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RESUMEN: En este trabajo se investigé la transformaci6n de la timidina en solucién acuosa por irradiacién con
una dosis de luz ultravioleta que destruye aproximadamente 50% de la absorbencia original de la timidina. Los
fotoproductos fueron separados por croinatografia en papel e identificados adicionalmente por métodos quimi-
cos y espectrofotométricos. La 5-hidroximeuidesoxiuridina y la desoxiuridina fueron identificados como pro-
ductos de la reacci6n, adicionalmente se obtuvieron evidencias que sugirieron la produccién de 5-formildesoxiuridina
y de 5-carboxidesoxiuridina. Estos resultados permiten sugerir que la luz ultravioleta produjo la oxidacién del
metilo de la timidina en forma similar a la reportada en la timina es decir metil - hidroximetil - formil - carbo-
xil- descarboxilacién. Se propone que alguno de estos compuestos puede tener participacién en el efecto biold-
gico de la luz ultravioleta o del formaldehido.

INTRODUCCION

La irradiacién de los seres vivos con luz ultravioleta (UV) produce efectos letales y
mutagénicos (13, 15, 17). Las pirimidinas de los 4cidos nucleicos son las substancias a
las que se ha atribuido la sensibilidad de los organismos a la radiaci6n ultravioleta (22).
Entre los fotoproductos numerosos aislados como consecuencia de la modificacién de las
pirimidinas por la luz de 220 a 300 nm, los dimeros de pirimidinas y el fotoproducto
espora (también conocido como fotoproducto 6-4 6 5-timinil-5,6-dihidrotimina) se han
podido correlacionar con los efectos biolégicos de la luz UV (4, 21, 24, 25). Por su rever-
sibilidad los hidratos de pirimidinas no parecen tener ninguna relacién con los efectos bio-
16gicos de la luz UV (22). No se ha estudiado el papel de los fotoproductos, que resultan
de la oxidaci6én del metilo de la timina por accién de la luz UV (1) o por la radiacién
ionizante (6). El objeto del presente trabajo, consistié en investigar el comportamiento
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fotoquimico de la timidina para comparar si se producen los compuestos correspondientes
a los aislados a partir de la irradiaci6n de la timina.

MATERIAL Y METODOS

Una solucién acuosa de timidina 1 milimolar fue irradiada con una dosis de luz UV
suficiente para reducir la absorcién del compuesto a la mitad (Fig. 1). Para obtener este
efecto se ilumin6 durante 20 horas con un juego de siete ldmparas germicidas General
Electric de 15 watts, colocando la solucién en tubos de cuarzo a 1 cm de distancia de
las ldmparas 500 ml de solucidn irradiada se concentraron hasta 0.5 ml en un evaporador
rotatorio. Una pequeiia alicuota se analizé espectrofotométricamente (Fig. 1) y el rema-
nente se dej6 reposar una noche en el cuarto frio para precipitar el exceso de timidina,
posteriormente se sometié el sobrenadante a cromatografia en papel en el solvente 1 (pro-
panol: hidréxido de amonio: agua 35:15:5) incluyendo los testigos de hidroximetil
(5-HMdU) y formil desoxiuridina (5-FdU) y revelando las bandas por su absorcién de
la luz ultravioleta, todas las bandas obtenidas fueron identificadas por anélisis espectrofo-
tométrico, la banda intermedia, que pareci6 ser una mezcla de varios compuestos, fue
separada en dos nuevas bandas por cromatografia en un segundo solvente (butanol: 4cido
acético: agua, 50:25:25). La primera de estas dos bandas fue recromatografiada en el sol-
vente 1 y sus componentes identificados espectrofotométricamente.

La identificacién de desoxiuridina como producto de la eliminacién del grupo metilo,
se hizo por el andlisis cromatogrifico y espectrofotométrico de esta substancia antes y
después de someter a hidr6lisis dcida (una hora a 10 libras de la solucién problema o testi-
go en HC1 4 N en una ampolleta sellada al vacio).

En algunos casos se identificé la desoxirribosa de los productos por la reaccién de la
difenilamina (3).

REsuLTADOS

El sobrenadante del concentrado produjo en la primera cromatografia, en el solvente
1, tres bandas denominadas A, B y C cuyos espectros a pH 4cido se muestran en la figura
2A; en la figura 2B se presenta el espectro de la banda A a pHs dcido y alcalino. La banda
B recromatografiada en el segundo solvente se resolvié en dos bandas, Ba y Bb. La banda
Bb cuando se someti6 a los estudios cromatograficos y espectrofotométricos, antes y des-
pués de hidrélisis 4cida, junto con uracilo y desoxiuridina testigos, produjo los espectros
de absorcién que se muestran en la figura 3 y sus Rf fueron idénticos a los de desoxiuridi-
na y uracilo antes y después de hidrolizar respectivamente. La banda Ba fue recromato-
grafiada nuevamente en el solvente 1, separdndose en dos nuevas bandas designadas Baa
y Bab, estas bandas mostraron los espectro de absorci6n de la figura 4 respectivamente.
El compuesto de la banda Baa dio reaccién positiva con la fenilhidracina por el método
de Lappin y Clark (18), en cambio todos los demés compuestos fueron negativos a esta
misma reaccién. )

En la tabla 1 se conjuntan las movilidades cromatogréficas y los datos espectrofotomé-
cricos de todas las bandas separadas a partir de la solucién de timidina irradiada incluyendo
los datos de las substancias control disponibles.
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DiscusioN Y CONCLUSIONES

La irradiacién con la dosis de luz ultravioleta utilizada produjo la transformacién del
50% de la solucién 1 milimolar de timidina a compuestos que no absorben luz ultravioleta.
De los compuestos que absorben luz UV, aproximadamente el 5% se transform6 a nuevos
productos ya que ninguno de ellos correspondi6 a alguno de los siguientes fotoproductos
previamente reportados. El dimero, s6lo se produjo iluminando soluciones congeladas de
timina (1) o soluciones de DNA (5), el fotoproducto espora se gener6 al irradiar solucio-
nes deshidratadas, de DNA o esporas de Bacillus subtilis (10), el hidrato es muy inestable
regenerando rdpidamente el compuesto original (22).

La primera substancia identificada con certidumbre como producto del tratamiento de
la timidina con la luz ultravioleta fue la desoxiuridina, los Rf y los datos espectrofotomé-
tricos coincidieron, tanto con los del testigo como con los datos tedricos; ademds, cuando
se le hidroliz6 se transformé como era de esperarse a la base correspondiente, es decir
a uracilo, lo cual se verificé similarmente con el control adecuado.

Otro producto identificado con bastante certidumbre fue la 5-hidroximetildesoxiuridina
(5-HMdU) ya que su base y su nucledsido, sintetizados en nuestro laboratorio, tienen si-
milar espectro de absorcién a pH 4cido pero difieren porque la presencia del azicar en
el nucledsido impide el corrimiento del pico mdximo de absorcién hacia longitudes de
onda mayores. El compuesto de la banda Bab presentd las caracteristicas espectrofotomé-
tricas correspondientes al nucleésido del 5 hidroximetil uracilo.

El compuesto aislado de la banda Baa present6 dos picos a pH 4cido. Este comporta-
miento es similar al mostrado por el 5-formiluracilo, la presencia del grupo formaldehido
en esta banda fue confirmada por su reactividad con fenilhidracina. Se encontraron dos
diferencias entre el 5-formiluracilo y su desoxinucleésido, el 5-FdU presenté mayor mo-
vilidad cromatogréfica la cual coincidié con la reportada por Cline (19), ademés dio reac-
cién positiva a la presencia de la desoxirribosa por el método de la difenilamina. Por estas
razones se piensa que esta substancia correspondi6 al 5-formil-desoxinucledsido del uracilo.

Aunque no se tienen testigos de 5-carboxidesoxiuridina (5-CdU), se piensa que el com-
puesto de la banda A puede corresponder a este desoxinucledsido, primero porque su m4-
ximo de absorcién est4 arriba de los 270 nm lo cual ocurri6 con el carboxiuracilo y segundo
porque este maximo se conservé al alcalinizar su solucién.

Con estos resultados se puede sugerir la siguiente serie de oxidaciones sucesivas del
metilo de la timidina hasta su transformacién a desoxiuridina.

Timidina-~ 5-hMdU - 5-FdU - 5-CdU~dU.

La sensibilidad del metilo de la timina a la radiaci6n ionizante se incrementa a pH alca-
lino (20), por esta razén es poco posible que las timinas de los dcidos nucleicos puedan
‘‘in vivo’’ sufrir también estas transformaciones como consecuencia de la radiacién con
luz ultravioleta; sin embargo, considerando que cualquier fotoproducto aun en bajo rendi-
miento puede ser letal o mutagénico para la célula (26), se puede sugerir que los deriva-
dos 5-formil y 5-carboxil pueden originar cambios tautoméricos similares a los inducidos
por el 5-bromouracilo (23).

De todos los fotoproductos obtenidos, el m4s estudiado es la 5-hidroximetildesoxiuridina;
a esta substancia se le ha encontrado substituyendo a la timidina en el DNA de algunos



18 ANALES DE LA ESCUELA NACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS, VOL. 34

fagos de Bacillus subtilis (16). Su adici6n a cultivos de tejidos produce efectos citopéticos
(9). Por otra parte, se ha reportado que el formaldehido es una substancia mutagénica
(14) que transforma el uracilo a su 5-hidroximetilderivado (7, 12). La desaminacién es-
pontdnea de citosina a uracilo (11), en el DNA, es corregida por la acci6n de la uracil-
glicosilasa (19); en la eventualidad de que este uracilo, proveniente de la citosina, sea
transformado por el formaldehido a su derivado 5-hidroximetilado se evitar4 su elimina-
cién quedando asi accesible para producir mutacién por la substitucién de base corres-
pondiente. El resultado de esta doble transformacidn seria equivalente al que se produce
por la desaminacién de la S-metilcitosina (4).

SuMMARY

In this work was searched the effect of UV light on thymidine in aqueous solution, for
this purpose chromatographic, chemical and spectrophotometric techniques were used.
As products of the irradiation 5-hydroxymethyldeoxyuridine (5-HMdU) and deoxyuridi-
ne (dU) were identified. Additionally two more compounds were obtained, one with al-
dehyde properties proposed as 5-formyldeoxyridine (5-FdU), the other one with some
properties expected from S-carboxydeoxyridine (5-CdU). Therefore was concluded that
the methyl group was oxidized as happened in the thymine. It is possible that some of
this substances have importance in the biological effects of formaldehyde or UV light.
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Fic. 1. Espectros de absorci6n de la timidina antes y después
de la irradiacién con luz ultravioleta.

TasLa 1. Rf y valores espectrofotométricos de las substancias

eluidas desde las bandas cromatogréficas.

Solvente 1 = propanol: hidréxido de amonio: agua, 35:15:5. Solvente 2 = butanol: acético: agua,
50:25:25. La banda Baa tiene a pH 4cido dos picos de absorbencia.

Rf longitud de onda (nm) Identificacién
Banda Solvente 1 Solvente 2 pH 2 pH 12 probable
méx. min. méax. min.
A 0.3% — 271 246 274 252 5-Cdu
B 0.53 — 262.5 238 263 250
C 0.69 — 266.5 234 2665 239 dT
Ba — 0.59 No present6 picos de absorcién
Bb — 0.63 262 232 262 244 du
Bb hidrolizada — 0.61 259 227 282 242
Baa 0.50 — 275 253
243 230 282 252 5-FdU
Bab 0.55 — 264 234 264 248 5-HMdU
TdR 0.69 - 267 234 2665 239
UdR 0.53 — 262 235 262 242
U — — 259 227 282 242
hMUdR - — 264 234 264 244
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Abreviaciones: 5-CdU S-carboxidesoxiuridina.
du 2-desoxiuridina.
5-FdU 5-formildesoxiuridina.
5-HMdU 5-hidroximetildesoxiuridina.
TdR

2-desoxitimidina.



