-glicoddico b. E sgno prima () s usa habitudmente para diferenciar
posciones sobre € azlcar de posiciones sobre las bases. Una base unida a la
desoxirribosa es un nucledsido, mientras que € éster fosforico de un nucleésido es
un nucledtido. La poscion més frecuente de la union éter en los nudedtidos
naurdes es d grupo hidroxilo dd C-5 dd azlicar. Este compuesto se denomina
nucledsido-5'-fosfato 0 5’-nucledtido. En la Figura 4.3 se muestran las estructuras
quimicas de los nudedtidos presentes en d é&cido desoxirribonucleico, junto a su
nomendatura

En los experimentos de fotosenshilizacion de nudedtidos por pterinas
redizados paa ese trabgo de Teds, s utilizaron los dSguientes nudedtidos.
2 -desoxiadenosina-5' -monofodfato, 2 -desoxiguanogna-5' -monofosato y
2 -desoxicitosna-5'-monofosfato provistos por Sigma en pureza dd 9 %, 9 % y
98 %, respectivamente. A patir de los nudedtidos Sdlidos se  prepararon

soluciones acuosas para redizar 1os experimentos.
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Figura 4.3: Estructura quimica de los nucledtidos presentesen € ADN.

Acido desoxirribonucleico.

La estructura dd acido desoxirribonudeico fue propuesta por Wason y
Crick en 1953, sobre la base de daos de difraccion de rayos X obtenidos por
Wilkins y Franklin. El &cido desoxirribonudeico esta compuesto por dos cadenas
de polinudedtidos hdicoiddes con giro a la derecha que forman una doble hdice
drededor de un ge centrd. Las bases s disponen en d centro de la hdlice en
forma perpendicular d ge. Ambas cadenas s unen entre S por puentes de
hidrégeno que se establecen entre pares de bases. Las bases se unen entre si de
una ola forma la guanina se une a la citosina y la adenina a la timina, a razon de
tresy dos puentes de hidrdgeno respectivamente.

Para redizar edudios de fotosenghilizacion de moléculas de &cido

deoxirribonuddco  por  pteiness s« digdé una nmolécula de  &ddo
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desoxirribonudeéco  que  pemitiela obtener un  grado de  reproducibilided
adecuado, con actividad bioldgica fadimente evdudble en d laboratorio. Los
edudios s centrason en moléculas de é&cido desoxirribonucleico  rdativamente
pequeiias y de bgo peso molecular, que se pueden obtener en d laboratorio en
grado de pureza adecuado. Edtas moléculas, denominadas plasmidos, son
moléculas de &cido desoxirribonucleico circulares, presentes en ciertas becterias.
Los plésmidos son dementos gendticos transmisbles, més pequefios que los
cromosomas, que tienen los genes necesarios para su propia replicacion y otros
que le confieren caracteristicas especides a las bacterias que los poseen [Stanier et
al, 1984].

B &ddo desoxirribonucdléco utilizado en este trabgo fue plasmido pUCIS,
un pldsmido de 2690 pares de bases (bp) obtenidas en d Indtituto de Bioquimica y
Biologia Molecular (IBBM) de la Fecultad de Ciencias Exactas de la Universdad
Naciond de La Plata. La obtencion de cantidades adecuadas ce este plésmido con
un grado de pureza eacepteble requiere @ empleo de una metodologia
reldivamente complga Por dlo s dedicad esta seccion para desarrollar las
técnicas utilizadas en dicha obtencion.

Se digid paa trdbga una moécula de plésmido, y no &adido
desoxirribonucleico  cromosdmico  becteriano, debido a que son, también,
moléculas de &ddo desoxirribonudeico de doble hebra, pequefies, de més f&dl
obtencidn, purificacion y manipulacion. Por otra parte, d plésmido se puede degir
segun las nuevas propiedades que le confiera a la bacteria, como, por gemplo, la
ressencia a un attibidtico, produccién de toxinas, etc. Una bacteria puede no
tener copia de un plésmido o tener varias copias dd mismo. Ademés, € pléamido
contiene dtios especificos sobre su secuencia de nucledtidos que pueden ser
aacados por enzimes de redriccion (enzimas que producen cortes sobre una
secuencia especifica dd écido desoxirribonucleico).

Los plésmidos pueden presentar varias formas espacides diferentes debido
a su forma circular, caracterigtica importante para € presente trabgo. Edas
macromoléculas tienen un ndmero de vudtas de hdice caracteriticos de una
hebra sobre la otra, pero d unir los extremos este nimero de vudtas puede ser

igud, mayor o0 menor generando una edtructura espacid diferente en cada caso. S
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e nimero de vudtas es igud en la molécula circular y en la lined, d pléamido s
consdera que eda rdgado. S @ nimero de vudtas en la edructura circular es
mayor que en la lined s consdera que esa superenrollado. Una molécula de
&ido desoxirribonucleico superenrollado es més compacta que una regada de la
misma longitud. A consecuencia de €lo la molécula superenrollada se mueve més
rgpido en una dectroforess que una rdgada. As en una dectroforess de acido
desoxirribonucleico  plesmidico pueden observarse vaias bandas de diginta
movilidad dectroforética, mientras que con moléculas linedes de igud tamaio
sempre se observa una solabanda [ Stryer, 1995].

Técnicade obtencion y purificacion del plasmido.

El plasmido pUC 18 puede adquirirse comercidmente de laboraorios
especidizados. Sn embargo, se descarto trabgar con edte tipo de materia porque
las muestras comercides poseen un dto contenido de proteinas y  soluciones
reguladoras de pH cercano a 8. El tratamiento de purificacion es posble en €
laboratorio, pero  dempre introduce dafio mecanico sobre d  &ldo
desoxirribonudeico conduciendo a la formacion de formas rdgadas en una
cantided compareble d que s obtiere directamente en € laboratorio. Por otro
lado d codo dd &ido desoxirribonudeico comercid es muy devado, Sendo
injudtificado paralos experimentos aredizar.

Se procedio a la obtencidn de plasmido tipo pUC, transformando bacterias
Escherichia coli (es decir, incorporandoles € plasmido). Edas bacterias son de
uo muy habitud en los laboratorios de microbiologia El pléamido degido para
los experimentos de este trabgo, pUCL8, hace a edas bacterias resgtentes a un
antibidtico, la ampidling, que se utilizd para sdeccionar aqudlas bacterias que
poseen d plasmido de las que no lo poseen.

El plasmido eegido se recuperd de una cepa de bacterias Escherichia coli
no vigbles (In cgpacidad para reproducirse) que se encontraban disponibles en d
laboratorio que contenian & pldsmido pUC18. Debido d caracter no viables de las
becterias de partida, se debid obtener de dlas una pequefia cantidad dd plésmido
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para tranderirlo a bacterias viables Esto es posible por d pequefio tamafio de
plésmido, ya que d &ido desoxirribonucleéco cromosomico, de mayor tamaio se
encuentra degradado. De esta manera se pudo obtener de una mayor biomasa una
importante  cantidad dd plésmido (dd orden de los miligranos) para los
expeimentos fotoquimicos y fotofiscos de este trabgo en que se utilizd &acido
desoxirribonucleico.

Para extraer d plasmido se recurrié a una técnica de precipitacion selectiva
de &cido desoxirribonucleico plasmidico, que se describe a continuacion:
1) Se resuspenden las cdulas en un solucidn reguladora TrissEDTA.
2) Se agrega una solucion de dodecilsulfato de sodio o SDS (detergente) e
NaOH. Eda solucién lisa las becterias (rompe sus membranas cdulares) 'y,
entonces, se libera su contenido. Deben evitarse las agitaciones bruscas para
gue d &ido desoxirribonucleico cromosdmico quede unido a las membranas y
pueda ser separado por precipitacion del écido desoxirribonudeico plasmidico.
3) Se centrifuga El sobrenadante contiene todas las sustancias intracelulares
solubles, induyendo d pléamido.
4) Para obtener € plasmido se agrega isopropanol que lo vudve insoluble. Se
centrifuga, y € precipitado se lava con etanal.
5) Se resuspende en agua edterilizada

Ede &cido desoxirribonudeico puede ser introducido en cdules adecuadas
(proceso de trandformecion) y amplificarse muchas veces utilizando € mecanismo
de replicacion de estas cdulas [Stanier e al, 1984].La mayoria de las bacterias
incorporan dd medio moléculas de &cido  desoxirribonudeico, pero con una
eficdencda muy bga En oondicones expaimentdes adecuadss pueden
trandformarse una cantidad importante de cdulas. La transformacion de bacterias
requiere primero la obtencion de céulas competentes. Estas cdulas son bacterias
a las cudes = les modifica la pared cdular para poshilitar la incorporacion del
plasmido. Para obtener las células competentes se debe seguir una serie de pasos
gue se detalan a continuacion:
1) Debemos obtener clulas becterianas que se encuentren en su fase de
crecimiento exponencid, debido a que en dicha fase las cdulas son més sensbles

a agentes fiscos y quimicos adversos. De edta forma, sera més féacl modificar las



membranas bacterianas. Para dlo a patir de un cultivo saturado de cdulas, s
rediza una dilucién en un medio de cultivo fresco y se incuba a 37 °C. Se sgue
crecimiento por medidas de absorbanciaa 550 nm.

2) Cuando la Asp s encuentra entre 02 y 04 se detiene € crecimiento
introduciendo d recipiente en hido durante un tiempo. Luego s centrifuga,
manteniendo latemperatura a 0°C, para ssparar las bacterias dd medio de cultivo.

3) En eda egpa se inicia @ proceso para dterar las membranas ceulares
agregando, en dos pasos, primero Cl,Ca y luego Cl,Mg. Edtas etgpas se redizan
manteniendo permanentemente las cdulas a 0°C.Los iones Ca™ y Mg™ aumentan
la permestiilidad de las membranas cdlulares.

4) Las clulas adl tratadas ya pueden transformarse. Estas bacterias pueden
dmacenarse 9 s evita su podeior crecimiento, debido a que las membranas
ceulares se recuperan S esto sucede. Para élo se consarvan en glicerol a
temperaturas de -70°C o inferiores,

Tanto la obtencion de cdulas compeentes como su  poderior
transformacion presentan dificultades de origen experimentd. Esto s debe a que
las clulas cuya pared cdular edd debilitada, son muy l&oiles y pueden perder
fécilmente su capacidad de reproducirse. También es frecuente que se recuperen
de esta modificacion, regenerando su pared cdular, y en consecuencia no pueden
Ser transformadas.

Con las cdulas competertes obtenidas se procedié a su transformacion,
con d sguiente protocolo:

1) Se coloca 100 a 200 nh de bacterias competentes con 5 m de la solucion de
plésmido, manteniendo todo Sempre en hido. Seincuba durante 30 minutos.

2) Se rediza un shock térmico durante 2 minutos a una temperatura entre
42 - 45°C. Se colocanuevamente en hielo durante 5 minutos.

3) Se agrega a la mezcdla 1 ml de medio de cultivo. Se incuba a 37 °C duratte 1
hora

4) Para sdeccionar las bacterias que incorporaron d pléamido e rediza un cultivo
en placa con un medio gque contiene antibiGtico. Se Sembra un volumen conocido

de lamezcla para poder cacular laeficienciade la transformacion.
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En los primeos intentos de trandformar esas cdulas compeentes la
eficiencia de transformacion fue cercana a 10° - 10* (Efidendia de transformacion:
bacterias transformadas por microgramo de plésmido). Estos vaores de eficiencia
de transformacion no dan la seguridad de que las bacterias que crecen en d medio
con ampicilina sean bacterias que hayan incorporado d plésmido, Sno que puede
deberse a mutaciones espontdneas dd genoma bacteriano. En consecuencia, la
preparacion de células competentes debid reiterarse varias veces hasta obtener
aquéllas con las cudes la eficencia de transformacion sea la adecuada (1°-10', o
mayores).

Una vez obtenidas y sdeccionadas las bacterias trandformadas, la sguiente
gtapa es la obtencion de las moléculas de pléamido. Como las bacterias
trandformadas en edas condiciones son resdentes a la ampidling solamente
aqudlas bacterias que incorporaron d pldsmido crecerdn en un medio con ete
antibidtico y por dlo se digen medios de cultivos que lo contengan.

Se prepaa un medio de cultivo liquido (para obtener una mayor biomasa)
con ampiciling, y se inocula con las bacterias tranformadas. Se incuba a 37°C
hesta saturacion del cultivo.

Se obtuvo una gran biomesa de bacterias y de dlas @ pléasmido. Este s
extrgo con la técnica de extraccion de &ido desoxirribonucdleico plasmidico que

se detall 6 anteriormente. Posteriormente se purificd en dos etapas:

1) tratamiento con una enzima que degrada adido ribonudeco (ARN), ARNasa,
paa diminar restos de &ido ribonudeco, que habituamente se extrae con d
&cido desoxirribonudeico;

2) purificacion con fenol paradiminar aquelas proteinas que coprecipitan.

En edta egpa de purificacion se presenta € inconveniente asociado a que
las técnicas usadas en biologia molecular estén pensadas para cantidedes muy
pequefies de &ido desoxirribonudeico (dd orden dd ng). Esto requirid de
modificaciones en d protocolo de preparacion y purificacion eténdar paa
plésamidos con d fin de obtener una cantided de muestra de un orden 1000 (mil)
veces mayor. Este protocolo fue desarrollado como parte de este trabgjo de tes's.
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La pureza dd pldsmido se determinG por corridas dectroforéticas en geles
de agaosa y por medides de Absorbancia a 260-280 nm. La reacion de
absorbancias A”® | A® debe estar entre 1.8 y 2.0 para aceptar que d &cido
desoxirribonudeico obtenido tiene una pureza adecuada. Previo a la purificacion
eda rdacion no se cumple por la presencia de impurezas como proteines. Las
proteinas absorben fuertemente a 280 nm, por dlo su presencia, aunque sea en

muy pequefia cantidad, disminuye apreciablemente larelacion de absorbancias

18
A0 A =196

= =
o w
I I

Absorbancia
o
e}
]

0.3 —

0.0 T T T T T

200 225 250 275 300 325 350
I (nm.)

Figura 4.4. Espectro de absorcion de una solucién de plasmido puUC18
obtenido en € laboratorio a pH= 6.5. Camino 6ptico 1 cm.

Las corridas dectroforéticas en gdes de agarosa se revelan con bromuro
de etidio, compuesto radioactivo que e une sdectivamente a los acidos nucleicos,
ya seen &ido deoxirribonudeico o &ido ribonudeco. S d  &dido
desoxirribonudeico esa impurificado con &ddo ribonudeico veremos en d gd
una banda muy extendida, carecteristica, de estas moléculas. De esta forma
podemos evauar la presencia de acido ribonucleico en nuestra solucion. Es usud
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gue coprecipite &ddo ribonudeico con @ &ido desoxirribonucdeco, por dlo s
trata la muetra con ARNasa, previamente a la purificacion para diminar
proteinas.

En la dguiente etgpa de la purificacion, se diminan las proteinas (que
sempre coprecipitan con d &ido desoxirribonudeico) agregando fenol en
soluciones acuosss. En edtas condiciones se forma un sstema de dos fases, donde
d &ddo desoxirribonucleico permanece en la fase acuosa que sobrenada En la
interfase s2 forma un coagulo 0 gd que contiene las proteinas, permitiendo su
separacion. La ARN-asa utilizada en la primera etapa de purificacion también es
una proteina, y en consecuencia se eimina en eta etapa.

Una vez purificado @ pléamido se puede evduar la pureza dd mismo por
medidas de absorbancia El espectro dd &cido desoxirribonucleico, como puede
vase en la Figura 4.4, presenta una banda caracteridtica a longitudes de onda
menores de 300 nm. S d &ido desoxirribonudeico etd bien purificado debe
cumplir con la rdacion de absorbancias ya mencionada. S se cumple esta rdlacion
la absorbancia a 260 nm nos permite conocer la concentracion dd  écido
desoxirribonucleico ya que se acepta que una unidad de absorbancia corresponde
auna concentracion de 50 miligramos por litro.

Como puede obsarvarse en la Figura 44 s obtuvo soluciones de plésmido
pUC 18 muy puras que cumplen muy bien con la rdacion de absorbancies. En los

geles no se observala presencia deécido ribonudeico.
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