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El estudio de las asociaciones moleculares constituye, en la
actualidad, un &rea de investigacién de importancia fundamental en Bio

logia Molecular.

Como es sabido, la estructura de la méyoria de las biomclé&cu-
las simples est& ya, en gran parte, resuelta, y la estructura primaria
de los biopolimeros resulta cada vez mis accesible. El interés de los
investigadores se orienta actualmente a la determinaci6én de las posi-
bles conformaciones de estas macromoléculas y al estudio de las inte-
racciones moleculares entre diferentes tipos de kiopolfmeros o de &s-

tos con moléculas pequeilas.

Dentro Qe esté orden de ideas, el estudio de las propiedades
fisicoquimicas de los &cidos nucleicos puede orientarse seg@n dos 1f-
neas de investigaci6n bien definidas. La priméra de ellas se refjere
a la quimica estructural y propiedades intrinsecas de estos comptes-
tos; la segunda, gque constituye el-objeto de; presente trabajo, com-

prende el estudio de sus interacciones moleculares.

En el momento actual, se acepta undnimemente la idea de que

el camino mis 1l8gico y fructifero para abordar la investigacidén & ni-

vel fisicoguimico de las propiedades de los &cidos nucleicos, dete par
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tir del estudio de sus unidades monomé&ricas, bases pfiricas y pirimidi-

nicas, y sus nuclebsidos y nucleStidos correspondientes.

El objetivo fundamental del presente trabajo es poner de ma-
nifiesto gue el estudio de las interacciones moleculare; de las unida-
des monoméricas de &cidos nucleicos, y de otroé componentes de progre-
siva complejidad estructural de estos biopolimeros, proporciona una
informacifn valiosa acerca de los principios fundamentales que gobier

nan las propiedades estructurales de los &cidos nucleicos.

De acuerdo con esta idea, se ha planificado este trabajo es-
tudiando, en primer lugar, las interacciones moleculares de los compo-
nentes mis simples de los &cidos nucleicos y a continuacién, las de

los oligonucle6tidos y polinuclebtidos.

De este modo, puede llevarse a cabo un estudio comparative
de las interacciones moleculares de componentes de &cidos nucleicos de
diferente grado de complejidad, y se pueden establecer correlaciones
gue constituyen una valiosa ayuda para estimar las contribuciones rela
tivas de los diversos factdres que condicionan la estructura y estabi-
lidad de los &cidos nucleicos, las cuales est8n determinadas por las
interacciones base-base, por la conformaci6n del esqueleto ribosa-fos-

fato y por las interacciones con el medio.

El estudio propuesto se basa, fundamentalmente, en el efecto
hipocrémico que presentan las bandas de absorcidén de los componentes
de ficidos nucleicos en UV y en IR. Por tanto, se hace uso de estas dos

técnicas de espectroscopfa molecular. La espectroscopia UV presenta,
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para el estudio cuantitativo de estas interacciones moleculares, algu
nas ventajas significativas, entre las cuales puede destacarse la po-
sibilidad de estudiar disoluc}ones en un amplio intervalo de concen-
traciones, que permite observar el progreso del grado de asociaci6n

al aumentar la concentraci6n, debido a la gran intensidad de las ban-
das de absorcién UV y a su sensibilidad a las Qariaciones de concentra
cién. Por otra parte, la éspectroscopia IR aporta una informacifén com
plementaria acerca de la naturaleza de los mecanismos de interaccifn,
si bien esta técnica es, en el aspecto cuantitativo, m&s limitada que

la UV.

Teniendo en cuenta que el agua es el disolvente natural de
los medios biolbgicos, es obvio que tanto el estado conformacional de
las biomoléculas, como sus. interacciones, deben ser investigados en
disolucién acuosa. De acuerdo con ello, todos los componentes de &Sci-
dos nucleicos a que se refiere este trabajo, se han estudiado en diso
lucién acuosa, salvo en los casos en gue se han empleado otros disol-.
ventes (etanol y dimetilsulféxido) para valorar, precisamente, la in-
fluencia del disclvente sobre los procesos de interacci6n inter- e

intramolecular.

El orden expositivo seguido en esta Memoria responde al orden
‘creciente de complejidad de los diversos sistemas de componentes de

&cidos nucleicos que hemos estudiado.

En el capftulo 1 se expone el estudio realizado por espectros
copfa UV, de la autoasociaci6n de las 16 unidades monoméricas mis ca-

racterfsticas de los &cidos nucleicos (5 bases, 6 nuclefsidos y 5 nu-



cle6tidos), en disolucién acuosa, y se hace una discusi6n detallada
de los diferentes factores que contribuyen -en cada uno de estos com

puestos- a la energfa total de interaccién.

En el capftulo 2 se estudia la influencia que sobre.la auto
asociacifn ejercen la naturaleza del disolvente, los iones presentes
en la disolucién, el pH, la urea y la temperatura. Las conclusiones ex
puestas en cada uno de los apartados de este capftulo, confirman la
hipStesis de trabajo de este estudio de que las interacciones molecu-
lares son consecuencia, no s6lo de las propiedades intrinsecas de las
molé&culas implicadas en la interaccifn, sino también de las condicio-

nes del entorno en que &sta tiene lugar.

El estudio de las unidades monoméricas desarrcllado en los
capftulos 1 y 2 permiten interpretar el doble efecto hipocr6mico -de-
tectado por primera vez en este Laboratorio- en funcién de la posible
asociacifn por formaci6n de enlace de hidrégeno y por apilamiento. Por
otra parte, se ha logrado poner de manifiesto la contribucién de las

interacciones hidrof6bicas en el propceso de asociacifn.

De acuerdo con la idea directriz del presente trabajo de gue
las propiedades de los Hcidos nucleicos son funcién de sus unidades
constituyentes, en el cagItulo 3 se ha extendido el estudio de las u-
nidades monoméricas a los dinuclebsidos-fosfato ApA y UpU, con el do-
ble objetivo de tratar de estimar hasta gqué punto los parémetros de
asociacifn de los dfmeros pueden predecirse a partir de los parémetros
de asociacibn de los monSmercs, y de valorar la contribucién gue re-

presenta la cadena ribosa-fosfato en la ordenacién de las bases y en

.
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la iniciacién de la estructura helicoidal de los polinuclestidos.

En el capfitulo 4, siguiendo el orden creciente de aproxima-
cibén a la estructura de los &cidos nucleicos, se extiende el estudio
del efecto hipocrdmico a los &cidos oligoriboadenflicos y oligoribo-
uridflicos, y a los polinucleStidos poli A y poli U. De -este mods, se
lleva a término la investigacifn por espectroscopfa UV de los sistemas

citados.

En el capftulo 5 se describen los resultados iniciales de un
estudioc experimental, mediante espectroscopfa fR, acerca de la autoa-
sociacidg\y heteroasociacién de unidades monomé&ricas en disolucién
acuosa, que ha permitido confirmar algunas de las principales corclu-
siones obtenidas por espectroscopfia UV. Entre ellas, merece destacar-
se la confirmacién de la existencia del doble efecto hipocrémico {en
adenosina), la concordancia del valor de la constante de asociacién
correspondiente al 2° efecto hipocrSmico del 5'-GMP con el obtenido
por UV, y la existencia de un Gnico efecto hipocrémico en el S'-QMP,
que representa un resultado singular dentro del estudioc por UV de los

mononucleStidos. ' '

Para facilitar el manejo de la bibliograffa consultada, se
ha adoptado el criterio de su numeracifn independiente por capftulos,
si bien, dada la amplitud del cap. 2 y la diversidad de los temas tra
tados en &1, la bibliograffa correspondiente a dicho capftulo se dis-

tribuye por apartados.



1.- AUTOASOCIACION DE BASES, NUCLEOSIDOS
Y NUCLEOTIDOS EN DISOLUCION ACUOSA,

ESTUDIO POR ESPECTROSCOPIA UV.



Es evidente que un estudio sistemdtico de las propiedades
fisicoquimicas de las unidades monoméricas de los &cidos nucleicos, ba
ses pliricas y pirimidinicas y sus nuclefsidos y nucleftidos correspon;
dientes, debe proporcionar una informacién valiosa de los principios
fundamentales que gobiernan las propiedades de los &cidos nucleicos.
Por ser moléculas relativamente sencillas y gue pueden obtenerse como
tales especies quimicas cﬁn un elevado grado de pureza, las unidades
monoméricas se pueden estudiar con mucha m&s profundidad y rigor. En
efecto, los m&s destacados investigadores de este &rea de trabajo con
sideran que el estudio de los principios b&sicos de la quimica de los
&cidos nucleicos debe cimentarse, légicamente, en el de las unidades -

monoméricas.

Dentro del estudio de las propiedades fisicogqufmicas de
las unidades monom&ricas, pueden establecerse dos &reas bien definidas.
La primera comprende la gquimica estructural y las propiedades intrinse
cas de estos compuestos; la segunda, que constituye el objetc de nues-
tro trabajo, comprende los estudios de interaccifn y asociaci6n de uni

dades monoméricas entre sf y con polinucle6tidos.

La informaci6n obtenida en este estudio, permitird abordar
el tratamiento de sistemas m&s complejos: dinucle6tidos, oligonucleb-
tidos y polinucleétidos. Como es sabido, la estructura de los &cidos
nucleicos y de los polinucleftidos est§ determinada por los condicio-
namientos Que impone la conformacién del esqueleto ribosa-fosfato y
por las interacciones directas entre las bases pGricas y pirimidini-

cas.

AGn no han sido establecidas definitivamente, en modo al-



guno, las causas filtimas de la estructura y estabilidad de los &cidos
nucleicos en disolucibén acuosa. Presenta, pues, un interés especial el
estudio de la interaccifn y asociacién de las unidades monoméricas en
disolucibn acuosa, va gque sus estados conformacionales y sus mecanis-
mos de accifn estén condicionados, no solamente por sus propiedades
intrinsecas, sino también, y en un grado muy importante, por su inte-
raccibn con el disolvente. Por otra parte, es obvio gque las interac-
ciones de moléculas de importancia biolégica, como son estas unidades
monoméricas, adquiere su pleno significado en disolucibn acuosa, ya

gue el agua es el medio natural de los sistemas biol6gicos.

En los trabajos preliminares de la interaccibn de unida-
des monoméricas de &cidos nucleicos, realizados en nuestro laborato-
rio (1-3), se puso de manifiesto por primera vez la existencia de un
doble efecto hipocrémico en los espectros UV de las disoluciones acug
sas de bases, nuclebsidos y nucle6tidos: un primer efecto a concentra

3

ciones inferiores a “107° M y un segundo efecto a concentraciones com

prendidas entre este valor y ~10~! M,

Este doble efecto hipocr6Gmico podria interpfetarse en fun
cibn de dos mecanismos diferentes de asociacién, uno dé apareamiento
por formacifn de enlaces de hidr6geno (primer efecto), y otro de api-
lamiento vertical (segundo e{ecto), estableciéndose, por otra parte,
como supuestos plausibles del fenf6meno de asociacién, la formacidn de
dimeros (1° efecto hipocrémico) y la formacién de polimeros (2° efec-

to hipocrémico), por un proceso de multiequilibrio.

Hemos llevado a cabo un estudio préacticamente exhaustivo

de la bibliograffa correspondiente a este &rea de trabajo, pudiendo



afirmar Que, hasta el momento presente, no se ha logrado una evidencia
experimental incontrovertible a favor de uno u otro de los citados me-
canismos de asociacifén. Si bien en las revisiones de conjunto publica-
das hasta el momento actual (4-7) se establece que, en general, el Gni
co mecanismo de asociacibén que se ha podido poner de manifiesto, en di
solucién acuosa, eé el de apilamiento de las bases en las unidades mo-
noméricas estudiadas, otros trabajos (8,9) presentan evidencia experi-
mental de la formacibén de enlaces de hidr6geno en la autoasociacién de

nucleétidos.

En este capftulo nos limitaremos a tratar de interpretar
los resultados experimentales obtenidos por nosotros por espectrosco-
pfa UV, con el fin de dilucidar, hasta donde sea posible, la existen-
cia de uno u otro de los dos mecanismos fundamentales citados -enlace
de hidrSgeno y apilamiento- y valorar la contribucién relativa de cada

uno de ellos.

Para poner de manifiesto las dificultades que encierra
este internto de obtener resultados concluyentes, no queremos dejar de
subrayar las grandes limitaciones de la espectroscopfa UV en el estu-
dic de los enlaces de hidr6geno frente a otras t€cnicas espectroscSpi-
cas, aungue, como es sabido, el enlace de hidr6geno afecta al espectro
electréSnico de una molécula si el grupo croméforo de &sta es perturba-
do por dicho enlace, y por ello los espectros de absorcifn UV y visi-
bles se han utilizado para estudios cuantitativos de enlaces de hidr6-
geno (10). En la actualidad, se considera gque la espectroscopia de RMN
y las de IR y Raman constituyen los métodos m&s sensibles para el estun

dio de las interacciones que dan lugar a la formacién de enlaces de hi



drbgeno. Eséecialmente importante, para dilucidar entre los dos citados
mecanismos de asociacién posibles, es el empleo de la espectroscopia de
RMN, ya gue el apilamiento da lugar a desplazamientos a alto campo de
las senales dé los protones de los anillos de las bases, mientras gque

el enlace de hidr8geno produce desplazamientos a bajo campo.

.Sin embargo, la espectroscopfa UV presenta, para el estudic
cuantitativo de interaccionhes moleculares, las siguientes ventajas fun
damentales: 1°) la ﬁosibilidad de estudiar disoluciones acuosas;. 2°)
la gran intensidad de las bandas de absorcién UV, que permite estudiar
un intervalo de concentraciones lo suficientemente grande (5 Srdenes
de magnitud) para poder observar c¢6mo progresa el grado de asociacibn
al aumentar la concentracién, 1o cual ha permitido poner de manifiesto
la existencia del 1%7 efecto hipocrbmico, que tiene lugar en disolucio
nes muy dilufdas, cuyo estudio, incluso por RMN, presenta grandes difi
cultades; 3°) la gran sensibilidad de la intensidad de las bandas UV a
las variaciones de concentracibn, que permite delimitar de forma preci
sa la separacibn entre los 2 efectos hipocrfmicos observados y calcu-

lar los correspondientes parfmetros de asociaciébn.



1.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

1.1.1. Instrumentacifn

Los espectros UV se han registrado con un espectrofotBmetro
Pye-Unicam SP 1800, de doble rayo, con un intervalo espectral de 190 a
700 nm, y una precisitn de 20,5 nm. Este instrumento permite el empleo
de 4 escalas de absorbancia: 0-0,2; 0-0,5; 0-1 y 0-2, siendo la exacti
tud fotom&trica de *1% del valor total de cada una de ellas. La anchu-
ra de banda espectral puede variar continuamente de 0,05 a 3,0 nm. Se

pueden utilizar 5 velocidades de barrido: 4, 2, 1, 0,5 y 0,2 nm/sg.

La alimentacién del espectrofotbmetro se ha efectuado a
220 V +0,5%, mediante un estabilizador de tensitn Philips 7776/06. El
registro de los espectros se ha realizado en un registrador X-Y Phi-

lips PM 8120, provisto de una unidad de base de tiempos PM 9814.

También se ha usado, simultineamente, un espectrofotfSmetro
Perkin-Elmer, modelo 124, de doble rayo, con un intervalo espectral de
190 a 800 nm y una precisi6én de #0,5 nm. Este instrumento tiene 2 esca
las de absorbancia: 0-1 y 0-2, siendo la exactitud fotométrica de 10,5
$ T (o bien +0,005 A) a 0,5 A, en la escala 0-1. La anchura de banda
espectral puede ser de 0,5; 1 6 2 nm. El espectrofotbmetro estd aco-
plado a un registrador Perkin-Elmer 165, que posee una gama de 11 ten
siones, comprendida; entre 1 mV y 10V, lo cual permite expandir a vo-
luntad la escala de absorbancia del espectrofotfémetro. Este instfumen—_
to se utilizé tanto para el registro completo de los espectros, como

para medidas puntuales a una longitud de onda determinada.

Los resultados obtenidos en ambos espectrofotSmetros fue-

ron concordantes dentro del error experimental correspondiente a las



medidas de absorbancia.

Se han utilizado cé&lulas de cuarzo fundido de'5 cm, 4 cm,
lcmy 0,1 cm, procedentes de TSL "Spectrosil”, Pilkington Perkin-Elmer
y Pye-Unicam. Los espectros correspondientes a las disoluciones mis
concentradas han requerido la utilizacién adicional de microcé&lulas
desmontables, de Beckﬁan-RIIC, con ventanas de cuarzo y separadores de
teflén de 25 um de espesor. El empleo de estas células ha permitido es
tudiar la zona de concentraciones en que se manifiesta el 2° efecto

hipocrémico.

1.1.2. Productos y disoluciones

Todos los compuestos utilizados son de procedencia comer-
cial: las bases, de Sigma Chemical Co., con grado de pureza Sigma; los
nucleésidos y nucle6tidos, de Boehringer Mannheim, salvo la timidina,
de Sigma. Se realizaron sendas experiencias de autoasociacifén con mues
tras de TMP de Sigma y de Boehringer, sin obtener diferencias signifi-

cativas.

Es necesario tamponar las disoluciones para que el descen-
s0 de la absortividad molar no pueda deberse a la formacién de otras
especies ifnicas al variar el pH de aquéllas. Los fosfatos utilizados
para la preparaciénrdel tamp6n, de pH 6,8, son de Merck, de pure:za
"para andlisis". El agua es bidestilada, exenta de materia orgénica

por oxidaci6n con MnO K.

Para que la concentracién de las disoluciones sea 1o m&s
exacta posible, es necesario controlar la pureza de los compuestos y
su contenidoc en humedad. La pureza de los productos fue comprobada por

espectroscopfa IR, en comprimidos de BrK, y por cromatografia en capa



fina, utilizando silicagel G, de Merck, como soporte, y ClLi C¢,5 M co-
mo disolucién de desarrollo. El contenido en agua se determind por and

lisis elemental y por el métodec de Karl Fischer.

Todas las unidades monoméricas estudiadas fueron desecadas
a vacfo, utilizando P,0, o gel de sflice como agentes deshidratantes,
con calefacci6én mediante l&mpara de radiacidn infrarroja a una tempera

tura no superior a 50°C.

Para cada experiencia de autoasociacifn se utilizé una se-
rie de disoluciones en tampén fosfato de la correspondiente unidad mo-
nomérica (base, nuclefsido o nucleétido), a diferentes concentraciones.
Unicamente la guanina hubo de estudiarse en disolucibn de ClH 0,1 N
debido a su bajfsima solubilidad a pH neutro. Se prepararon diversas
disoluciones patr6n por pesada, en una balanza Mettler H16, con una
precisifn superior a 0,05 mg, y a partir de ellas, por dilucifn, las
restantes disoluciones, cubriendo todo el intervalo de concentraciones
indicado en las tablas correspondientes. Se utilizé material volumétri
co contrastado y, en todo caso, se escogieron las relaciones volumétri
cas m&s adecuadas para mantener el error estimado en la concentracién

por debajo del 1%, inferior al error de lectura del espectrofotbémetro.

La preparacién de estas disoluciones se efectud, siempre
que fue posibie, a temperatura ambiente, pero en algunos casos, con el
fIin de conseguir el limite de solubilidad, se hizo necesario calentar
en bahio de agua a una temperatura no superior a 50°C, y agitar median-

te un microagitador magnético, modelo MS-7X, de Tri-R Instruments,

La determinacién del pH se efectuf con un medidor de pH
Metrohm E510, de una exactitud de 0,01 pH y una reproducibilidad de

0,002 pH. Para calibrarlo se emplearon disoluciones tampén Radiometer,



de pH 6,50 +0,01 y 4,00 +0,02.

Se comprobd gque la existencia de fibras en las disoclucio-
nes no afectaba significativamente a las medidas de absorbancia, com-
parando los valores de absortividad obtenidos con los correspondientes
a disoluciones de las cuales se habfan eliminado las fibras mediante

el empleo de filtros Millipore de 0,8 um.

En general, se procurf que las medidas de absorbancia se
efectuaran en las disoluciones recién preparadas, pero en caso necesa-
rio se conservaron &stas en frigorifico. Se comprob8 que con este pro-
cedimiento de conservacibn, la absorbancia permanecfa invariable duran

te un perfodo de tiempo suficientemente prolongado.

1.1.3. Técnica de medida

En cada una de las experiencias de autoasociacién realiza-
das, se ha medido la absortividad molar aparente del compuésto, a la
longitud de onda del miximo a 260 nm, en un intervalo de concentracio
nes desde 15.107¢ hasta ~10"! M, cuyo lfmite superior ha estado deter-
minado en cada caso por la solubilidad de las unidades monoméricas y
por su absorci6bn, a dicha longitud de onda, en cé&lulas de cuarzo de 25
um de espesor, gue es el mfinimo de gue hemos podido disponer. Una de
las principales dificultades experimentales de este trabajo ha sido el
tener gque abarcar 5 6rdenes de magnitﬁd de concentracibn, lo gue ha re
guerido la utilizaci6n de células de distinto espesor, desde 5 cm has-

ta 25 pm.

Dentro del intervalo de concentraciones correspondiente a
cada una de las series preparadas por dilucién, se intercalaron algu-

nas disoluciones de las series adyacentes, con objeto de poder detec-
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tar con mayor seguridad los errores debidos a la dilucién. Se comprob6
también el buen solapamiento de los valores de absortividad molar obte

nidos en células de diferente espesor.

Para poder realizar con suficiente precisifn el ajuste por
mfnimos cuadrados inclufdo en el método de c8lculo, es conveniente gque
el nGmero total de puntos experimentales de cada curva de hipocromjici-
dad, no sea inferior a unos 20. Por otra parte, conviene acumular un
ntmero adecuado de puntos experimentales en las proximidades del punto
de separacibn entre el 1° y el 2° efecto hipocr6mico, as{ como en los
lfmites del intervalo global de concentracién, con objeto de obtener
una buena definicibn de ambos efectos para la aplicacibn subsiguiente
del método de cilculo de los pardmetros de auntoasociacién. Todo ello

da una ifea de la laboriosidad de las medidas experimentales.

La naturaleza de las mediciones efectuadas requiere un con
trol cuidadoso de la exactitud y reproducibilidad de la respuesta del
espectrofotémetro. Por ello, se procedif peribdicamente a contrastar
la escala de longitudes de onda mediante las lfineas del espectro de
emisi6n del deuterio, y de los espectros de absorcibn de filtros de
"holmio y didimioc. Para el calibrado de las escalas de absorbancia, se
utilizé una serie de disoluciones patr6n de cromato potésico, de dife-
rente concentracién (11,12). Asfimismo, se procedif regularmente a re-
gistrar la linea base aire/aire en todo el intervalo de longitudes de
onda, para comprobar gue las desviaciones no eran superiores a las per
mitidas en las especificaciones del instrumento y efectuar los reajus-
tes precisos en caso contrario. Se comprob6 también la linealidad de

las escalas de los espectrofotémetros y registradores.

Al comienzo de cada sesifn de trabajo, se procedib a un
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ajuste de los valores extremos de las escalas de absorbancia de los es
pectrofotébmetros. Antes «de medir los espectros de las disoluciones, se
registrS la linea de fondo, con tampén en las c&lulas de reférencia y
de muestra, con el doble objeto de comprobar la perfecta limpieza ée
éstas y de efectuar la correccién de la absorcién de fondo, como se

describe m&s abajo.

En el espectrofotfmetro Unicam SP 1800, la lectura de medi
das puntuales de absorbancia se realiz6 en el propio instrumento, con
la escala mis sensible que se pudiese utilizar en cada caso. En el es-
pectrofotSmetro Perkin-Elmer 124, se recurrif al empleo del registrador
por su gran versatilidad en la expansién de la escala de absorbancias.
La concordancia de los resultados obtenidos por ambos métodos se mantu
vo dentro del error experimental, aungue en el primer caso se obtuvo
una dispersi6n menor, debido a la mayor precisi6n del instrumento. Dada
la importancia de la precisi6én de las medidas, gue es crftica para los
peguenos efectos estudiados, esta concordancia se ha comprobado igual-
mente utilizando los espectrofotSmetros Perkin-Elmer 575, Zeiss PMQ-3

y Zeiss DM4,

En todas las medidas puntuales de absorbancia selcorrigié
la absorcibn de fondo, restando del valor de la absorbancia a la lon-
gifud de onda del méximo, Ay, la lectura a 310 nm, Ay donde no hay
absorcifn en los compuestos estudiados, asf como la diferencia de las
lecturas de absorbancia obtenidas para el tampén a las mismas longitu-

des de onda, Fin ¥ Fyyp, @ partir de la lfnea de fondo. Es decir:

Acorregida = BmBso) = (FpFyy)

La absortividad molar aparente en el méximo, ¢ se obtie-

m'



ne a partir del valor corregido de la absorbancia:

e = Acorregida
m bec

siendo b el espesor (en cm) de la célula y ¢ la concentracifén molar del

soluto.

Para cuidar al m&ximo de no introducir errores accidenta-
les, se atendi$ especialménte a 1aAlimpieza de las células, gue se la-
varon periédicamente con detergente "Mucasol"”, de Brand, o con una di-
solucién de NO,H al 40%, a ebullicibén. Se comprob6é tambig&n la escasa
influencia de la anchura de banda espectral en el intervalo de 0,5 a
2,0 nm, debido a la gran anchura de las bandas espectrales registradas,
utilizdndose en todas las experiencias una anchura de 1 nm. Las lectu-
ras de absorbancia se realizaron a temperatura ambignte, comprob&ndose
gque oscilaciones de #5°C no afectan significativamente a los resultados
obtenidos. Para evitar la aparicién de burbujas en las disoluciones,

se desgasificaron éstas, a vacfo, antes de registrar sus espectros.
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1.2. ANALISIS NUMERICO DE RESULTADOS Y CALCULO DE PARAMETROS DE AUTO-

ASOCIACION

Se ha desarrollado en nuestro laboratorio (1-3} un método
de célculo para determinar las constantes de autoasociacién de las uni
dades monoméricas, a partir de la variacifn de los valores experimenta

les de la absortividad molar en funcién de la concentracibn.

La hip6tesis bisica en que se fundamenta este método de
c8lculo es gue la desviaci6n de la ley de Lambert-Beer, observada en
los espectros UV de las disoluciones de las unidades monoméricas, tie-
ne su origen exclusivamente en la autoasociacién de dichos compuestos.
Teniendo en cuenta gue se han publicado varios trabajos (1,3) en los
gue se expone con detalle el método, sblo daremos agquf una breve des-
cripcidén del mismo, que permita segulir el tratamiento de datos experi-

mentales de la presente Memoria.

Método de c8lculo

Se considera que la asociaci6n del soluto se lleva a cabo
por un Gnico mecanismo de interaccién, bien de apilamiento o bien de
enlace de hidrb8geno, para e] gue se establecen dos hipStesis alterna-

tivas: la formacifn de dimeros y la formacién de polfmeros.
a) Formacién de dimeros

Designando por M, el monfmero y por M, el dimero, el equi-

librio de asociacibén correspondiente a la formacién de dimeros es:

cuya constante viene dada por:
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R, = 2
2
€1

siendo ¢c; y ¢, las concentraciones en el equilibrio del monfmeroc y del
dimero, respectiv;mgnte. La concentracién total, referida al monbmeroc,
seré:
c=2c, + ¢,
Designando por §, la disminucién en la absortividad molar
de una molé&cula gue se encuentra asociada a otra, 51,13 absortividad mo
lar del monéﬁero M,, ¢ la absortividad mola; aparente, y ¢ la concentra

ci6n molar inicial de soluto, tendremos:

2
c cy+2K, 3

€ €,-8,(1l-c,/c)

Desarrollando’ estas expresiones y simplificando, se obtie-

nen por fin las siguientes ecuaciones eguivalentes:

- 82,7 (E1zEy7
E = (Ew)d + (}‘Rlz—) (‘—lc—-) l1|
2K
€ =€, - ?2—2 ([E“(Em)d]z-c) l2|

siendo (g,)4 la absortividad molar aparente cuando todas las moléculas
estdn dimerizadas, y §,=t,-(€,) 4-
b) Formacibfn de polimeros

Designando por M, el monfmero y por Mi el polfmero de or-

den i, el equilibrio genérico de formacién de polimero es:

al cual corresponde una constante de asociacién:

€4

i-1

K, =
1 c .C
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siendo ¢; la concentraci6n en el equilibrio del polfmeroc de grado i. Se
supone gueé la constante de formacién del polimero es independiente del
grado de asociacibn, es decir, todas las constantes de los pasOs sucesi

vos de la formacién del ‘polimeroc son iguales y tienen un valor Kp:

Si se define un parametro Cp, gue representa la disminucién
de la absortividad gue experimenta una molécula al entrar a formar par-
te del polimero, y se supone que este par8metro es independiente de la
posicién de la molécula en la cadena polimérica, salvo en los extremos

donde su valor es GP/2, resulta:

c=c, (K .c;-1)~?

donde ¢, ¢, £, vy ¢, tienen el significado mencionado anteriormente.

Desarrollando estas expresiones y simplificando, se obtienen

dos ecuaciones formalmente iguales a |1] y |2]:

§n 1 -c 3
e = (e, + (FF (5?2 13
p
e=e, - (fe-(e ) 12-0) : [4]
P

siendo (ew)p la absortividad molar aparente cuando el grado de polime-

rizacibn tiende a infinito, y 6p=€1“(5m)p'

Consideramos de interés resaltar gue las ecuaciones gue se
obtienen para el supuesto de formaci6n de dfmero y de polfmero, son for
malmente anflogas, aungue el valor que resulta para la constante de aso

ciacifén K es diferente en una y otra aproximacién.
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Regresiones lineales

El tratamiento de los datos experimentales a partir de las
ecuaciones |1, |2]|, |3| v |4], puede realizarse mediante una regresibn
lineal, tomando como variable (el—e/c)% en las ecuaciones |1| y [3], o
bien (e-e?)c, en las ecuaciones 12| v |4]. E1l valor de la constante de
asociacibn se determina a partir del valor de la pendiente de la recta.
Ello requiere el conocimiento previo de e,, en el primer caso, © de ¢,

en el segundo, los cuales pueden obtenerse por extrapolacifén a c=0 §

c==w, respectivamente.

Para optimizar esta extrapolacién, que puede tener un error
grande y afectar notablemente al valor de K, se adopta como criterio
que los valores experimentales de ¢ estén comprendidos entre e, Y ¢,

y que el coeficiente de correlacién r del ajuste sea méximo, y la des-
viacién standard, Opr minima: De acuerdo con ello, se obtiene mediante

tanteo el valor de ¢, 6 ¢_ que da lugar a un ajuste lineal Sptimo.

Aunque las ecuaciones propuestas son matem&ticamente equi-
valentes, los valores que de hecho se obtienen para el coeficiente de
correlacién de los ajustes por minimos cuadrados de las ecuaciones |1|
y /3| a los puntos experimentales, suelen ser bastante mejores gue los
correspondientes a las ecuaciones |2| y |4|, debido a las condiciones
en gue se realiza la extrapolacién. Por ello, en este trabajo se utili-

zar&n exclusivamente las 2 primeras, optimizando la extrapolacién de ¢,.

Separacitn del doble efecto hipocrémico

Cuando una determinada unidad monomé&rica presenta dos efec
tos hipocrbmicos a intervalos sucesivos de concentracifn, resulta nece

sario delimitar cuidadosamente ambos efectos, con el fin de obtener con
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la mayor precisibn posible los correspondientes par8metros de asocia-

cién. En este caso, se interpreta que la asociacibn tiene lugar segGn

un mecanismo de dimerizacidn, con una constante K, (1*" efecto), segui-
do de un multiequilibrio de polimerizaci6n, con una constante Kp (2°

efecto):

Para seguir con detalle los pasos del métode de célculo
utilizado en la separacifn y posterior tratamiento de ambos efectos,

puede verse el desarrollado para la adenosina en tampén fosfato (3).

En resumen, el procedimiento general gue debe utilizarse
es el siguiente: en primer lugar, se ajustan los puntos experimentales
conjuntamente, suponiendo gque existe un Gnico efecto hipocrémico. Se
representa graficamente la ecuacién lineal correspondiente (ecuacién
I1|), observando si existe una inflexi6n gue pueda indicar la existeé
cia de 2 intervalos de distinta pendiente, que se deban a 2 efectos
hipocrémicos diferentes. En caso afirmativo, se ajustan por separado
ambos intervalos, con el mismo valor de ¢, del ajuste Gnico, pues la
absortividad gue corresponde al monfmero sin asociar, €,., ha de ser la
misma para ambos efectos. Se prueban varios intervalos que difieran
entre sf en el punto de separacién, y adoptando como norma de separa-
cién Optima, que la suma de los cuadrados de las desviaciones de ambos

ajustes sea mfnima, se escoge el intervalo m&s adecuado.

En caso de que se presenten 2 efectos hipocrémicos, (Cw)d
del 1°*" efecto representa la absortividad molar gue corresponderfa a la
dimerizacién completa, que no es exactamente la correspondiente al pun
to de transicién de los 2 efectos, porque a esa concentracibén predomi-

na ya el equilibrio de polimerizaci6bn (2° efecto), gue solapa con el
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anterior; es decir, en cierto modo (sm)d es un valor hipotético, mien

tras que (ew)p tiene el significado que indicamos anteriormente.

Para adoptar un criterio cuantitativo de significacidn en
la determinacién del doble efecto, se comparan mediante el criterio

de Student las distribuciones de coeficientes de regresiéfn lineal:

(n—Z)E(xi—x)2
t = (p=B) [5]
Ily;-y)?®

en donde t es la variable de Student para (n-2) grados de libertad,
siendo n el nfmerc de puntos exéerimentales; B es la pendiente de 1la
recta del ajuste Gnico, y p es la pendiente de la recta gue correspon-

de al 1* efecto (p,) o bien la pendiente de la recta del 2° efecto (p,).

Si se cumple que (p-B) es significativo, con un rnivel de
significacién del 1 por 100, deben considerarse 2 efectos hipocrfmicos
distintos; por el contraric, si esta diferencia se encuentra por deba-
jo del nivel correspondiente a un 5 por 100, se considera un efecto
Ginico, y se calculan los parfmetros de asociacifn como si se tratase

de un simple equilibrio de dimerizacién.

En el caso de que existan 2 efectos hipocrfmicos, se elige
a continuaci6n el valor extrapolado de g, para el cual es mfnima la
suma de los cuadrados de las desviaciones de ambos ajustes, y con di-
cho valor, que en general seri diferente del obtenido en el ajuste
inico, se calculan las ecuaciones lineales correspondientes, |1] y [3].
La representacid6n grifica de estas ecuaciones, situando & en ordenadas
Y (sl—e/c)% en abscisas, dari dos lfneas rectas gque se ajustarin mejor
a los puntos experimentales gue la recta correspondiente al ajuste Gni

¢o inicial.
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Cdlculo de par8metros de autoasociacién

2 Kpl 6pr

partir de los resultados de los ajusteé definitivos para ambos efectos

Los pardmetros de asociacibn K,, ¢ se calculan a

hipocrémicos:

a) 1° efecto

52
K, = = &, = g,-le )y l6!
2p]
) b} 2° efecto
§
kp = £ 8, = e,m(e), [7]
Py i

Asfmismo, puede calcularse la hipocromicidad de la molé&cula
asociada con respecto a la molécula libre, para cada uno de los 2 efec-

tos:
El‘E
h(s) = = 100 I8
€y

A continuaciéﬁ se adjunta el organigrama del método descri-
to, asi como el lisﬁado del programa "HIPOCROM", en lenguaje BASIC, uti
lizado en las regresiones lineales. Se trata del programa "LINEAR
REGRESSION", de la coleccién 2200 General Library Statistics/Engineering
GLBR 22A Wang Laboratories, 1973, modificado en nuestré laboratorio
para el ajuste mediante la optimizaci6n de ¢,. Con este programa, uti-
lizando un ordenador Wang 2200, se efectlia una regresi6n lineal de los
puntos experimentales (e,c) a las ecuaciones |1]| 6 |3|, segfin se supon

ga la formaci6n de dfmeroc o de polfmero, respectivamente.

Queremos destacar gue el principal problema gue presenta
el apdlisis numérico de los datos de este tipo reside en la precisiébn
de los datos experimentales y no en los métodos utilizados para anali-

zarlos. La bondad de nuestro método de cdlculo se demuestra por los
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ajustes, casi coincidentes con los resultados experimentales, gue lle
ga a obtener. Sin embargo, debido al error exﬁerimental inevitable en
los pasos iniciales del tratamiento de datos, el hecho de que se obten ‘
gan tales ajustes coincidentes no implica necesariamente gue la solu-

cibn sea Gnica.



ORGANIGRAMA DEL METODO DE CALCULO

Ajuste de todos los
puntos experimentales g,c

|

Representacié6n gré&fica
de la ecuaci6én lineal

¢Hay inflexidn?

Ajuste por separado
de los dos posibles
efectos, con el ¢, del
ajuste total

Elecei6n del intervalo
gque da Zd; minimo

i
Aplicaci6én del test de
significacién, para este
intervalo de ajuste

?

Cilculo de
parfmetros de
asociacién del
ajuste fGnico

No

¢Algn t>t

0,01 ¢

Elecci6n del €, gque
da Zd; minimo para este
intervalo

1

RAjuste por separado
de ambos efectos, tomando
el nuevo valor de ¢,

C8lculo de ecuaciones
lineales para los dos ajustes

y representacibn grafica. Cilculo

de parfmetros de asociacién.

FIN

21
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PROGRAMA "HIPOCROM", en lenguaje BASIC, utiliza-

do para el ajuste de los resultados experimentales

10 DIM E(40),C(40) :
20 INPUT "NUMERO DE -PUNTOS",N:FOR I=1TO N:INPUT "E Y C",E(I),C(I
} :NEXT 1 .
30 PRINT " E c"

40 FOR I=1TO N:PRINTUSING 50,E(I);C(I):NEXT I
50 % R iId1ARRN

60 INPUT "E1",El

70 PRINT "VALOR DE El1 =";El

80 s1,52,53,54,55=0

90 Z71,z2=0

100 FOR I=1 TO N

110 MO=E1-E (1) :M0=MO/C(1):X=SQR(MD) :Y=E(I)
120 Z1=Z1+X:Z2=Z2+X!2

130 Si=S1+X

140 S2=S24Y

150 S3=53+X!2

160 S&=S4+Y12

170 SS=S5+X*Y

180 NEXT I

190 B=(N*S5-52%51) /(N*S3-5112)

200 A=(S2-B*S1) /N

210 PRINT

220 PRINT "0 DEG. COEFF,=";A

230 PRINT "1 DEG. COEFF.=";B

240 PRINT HEX(03)

250 S1=B*(S5~S51%*S2/N)

260 S4=S4-S212/N

270 S2=S4~-S1

280PRINT

290 PRINT

300 PRINT " REGRESSTON TABLE"
310 PRINT

320 PRINT "SOURCE","SUM OF $0,","DEG.FREEDOM","MEAN SQ."
330 PRINT "REGRESSION",S1,1,51

340 PRINT "RESIDUAL",S2,N-2,52/(N-2)

350 PRINT "TOTAL",S4,R-1

360 PRINT

370 PRINT "F=";51/52%(N-2)

380 PRINT

390 PRINT

400 S5=51/S4

410 PRINT “COEFF. OF DETERMINATION=";S5



420 PRINT “COEFF. OF CORPELATION=";SQR(SS)

430 PRINT "ERROR STANDARD DE E =";SQR(S2/(N-2))

440 23=2Z2 /N-(Z1/N) 12:24=SQR(S2/(N=2)) :25=(22/ (Z3*N!12)) :25=24*SQR
440 Z3wZ2/N~(Z1/N)12:Z4=SQR(S52/(N=2)) :25=(22/(Z3*N12)) :25=Z4*SQR
(Z5) :26=1/(N*Z3) :26=24*SQR(Z6E)

450 PRINT "ERROR STANDARD DEL PRIMER COEFICIENTE ="; Z5

460 PRINT "ERROR STANDARD DEL SEGUNDO COEFICIENTE =";Z6

470 PRINT

480 PRINT
490 GOTO 60
S00 END
COMENTARIOS
E = absortividad molar.
C = concentracién molar.
N = nGmero de puntos experimentales.
0 DEG. COEFF. = ordenada en el origen de la ecuacibn lineal

f1] 6 |3].

1'DEG. COEFF. = pendiente de la ecuacién lineal [1]| 6 |3].

23
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1.3, RESULTADOS EXPERIMENTALES

Se exponen a continuacién los resultados experimentales,

asf como los valores de los par&metros mis significativos del método

de cdlculo, de acuerdo con el siguiente esguema:

1)

2)

3)

4)

Los resultados se han agrupado en los siguientes epigra

fes:

1.3.1. Bases pGricas y pirimidfnicas: Adenina, Guanina,.
.Citosina, Uracilo, Timina.

1.3.2. Nuclebsidos: Adenosina, Desoxiadenosina, Guanosi
"na, Citidina, Uridina, Timidina.

1.3.3. Nucleb6tidos: 5'-AMP, 5'-GMP, 5'~CMP, 5'-UMP, 5'-

TMP.

Para no alargar excesivamente la presentacién de los re
sultados, ée omiten las tablas detalladas correspondien
tes a las medidas experimentales de los valores de la
absortividad molar en el miximo, ep, en funcién de la
concentracifn molar de soluto, ¢, para cada uno de los

sistemas estudiados.

Dentro de cada uno de los epfgrafes mencionados, se re-

sumen, en una tabla finica, los valores de los par&metros
m&s significativos de los ajustes lineales empleados pa-
ra los diversos sistemas; es decir, €11 Egr pendiente p
y coeficiente de correlacifn r del ajuste de ambos efec

tos hipocrfmicos (tablas 1.1.-1.3.).

Para cada uno de los compuestos estudiados, se dan dos

gr&ficas gue corresponden, respectivamente, a: 1°) la
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representacién semilogarfitmica de la absortividad molar

en el midximo, € frente a la concentracién molar, c; v

ml
2°) la representacifn de las ecuaciones lineales gque pe{
miten el c8lculo de los pard&metros de autoasociacibn.

En la primera de dichas gr&ficas, la escala logaritmica
de concentraciones no responde a ninguna ecuacifn mate-
mitica; se utiliza finicamente para facilitar la presen-
tacibn de resultados experimentales en un intervalo muy
amplio de concentraciones. En esta gr&fica se incluyen

los puntos experimentales y la curva ajustada gue pro-

porciona el m&étodo de cdlculo.

Por Gltimo, se dan las tablas conjuntas correspondien-
tes a los parimetros de autoasociacifn de las unidades
monom&ricas estudiadas (tabla 1.4.) y se realiza la in-

terpretaci6n de los resultados obtenidos.



1.3.1. Bases pfricas y pirimidinicas

TABLA 1.1.

Resumen de los valores de los pardmetros ob-
tenidos con el programa de cilculo "HIPOCROM"

Intervalo de

Compuesto concentraciones

£, € P r

Adenina 5.107%-3,5.10"°M |14200 |12010+80 (0,30 :+0,02 0,977

" 5.107%-2,10"%M " 8500+200(5,1 0,3 0,996

Guanina * [5.107%-2,5.107°M {12170 |10800+40 |0,34 + 0,02 |0,995

Citosina |4.107%-8.10"2M 7230 | 5790+40 0,21 +o0,01 |0,960
Uracilo 5.1075-3.10"2M 9090 | 7300220 |0,391: 0,009 |0,994
Timina 5.107°-3,5.1072M | 9090 | 6950+30 0,24 +0,01 [0,982

* En disolucién 0,1 N de ClH.
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1.3.2. Nuclebsidos
TABLA 1.2.
Resumen de los valores de los par&metros ob-
tenidos con el programa de cilculo "HIPOCROM"
Intervalo de
Compuesto concentraciones €1 € P r
Adenosina 5.107%-6.10"*M 15820 | 14000140 0,24 20,01 0,985
" 7.107%-4.10"2M " 104002200 | 6,8 0,4 0,980
d-Adenosina | 5.107%-5,10" %M 14970 | 12940140 0,32 :0,01 0,995
" 6.1073-4.10"2M " 10600100 | 4,2 10,3 0,968
Guanosina 2.107%-1,3.10"°M {14310 | 12910150 0,05910,008 | 0,882
" 1,4.107%-3.10""M " 11100300 4§ 1,2 10,3 0,909
Citidina 107%-3,5.107 M 10410 9020110 0,025+0,001 {0,987
" 5.107%-7.10"2M " 7770+30 | 2,1 10,1 0,991
Uridina 107€-1,75.1072M 12840 970020 0,061+0,002 {0,992
" 2.1072-7.10"2M " 8200+200 | 3,1 0,5 0,943
Timidina 5.107%-3,5.10"%M 10680 9%;0120 0,170:0,005 {0,994
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1.3.3. Nuclebtidos

TABLA 1.3.

Resumen de los valores de los parémetros ob-
tenidos con el programa de cdlculo "HIPOCROM”

Intervalo de

Compuesto concentraciones €y € P r
5'~AMP 1078-4.107 %M 16760 | 13640180 0,18 10,01 0,972
" 5.1073%-5.10"2M " 114002200 2,7 0,4 0,901
5'-GMP 2.1075-3,6.107%M | 15610 | 13460160 0,16 0,01 0,962
" 5.107%-4.1072M " 11300+100¢ 3,1 0,3 0,950
5'~CMP 6.107%-4,5,10"2M . 9670 8400126 0,20 40,01 0,965
5'-UMP 5.107¢-2,5.10"%M | 12280 990020 0,026:0,003 0,933»
" 3,5.107%-7.1072M " BB80+70 1,2 10,1 0,934
5'-TMP 10’5—2.10‘2ﬁ 9370 |- 7530i30 0,118+0,004 |0,989
" 2,5.1072-10"'M " 3,8 +0,5 0,945

6800100
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TABLA 1.4.

Parimetros de autoasociacién en tampdén fosfato

1" efecto 2° efecto
Compuesto
K, 6, hi(s) Kp 8, h(®)
BASES
Adenina 12.10% 2190 15,4 220 5700 40,1
Guanina 2.10% 1370 11,3 No detectado
Citosina 16.10% 1440 19,9 "
Uracilo 5,8.10% 1790 19,7 "
Timina 19.10% 2140 23,5 "
NUCLEOSIDOS
Adenosina 16.10* 1820 11,5 120 5400 34,1
Desoxiadenosina [ 9,9.10® 2030 13,6 250 4400 29,4
Guanosina 200.10% 1400 9,8 2000 3200 22,4
Citidina 1100.10% 1390 13,3 570 2640 25,4
Uridina 420.10% 3140 24,4 500 4640 36,1
Timidina 27.10% 1570 14,7 No detectado
NUCLEOTIDOS
5'-AMP { 48.10% 3120 18,6 700 5400 32,0
5'-GMP 42.10% 2150 13,8 400 4300 27,6
5'—CMP 16.10% 1270 13,1 No detectado
5 ' -UMP 2000.10° 2380 19,4 2400 3400 27,7
5! —-TMP 59.10°® 1640 .17,5 180 2550 27,2




1.4. INTERPRETACION DE RESULTADOS

Para la interpretacifn de resuitados, utilizaremos los va-
lores gque se resumen en la tabla 1.4.,, refiriéndonos especialmente a

los valores de las constantes de asociaci6n del 1° y 2° efecto.

Como complemento de estos pardmetros de ascociacibn, hemos

calculado las distancias entre bases y las energfas de interacci®n co-

rrespondientes a cada sistema, a partir de los valores resehados en
las tablas 1.1.-1.4.. Estos tres conjuntos de valores se utilizan a
continuacifn para hacer una discusién conjunta del complejo fenbmeno

de este tipo de interacciones.

Consideramos necesario subrayar que los valores de las dis
tancias entre bases y las energfas de interaccifn, tienen las limita-
ciones inherentes a las simplificaciones implfcitas en las teorfas en

gue se basan las ecuaciones finales utilizadas para su cilculo.

Damos a continuaci6n, en primer lugar, el fundamento del
cdlculo de las distancias entre bases y de las energfds de interaccién,

asf como los valores obtenidos, que se resumen en las tablas 1.5.-1.9..

Distancia entre bases apiladas

El hipocromismo UV gue presentan los polinucleStidos respec
to de sus monbmeros libres, puede explicarse segin dos teorfas comple-
mentarias entre sf (13): la de Tinoco-Rhodes (14-16), gue es una apli-
cacifn de la teorfa del excitén, y la de Bolton-Weiss (17), gue inter-
preta el hipocromismo como un efecto de resonancia. Aplicando las ecua
ciones de ambas teorfas al hipocromismo que acompana a la autoasocia-
cifn de las unidades monoméricas libres en disolucibn, se ha estimado

la distancia a que se encuentran las bases consecutivas en el modelo
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de apilamiento propuesto en nuestro laboratorio (2).
1) C&lculos mediante la teorfa de Tinoco-Rhodes.

En esta teorfa se atribuye el hipocromismo del polfmero a
la disposicibn paralela que en &l adoptan los momentos de transicién.
Suponiendo gue entre los cromSforos existe solamente interaccidn dipo-
lo-dipolo, se obtiene una ecuacién que relaciona la absorcién del polf-
mero con la del monb6mero (14). Esta ecuacifn puede particularizarse
para nuestro modelo de apilamiento, considerando que los crom&foros son
paralelos y, como las bandas de absorcién de monSmero y polimeroc tienen
aproximadamente, la misma anchura media, la relacién entre las fuerzas
de oscilador de dichas bandas puede sustituirse por la relacién entre
las absortividades molares en los correspondientes méximos. De acuerdo
con ello, las ecuaciones que se obtienen son:

a) Supuesto dimero:

4,28.10'°A§a1§a,f0a,

0,01 h = EX
2 _y2 3
(Aoa )‘oa')d

b) Supuesto polimero:

-8y 2 2
10,25.107°A2_A%_ £, 0]

2 _y2 3
(Aoa loa')d

0,01 h =

siendo h la hipocromicidad en tanto por ciento, Aoa y A las respec-

oa'

tivas longitudes de onda, en ﬁ, de los m&ximos de absorcifn del monSme
ro en las bandas 0a (que aparece a 260 nm) y 0a' (gque corresponde a
la otra transicibn n+w* de las bases, y aparece a unos 200 nm), foa.

la fuerza de oscilador para el crom6foro monomérico en la banda Qa' y

d la distancia, en ﬂ, entre los cromé6foros.

De acuerdo con las hip6tesis establecidas para el m&todo
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de c8lculo de los pardmetros de autoasociacifn, la ecuacién |9| puede
aplicarse al 1* efecto hipocrémico, y la ecuacién |[10]|, al 2° efecto
hipocrémico. Como valores de h se toman los correspondientes a la banda
a 260 nm, determinados a partir de los resultados de dicho mé&todo de

cdlculo (tabla 1.4.). Se supone que f :foa. Los valores de f , se han

0a'
obtenido de la bibliografia‘(l4) en el caso de los nuclefsidos, y para
las restantes unidades monoméricas se han calculado a partir de aqué-
llos, suponiendo que las fuerzas de oscilador sbn proporcionales a los

valores de ¢,.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 1.5..

TABLA 1.5.

Distancia entre bases apiladas (Teorfa de Tinoco-Rhodes)

Grado de
Compuesto | 00 acign| P(®) Ayq(B) Aoar BV £ L ak)
BASES

Adenina Dimero 15,4 2605 2070 0,27] 4,4
" Polimero 40,1 " " " 4,3
Guanina Dimero 11,3 2480 2050 0,3415,5
Citosina Dimero 19,9 2670 2090 0,12 3,1
Uracilo Dimero 19,7 2595 2025 0,18 ] 3,4
Timina Dimero 23,5 2645 2050 0,181 3,3




TABLA 1.5. (continuacién)
Grado de e S
Compuesto asooiacien| P® [ 2 B2, (& £ 00| a(B)
NUCLEOSIDOS
Adenosina Dimero 11,5 2590 2060 0,304 5,0
“ Polfmero 34,1 " " " 4,7
Desoxiadenosina Dimero 13,6 2590 2060 0,28 4,7
" Polfmero 29,4 " " " 4,8
Guanosina Dimero 9,8 2530 2050 0,40} 6,0
" Polimero 22,4 " " " 6,1
Citidina Dimero 13,3 2710 2120 0,17) 4,0
" Polimero 25,4 " " " 4,3
Uridina Dimero 24,4 2620 2050 0,251 3,7
" Polimero 36,1 " " " 4,2
Timidina Dimero 14,7 2670 2065 0,21 14,0
’ NUCLEOTIDOS
AMP Dimero 18,6 2590 2060 0,31]4,3
" Polfimero 32,0 " " " 4,9
GMP Dimero 13,8 2520 2050 0,44 | 5,5
" Polimero 27,6 " " " 5,9
CMP Dimero 13,1 2710 2120 0,16 | 3,9
UMP Dimero 19,4 | 2620 2050 0,24 | 3,9
" Polimero 27,7 " n " 4,6
TMP Dimero 17,5 2670 2065 0,18 | 3,6
" Polfmero 27,2 " " " 4,2
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2) Cilculos mediante la teorfa de Bolton-Weiss.

Este modelo considera que el efecto hipocrémico observado
en el polimero, se debe a la interaccién entre los momentos de transi-
cién correspondientes a los monémeros que lo constituyen. Esta interac
cién se da, con mayor o menor intensidad, en todas las orientaciones
rélativas de los momentos de transicibén. Aplicando las ecuaciones esta

blecidas por estos autores a nuestro modelo de apilamiento (2}, se lle

[
4,11.10° g £?
- |11}
2
3
23,75.10° ¢ f°
. |12}
P

donde d es la separacib6n, en ﬂ, entre bases, f es la fuerza de oscila-

ga a las siguientes expresiones:

a) Supuesto dimero:

d

b} Supuesto polimero:

d

dor de la banda considerada y los demis parfmetros, €_, &8, y Gp, se de
terminan mediante nuestro método de cllculo, como se indic6 en el lu-

gar correspondiente.

Estas ecuaciones pueden aplicarse, respectivamente, al 1*
efecto hipocrb6mico y al 2° efecto hipocrSmico. Los resultados se reco-
gen en la tabla 1.6.. Es de destacar que los valores de d obtenidos con
este método estin mis pr6ximos al valor de 3,4 i, correspondiente a la
distancia entre las bases en la doble hélice del DNA,>que los calcula-

dos segln el modelo de Tinoco-Rhodes.



Distancia entre bases apiladas

TABLA 1.6.

.

(Teorfa de Bolton-Weiss)

Compuesto agggggcggn A (R) £ € ) aky
ASES
Adenina Dimero 2605 | 0,27 {12010 | 2190 | 3,4
" Polimero " " 8500 | 5700 ¢ 3,7
Guanina Dfmero 2480 | 0,34 {10800 | 1370 | 3,9
Citosina Dfmero 26701 0,12 5790 | 1440 | 2,5
Uracilo Dfmero 2595 | 0,18 7300 | 1790 | 2,9
Timina Dimero 2645 | 0,18 6950 { 2140 | 2,8
NUCLEOSIDOS
Adenosina Dfmero 2590 | 0,30 14000 | 1820 | 3,8
" Polimero " " 10400 { 5400 | 4,0
Desoxiadenosina Dimero 2590 1 0,28 112940 | 2030 | 3,6
" Polfimero " " 10600 } 4400 [ 4,1
Guanosina Dfmero 2530 0,40 (12910 |1400 | 4,3
" Polfmero " " {11080 |3200 |4,9
Citidina Dimero 2710 0,17 9020 {1390 | 3,0
" Polimero " " 7770 (2640 | 3,6
Uridina Dimero 2620 | 0,25 9700 |3140 | 3,0
" Polfimero " " 8200 |4640 | 3,7
Timidina Dimero 2670 0,21 9110 {1570 3,2
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TABLA 1.6. (continuacién)

Compuesto agnggcggn ARy £ e 8 a(k)
NUCLEOTIDOS

AMP Dimero 2590 1 0,31 | 13640 | 3120 | 3,5
" Polfmero " " 11400 | 5400 | 4,1
GMP Dimeré 2520 | 0,44 | 13460 {2150 | 4,1
" Polimero " " 11300 (4300 | 4,8
CcMp Dimero 2710 (0,16 8400 11270 | 3,0
UMP Dimero 2620 | 0,24 9900 | 2380 |3,1
" Polimero " " 8880 | 3400 | 3,9
ATMP Dimero 2670 {0,18 7730 |1640 | 2,9
" Polimero " " 6820 |2550 | 3,6

Energfa de interaccibn

La energfa libre de interacci6n para la formacién de una
estructura polimérica por apilamiento de las unidades monoméricas en
disolucién acuosa, depende de dos contribuciones principales: la inte-

raccifn base-base y las interacciones hidrof6bicas.

La expresifn AGexp=-RT ln K permite obtener la energfa 1li-
bre global de la interaccifn a partir de los valores de la constante
de asociacifén K, determinados segfin nuestro método de cilculo. Por otra
parte, las contribuciones del medio y de los grupos ribosa y fosfato,
en su caso, se incluyen en un término de "otras interacciones”

(AG ). En las "contribuciones del medio" se incluyen, fundamen-

otr.int.
talmente, las interacciones hidrof8bicas. Teniendo en cuenta la contri-
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bucifn que representa la energfa de interaccifn directa entre las bases

(AG ), puede escribirse (2):

base-base

AG + A 113}

exp = AGbase—base Gotr.int.

Utilizando la aproximacién de dipolo para el tratamiento
te6rico del hipocromismo (18), y teniendo en cuenta las condiciones geo
métricas que impone el modelo de apilamiento propuesto en nuestro labo

ratorio, se ha calculado el t&rmino AG (2). S8i las bases no

base-base
estin ionizadas, este término puede descomponerse en otros tres: la in
teraccién dipolo-dipolo (AGUU), la interaccién dipolo-dipolo inducido
(AGua) Y la interaccib6n de dispersifn de London (AGL):

86 ce-base = AGUIJ + AG, + MG l14]

Las ecuaciones finales a que se llega para estos términos,

expresados en kcal/mol, se resumen en la siguiente tabla:

TABLA 1.7.

. Término Dimero Polimero
AG _ 7,232 _ 12,95y?
Hu E a3
e _ B,67au? _ 17,59ap?
ua 4s as
AG _0,2701¢? ._ 0,5491q2
L dc ds

siendo Y el momento dipolar en Debyes, o la polarizabilidad, en A3, I
la energia.de ionizacifn, en kcal/mol, y d la distancia entre bases,
en ﬁ, calculada por nosotros a partir de los pardmetros de autoasocia-

cidn, como se ha indicado anteriormente.
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Estas ecuaciones permiten evaluar la contribucién de las
bases a la energfa libre de apilamiento, en los sistemas estudiados por

nosotros. Los valores de p, o e I, utilizados como datos en el cdlculo

de AGbase-base' se han tomado de la bibliograffa y se resumen en la ta-
bla 1.8.
TABLA 1.8.
Valores de y, a e I de bases de &cidos nucleicos
BASE u (D) a(A?) I{kcal/mol)
Adenina 2,62 14P 205
~ ™~ Guanina 6,6 11P 205
Citosina | 7,0° 14P 191€
Uracilo 4,09 11P 217P
Timina 3,3° 11P 226°

a) Clementi, E. et al, Acta Phys., 27, 493(1969).

b) Ref. (6), p&gs. 467-468.

c) Fraga, E. y Fraga, S., "Biomolé&culas". Ed. Alhambra,
Madrid (1976), p&g. 52.

d) Mamet, P., et al, Gr. hebd. Séanc. Acad. Sci. Paris C,
264, 2081 (1967).

e) Geller, M., et al, Biochim. Biophys. Acta, 287, 1(1972).

Los valores de 4 que intervienen en las ecuaciones prece-
dentes se han calculado como media aritmé&tica de los que figuran en las

tablas 1.5. y 1.6..

El término AG se calcula por diferencia entre el

otr.int.
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valor de AGexp determinado a partir de la constante de asociacibn, y

la contribucién AG Los resultados obtenidos para la energfa

base-base”
de interaccién en diferentes compuestos se resumen en las tablas 1.9.-

1.11. y en las figuras 1.17. y 1.18..

La interpretacifn de los resultados experimentales se rea-
liza a continuvacién de acuerdo con el siguiente esquema: 1) Efecto de
la ribosa o desoxiribosa; 2) Efecto del grupo fosfato; 3) Influencia
del tipo de base; 4) Influen¢ia del grado de asociacién. Dentro de ca-
da uno de estos apartados, se estudian por separado las diferentes uni
dades monoméricas, considerando independientemente el 1° y el 2° efec-

to hipocrémico.

Esta interpretacifn se orienta hacia el objetivo fundamen-
tal de tratar de esclarecer la naturaleza de las fuerzas intermolecula
res gue se ponen en juego en la interaccibn de las unidades monoméricas
de los &cidos nucleicos, en disolucién acuosa. Por ello, y de acuerdo
con las ideas generales expuestas en la introduccién de este capftulo,
nos referimos concretamente a los mecanismos de asociacién por forma-
cibtn de enlace de hidr6geno y por apilamiento, y a la‘contribucién de

las interacciones hidrof&bicas.



TABLA 1.9.

Energfa libre de apilamiento (kcal/mol)

BASES
Grado de =9

Compuesto asociacibn a(a) AGuu AGua AGL AGl:.uase-base AGexp AGot:r .int.
Adenina Dimero 3,9 -0,82 -0,23 -3,08 - 4,1 - -5,6 - 1,4

" Polfmero 4,0 -1,37 -0,41 -5,39 - 7,2 -3,2 + 4,0
Guanina Dimero 4,7 -3,41 -95,55 -0,58 - 4,5 -4,5 0,0
Citosina Dimero 2,8 -14,3 -8,62 -13,9 -36,9 -5,7 +31,2
Uracilo Dimero 3,1 -2,64 -1,17 -8,32 -12,1 -5,1 + 7,0
Timina Dimero 3,0 -4,28 -2,09 -9,72 -16,1 55,8 +10,3

9§



TABLA 1.10.

Energfa libre de apilamiento (kcal/mol)

NUCLEOSIDOS
Grado de 4 ’ R ,
Compuesto asociaci6n a(a AGuu AGua AGL AGbase—base AGexp AGotr.int.
Adenosina Dimero 4, -0,57 =-0,11 -1,50 -2, =5,7 - 3,
" Polfmero 4,3 -1,10 -0,26 -3,49 - 4, -2,8 + 2,
Desoxiadenosina Dimero -0,71 -0,17 -2,28 - 3, -5,4 - 2,2
" Polfmero R -1,03 -0,23 -3,04 - 4, -3,3 +1,0
Guanosina Dfmero R -2,67 -0,34 -0,57 - 3,6 -7,2 -3,
" Polimero , -3,81 -0,44 -0,74 -5,0 -4.,5 + 0,
Citidina Dimero . -7,35. -2,26 -3,64 -13,2 -8,2 + 5,0
" Polimero ’ -9,51 -2,40 -3,87 -15,8 -3,8 +12,0
Uridina Dfimero , -2,19 -0,80 -5,72 - 8, -7,7 +.1,0
" ‘Polfmero ’ -2,38 -0,60 ~-4,27 -7, -3,7 + 3,5
Timidina Dimero 3,6 ~-2,48 -0,70 -3,26 - 6,4 -6,0 + 0,4

Ls



TABLA 1.11.

Energfa libre de apilamiento (kcal/mol)

NUCLEOTIDOS
Grado de =
Compuesto asociacidn d(&) AGuu AGua AGL AGbase-base AGexp otr.int.
AMP Dimero 3,9 -0,82 -0,23 -3,08 - 4,1 -6,4 2,2
N Polimero 4,5 -0,96 -0,20 -2,66 - 3,8 -3,9 , 1
GMP ‘Dimero ' -3,20 -0,49 -0,83 - 4, -6,3 R
* Polimero B -4,26 -0,54 -0,93 - 5,7 ~3,5 2,2
CMP Dimero 3,4 -8,01 -2,69 -4,34 -15,0 -5,7 9,3
UMP Dimero R ~-1,84 -0,56 -4,02 - 6,4 -8,6 2,
" Polimero ’ -1,90 -0,38 -2,74 - 5,0 -4,6 0,
T™P Dfmero 3, -3,53 -1,42 -6,60 -11,5 -6,5 ,
" Polimero 3, -3,49 -0,88 -4,10 - 8,5 -3,1 R

8s
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1) Efecto de 1a ribosa o desoxiribosa

Adenosina y desoxiadenosina

1° efecto.- La distancia entre las bases es mayor en los df
meros de los nuclefsidos adenosina (4,4 X) y desoxiadenosina (4,1 X)
gue en los de la base adenina (3,9 ). Si el mecanismo de asociacibn es
de apilamiento, esto indicarfa que la ribosa o desoxiribosa representa
un impedimento estérico en la formacib6n del dimerc de los nuclebsidos,
y por tanto, la contribuci’sn de la energfa de interaccién base-base es
menor en los nuclefsidos (-2,2 en Ado y -3,2 en d-Ado) que en la base
(-4,1). Ahora bien, como el cdlculo de la distancia se basa en un mode-
lo de apilamiento, si el mecanismo de asociacibdn correspondiente a este
1" efecto es el enlace de hidr6geno, estos valores deben utilizarse con

las debidas reservas.

Para interpretar las variaciones de AG al pasar de

base-base
adenina a adenosina y desoxiadenosina, hay que tener en cuenta gue el

grupo 2'-OH de la ribosa es capaz, en potencia, de formar un enlace de
hidr6geno intramolecular con el N’ de las purinas o el 0 del C? de las
pirimidinas (19). Si existe interaccifn intramolecular entre la ribosa
y la base, la tendencia a la asociacién podrfa ser menor en el nucle&b-
sido que en la base libre (20), en concordancia con los valores experi

mentales de AG En la desoxiadenosina, no existe el grupo 2'-0H

base-base”’

y por tanto el valor de AG debe ser m&s pré6ximo al de la ade-

base-base

nina, como efectivamente ocurre.
Por el contrario, la contribucifn a la asociacifn debida al

término AGotr.int. es mayor en los nuclefsidos (-3,5 en Ado y -2,2 en

d-Ado) que en la base (-1,4). Como este término comprende la contribu-

cién de la ribosa y de las interacciones hidrof6bicas, y la primera se
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opone a la asociacifén, como acabamos de comentar, se deduce que las in-
teracciones hidrof6bicas, que favorecen la asociacién, son mis intensas
en el caso de los nucleb6sidos que en las bases, es decir, la introduc-
cién de la ribosa o desoxiribosa incrementa las interacciones hidrof6-

bicas. El1 valor superior de AG en adenosina respecto de desoxi

otr.int.
adenosina, indica que, en este 1% efecto, la desoxiribosa favorece me-

nos que la ribosa las interacciones hidrof&bicas.

La variaci6én de los valores de AGexp' Yy por tanto de la
constante de asociacibén K,, es mucho menor que la de las otras contribu
ciones que acabamos de mencionar. Esta puede ser la consecuencia l&gica

de la variacifn contrapuesta de AG y AG

base-base otr.int.’

2° efecto.- La distancia entre las bases es mayor en los po
lfmeros de los nuclefsidos adenosina (4,3 i) y desoxiadenosina (4,4 &),
que en los de la base adenina (4,0 ﬂ), lo cual puede interpretarse de
manera anfloga a como se ha hecho para el 1* efecto. En consecuencia,
labenergia de interaccibn entre bases es mayor en la base (-7,2) que
en los nuclefsidos (-4,8 en Ado y -4,3 en d-Ado), perc este término tie
ne un valor m&s parecido al de la base en adenosina que en desoxiadeno-
sina, al contrario de lo observado en el 1"‘efe;to. Ello revela gue, si
bien parece existir una interaccién intramolecular entre la pentosa y
la base, que desfavorece la interaccibn directa entre las bases, la pre

sencia en la ribosa del grupo 2'-0OH no contribuye a este desfavoreci-

miento.

La contribucién a la asociacién debida al término AGotr.int.
que en el 1* efecto tiene signo negativo, en el 2° efecto tiene signo
positivo en todos los casos, y por tanto se opone a la interaccifn. Aho-

ra bien, su valor absoluto indica que esta oposicifn es menor en los

.
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nuclebsidos (+2,0 en Ado y +1,0 en d4-Ado) gue en la base (+4,0). Este
hecho puede interpretarse en el sentido de que la introduccibn de la
pentosa incrementa las interacciones hidrof6bicas, como ya se habfa he-
cho notar para el 1* efecto. Sin embargo, el valor de este término se
opone méds a la asociacibn en adenosina gue en desoxiadenosina, al con-
trario de lo observado para el 1% efecto, lo que indica que, en la for
macifn de polfimero, la desoxiribosa {(quiz& por contener un OH menos),

favorece mis que la ribosa las interacciones hidrof6bicas.

La variacién de los valores de AGe es mucho menor que la

xp
de los términos que contribuyen a ella, como cabe esperar de la varia-

cibn contrapuesta de AG vy AG

base-base otr.int.”

y 4G de ade-

La diferente variacifn de AGbase otr.int.

-base
nosina y desoxiadenosina en ambos efectos hipocrémicos, puede consti-
tuir un argumente indirecto en favor de la hip6tesis de que los facto-
res responsables de la asociacién en la formacibn de dimeros y de polf
meros, son diferentes, o en todo caso, si en ambos el mecanismo de aso

ciacién fuese el mismo, diferirfan en la magnitud de su contribucién a

la asociacibn.

Conviene destacar que el efecto sobre la formacifn de polfl
mero, debido a la presencia de ribosa o desoxiribosa, puede estudiarse
Gnicamente en adenosina y desoxiadenosina, pues la adenina es la finica
base de las unidades monoméricas estudiadas que presenta el 2° efecto

hipocrémico. .
Guanosina

1" efecto.- La distancia entre las bases es mayor en el nu-
cleSsido guanosina (5,1 2) gue en la base guanina (4,7 ﬁ), y por tanto

la contribucifn debida a AG es mayor en la base (-4,5) que en

base-base
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el nuclebsido (-3,6). Por el contrario, la contribuci®dn debida a

AGctr.int. es mucho mayor en el nucle6sido (-3,6) que en ‘la base (0,0),
es decir, la introducciébn de la ribosa incrementa las interacciones hi-
droffbicas. La interpretacién de estos hechos es anfloga a la realizada

para la adenosina. = -

El valor de AGexp es superior en el nuclebsido, debido a la
mencionada contribucién de las interacciones hidrof&bicas.

Citidina

1* efecto.- En primer lugar, el valor de la constante de
asociacién K, obtenido para este compuestc es demasiado elevado (1100.
.10%), debido a que, por ser muy pequefioc el valor de la pendiente, el
cdlculo de dicha constante estd afectado de una notable indeterminacién.
Por otra parte, el valor de la distancia entre bases en la citosina es
extraordinariamente bajo (2,8 i), 10 que puede atribuirse a las aproxi-
maciones introducidas en el c&lculo de la fuerza de oscilador; ello

hace gue el valor de AG sea también demasiado alto. La inter-

base-base
pretacifn de los resultados obtenidos para estos compuestos debe hacer
se, pues, con las debidas reservas, y por tanto se dedicard mds aten-

cién al signo de las variaciones de los términos de la energfa de inte

raccifn al pasar de la base al nuclefsido,que a sus valores absolutos.

La distancia entre bases es mayor en el nucleésido (3,5 X)

gue en la base (2,8 ﬂ), por lo gque AG es mayor en la base

base~base
(-36,9) que en el nucleSsido (-13,2), al igual que sucede en adenina ¥y

guanina. La contribucién debida a AG tiene signo positivo, a

otr.int.
diferencia de lo observado en el 1" efecto de las unidades monoméricas
pliricas, y por tanto se opone a la asociacibén. Esta oposicifén es menor

en el nuclebsido (+5,0) que en la base (+31,2), lo que puede interpre-



65

tarse en el sentido de gque la introduccién de la ribosa incrementa las
interacciones hidrof6bicas. Como resultado de esta contribucifn, el va-

lor de AGex es superior en el nuclefsido, al igual gue sucede en la

P
guanosina.

Uridina .

1 efecto.- La distancia entre las bases es mayor en el nu-
cleSsido (3,3 X) que en la base (3,1 ﬂ), y por tanto la contribucifn

debida a AG

base-base S5 Menor en uridina (~8,7) que en uracilo (-12,1).

Esta observacifén puede interpretarse de manera anfloga a como se ha he-

cho para los sistemas anteriores.

La contribucién debida a AG es positiva en ambos

otr.int.
casos, a diferencia de lo observado en los dimeros de las unidades mo-~
noméricas pfiricas, es decir, se opone a la asociacibn, siendo esta
oposicibn notablemente menor en el nuclefsido (+1,0) que en la base

(+7,0). Este hecho confirma la hipStesis de que la introduccié6n de la

ribosa incrementa las interacciones hidrof6bicas.

El valor de AGe es superior en el nuclebsido, debido a la

Xp
mencionada contribucién de las interacciones hidrof6bicas, como sucede

igualmente en guanosina y citidina.
Timidina
1* efecto.~ La distancia entre bases es mayor en el nucleb-
o
sido (3,6 R) gque en la base (3,0 A), lo cual confirma que la desoxiri-
bosa, al igual que la ribosa, puede representar un impedimento estéri-
co en la formacidén del dimero de los nuclebsidos. En consecuencia,

AG es menor en la timidina (~6,4) que en la timina, donde ad-

base-base

guiere un valor notablemente alto (-16,1).
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La contribucién debida a AG es de signo positivo,

otr.int.
tanto en la base (+10,3) como en el nuclefsido (+0,4), y por tanto se
opone a la asociacién, siendo esta oposicifn mucho mayor en la base, lo

cual puede interpretarse en el sentido de que la introduccién de la de-

soxiribosa incrementa las interacciones hidrof&bicas.

Los valores de AGe "son del mismo orden en la base y en el

Xp
nucle6sido, pese a las grandes diferencias gue existen en las contribu-
ciones gque acabamos de mencionar. Este hecho resalta la importancia gue
tiene la partici6n de AGexp en sus diferentes contribuciones, con el

fin de obtener una interpretacién mas profunda del fenfmeno de la auto-

asociacifén de las unidades monom&ricas.

En resumen, respecto del efecto de la ribosa o desoxiribo-

sa pueden hacerse las siguientes deducciones:

1) En todos los sistemas estudiados, la distancia entre las
bases es mayor en los dimeros y polimeros de los nuclefsidos, que en
los de las bases, es decir, la presencia de la ribosa o desoxiribosa

puede representar un impedimento estérico en la asociacién.

2) Como consecuencia de lo anterior, la contribucibn a la
asociaci6n de la energfa de interaccibn entre las bases, es mayor en
IR

las propiéé bases pfricas y pirimidinicas que entre las bases presentes

en los nuclebsidos.

3) La contribucifn a la asociacién de la energfa debida a
"otras interacciones" es de signo negative (y por tanto, favorece la
asociacibn) en el 1° efecto de las unidades monoméricas pGricas, y es
de signo positivo (opuesta a la asociacién) en el 1° efecto de las uni-

dades monoméricas pirimidfnicas, asf como en el 2° efecto de las pQri-
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cas, cuando &ste existe. En todos los sistemas estudiados puede obser-
varse gue esta contribucién, independientemente del signo que.tenga, fé
ﬁorece m&s la asociacién en los nuclebsidos que en las bases, es decir,
la introducci6n de la ribosa o de la desoxiribosa incrementa las inte-
racciones hidrof6bicas. En el 1* efecto, la desoxiribosa favorece estas
interacciones menos gue la ribosa, mientras que en el 2° efecto ocurre

lo contrario.

4)- E1 valor global de AGexp resulta en cada caso del balan

ce entre AG y AG Como puede predominar una u otra con

base-base otr.int.’

tribucibn, 1la constante de asociacién de los nuclefsidos puede ser ma-

yor que la de las bases, si predominan las interaccicnes hidrof&bicas:

Adenina, K,=12.10°% ; Adenosina, K,=16.10°
Adenina, KP=220 : d-Adenosina, KP=250
Guanina, K,= 2.10° ;  Guanosina, K,=200.10°
Citosina,K,=16.10° ;  Citidina, K,=1100.10°
Uracilo, K,=5,8.10%; Uridina, K,=420.10°
Timina, K,=19.10% ; Timidina, K,=27.10°

o bien menor si predomina la energfa de las interacciones base-base:

Adenina, K,=12.10° ;  d-Adenosina, K,=9,9.10°

Adenina, Kp=220 : Adenosina, Kp=120

2) Efecto del grupo fosfato

AMP

1* efecto.- La distancis entre las bases es mayor en el nu-

cle6sido (4.4 X) gue en el nucle6tido (3,9 i), y por tanto, AG es

base

mayor en el nucle6tido {-4,1) que en el nuclebsido (-2,2). Este hecho

puede interpretarse en el sentido de que la introduccidn del grupo fos-
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fato origina un aumento de la interaccién entre las bases.

Por el contrario, la. contribucién AG es mayor en el

otr.int.
nucle6sido (-3,5) gue en el nuclebtido (-2,2). Como este té€rmino compre
de las contribuciones de la ribosa, del grupc fosfato y de las interac
ciones hidrof6bicas, se deduce f&cilmente que las interécciones hidro-
f8bicas son mis intensas en el nuclefsido, es decir, en el proceso de

formaci6n de dimeros, la introduccién del grupo fosfato origina un des-

censo en este tipo de interacciones.

El valor de AGex , que resulta del balance de ambas contri-

P
buciones, es mayor en el nucleftido, debido a la mencionada contribu-

cién de la energfia de interaccién entre las bases.

2° efecto.-iLa distancia entre las bases es mayor en los
polimeros del nucleétido (4,5 ﬁ) gue en los del nucledsido (4,3 ﬁ),

por lo que la contribucién de AG es mayor en adenosina (-4,8)

base-base
gue en AMP (~3,8). Este hecho es contrario al observado en la formacién
de dimeros, y puede constituir un apoyo indirecto en favor de la hip6-
tesis de que los mecanismos responsables de ambos efectos hipocrémicos
son diferentes, En todo caso, la introduccién del grupo fosfato parec

dar lugar a una disminucifn en la contribucién de las bases a la ener-

gia libre global de la asociacibn por formacién de polimeros.

Por otra parte, y contrariamenté a lo observado en el 1°
efecto, la contribucién de las interacciones hidrof6bicas es mis favo-
rable a la asociacién en el nuclebtido (-0,1) que en el nuclebsido
(+2,0). Esta diferencia de comportamiento puede revelar también que lo
mecanismos de asociacibén de uno y otro efecto hipocrfmico, son diferen
tes.

El valor global de AGexp es mayor en el nucle6Stido, debido
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a esta contribucifén de las interacciones hidrof6bicas.
GMP

1*" efecto.~ La distancia entre las bases es mayor en el nu-

cle6sido (5,1 ﬁ) que en el nucle6tido (4,8 i), vy por tanto, AG es

base
mayor en el GMP (-4,5) gue en la guanosina (-3,6). Por otra parte,

AG es mayor en el nuclef6sido (-3,6) que en el nucleftido (-1,8).

otr.int.
La interpretacién de estas variaciones es anfloga a la del 1™ efecto

del AMP:; la finica diferencia estriba en gue el valor de AGex es agui

P
superior en el nuclebsido, debido a la importancia del término AGotLint
2° efecto.- La distancia entre bases es mayor en el nucle&-

sido (5,5 R) que en el nucleStido (5,3 Ry, y por tanto AG es

base-base
mayor en el GMP (-5,7) gue en la guanosina (~5,0}). Por otra parte,

AG es mis favorable a la asociacibn en el nuclebsido (+0,5) gque

otr.int.
en el nuclebtido (+2,2). A diferencia de lo observado en el AMP, estas
variaciones son anflogas a las del 1* efecto, hasta el punto de gue las
diferencias entre los valores de estas magnitudes en el nuclefsido y en
el nucle6tido son del mismo orden en ambos efectos hipocrfmicos. Ello
puede constituir una evidencia indirecta de que los mecanismos de aso-
ciacibn responsables de uno y otro efecto son idénticos en estos com-
puestos, o bien de que en el 2° efecto coexisten dos mecanismos diferen
tes, ya que, si fueran distintos los mecanismos gque actﬁaﬁ en ambos efec

tos hipocrbmicos, las variaciones de las contribuciones mencionadas se-

rfan también diferentes.
CMP

1* efecto.- Conviene recordar las limitaciones de los valo-

res correspondientes a la citidina, de los que se ha hablado al comentar
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el efecto de la ribosa.

La distancia entre las bases es mayor en el nucleésido (3,5
R) que en el nucle&tido (3,4 i), aunque la diferencia es pequefia, por

lo que AG es mayor en el CMP (-15,0) que en la citidina (-13,2).

base-base

Por otra parte, AG es de signo positivo en ambos casos, es de-

otr.int.
cir, opuesto a la asociacién, si bien la oposicifn es menor en el nu-
clebsido (+5,0) que en el nuclebtido (+9,3). E1l valor de AGexp es mayor
en el nucleb6sido, debido a la contribucifn de las interacciones hidrof6

bicas.

La interpretacién de estas observaciones es anfloga a la

efectuada para el 1* efecto de AMP y GMP.
En este compuesto, no existe 2° efecto hipocrbmico.
UMP

1 efecto.- El valor de la constante de asociacién K, del
UMP es demasiado elevado (2000.10°%), por las mismas razones gue se han
indicado para la citidina. Por consiguiente, los valores de las diferen
tes contribuciones a la energfa de interacci6n pueden estar afectados

de una indeterminacifn notable.

La distancia entre las bases es mayor en el nucleftido (3,5
K) gue en el nuclefsido (3,3 &), a diferencia de lo que ocurre en el 1*
efecto de todos los dem&s sistemas estudiados; es decir, en este caso,
la introduccibén del grupo fosfato origina una disminucifn de la energia
de interaccifn entre las bases del nucle6tido (-6,4) respecto del nuclef
sido (-8,7). También a diferencia de lo observado en los demf&s sistemas,
las interacciones hidrof6bicas son mé&s intensas en el nucleétido

(AG =+1,0 en uridina y -2,2 en UMP). El valor de AGexp es mayor

otr.int.
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en el nucleStido, debido a la contribucibén de estas interacciones.

2° efecto.- La distancia entre las bases es mayor en el nu-
clebtido (4,2 ) gue en el nuclegsido (3,9 Ry, por lo que AGbase es ma-
yor en la uridina (-7,2) gue en el UMP (-5,0). El valor de AGotr int

es mis favorable a la asociacibén en el nucle6tido (+0,4) gue en el nu-

cle6sido (+3,5). El valor global de AGe es mayor en el nucle6tido,

xp
debido a esta Gltima contribucién.
La variaci6n de todas estas magnitudes es andloga a la del

1* efecto, y también andloga a la del 2° efecto del AMP.
TMP

1" efecto.~ La distancia entre bases es mayor en el nucle6-

sido (3,6 i) que en el nuclebtido (3,2 ﬂ), por lo que AG es ma

base-base

yvor en el TMP (-11,5) gue en la timidina (-6,4). El valor de AGotr.int.
es mis favorable a la asociacibén en el nuclebsido (+0,4) gue en el nu-
cledtido (45,0). El valor de AGexp es mayor en el nucleftido, debido al

término de energfa de interaccibn entre las bases.

La interpretacibn de estas variaciones es an&loga a la del

1" efecto de AMP, GMP y CMP.
En este caso, no existe 2° efecto hipocrf6mico en la timidina.

En resumen, del estudio del efecto del grupo fosfato pueden

hacerse las siguientes deducciones:

1) En el 1* efecto de los sistemas estudiados, la distancia
entre las bases es mayor en el nuclebfsido que en el nucleStido, excepto
en el UMP. Por el contrario, en el 2° efecto, la distancia entre las

bases es mayor en el nucleStido, salvo en el GMP.
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2) La variacifn de la energfa de interaccién entre bases al
pasar del nucleSsido al nucle6tido, est& relacionada con la variacién

de la distancia entre bases. Asf, en el 1* efecto, AG es siem-

base-base
pre mayor en el nucleStido que en el nuclebsido, excepto en UMP; y en

el 2° efecto, es menor en el nuclebtido, excepto en GMP.

AGbase-—base
3) En el 1* efecto, las interacciones hidrof8bicas, que
tienden a favorecer la asbeiacién, son m&s intensas en el nucle6sido
que en el nuclebtido, excepto en UMP. Por el contrario, en el 2° efecto,
las interacciones hidrof6bicas son mis intensas en el nucleétido, salvo

en GMP.

4) En el sistema adenosina-AMP,; las variaciones de las con-

" tribuciones AG y AG del 2° efecto son inversas a las

base-base otr.int,

del 1* efecto, lo gue puede ser una evidencia indirecta en favor de la
hip6tesis de que los mecanismos de asociacifn responsables de uno y otr
efecto, son diferentes. Por el contrario, dichas variaciones son an&lo~

gas en ambos efectos en los sistemas guanosina-GMP y uridina-UMP.

5) E1 hecho de gue UMP y GMP constituyan sendas excepciones
al comportamiento general de las unidades monoméricas en el 1° y en el
2° efecto hipocrSmico, respectivamente, podrfa ser un indicio de que
en estos casos, el fenfmeno de asociacifn correspondiente es diferente
al de los otros compuestos, o de que guiz& comprenda la intervencién »

simulténea de varios mecanismos de interaccién.

6) El valor global de AGexp depende de las contribuciones

y AG y por tanto, de acuerdo con los valores rela-

otr.int.’
tivos de estos términos, puede ser mayor en el nucleSsido o bien en el

AGbase-base

nucle6tido.
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3) Influencia del tipo de base

Teniendo en cuenta que en los apartados anteriores ya se han
revisado detalladamente los valores de las contribuciones a la energfa
de interaccibén para cada una de las unidades monoméricas estudiadas, se
darin aquf finicamente las conclusiones que pueden obtenerse en el es-

tudio comparativo de las unidades monoméricas pfiricas y pirimidfnicas:

1) La distancia entre las bases es menor en las unidades mo
noméricas pirimidinicas que en las pfiricas, tanto en el 1° como en el

2° efecto hipocrfmico.

2) Como consecuencia de lo anterior, la energfa de interac-
cifn directa entre las bases es mayor en las pirimidinas que en las pu-
rinas. Si el mecanismo de asociaci6én es el apilamiento de las bases,
este hecho puede ser un apoyo indirecto en favor de la hipStesis de que
el apilamiento de las unidades monom&ricas pfiricas no comprende la su-
perposicién de ambos anillos, hexagonal y pentagonal, pues en ese caso
el solapamiento, y por tanto la energfa de interaccifn entre las bases
pfiricas, serfa superior al de las bases pirimidinicas, en las cuales
s81lo hay la posibilidad de que se produzca la superposicién del anillo

hexagonal, gque es el inico gque existe.

3) En todos lps compuestos estudiados, el valor de la ener-
gfa correspondiente a "otras interacciones" favorece m&s la asociacibn
en el caso de las unidades monoméricas pfiricas, que en el caso de las
pirimidinicas. Esta contribucién tiene siempre signo positivo (y por tan
to se opone a la asociacibn) en las pirimidinas, salvoe en el 1° efecto
del UMP, mientras que en las purinas s6lo tiene signo positivo en el 2°
efecto. Estas observaciones pueden interpretarse en el sentido de que

las interacciones hidrofSbicas son m&s intensas en las unidades monomé-

.
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ricas pfiricas, debido tal vez al mayor tamafio de estos compuestos en re

lacién con las unidades monoméricas pirimidfnicas.

4) E1 valor de la energfa global de interaccién depende de
ambas contribuciones, y por tanto, en unos casos es mayor en las unida-

des monoméricas p@ricas y en otros, en las pirimidfnicas.

4) Influencia del grado de asociacién

Las deducciones gque pueden hacerse del estudio comparativo

de las distancias entre bases y las energfas de interaccibn para el 1°

y el 2° efecto de las unidades monoméricas, son:

1) En todos los casos en que es posible detectar la existen
cia de doble efecto hipocrbmico, se verifica que la distancia entre las
bases de los polfmeros, es mayor que la de los dimeros, salvo en adeno-

sina, en gque tienen précticamente el mismo valor.

2) En la mayor parte de los sistemas estudiados (adenina,
adenosina, desoxiadenosina, guanosina, GMP y citidina), la energfa de
interaccifn entre las bases del polimero es mayor que el valor de esta

misma contribucién en el dimero.

3) En todos los sistemas estudiados, sin excepcién, el valor
de la contribucifn de "otras interacciones" favorece menos la asociacién

en el polimero, gue en el dimero.

4) En fodos los sistemas estudiados, el valor global de
AGexp es mayor en el dimero gque en el polimero, es decir, el valor de
K, es siempre mayor que el correspondiente valor de Kp.

5) En las conclusiones expuestas anteriormente acerca de

los efectos de la ribosa y del grupo fosfato, se han indicado algunocs

datos que pueden constituir un apoyo indirecto en favor de la hipbtesis
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de que los factores responsables de la asociacién en la formacién de

dimeros y de polfmeros, son diferentes.

.

Se exponen a continuacifn, dentro de un recuadro, las con-

clusiones de alcance mis general obtenidas en el presente capftulo.

2)

3)

1)

Conclusiones generales acerca de la autoasociacién de

unidades monoméricas en disolucifén acuosa

Los espectros UV de las 16 unidades monoméricas m&s impor-
tantes de los &cidos nucleicos, estudiados en este trabajo
en disoluéidn acuosa, revelan, en todos los casos, una des
viacifn de la ley de Lambert-Beer, de car&cter hipocrbmico
cuyo origen se atribuye a la autoasociacibn de estos com-

puestos.

Se ha observado la existencia de un doble efecto hipocré-
micb; un primer efecto en disoluciones dilufdas (c<107 M)
y un segundo efecto en disoluciones concentradas {c>1073%M),
en los siguientes compuestos: adenina, adenosina, desoxia-
denosina, guanosina, citidina, uridina, 5'-AMP, 5'-GMP, 5'-

UMP y 5'-~TMP.

Los valores de las constantes de asociacién correspondien-
tes al 1° efecto hipocrdmico son de 2 a 3 6rdenes de magni
tud mayores gue los correspondientes al 2° efecto, y son

comparables a los obtenidos para diversas asociaciones por

enlace de hidr6geno en compuestos orgénices.
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4) El1 examen de los té&rminos en que puede dividirse la ener-
gfa global de interaccifn, pone de manifiesto gue las inte
racciones hidrof6bicas desempefian un papel fundamental en

la fuerza directriz de la asociacién.

5) La interpretacifin de los efectos de la pentosa y del grupo
fosfato, asf como de la influencia del gfado de asociacién,
revela alguna evidencia experimental que puede constituir
un argumento indirecto en favor de la hipStesis de gque los
mecanismos responsables de la asociacién en la formacisn 8=

dimeros y de polfmeros, son diferentes.

A la luz del hallazgo original de la existencia de un doble
efecto hipocrSmico, realizado en nuestro laboratorio, consideramos gue
el problema fundamental del estudio de la autocasociacibn de las unide-
des monoméricas en disolucibén acuosa, es asignar a cada uno de los
efectos hipocrbmicos observados, los dos mecanismos de asociacién gque,
en principio, son posibles, es decir, la formaci6n de enlace de hidré6-
geno y el apilamiento. Para ello resulta necesario conocer cémo pueden
influir en dichos efectos hivocrémicos, diversos cambios inducidos en

el medio, cuyo estudio es el objeto del capftulo siguiente de esta Me-

-~

moria.




2.- INFLUENCIA SOBRE LA AUTOASOCIACION

DE CAMBIOS INDUCIDOS EN EL MEDIO
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Las interacciones moleculares son consecuencia, no s6lo de
las propiedades intrinsecaé de las moléculas implicadas en la interac-
ci6n, sino también de las condiciones del entorno en el que ésta tiene
lugar, es decir, de los factores fisicoquimicos fundamentales del medio:
naturaleza del disolvente y de los iones presentes, fuerza ifénica, pH,

temperatura, etc.

De acuerdo con esta idea directriz, se estudia en este ca-
pftulo la influencia que ejercen, sobre la autoasociaci6n de las unida
‘des monoméricas de Scidos nucleicos, la naturaleza del disolvente, los

iones presentes en la disolucién, el pH, la urea y la temperatura.

Teniendo en cuenta que el agua eg el disolvente natural. de
los medios biolégicos,’es obvio que las interacciones de moléculas.de
importancia biol6gica deben ser investigadas en disoluciones acuosés.
Es evidenté, asimismo, que si el objetivo‘de esta investigacifn es el
de profundizar, a nivel fisicoguimico, en la interpretacifn de los com
Plejos procesos de interacéién soluto-soluto y soluto-disolvente, es
necesario realizar un estudio complementario de disoluciones en medios

no acuosos, cuyas propiedades fisicoquimicas permitan esclarecer la na-

turaleza de los mecanismos que condicionan esta interaccién.



79

2.1. INFLUENCIA DE LA NATURALEZA DEL DISOLVENTE

Como es sabido, la estabilidad de la estructura ordenada de
los &cidos nucleicos y de los polinuclebtidos depende, en gran parte,

de la naturaleza del disolvente.

El estudio de esta influencia se limit6, en un principio, a
los &cidos nucleicos (1,2), pero seguidamente se extendif a los polinu-
cle6tidos (3) y Gltimamente se ha dedicado cierta atencifn al efecto
que produce el disolvente en la asociacibn de los monémeros (4,5) y oli
gbmeros (6). De este modo, se facilita la comprensién, a nivel fisico-
quimico, de los distintos fenSmenos que pueden contribuir al efecto to-

tal observado.

Se conoce desde hace tiempo el hecho de que los disolventes
orgénicos ejercen una accién desnaturalizante sobre la estructura de los
8cidos nucleicos y gque sus efectos son similares, en algunos aspectos,

a los de la temperatura o del pH. Dentro de esta lfnea, se han desarro-v
llado trabajos que estudian cambios conformacionales en DNA y RNA, indg

cidos por la naturaleza del disolvente (7,8).

En relacifén con la influencia del disolvente sobre la inte—v
raccifn de las unidades monoméricas libres, cabe destacar especialmente
los estudios llevados a cabo por espectroscopfa IR y RMN, en disolventes
apolares o poco polares (cloroformo, dimetilsulféxido) (9-13) .

Aunque existe unanimidad sobre la importancia intrinseca

-del disolvente en las asociaciones de moléculas de interés biol6gico,

tanto en compuestos modelo o biomoléculas sencillas como en los biopo-

'
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lfmeros, no se ha logrado alin una explicacifn satisfactoria acerca de
la naturaleza de los diversos efectos que ejercen los disolventes sobre

tales interacciones.

Dentro del estudio, a nivel fisicogquimico, de los efectos
del disolveﬁte sobre las asociaciones moleculares, merecen destacarse
los trabajos de Sinanoglu y Abdulnur (14-16). Estos autores han desa-
rrollado un modelo macroscfpico semiempirico que es aplicable solamen-
te a disolventes puros; mediante &1 se ha explicado la estabilidad de
la estructura helicoidal del DNA en agua, como debida principalmente a
la desfavorable variaci6n de entalpfa asociada con la "formacifn de ca
vidad". De acuerdo con este modelo, el efecto desestabilizante de los
disolventes orgfnicos se debe a gque en ellos la entalpfa de “fofmacién
de cavidad" es mucho menor que en agua, es decir, gue en ellos se for-
man cavidades con mayor facilidad, lo cual favoreceria la desorganiza-

ci6n de la estructura helicoidal.

En este punto, conviene recordar que, segGn Ts'o, (17-19),
la estabilidad de la doble hé€lice del DNA en disolucifn acuosa, nho se
debe exclusivamente al apareamiento de bases compiementarias, sino que
el apilamiento vertical entre bases, condicionado por una interaccién
hidrofébica, contribuye significétivamente a la estabilidad de dicha
estructura, hasta el punto de gue esta contribucifn puede superar a la
de formacifn de enlace de hidr6geno. Admitiendo ésto, el poder desnatu-
ralizante de los disolventes org4nicos puede atribuirse a gue en ellos
resulta desfavorecida la asociacibn por apilamiento de las bases, al
faltar en ellas la interaccifn hidrof6bica. Asf, en dimetilsulféxido
(DMSO) , conocido agente desnaturalizante (1), tiene lugar el apareamien

to de las bases libres por enlace de hidrégeno, pero no se produce el
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‘apilamiento (11,;2); por el contrario, en agua, la asociacién entre ba-
ses seria pre&ominantemente por apiiamiento, por las razones que acaba-
mos de indicar, y ademfs, porque la formacién de enlace de hidr6geno se
encuentra muy desfavorecida debido al efecto competitivo de las molécu-
las del disclvente. En apoyo a estos razonamientos puede citarse la ac-

cién desnaturalizante del etanol scbre la doble cadena de poli A (3).

En esta breve revisifn, se han indicado algunos de los fac-
tores ‘mds importantes relacionados con la naturaleza del disolvente,
que pueden influir en los mecanismos de asociacién por apilamiento ver-
tical y por formaci6én de enlaces de hidrSgeno entre las unidades mono-
méricas de los fcidos nucleicos. En un estudio riguroso de este proble-
ma, debe tenerse en cuenta también, aungue su interpretacifn en profun-
didad reviste actualmente grandes dificultades, la relacifn que existe
entre la influencia del disolvente sobre los solutos, y ciertas propie
dades fisicas caracteristicas de los disolventes, principalmente el mo
mento dipolar de sus mol€culas y la constante diel&ctrica, que, como
es sabido, influye en las energias de interaccifn electrost&tica, de po

larizaci6n y de dispersién de London.

El efec¢to que pueden ejercer en la asociacibn de los solu-
tos, tanto la polaridad del disolvente (21) como su capacidad de forma
ci6n de enlace de hidrfgeno, es en principio mds sencillo de interpre-
“tar gue el de la constante dielé&ctrica. Asf, el agua, due es un disol-
vente donador y aceptor de protones y que tiene un elevado momento di-
polar, no favorecer& la formacibén de enlace de hidr6genc base-base, ya
que la energfa de enlace base-agua y agua-agua es del mismo orden que

la de formaci6n de enlace de hidrSgeno base-base, lo cual da lugar a
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una competencia entre estas tres posibilidades. Es conocido gue el meca
nismo de interaccifn de las bases cambia de apilamiento a apareamiento

por enlace de hidrbgeno cuando disminuye la polaridad del disolvente

(22) .
T T~
El etanol puede actuar como aceptor y donor de protones,
pero el resto alifitico disminuye su polaridad en comparacidn con el
agua, lo que tiende a favorecer la asociacién por enlace de hidrdéeno
entre bases. Adem&s, la adicibén de etanol a agua reduce la tensibn su-
perficial de é&sta, lo que puede traducirse en una disminucién de la con
tribucién de la energia libre de superficie del agua a las interacciones

hidrof6bicas, y por consiguiente en un aumento del poder desnaturalizan

te del medio (24).

Por otra parte, tiene especial importancia el conocimiento
de la estructura del disolvente, que esti relacionada, en algunos casos,.
con la capacidad de las moléculas del mismo para donar y aceptar proto-
nes para formar enlaces de hidr6geno entre sf, o bien para asociarse de
acuerdo con otros mecanismos de interaccifn, por lo que las interaccio-
nes gue dan lugar a la formacién o destruccién de la estructura del di-
solvente pueden ser responsables indirectamente de algunos de los efec-

tos de &ste sobre la asociacifn de las bases (23).

El dimetilsulf6xido (DMSO) es un disolvente apr6tico dipo~
lar, de caracteristicas intermedias entre el agua y los compuestos apola
res. Aunque es un fuerte aceptor de protones (25), su capacidad de for-

maci6n de enlaces de hidrbgeno es inferior a la del agua y superior a
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la del Cl,CH. En consecuencia, la proporcién en gue las bases se unen
mediante enlace de hidrSgeno, es mucho menor en DMSO que en C1,CH, aun-
que mayor que en agua (11,26). Por otra parte, en disoluci6n acuosa,
las fuertes interacciones del DMSO con el agua destruyen el orden de
ésta, por lo gue el DMSO se considera como un scluto "destructor de es

tructura" (27,28).

Dada la complejidad del fenSmeno que se estd8 investigando,
del cual se ha intentado presentar una breve visién en las piginas an~
teriores, no se ha pretendido llegar a una interpretaciém tebérica en
profundidad de los diversos factores que en &l estin implicados, sino
Ginicamente realizar una aproximacifn experimental sistemitica, que per
mita elaborar correlaciones que, por una parte, ayuden a estimar la
contribucibn relativa de los dos mecanismos fundamentales gue condicio
nan la asociacién dé las unidades monoméricas: la formaci6én de enlaces
de hidr6genoc y el apilamiento de las bases; y por otra parte, permitan
un mejor conocimiento de las consecuenciés gque tienen dichas contribu-
ciones en la desnaturalizacifn de polinucle6tidos por la accifn de di-

solventes orgénicos.

Con este objeto se ha realizado un estudio comparativo de
la influencia de etanol y dimetilsulféxido, sobre la autoasociacibn de
‘una serie completa de unidades monoméricas: adenina, adenosina y 5'-
AMP, para determinar las semejanzas y diferencias que presentan entre
s{ y respecto a las disoluciones en medio acuoso, reflejadas en los

,

correspondientes valores de los par8metros de asociacibn.

Las experiencias se han realizado en condiciones andlogas

a las efectuadas en tampén fosfato. Los disolventes empleados, ademis
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del agua, han sido etanol y DMSO, asf como mezclas en diversas propor-
ciones de estos disolventes con agua. Los disolventes utilizados fueron
de la casa Merxck, de calidad "Uvasol", y se emplearon sin purificacién
posterior. El DMSO presenta gran absorcifn a longitudes de onda inferio
res a 270 nm. La zona a 260 nm, donde aparece el miximo de la banda co-
rrespondiente a las unidades monoméricas, s8lo es accesible en cé&lulas
cuyo espesor sea de 1 mm o inferior, por lo cual no pueden emplearse -
concentraciones menores de 107“M, lo que restringe la observacién del

18L efecto hipocrémico.

Las mezclas de cada uno de los disolventes con agua se han
utilizado con un doble prop6sito: a) comprobar si la presencia de estos
disolventes induce cambios significativos en la asociacién con relacifn
al medio acuoso, y b) aumentar la solubilidad de las unidades monoméri-
cas respecto de los disolventes puros, con el fin de favorecer la detec

cibn del 2° efecto hipocrfmico.

Por otra parte, si bien las "condiciones normalizadas” en
nuestro laboratorio corresponden a las disoluciones en tamp6n fosfato,
se han preparado también disoluciones de adenosina y de AMP en agua pu-
ra, para disponer de una referencia m&s adecuada en el estudio de la in

fluencia del disolvente.

—
Resultados experimentales

Se exponen a continuacién los resultados experimentales,
asf como los valores de los par@metros mis significativos del método de

célculo, de acuerdo con el siguiente esguema:

1) Los resultados se han agrupado en los siguientes epigra-

fes:
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2.1.1. Influencia del etanol.

2.1.2. Influencia del dimetilsulfé6xido.

2} Se dan en forma de tabla los valores de los par&metros
&s significativos del ajuste empleado: ¢,, ¢, pendiente p y coeficien
te de correlacibn, r, del ajuste, para cada uno de los diferentes siste

as estudiados.

3) Dentro de cada apartado, se da un conjunto de gr&ficas
que corresponden a la representacifn semilogaritmica de la absortividad
olar, €, frente a la concentracién molar, ¢, para las distintas unida-
des monomé€ricas estudiadas. Se incluyen los puntos experimentales y la
curva tefrica ajustada segln el método de célculo. Se omite la represen
taci6n gr&fica de las ecuaciones lineales, en gue se basa dicho mé&todo,
para no alargar la presentacifén de los resultados experimentales (fig.

2.1.-2.4.).

4) A continuacibn, se dan las tablas conjuntas correspondien
tes a los par&metros de autoasociacibén (tabla 2.3.), y se realiza la

discusi®dn de los resultados obtenidos.
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Influencia del etanol
TABLA 2.1.
Resumen de los valores de los parfmetros obte
nidos con el programa de c&lculo "HIPOCROM".
. Intervalo de . .
Disolvente concentraciones £y feo P r
ADENINA
Etanol+agua {5.107%~2,5.10"%M | 14110 | 112002200 | 0,39+0,04 | 0,958
(50% v/v) ‘
Etanol 5.1076-5.10"°%M 13810 | 1147080 0,32+0,02 | 0,988
ADENOS INA
Agua bides~ |5.1075-4.107°%M 16470 | 13320260 0,39:0,02 | 0,990
tilada 5.107°-3.1072M " 10900+100 | 3,2 0,2 | 0,993
Etanol+agua [4.107%-1,2.1072M | 15900 | 13380+40 | 0,330,01 | 0,992
- (50% v/v) |5 40-2-4.10"2M " 99004800 9+2 0,938
Etanol 5.1075-107°M 15890 | 13400100 | 0,29:0,02 | 0,984
AMP
Agua bides- {5.1076-2.107%M 16270 | 12860+70 0,29+0,01 | 0,992
tilada 3,5.10%-5.10"2M | " | 11400:200 ) 2,4 0,3 |0,963
Etanol+agua |5.107%-2,5.1072M {16000 | 1240090 | 0,33:0,02 | 0,985
(50% v/v)
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2.1.2. Influencia del dimetilsulféxido

2.2,

TABLA

Resumen de los valores de los parfmetros obte
nidos con el programa de cilculo "HIPOCROM",

89

X Intervalo de
Disolvente concentraciones ) € p r
ADENINA
DMSO 1,4.10"%-2.10"2M | 13350 | 10690+70 | 1,48+0,07| 0,987
ADENOSINA
DMSO 2.10"%-5.107 %M 14810 | 12790430 | 0,53+0,02| 0,998
1072-4.10"2M " 119004200 | 3,0 +0,8 | 0,909
AMP
DMSO+agua | 2,5.10~%-1,5.10"2M {14040 | 117004100 | 1,6 +0,1 | 0,974
(508 v/v) 2.1072-5.10"2M " 89004900 8+3 0,939
DMSO+agua 2,5.107%~5.10" M 14000 | 115002100 | 0,9620,09 | 0,980
(90% v/v)
DMSO 1,25.107%-1,25.10-°M [ 14470 | 10900+100 | 1,13+0,06 | 0,995
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Influencia del disolvente.

TABLA 2.3.
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Paridmetros de autoasociacibn

ADENINA
18L efecto 2° efecto
Disolvente
K, 8, h (%) Kp GP h(%)
Tamp6n fosfato 12.10% 2190 15,4 220 5700 40,1

Etanol + agua 9.10% 2900 20,5 No detectado
(50% v/v)
Etanol 11.10% 2340 16,9 "
DMSO - 620 2660 19,9 "
ADENOSINA
18L efecto 2° efecto
Disolvente
X, §, (he) | Kp &, (n%)
Agua bidestilada 10.10% 3150 19,1 500 5600 34,0

Tamp&n fosfato
Etanol + agua
(50% v/v)
Etanol

DMSO

16.10? 1820 11,5
11,6.10° 2520 15,8
15.10% 2500 15,7

3,6.10° 2000 13,6

120 5400 34,1

70 6000 37,7
No detectado

320 2960 20
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TABLA 2.3. (continuacién)

5'-AMP
er o
Disolvente 1= efecto 2° efecto
K, §, h(%) K, &, h(®)
Agua bidestilada 20.10% 3410 21,0 800 4900 29,9
Tampén fosfato 48.107 3120 18,6 700 5400 32,0
Etanol + agua 17.10% 3600 22,5 No detectado
(50% v/v) .
DMSO + agua 460 2300 16,4 80 5100 36,3
(50% v/v)
DMSO + agua 1,4.10% 2500 17,9 No detectado
(90% v/v)
DMSO 1,4.10% 3600 24,7 "

Interpretaci6n de resultados

Para la interpretacién de resultados, utilizaremps los valo
res que se resumen en la Tabla 2.3., refiriéndonos especialmente a los
valores de las constantes de asociacibn del 1° y 2° efecto. Como comple
mento de estos parfmetros de asociacién, hemos calculado también las
distancias entre bases y las energias de interaccién correspondientes a
cada sistema (Tablas 2.4.-2.6, y figuras 2.5.-2.7.). Estos tres conjun-
tos de valores se utilizan para hacer una discusi6én conjunta de la in-

fluencia del disolvente.

En los sistemas en gue se ha empleado DMSO como disolvente,
no es posible calcular la distancia entre bases mediante el método de

Tinoco~Rhodes, ya que el méximo situado a unos 200 nm (Au +) no puede

a
detectarse debido a la alta absorci6én del DMSO en esa zona espectral.
Por el contrario, el método de Bolten-Weiss puede aplicarse a tales sis

temas, pues todos los parémetros necesarios para el célculo de la dis-



tancia pueden determinarse en ellos.

TABLA 2.4.

Influencia del disolvente. Distancia entre bases apiladas

(Teorfa de Tinoco-Rhodes)

ADENINA
. Grado de 2 °
Disolvente asociacién | P(¥) | A, (A) oa.(x) £, | A(2)
Tamp6n fosfato Dimero 15,4 2605 2070 0,27 ,
" " Polimero 40,1 " " " R
Etanol (50%) Dimero 20,5 " 2090 " 4,1
Etanol Dimero 16,9 2600 " " 4,4
ADENOSINA
Agua Dimero 19,1 2590 2060 0,30 | 4,3
" Polimero 34,0 " " " 4,7
Tamp6n fosfato Dimero 11,5 " " " 5,
" " Polimero 34,1 " " " 4,
Etanol (50%) Dimero 15,8 2600 2050 " R
" Polimero 37,7 " " " ’
Etanol Dimero 15,7 " 2040 " 4,5
AMP
Agua Dimeroc 21,0 2590 2060 0,31 (4,2
" Polimero 29,9 " " " 5,0
Tampén fosfato Dimero 18,6 " " " .
St " Polimero 32,0 " " " ,
—
Etanol (50%) Dimero 22,5 2590 2050 " 4,0
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TABLA 2.5.

isolvente. Distancia entre bases apiladas
(Teoria de Bolton-Weiss)

ADENINA
. Grado de e
Disolvente asociaci6n X(ﬁ) £ €0 8 a(a)
Tamp6n fosfato Dimero 2605 | 0,27 | 12010 | 2190 | 3,4
" " Polimero " " 8500 | 5700 | 3,7
Etanol (50%) Dimero " " 11200 | 2900 | 3,2
Etanol Dimero 2600 " 11470 | 2340 | 3,4
DMSO Dimero 2630 " 10690 | 2660 | 3,3
ADENOSINA
. Grado de o g
Disolvente asociacién A(A) f €, § d(A)
Agua Dfmero 2590 | 0,30 | 13320 | 3150 | 3,4

Tamp6n fosfato

Etanol (50%)

"

Etanol

DMSO

Polimero " " 10900 | 5600 | 4,0
Dimero " " 14000 {1820 | 3,8
Polimero " " 10400 | 5400 [ 4,0
Dimero 2600 " 13380 | 2520 1 3,5
Polimero " " 9900 | 6000 | 3,9
Dimero " " 13400 {2500 | 3,5

Dfmero 2620 " 12790 | 2000 | 3,6
Polimero " " 11850 | 2960 | 4,5
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TABLA 2.5. (continuacién)
AMP
. Grado de [

Disolvente asociacién A (A) 3 £ § a(k)
Agua Dfmero 2590 | 0,31 12860 3410 | 3,4

" Polimero " " 11400 ] 4900 , 2
Tampén fosfato Dfmero " " 13640 3120 3,5

" " Polimero " " 11400 | 5400 1
Etanol (50%) Dfmero " " }2400 3600 | 3,3
DMSO (50%) Dimero 2600 " 11700 | 2300 ,

" Polimero " " 89001 5100 ,
DMSO (90%) Dimero 2610 v 11500 2500 ]| 3,5
DMSO Dimero 2620 " 10900} 3600 3,3




TABLA 2.6.

Influencia del disolvente. Energfa libre de apilamiento (kcal/mol)
ADENINA

. Grado de ) s,2 N

Disolvente asociacién d(a) AGuu AGua AGL AGbase---base Gexp AGotr.int.
Tampén fosfato Dimero 3,9 -0,82 -0,23 -3,08 -4,1 -5,6 -1,4

" " Polimero 4,0 -1,37 -0,41 =-5,39 -7,2 -3,2 +4,0
Etanol (50%) Dimero 3,6 -1,05 -0,38 -4,98 -6,4 -5,4 +1,0
Etanol Dimero 3,9 -0,82 -0,23 -3,08 -4,1 -5,5 -1,4
DMSO Dimero 3,3 -1,36 -0,64 -8,40 -10,4 -3,8 +6,6

L6



TABLA 2.6. (continuacién)
ADENOSINA
Grado de =,8

Disolvente asociacién d(a) AGuu AGua AGL AGbase-base AGexp Gotr.int.
Agua Dimero 3, -0,89 -0,27 -3,60 -4,8 -5,5 -0,7

" Polimero 4, -1,10 -~-0,26 -3,49 -4,8 -3,7 +1,2
Tampén fosfato Dimero ’ -0,57 -0,1i1 =-1,50 -2,2 -5,7 -3,5

" " Polimero ’ -1,10 -0,26 -3,49 -4,8 -2,8 +2,0
Etanol (50%) Dimero 4,0 -0,76 -0,20 -2,65 -3,6 -5,5 -1,9

" Polimero .2 -1,18 -0,30 -4,02 -5,5 -2,5 +3,0
Etanol Di{mero 4,0 -0,76 =-0,20 -2,65 -3,6 -5,7 -2,1
DMSO Dimero , -1,05 -0,38 -4,98 -6,4 -4,8 +1,6

" ' Polimero ’ -0,96 -0,20 -2,66 -3,8 -3,4 +0,4
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TABLA 2.6. {(continuaciédn)
AMP
. Grado de =

Disolvente asociacién d(&) AGuu AGua AGL AGbase-base AGexp otr.int.
Agua | Dimero ’ -0,89 -0,27 -3,60 -4,8 -5,9 -1,1

" Polfmero’ , -0,90 -0,18 -2,33 -3,4 -4,0 -0,5
Tampén fosfato Dimero , -0,82 -0,23 -3,08 -4,1 -6,4 -2,2

" " Polfimero , -0,96 -0,20 -2,66 -3,8 -3,9 -0,1
Etanol (50%) Dimero 3,6 -1,05 -0,38 -4,98 -6,4 -5,8 +0,6
DMSO (50%) Dimero 3,5 -1,14 -0,45 -5,90 -7,5 -3,6 +3,9

" Polimero , -1,37 -0,41 -5,39 -7,2 -2,6 +4,6
DMSO (90%) Dimero 3,5 -1,14 -0,45 -5,90 -7,5 -4,3 +3,2
DMSO Dimero 3,3 -1,36 -0,64 -8,40 -10,4 -4,3 +6,1

66
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Consideramos que la exposicién de la interpretacién de los
resultados experimentales resulta mejor esquematizada refirié&ndonos a la
influencia de cada uno de los disclventes empleados, sobre las tres uni
dades monoméricas estudiadas, analizando por separado los dos efectos

hipocrémicos observados.

El examen de las curvas de autoasociacién (fig. 2.1.-2.4.),
revela que estas curvas son sensibles a la variacifn del disolvente, vya
que tanto su h&bito, como la separacibn de los dos efectos hipocrémicos
se modifica notablemente al pasar de unos disolventes a otros. Las cur-
vas correspondientes a las mezclas de los disolventes con agua, son in-
termedias entre las curvas obtenidas en medio acuoso y en los correspon
dientes disclventes puros, lo gue pone de manifiesto que la perturba-
cidn originada en la asociacién por la presencia de un disolvente orgé-

nico, depende de la concentracifn en que &ste se encuentra.

Influencia del etanol

La diferencia entre las constantes K, en medio acuoso, en
etanol y en mezcla etanol+agua al 50%, para las 3 unidades monoméricas,
es muy pequefia y varfa dentro de los lfmites de precisién del método.
Este hecho no apoya la hip6tesis de que el mecanismo de asociaci6én res-
ponsable del 18L efecto sea la formaci6n de enlaces de hidrégeno, pues

en ese caso la asociacién estarfa m&s favorecida en etanol que en agua.

Por otra parte, los valores de la distancia entre las bases

son muay parecidos en todos estos disolventes.

El examen de los términos en que puede dividirse la energia

de interacci6n global, no muestra tampoco diferencias significativas
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gue acompafien al cambio de disolvente. Unicamente en AMP se observa un
aumento de la interaccifn entre bases al pasar de medio acuosoc a medio
hidroalcoh8lico, junto con un descenso en la contribucifn de otras inte
racciones que favorecen la asociacifn, entre las cuales se encuentran

las interacciones hidrof&bicas.

Como la solubilidad de las unidades monoméricas en etanol
es inferior a la gue tienén en disoluci6n acuosa, la existencia del 2°
efecto se ve desfavorecida en etanol con respecto al agua. Sin embargo,
en los casos en que ha sido poéible abarcar un intervalo de concentra-
ciones comparable al de las disoluciones acuosas (mezclas etanol+agua),
o bien no existe el 2° efecto, o bien el valor de KP es inferior al co-
rrespondiente a medio acuoso. Estos hechos indican gue el mecanismo de
asociacifén responsable del 2° efecto est8 desfavorecido en presencia de

etanol.

Influencia del dimetil sulfbxido

La limitaci6n m8s importante en la interpretacifn de los re
sultados obtenidos al utilizar DMSO como disolvente, estriba en la impo
sibilidad practica de extender las mediciones a concentraciones inferio
res a 10'"M,vpor lo que la extrapolacién del valor de ¢, puede conducir
a valores de K, demasiado bajos. La disminucién de K, al pasar de medio
acuoso a DMSO parece excluir, en principio, la posibilidad de que el me
canismo de asociacisn correspondiente al 18L efecto se &eba a la forma-
cibén de enlace de hidr6geno; sin embargo, el examen de los valores de
la energia de interaccifn entre bases, para el 18E efecto, indica que
dicha interacci6n aumenta notablemente en DMSO, lo que apoya la hip6te

sis de formacién de enlaces de hidr6geno en este efecto. Ahora bien, la’
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contribucibén de "otras interacciones" adquiere en DMSO un valor positi-
vo y elevado, lo que’puede reflejar la desaparicidén o, al menos, un no-
table debilitamiento de las interacciones solvofébicas que favorecen la
asociacifén. El balance de estos dos factores tiene como resultado un

descenso neto en la energfa global de interaccifn, y por tanto una dis-

minucién en K,.

La desaparicifn del 2° efecto o la disminucién en K  en ade

P
nina y AMP, respectivamente, al utilizar DMSO}como disolvente, puede in
terpretarse en el sentido de que, si bien la interaccibén entre las ba-
ses estd favorecida con respecto al agua, la contribucién de "otras in-
teracciones” se opone a la asociacifn por no existir las interacciones

hidroffbicas. S5in embargo, en adenosina no se observa una variacibn sig

nificativa al pasar de medio acuoso a DMSO.

Conclusiones generales acerca de la influencia del disol-

vente

1) El mecanismo de asociacifén responsable del 18X efecto es
tal que la energfa de interaccifn entre las bases aumen-
ta él pasar de medio acuosoc a etanol y, sobre todo, a di
metilsulféxido. Ello es compatible con la hipStesis de
formacién de enlaces de hidr6geno. Este fenfmeno no es
tan notable en etanol como en DMSO, lco que puede indicar
que el etanol resulta menos favorable a la formacién de
enlaces de hidr6geno entre las unidades monoméricas. Sin

embargo, la desaparicién o debilitamiento de las interac




106

2)

ciones hidrof6bicas en DMSO, contenidas en el término

de energfa de "otras interacciones", tiene como resul
tado un descenso global en la fuerza inductora de la

asociacién, con respecto al agua.

El mecanismo de asociacién responsable del 2° efecto

esti claramente desfavorecido en los disolventes orgd

nicos, y en las mezclas de éstos con agua, respecto
del medio acuoso, hasta el punto de que dicho efecto
puede llegar a desaparecer. Si la interaccién corres-
pondiente es de apilamiento, no puede darse en disol-
ventes orgdnicos, donde s6lo se déria enlace de hidré
geno. La evidente oposicibén a la asociacién éue repre
sentan las energfas corresponﬁientes a "otras interac
ciones"” en DMSO, podrfa contribuir a explicar que las
interacciones hidrofSbicas sean la causa determinante
de gue se)produzca en medio acuoso la asociacién por

apilamiento.
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2.2. INFLUENCIA DE SALES ESTABILIZADORAS Y DESESTABILIZADORAS DE LA ES-

TRUCTURA DEL AGUA

Una vez realizado el estudio relativo a la influencia del
disolvente, expuesto en el apartado anterior, se han analizado, princi-
palmente en disoluciones acuosas, los restantes factores fisicoquimicos
gue pueden tener influencia sobre la autoasociacién de las unidades mo-

noméricas.

Consideramos conveniente iniciar el estudio de estos facto-
res analizando la influencia que, sobre las interacciones entre el sclu
to y el medio, ejercen diversas sales gue modifican la estructura del
dgua; ya que las interacciones moleculares de los solutos dependen, en
una parte muy importante, de las interacciones disolvente-disolvente,
es decir, de la estructura del disolvente y de la variacién de las pro-
ﬁiedades de éste en funcibn de las modificaciones gue pueda experimen-

tar dicha estructura.

Es evidente que, para poder interpretar la influencia que
ejeréen diversos ioneé'sobrella estructura del agua, es necesario, en
primer lugar, conocer dicha estructura, que como es sabido, es de una
gran cpmplejidad, habiéndose dedicado a su estudio fisicoquimico un
gran nfimero de trabéjoé en los filtimos afos. La dificultad‘que presenta
la descripcifn de la estructura del agua en estado liguido no se debe
exclusivamente a las propiedades singulares de este disolvente, sino al
problema general que supone el conocimiento del estado lfgquido, debido

a su extraordinaria complejidad.
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ESTRUCTURA DEL AGUA

Aungue se han propuesto varios modelos para la es-
tructura del agua lfquida, no hay ninguno gue resulte ente-
ramente satisfactorio, en el sentido de gue justifique to-
dos los hechos experimentales conocidos sobre ella, sino
que, como es natural, cada uno de ellos explica s6lo deter-
minadas caracteristicas. La evidencia para los modelos de
estructura del agua es generalmente indirecta: se calculan
una o mis de las propiedades ffsicas del agua, basindose en
el modelo propuesto, y se comparan con los datos conocidos
experimentalmente. Por tanto, puede deducirse gue los mode-
los propuestos son complementarios, y en conjunto ayudan a
interpretar el comportamiento de las disoluciones acuosas
en funcién de la estructura del agua liguida.

Todos los modelos propuestos se pueden clasificar,
esgquemiticamente (1), en dos grandes grupos:

1) Modelos continuos.- Son agu€llos gue consideran al
agua liquida formada por una inica entidad estructural, gue
se extiende por todo el volumen espacial del lfguido. Son
los modelos denominados también "uniformistic” o "random
network" (2).

2) Modelos mixtos.- Denominados también "cluster™ o
."cage", son aguéllos gque postulan la existencia de dos o
més unidades estructurales diferentes, que coexisten en
equilibrio (3).

Entre los primeros, cabe citar los modelos de Po-
ple (4) y Bernal (5). En el modelo de Pople se considera
una finica entidad estructural tridimensional, en la cual la
mayorfa de los enlaces de hidr6geno entre las moléculas de
agua est8n "relajados” o "distorsionados", ya que la fuer-
za necesaria para deformar el enlace -0-H...0 es muy peque-
na.

Este tipo de modelos continuos, que fue de amplia
aceptaci8bn hace algunos afios, ha pasado a segundo término,
pues los modelos mixtos explican muchas propiedades no s§lo
del agua pura, sino también de disoluciones acuosas. En es-
te segundo tipo de modelos, la estructura del agua se con-
templa como una mezcla de una entidad estructural denomina-
da "ice-like", consistente en una malla tridimensional in-
completa, formada por moléculas unidas por enlace de hidr6-
geno {coordinacibn tetraédrica), y de otros componentes es-
tructurales, como moléculas libres o unidas entre si por
enlace de hidrSgeno, pero sin formar ninguna estructura or-
denada (2). :

Una de las revisiones mis recientes y completas
sobre la estructura del agua y de las mezclas acuosas, e€s
la de Blandamer, en la que se exponen con detalle las ideas
generales que acabamos de indicar (6).
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Clusters

FIG. 2.8.~ Modelo de la estructura del agua como una mezcla
de "clusters" y moléculas aisladas. Segfin G. Né&methy
y H.A. Scheraga, J. Chem. Phys., 36, 3382 (1962).

Una de las lineas de investigaci6n de las interacciones mo
leculares, a la que se dedica en la actualidad una atencién preferente,
es la del estudio de la "variacifn dirigida" de la estructura y propie
dades del disolvente, particularmente la producida por las sales esta-

bilizadoras y desestabilizadoras de la estructura del agua.

Son conocidos desde hace algfin tiempo los efectos gque pro-
duce la presencia de solutos ibnicos (asf como su dependencia con la na

turaleza y la concentracién de £stos), en los espectros UV y en las cur
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vas de fusién de los &cidos nucleicos y polinucledtidos, y que pueden
resumirse en la variacién de la absortividad molar y en la estabiliza-
cibén o desestabilizacibén de la estructura secundaria, reflejada por la
variacibén de la temperatura de fusi6n T,, en presencia de los mismos
{7-11) . Se ha estudiado especialmente la influencia de los cationes de
metales alcalinos y alcalinotérreos, en particular la del ién Mg2+, por
su importancia fisiol6gica (7,8,12-19). Por otra parte, se ha observado
que ciertos aniones tienen poder desnaturalizante, y que este poder de-

pende mucho de la naturaleza del anién (19), aumentando en el orden:
€17 <Br~ <CH,CO0 <I <ClO, <CF,C00 <SCN <CC1,CO0"

Asimismo, se ha dedicado una gran atencién, no sflo a la na
" turaleza de los iones que interaccionan con el &cido nucleico, sino tam
bién a su concentraci6n en disolucién y fuerza ifnica (11,20-22). Se ha
observado gue el aumento de la conceﬁtraci6n, hasta 1M, de ciertas sa-
les, da lugar a un aumento del T, del DNA, y por consiguiente a la esta
bilizacién de la doble cadena del mismo. Como una posible interpretacif
de este hecho, se ha sugerido que el electrolito apantalla las fuerzas

de repulsi6n electrosté&tica entre los grupos fosfato de cada una de las
cadenas (23). Sin embargo, estas mismas sales se convierten en podero-

sos agentes desnaturalizantes cuando su concentracifn sigue aumentando

(10,11,21), lo cual podrfa deberse a la capacidad de los aniones de las
s;les para destruir los "enlaces hidrofébicos”. Dentro de esta lfnea de
trabajo, se han deducido ecuaciones empfricas que relacionan el T, de »
8cidos nucleicos y polinuclebtidos, con el logaritmo de la concentracié

de la sal (20,24-26).

Una revisién bibliogr&fica de los trabajos recientes indica.
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que el estudio de la influencia de solutos ifnicos se sigue centrando
principalmente en el efecto que producen los ﬁismos en la estabilidad
estructural de biopolfmeros (DNA, RNA, protefnas, polinucle6tidos), sien
do comparativamente menos numerosos los trabajos que estudian la influen
cia que ejercen las sales disueltas, sobre la interaccifn y asociacibn
de las unidades monoméricas libres o de los oligémeros en disolucién

acuosa.

Se ha estudiado por diversas técnicas, principalmente es-
pectroscéSpicas, el efecto de diversas sales en el equilibrio de apila-
miento de dinucleétidos (27,28) y en los complejos de adenosina y deso-
xiadenosina con poli U (29,30). Los cambios debidos a la presencia de
iones, son minimos en el caso de nucle6sidos y nucleétidos, pero, por
el contrario, resultan bastante significativos en oligfmeros y polfme-

Ios.

En el trabajo relacionado méAs directamente con el objeto de
la presente Memoria, publicado por Maevskii y Sukhorukov (31), se estu-
dia el efecto de las sales (ClO,Na, SO,Na,, ClLi, ClNa y ClK) gque esta-
bilizan y desestabilizan la estructura del agua, sobre la autoasociaci®n
de adenosina. Los resultados obtenidos por estos autores indican que al
aumentar la concentracibn de ClO, Na disminuye la constante de asociacibn
mientras que al aumentar la concentracién de SO ,Na,, dicha constante au
menta; en ambos casos, significativamente. Al aumentar la concentracién
de las otras sales, la constante aumenta en el orden ClNa > ClLi > ClK,

pero de forma menos acusada.

En todos estos estudios se intenta relacionar las variacio-
nes que introduce la presencia de iones en disolucifén en el eguilibrio

de asociaci6n de los monSmeros, con la naturaleza de la sal presente y
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especialmente con su accibdn "formadora" o "destructora" de la estructu-

ra del disolvente (32,33).

Las disoluciones de sales en que los iones produzcan una
ordenacifn en la estructura del disolvente, dificultar&n en cierto gra
do la interaccibn monSmero-agua, y por tanto, favorecerin la asociacifn
entre monSmeros, siempre y cuando en esta asociacién jueguen un papel

importante las interacciones hidrof6bicas.

Otra interpretacibn considera la posibilidad de gue se es-
tablezca una interaccién directa, de tipo electrostitico, entre el ca-
tién (e incluso el anién) y la base, nuclefsido o nucleb6tido, con la
subsiguiente formacién de un complejo i6n-monémero, que modificarfa la
interaccién entre los propios monémeros. Generalmente, estos trabajos
van encaminados a obtener informacién sobre el complejo en si, pero nin
guno dedica especial atencién, y asi lo hacen constar explfcitamente

(34), a la influencia que ejerza en la asociaci6n intermolecular.

Como se ha indicado anteriormente, pueden distinguirse dos
grupos distintos de solutos: los "estabilizadores” y los "desestabili-
zadores” de la estructura del agua. En el caso de las sales inorgdnicas,
algunas de ellas, como los percloratos, desestabilizan notablemente la
estructura del agua, y otras, como los sulfatos, la estabilizan. Entre
estos dos casos extremos se encuentran, por ejemplo, los cloruros, gque
no influyen notablemente sobre la estructura del agua. Sin embargo, la
investigacién de los efectos de las sales sobre las propiedades del
agua, no es la mejor "aproximacién” para tratar de explicar su influen-
cia sobre la estabilidad de la estructura de los &cidos nucleicos, sino

que debe estudiarse adem&s su influencia sobre la interaccién de las ba
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ses en el agua (35).

En este trabajo se intenta estimar la influencia gue la pre
sencia de estas sales en disolucién, ejerce sobre la autoasociacién de
las unidades monoméricas, sin abordar un estudio profundo de su accibn
sobre la estructura del agua o de la formaci6n de complejos ién-monSme-
ro. Los correspdndientes pardmetros de asociacibn se comparan coh los
obtenidos en el cap. 1, para disoluciones en tamp6n fosfato, que corres
ponden a las "condiciones normalizadas" en este laboratoric y con las

obtenidas en el apartado 2.1., en disoluciones en agua bidestilada.

lLas experiencias se han realizado en condiciones similares
a las efectuadas en tampbén fosfato. Con ello, hemos aplicado al estudio
de la influencia de sales, la idea fundamental de nuestro trabajo de
estudiar un intervalo de concentraciones lo més amplio posible, de 5
6rdenes de magnitud, lo cual supone el haber puesto de manifiesto, por
primera vez, el 18 efecto hipocrémico e iniciado la interpretacifn del
mecanismo de asociacién gue lo determina. Se ha estudiado la influencia
de diversas sales sobre la autcasociacifn de adenosina, y de Cl,Mg en
5'-AMP. Las sales utilizadas (ClLi, ClK, Cl,Mg, SO,Na, y Cl0,Na) han
sido de Merck, de pureza "para andlisis"”, excepto el ClLi, de calidad

"Suprapur".

Con el objeto de no introducir variaciones en la fuerza i6-~
nica, que es una variable fisicoguimica que‘también puede influir en la
autoasociacifn de las unidades monoméricas, hemos dedicado especial a-
tencifn a las disoluciones salinas de concentracién 0,1 M, a las gue,
eﬁ el caso de electrolitos 1:1, les corresponde una fuerza ifnica de 0,1,
idéntica a la de las digsoluciones en tampfn fosfato. En el caso del ClK,

SO,Na, y ClO,Na, se han estudiado también disoluciones salinas de con=>
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centracién muy superior, para comprobar el efecto de una variacifn nota

ble en la fuerza ibnica, sobre el equilibrio de autoasociacién.

La presencia de aniones da lugar a variaciones muy signifi-
cativas en los valores de los parimetros de asociacibn, pero el efecto
de los cationes es también notable, como revelan los pardmetros de aso-

ciacibn correspondientes a las disoluciones de los diversos cloruros.

Resultados experimentales

Para la presentacién de los resultados experimentales se ha
adoptado un esquema anilogo al del apartado 2.1., con las siguientes

particularidades:
1) Los resultados se han agrupado en los siguientes epfgrafes:

2.2.1. Influencia de cloruros.
2.2.2. Influencia de sulfatos.

2.2.3. Influencia de percloratos.

2) Para cada tipo de sal utilizada, se dan las representacio-
nes semilogarftmicas de la absortividad molar, ¢, frente a la concentra

cién molar, ¢, para las unidades monoméricas estudiadas (fig. 2.9.-2.11"



2.2.1. Influencia de cloruros
TABLA 2.7.
Resumen de los valores de los pardmetros ob-
tenidos con el programa de cilculo "HIPOCROM" .
Intervalo de
Sal concentraciones €y Ee p r
ADENOSIN
ClLi 0,1M 107%-4.10"%M 15640 | 12840+90 ,71+0,05} 0,969
5.107%-2,5.10"2M " 113004200 ,4 0, 0,959
Cleg 0,1M }2.107¢-3,2.10"%M | 15740 | 13500200 0,460,051 0,933
8.107%-4.10"%M " 100002100 | 5,4 20,2 | 0,998
C1K 0,1M 5.107%-10"2M 16200 | 13610+50 0,390,011 0,992
1,5.1072-4.10"2M " 104002700 7%2 0,907
ClK 3M 8.107%-10"2M 15920 | 1349050 0,600,021 0,994
1,2.1072-2.10"2M " 10100+200 | 7,5 0,4 0,998
AMP
Cl,Mg 0,03M|6.107%-5.10" %M 15850 | 12980290 0,41:0,02 { 0,984 -
7.107%-5.10"2M " 113004300 {2,6 0,7 0,905
Cl,Mg 0,1M 5.10°-3,5.10"%M | 15870 {12700+100 {0,51+0,03 10,982
5.1077-5.10"%M " 9800+300 | 4,7 0,5 | 0,985
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Fig. 2.9.- Absortividad molar de Adenosina.
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Fig. 2.10.- Absortividad molar de 5'-AMP.
—(O— T. fosfato; = -@---Cl,Mg 0,03M4; --@- Cl,Mg 0,1M.



2.,2.2. Influencia de sulfatos
TABLA 2.8.
Resumen de los valores de los pardmetros ob-
tenidos con el programa de c&lculo "HIPOCROM"
Intervalo de
Sal concentraciones €, € p r
ADENOSINA
SO, ,Na, 0,1M 5.107%-10"2M 16050 | 13400+100 {0,43%0,03 | 0,971
1,4.10724.107%M " 77002500 121 0,985
SO,Na, 1M 5.107¢-6.10"%M 15870 | 12700+80 0,80+0,03 {0,990
6,7.107%-2.10"%M " 10600+300 | 3,7 0,5 0,951
2.2.3. Influencia de percloratos
TABLA 2.9.
Resumen de los valores de los parémetros ob-
tenidos con el programa de cilculo "HIPOCROM"
Intervalo de
Sal concentraciones €1 € P r
ADENOS INA
Clo . Na 0,1M 107%-1,25.1072%M 15890 |13780+70 0,4610,03 {0,980
2.1072-5,1072M " 6000:1000| 1923 0,968
Clo Na 2M 5.107%-1,25.10"2M p5620 |13900+100 |0,3120,04 {0,925
2.1072-5,1072M " 500041000 24+4 0,957
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Influencia de sales.

TABLA 2.10.

Par8metros de autoasociacién

ADENOSINA

1&L efecto 2¢ efecto

SAL
K, 8§, h(#) Ky 8§ h(%)
Agua bidestilada | 10.10° 3150 19,1 | 500 5600 34,0
Tamp6n fosfato 16.10% 1820 11,5 | 120 5400 34,1
ClLi 0,1M 2,8.10° 2800 18,0 | 750 4300 28,0
Cl,Mg 0,1M 5.10° 2200 14,0 | 200 5700 36,0
ClK 0,1M 8,5.10° 2590 16,0 | 120 5800 35,8
C1lK 3M 3,4.10° 2430 15,3 | 100 5800 36,6
SO, Na, 0,1M 7.10°? 2650 16,5 60 8400 16,5
S0 ,Na, 1M 2,5.10° 3170 20,0 | 400 5300 33,4
Clo,Na 0,1M 5.10° 2110 13,3 30 10000 62,9
Clo,Na 2M 9.10° 1700 10,9 19 11000 70,4
AMP

Agua bidestilada | 20.10° 3410 21,0 | 800 4900 29,9
Tamp6n fosfato 48.10° 3120 18,6 | 700 5400 32,0
Cl,Mg 0,03M 8.10° 2870 18,0 | 700 4600 29,0
Cl,Mg 0,1M 6.10° 3200 20,0 | 280 6100 38,0
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Interpretacién de resultados

Para la interpretacifn de los resultados obtenidos utiliza-
remos especialmente los valores de las constantes de asociacibén que se
recogen en la tabla 2.10.. ﬁnicgmente haremos uso de las distancias
entre bases y las energfas de interaccifn en la adenosina (tablas 2.11.,
2.12., y 2.13.). En este caso, la contribucién principal al término

A5G son las interacciones hidrof6bicas, y por tanto se designaré

otr.int.
a dicho término como AG, .

h

Las curvas de hipocromicidad correspondientes a los distin-
tos sistemas estudiados, muestran que en todos ellos existe doble efec-
to hipocrémico, a diferencia de lo observado en el apartado 2.1. para
los diversos disolventes. Este hecho revela que la influencia de los
distintos medios salinos sobre la autoasociacifn de las unidades mono-
méricas, no es tan acusada como la de los disolventes. Aun as{, los va-
lores de los par&metros de asociacién dependen, en general, de la natu-

raleza de la sal presente.

Los resultados experimentales muestran que la influencia de
las diversas sales sobre la autoasociacién de las unidades monoméricas
es'muy diferente para cada uno de los dos efectos hipocrémicos. Por tan
to, consideramos conveniente discutir por separado los resultados rela-

tivos a uno y otro efecto hipocrémico.
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TABLA 2.11.

Influencia de sales, Distancia entre bases apiladas
(Teorfa de Tinoco-Rhodes)

ADENOSINA (£=0,30)

Grado de ] °

SISTEMA asociacién h(s) [ A, (A) xoa.(ﬁ) a(a)
Agua Dfimero 19,1 2590 2060 4,3
" Polimero 34,0 " " 4,7
Tampbn fosfato Dimero 11,5 - " 5,0
" " Polfmero 34,1 " " 4,7
ClLi 0,1M Dimero 17,9 " " 4,4
" Polimero 27,7 " " 5,0
Cl,Mg 0,1M Dfmero 14,2 " " 4,7
" Polimero 36,2 " " 4,6

ClK 0,1M Dimero 16,0 " " 4,5
" Polimero 35,8 " " 4,6

Clk 3M Dimero 15,3 v " 4,6
" Polimero 36,6 " " 4,6
ClOo,Na 0,1M " Dimero 13,3 " " 4,8
" Polimero 62,9 " " 3,8

Clo Na 2M Dimero . 10,9 " " 5,1
" . Polfmero | 70,4 " " 3,7
'S0,Na, 0,1M Dimero | 16,5 " " 4,5
" Polimero 52,3 " " 4,1
SO,Na, 1M Dimeroc 20,0 " " 4,2
" Polfimero 33,4 ° " 4,7




Influencia de sales. Distancia entre bases apiladas

TABLA 2.12.

(Teorfia de Bolton-Weiss)

ADENOSINA (£f=0,30)

Grado ée

]
. SISTEMA asociacien | A& €, s {ad)

Agua - Dimero 2590 | 13320 3150 ,
" Polimero " 10900 | 5600 ’
Tamp6n fosfato ~Dimero b 14000 | 1820 | 3,
" " Polimero " 10400 | 5400 |4,
ClLi .0,1M Dimero " 12840 | 2800 ’
" Polimero " 11300 | 4300 R
Ci,Mg 0,1M Dimero " 13500 | 2200 ,
" Polimero " 10000 5700 ,
ClK 0,1M Dimero " 13610 2590 ,
" Polimero " 10400 | 5800 ,
ClK 3M Dimero " 13490 | 2430 B
" Polimero " 10100 } 5800 ’
CthNa 0,1M Dimero " 13780 2110 |3,
" Polimero " 6000 10000 {3,

Clo,Na 2M Dimero " 13900 § 1700 | 3,8
" Polimero " 5000 J11000 ,

SO,Na, 0,1M Dimero " 13400 § 2650 {3,5

" Polfmero " 7700 | 8400 3,5
SO,Na, 1M Dimero " 12700 | 3170 |3,
" Polimero " 10600 ) 5300 |4,

123



Influencia

TABLA 2.13.

de sales. Energfa libre de

apilamiento (kcal/mol) en Adenosina

Grado de 3

SISTEMA asociacién dd) AGuu AGua AGL AGbase-base AGexp AGh
Agua Dimero R -0,89 -0,27 -3,60 -4,8 -5,5 -0,7
" Polfmero , -1,10 -0,26 =-3,49 -4,8 -3,7  +1,2
Tampén fosfato Dimero 4,4 -0,57 -0,11 -~1,50 -2,2 -5,7 -3,5
" " Polimero 4,3 -1,10 -0,26 -3,49 -4,8 -2,8 +2,0
ClLi 0,1M Dimero ’ -0,82 -0,23 -3,08 ~-4,1 -4,7 -0,6
" Polimero B -0,90 -0,18 -2,33 ~-3,4 -3,9 -0,5
Cl,Mg 0,1M Dimero , -0,71 -0,17 -2,28 -3,2 -5,0 -1,9
" Polfimero ’ -1,18 -0,30 -4,02 -5,5 -3,1 +2,4

ClK 0,1M Dimero R -0,76 -0,20 -2,65 -3,6 -5,4 -1,7
" Polimero B -1,10 -0,26 -3,49 -4,8 -2,8 +2,0

ClK 3M Dimero , -0,71 -0,17 -2,28 -3,2 -4,8 -1,7
" Polimero ’ -1,18 -0,30 -4,02 -5,5 -2,7 +2,8

[ X4



TABLA 2.13. (continuacién)
Grado de =

SISTEMA asociaciébn d(ﬁ) AGuu AGua AGL AGbase-base. AGexp AGh
Cl0,Na 0,1M Dimero 4,2 -0,66 -0,15 -1,98 - 2,8 -5,0 - 2,2
" Polfmero 3,5 -2,04 -0,91 -12,00 -14,9 -2,0 +12,9
Clo,Na 2M Dimero -0,57 -0,11 -1,50 - 2,2 -5,4 - 3,2
" Polfmero 3,4 -2,23 -1,08 -14,28 ~17,6 - -1,7 +15,8
SO,Na, 0,1M Dimero 4,0 -0,76 -0,20 -2,65 ~ 3,6 -5,2 -1,
" Polimero 3,8 -1,60 -0,55 -7,33 -9, -2,4 + 7,

SO, Na, IM Dimero 3,8 -0,89 -0,27 -3,60 - 4,8 -4.,6 R
" Polimero 4,3 -1,10 -0,26 -3,49 ~ 4,8 -3,5 1,3

T
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Cloruros

1%L efecto.- Los valores calculados‘de AGh gue se dan en la
Tabla 2.13., revelan que, en las disoluciones de cloruros, disminuye el
valor absoluto de este términc de la energfa de interaccién, pasando de
-3,5 para la disolucién en tampén fosfato, a -0,6 en ClLi, y siendo

pricticamente constante para Cl,Mg y ClK, con un valor de ~-1,7.

En relacifn con estos valores de 4Gy, los valores de X, de-
ben ser inferiores en todas las disoluciones de cloruros, respecto a la
disolucifn en tamp6n fosfato, siendo m&xima la disminucién para ClLi,
como en efecto ocurre (ver tabla 2.10.). Es decir, cuando AGh varfa en
el sentido de desfavorecer la asociacifén, los valores de las constantes
de asociaci6n del 1%X efecto hipocr6mico disminuyen. Este resultado
apoyarfa la hip6tesis de que el término AGh, que representarfa fundamen
talmente las interacciones hidrof6bicas, influye, si bien ligeramente,
en el sentido de gque al disminuir su contribucifn a la energfa total de

interaccién, disminuyen los valores de K,.

En el caso del AMP en disolucicnes de Cl,Mg, se observa un

comportamiento idéntico.

2° efecto.~ De acuerdo con los valores calculados de AGh
(tabla 2.13.), al tener signo positive, este tipo de interacciones se
opondrfan a la asociacibén de las unidades monom&ricas, cualquiera gque
fuera su mecanismo de interaccién. Unicamente para el ClLi tiene valor
negativo este término de la energfa de interaccién y, por tanto, en es-
ta disolucién debe resultar favorecida la interaccibn. En efecto, el va

L+
lor de Kp para la adenosina en presencia de iones.Li , que es de 750,
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resulta notablemente superior al de KP en tampén fosfato, gue es sola-
mente de 120. En las disoluciones de los otros cloruros, Cl,Mgy C1lK,
cuyos valores de AGh son pr&cticamente iguales a los calculados para la

disolucifn en tampén fosfato, los valores de K, son también précticamen

P
te iguales en todas las disoluciones.

Resulta significativa la correlacién entre los valores de
Kp vy la concentracibn de sal empleada. En efecto, en el caso de la ade-
nosina, cuya interaccifén de asociacién se ha estudiado en ClK a dos con
centraciones diferentes, 0,1 My 3 M, se pone de manifiesto que, al au-
mentar la concentracién de la sal, el valor de AGh pasa de +2,0 a +2,8;
es decir, a concentracibn elevada de sal, la oposicién a la autoasocia-
ci6én es m8s elevada, debiendo, por lo tanto, influir en el valor de Kp

disminuyéndolo, como en efecto ocurre (tabla 2.10.).

Este comportamiento es idéntico al observado en el caso del
AMP en disoluciones de Cl,Mg, en los que los valores calculados para el
término AGh indican que, al aumentar la concentracién de la sal, aumen-
ta la oposici6n a la autoasociacién y, en consecuencia, disminuye el va

lor de Kp al pasar de la concentracién 0,03 M a la 0,1 M.

En la fig. 2.14. se representan los valores de la relacién
K(ClK) /K (tampén), en funci6én de la concentracién de sal, gque dan una

idea grédfica de los 6rdenes de variacifn que se acaban de comentar.

En resumen, puede deducirse como conclusibén general de las
experiencias efectuadas en disoluciones de cloruros de las unidades mo-
noméricas adenosina y AMP, que los valores de las constantes de autoaso
ciacién correspondientes tanto al 18X efecto hipocrémico como al 2°,

disminuyen cuando el valor de AGh no es favorable a la autoasociacifn.



Fig. 2.14.~ Influencia de sales sobre las constantes
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Sulfatos

Como indicamos en la introduccibn del estudioc de la influen
cia de sales, el SO,Na, estabiliza la estructura del agua, o mejor di-
cho, se considera que es un "agente formador" de estructura del agua,
es decir, aumenta el nGmero y tamafio de los "clusters" que &sta forma

normalmente en estado liquido.

De acuerdo con las ideas generales de la fenomenologia del
efecto hidrofébico, las unidades monoméricas, gue ya en disolucibn de
agua pura tienen tendencia a asociarse, en una disolucifn acuosa de sul
fato s6dico tendr&n mayor facilidad para adoptar una estructura confor-
macional apilada entre los "clusters"” de H,0. Estos "clusters”, por la
acci6én del efecto hidrof6bico, serfan "exclufdos" del conjunto estructu
ral formado por las unidades monomSricas, resultando con ellc un aumen-
to de la interaccibén de las unidades monoméricas entre sf y, ep defini-
tiva, la resultante global de este proceso serfa una mayor tendencia a
la asociacibn, a la formacién de unidades estructurales complejas (pi-
las) m8s fuertes y, por tanto, en las disoluciones acuosas de sulfato

s6dico se obtendrfan valores mayores para las constantes de asociacién.

18X efecto.- La variacibn de AGh al pasar de la disolucién
en tampSn a las disoluciones en sulfato s6dico, cuyos valores damos en
la tabla 2.13.: AGh(tampﬁn)=-3,5; AG, (SO, Na, 0,1M)=-1,6; AGh(So.,Na2 1M)=
=+0,1; indican que él SQ,Na, desfavorece la interaccifn a la concentra-
cién 0,1M, y se opone a ella a la concentracién 1M. En consecuencia, los
valores de K, deben disminuir en este orden. Los resultados experimenta
les confirman esta previsién, ya que Kz(tampén)=16.103; K,(sO,Na, 0,1M)=

=7.10% y K,(50,Na, 1M)=2,5.10°,
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Este resultado, que es opuesto a la hip&tesis inicial, ba-
sada en la accibn estabilizante del SO,Na,, de gque los valores de las
constantes de asociacibn deben ser mayores en disolucién de esta sal,
debe ser interpretado en el sentido de que el mecanismo de asociacién
responsable del 18L efecto hipocrémico, no esté condicionado por el
efecto hidrof6bico, lo cual puede constituir un argumento en favor de
la interpretacién de gue dicho efecto hipocrémico corresponde a la for
macibn de enlaces de hidrSgeno o de dimerizacién por apilamiento, en

cuyo caso el efecto hidrof6bico tendria una importancia mucho menor.

2° efecto.- Los valores de AGh, dados en la tabla 2.13.,
son los siguientes: AGh(tampGn)=+2,0; AGh(SO,,Na2 0,1M)=+7,1; AGh(SO“Na2
iM)=+1,3., La variacién de AGA con la concentracibn de sal indica que,
al:aumentar gésta, se favorece la asociacién. En consecuencia, los va-
lores de Kp deben aumentar en este orden al aumentar l; concentracidn
de SO, ,Na,, como puede verse en la tabla 2.10.: Kp(tampén)=120} -

K, (50,Na, 0,1M)=60;. K_(50,Na, 1M)=400.

Este resultadc esti de acuerdo con la hipftesis de que el
mecanismo de asociacién correspondiente al 2° efecto hipocrémico da
lugar a un apilamiento vertical de las unidades monoméricas, en cuyo

caso estarfa favorecido por el aumento de la interaccién hidrofébica,

tal como revelan los valores de AGh anteriores.

En la fig.lz.ldf se representan grificamente los valores
de la relacién K(SO“Naz)/K(tamp6n), que dan una idea gr&fica de los 6r-

denes de variacién que se acaban de comentar.

En resumen, los resultados experimentales permiten estable-

cer las siguientes conclusiones: 1°) las interacciones hidrof6bicas no
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ejercen una iﬁfluencia apreciable sobre el mecanismo de asociacién co-
rrespondiente al 1&L efecto hipocrémico; 2°) el aumento del valor de 1la
constante de asociacibn Kp, correspondiente al 2° efecto hipocrémico,
al aumentar la concentracifn de SO,Na,, es compatible con la hipbtesis
de que las interacciones hidrof6bicas son el factor condicionante del

fenSmeno de apilamiento.
Percloratos

Como ya indicamos, el ClO,Na "desestabiliza" la estructura
del agua, y por tanto, en las disoluciones acuosas de Cl0,Na deben disg
minuir los valores de las constantes de asociacién de las unidades mo-

noméricas, tanto mis cuanto mayor sea la concentracifn de la sal.

15X efecto.- La variacién de AG, al pasar de la disolucién

h
en tampbén a las disoluciones en Cl0,Na, cuyos valores damos en la tabla
2.13.: AGh(tampén)=—3,5; AGh(ClouNa 0,1M)=-2,2; AGh(ClOHNa 2M)=-3,2;
indica gque el Cl0,Na desfavorece ligeramente la interaccifn a concentra
cibén 0,1M, pero a concentracifn 2M el valor de AGh es aproximadamente
el mismo del correspondiente al tampén fosfato. En consecuencia, los
valores de K, deben disminuir ligeramente, siendo menos acusada esta
disminucién a la concentracién 2M. Los resultados experimentales con-
firman esta previsién, ya que K,(tamp6n)=16.10*; K,{(ClO,Na 0,1M)=5.10°

y K,(Cl0,Na 2M)=9.10°.

Este resultado concuerda con la previsifn de gue, en diso-
luciones de ClOo,Na, deben disminuir los valores de las constantes de
asociacifn. Sin embargo, al aumentar la concentracién de ClO,Na, la dis
minucién de K, deberfa ser mayor, en contra de lo observado. Esta con-

tradiccibn puede interpretarse de una manera andloga a como se hizo
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para el 1%L efecto de las diSoluciones en sulfato s6dico.

2° efecto.- Los valores de AGh, dados en la tabla 2.13.,
son los siguientes: AGh(tampén)=+2,0: AGh(ClouNa 0,1M)=+12,9; AGh
(ClOo,Na 2M)=+15,8. La variacidén de 4G, con la concentracidn de ClO,Na
indica gue, al aumentar &sta, se desfavorece la asociacifbn. Por consi-
guiente, los valores de Kp deben disminuir en este orden, como puede

verse en la tabla 2.10.: Kp(tampén)=120; Kp(ClouNa 0,1M)=30; KP(CIO“Na

2M)=19.

Este resultado est8 de acuerdo con la hip6Stesis de gue el
mecanismo de asociacibn correspondiente al 2° efecto hipocrfmico da lu
gar a un apilamiento vertical de las unidades monoméricas, en cuyo ca-
so estarfa desfavorecido por la disminucién de la interacci6n hidrof6-

bica, tal como revelan los valores de AGh anteriores.

En la fig. 2.14. se representan gr&ficamente los valores
de la relacién K(ClO,Na)/K(tamp6n), que dan una idea gréfica de los Or-

denes de variacibn gque se acaban de comentar.

En resumen, los resultados experimentales permiten estable
cer las mismas conclusiones gue se han comentado para las disoluciones
en sulfato s6dico, en el sentido de que la influencia del Cl0O,Na sobre
el 1%L efecto hipocrémico no es significativa, y la gque ejerce sobre
el 2° efecto hipocrfmico es coherente con la hipbtesis de que las inte
racciones hidrof&bicas son el factor condicionante del fenfmeno de api=~
lamiento, ya que al disminuir &stas, disminuyen paralelamente los valg

res de K_.
P
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Conclusiones generales acerca de la influencia de sales

i) La influencia de cloruros, sulfatos y percloratos sobre
la variacién qe K, -en funcibn del efecto de estas sa-
les sobre la estructura del agua- puede considerarse
gue no es significativa. En todo caso, el efectq hidro-
f6bico no parece ser un factor determinante en el meca-
nismo de asociacién correspondiente'al 18 efecto hipd—v

crbmico.

2} La influencia de cloruros y percloratos sobre el 2°
efecto hipocfﬁmico est8 de acuerdo con gque la disminu-
cibn de Kp en ambos casos se debe a una disminucién de
las interacciones hidrof8bicas, m&s acusada eﬁ el caso
de los percloratos, que son los gue mis desestabilizan

la estructura del agua.

3) La influencia de los sulfatos sobre el 2° efecto hipo-
crémico estd de acuerdo con gue el aumento de Kp al au-
mentar la concentracién de sal, se debe a un aumento de
las interacciones hidroffbicas. Esta variacién de Kp»
mucho m&s acusada gue en cloruros y percloratos, se po-
drfa interpretar en el sentido de que la accibn estabi-
lizadora de la estructura del agua por los sﬁlfatos es
mucho més acusada gue la accibn desestabilizadora de

percloratos y cloruros.

4) La diferente influencia de las sales utilizadas sobre
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5)

los dos efectos hipocr6micos, puede constituir una evi-
dencia indirecta de gque los mecanismos de asociacién
responsables de cada uno de ellos son diferentes, y de
gue el 2° efecto se debe, fundamentalmente, al apila-
miento de las unidades monoméricas, por lo gque debe ser

especialmente sensible a las interacciones hidrof6bicas.

Estas conclusiones son compatibles con las establecidas
en el estudio de la influencia del disolvente, en rela-
cién con la intervencifn de las interacciones hidrof&bi

cas en la autoasociacibn de las unidades monomé&ricas.
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2.3. INFLUENCIA DEL pH

Dentro del estudio fisicoquimico de los Scidos nucleicos en
disoluci6én acuosa, se ha dedicado una especial atencién a la influencia
que el pH del medio tiene sobre los egquilibrios de ionizacién, las di-
versas formas tautdmeras y los distintos éstados conformacionales de

las unidades monoméricas.

Por el contrario, no ha sido estudiado el efecto gue la va
riacibén del pH pueda tener sobre la autoasociacifén de bases, nuclebsi-
dos y nucleStidos. Teniendo en cuenta que este estudio puede ser una
gran ayuda para poder estimar cuantitativamente la contribucién gque re
presentan la formacién de enlaces de hidrbSgeno y el apilamiento de las
unidades monom&ricas a la estructura de los &cidos nucleicos, hemos
realizado un estudio experimental acerca de la influencia que el pH
del medio ejerce sobre los par&metros de asociacifin de las unidades

monom&ricas de &cidos nucleicos, en disolucién acuosa.

Tanto en las bases de los &cidos nucleicos, como en sus nu
cleSsidos y nucle6tidos respectivos, son varios los lugares posibles
de ionizacibn y protonacién, a cuya identificacifén se ha dedicado un
gran trabajo en los Gltimos afos (1,2). La importanéia de este estudio
es obvia, dada la Intima relacibén de estos "lugares" con las diversas
interacciones moleculares posibles. Por otra parte, es conocida la in-
fluencia que sobre las interacciones de las bases, dentro de las cade-
nas polinucleotfidicas, ejerce el pH, gue es uno de los factores gque

condicionan la estructura secundaria de las mismas (3,4,5,6).
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Para poder determinar cudles son las especies predominan-
tes de las unidades monomé&ricas, segin el pH del medio, es necesario
conocer en primer lugar los valores de los pK respectivos. Se han rea-

lizado hasta ahora numerosas estimaciones de estos valores (1,2}).

El estudio de la tautomerfa y de la protonacibn de las uni
dades monoméricas, se ha efectuado por métodos quimicos clisicos, calo
rimetrfa, potenciometrfa, espectroscopfa UV, IR y RMN, y difracci6n de
rayos X {(1,2,7-14). Estos estudios indican que, tanto en estado crista
lino como en disolucifn, las bases se encuentran preferentemente en
las formas ceto y amino. También se ha recurrido a cflculos por 0.M..
Pullman (15) llega a la conclusifn de qgue el lugar mis bfsico de la mo
l&cula no est8 determinado necesariamente por la mayor densidad elec-
trénica, sino m8s bien por las condiciones del estado de transicidn;
ello ha permitido decidir, en casos dudosos, el lugar m&s probable de

protonacién.

En las fig. 2.15. y 2.16. se recogen los valores més repre
sentativos de los pK de adenina y uracilo, y de sus ribonucleésidos y
5'-ribonucleétidos respectivos, teniendo en cuenta las formas tautbme-
ras (en la conformacifn "anti”) y los lugares de protonacién que actual
mente parecen mds probables. Los nuclefsidos y nucle6tidos, adem&s de
los pK correspondientes a la base, poseen otros valores de pK que se
atribuyen a la ionizacifn dé la ribosa o del grupo fosfato. En las fi-
guras mencionadas se indican, entre paréntesis, las referencias biblio

grdficas que proponen los diversos valores de pK.

Tanto en dichos valores de pK como, sobre todo, en su asig-
nacién a los diversos grupos que pueden intervenir en las sucesivas io-

nizaciones de la molécula, existen incertidumbres que hasta ahora no se
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Fig. 2.15.- Sitios v valores de pK de ionizacidn y protonacidn
de Adenina, Adenosina y AMP. A=Adenina: R=Ribosa;
F=Fosfato.
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han conseguido aclarar definitivamente. Asi por ejemplo, el pK=4 de

adenina se ha asignado tanto a la protonacién del grupo amino, como a
la del N' del anillo hexagonal, aungue parece m&s probable esta Glti-
ma alternativa (15). Ello es especialmente importante en el estudio de

la autoasociacifn, porque el N' actfia como aceptor y el NH, como dador

H HC=N
\ /77 \ R
N Ne—H---N C—N
ne% N — o/ A A
. —C CH
\o /5 ¢ /
N—C4 I\N --a.H—N \N/
7/ \3 2/ \
R N=CH H
Fig. 2.17.- Posible asociacidn mediante enlace de hidrégeno,

seglin el modelo de Watson-Crick, en unidades mo-
noméricas de Adenina.

R"~~-___~_
N T
N~
|° 9\\N _____ H=— N
4 c=NN
"3 5' /C\ g
2 47 8 )
HE 125 Y Ic/
' ‘%a’N\
e H
Heewooo B \
Fig. 2,18.- Posible asociacidn mediante enlace de hidrbgeno,

seglin el modelo de Hoogsteen, de AMP en poli A.
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de protones en la formacibén de enlaces de hidrégeno segfin el modelo de
Watson-Crick (22) (fig. 2.17.), mientras que, en la doble hélice del
pecli A, la formaci6én de enlace de hidr&geno entre dos restos de adeni-
na, de cada una de las cadenas, tiene lugar entre el N’ pentagonal,
gque act@a como aceptor, y el grupo amino, que actfia como dador (23)
(fig. 2.18.). Por consiguiente, a un pH suficientemente bajo, la proto
nacifn del N! impedirf el apareamiento de las bases si &sta se produce
de acuverdo con el primer modelo, pero no si se produce de acuerdo con

el segundo.

Por otra parte, en el uracilo, se han podido determinar
dos valores de pK en medioc muy &cido y muy alcalino, respectivamente,
pero no se ha establecido definitivamente el lugar de protonacién (por
ello, en la fig. 2.16. se indica con un signo de interrogacién la es-
tructura correspondiente) ni el valor preciso de dichos pK, a los gque
se asigna aproximadamente valores inferiores a 0,5 o superiores a 13.
La posibilidad de tautomerfa ceto-endlica ha complicado la asignacidn
del pK=9,5, pero al establecerse gue el uracilo existe en disolucién
acuosa principalmente en forma diceté6nica, y en medio alcalino como una
mezcla equimolecular de dos formas desprotonadas, se lleg6 a la conclu-
si6n de que la ionizacifn del uracilo neutro transcurre simult&neamente
en N! y N3 (20). E1 N? act@a como dador en la formacifén de enlaces de

hidr6geno, en el modelo de Watson-Crick, y el grupo C =0, como aceptor.

La presencia de un grupo ribosa, en los nuclebsidos, y de
un grupo fosfato adicional, en los nucleftidos, es la causa de gue la
asignacifn de los pK en estos compuestos sea m&s diffcil aGn que la de
las correspondientes bases. Resulta de interés sefialar gque en la biblio

graffa no aparecen valores de pK de los nucle6tidos en medio alcalino,
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gue pudieran relacionarse con los observados en las bases y nuclebsi-

dos respectivos.

Se ha realizado un estundio comparativo, por espectroscopia
UV, de la autoasociacién de una base ptirica, adenina, y una base piri-
midfnica, uracilo, y de sus respectivos ribonuclebsidos: adenosina y
uridina, y 5'-ribonucleétidos: AMP y UMP, a pH &cido, neutro y alcali-
no. Para ello, se ha medido el espectro UV de las disoluciones de to-
dos estos compuestos en un intervalo de concentraciones de A5,10°% a
~107!M, cuyo limite superior ha estado determinadc en cada caso por la
solubilidad de los compuestos y por su absorcifn en células de cuarzo

de 25 pm de espesor, como se describif en el cap. 1.

Las disoluciones de bases y nuclebfsidos a pH &cido (=1) se
han preparado en ClH 0,1N. Los nucleftidos se han estudiado en una di-
solucién ClH 0,01N-C1K 0,09M (24,25), a un pH ligeramente superior (=z2)
con el fin de reducir la posibilidad de hidr6lisis de los grupos fos-
fato. Las disoluciones a pH neutro se han preparado en tampbn fosfato
de pH 6,8, como se describe en el cap. 2 de esta Memoria, y las disolg
ciones a pH alcalino, en NaOH 0,1N, de pH =13. Las disoluciones de ClH
y NaOH se han preparado a partir de disoluciones "Titrisol", de Merck;
todos los productos restantes han sido también de Merck, de calidad
"para anilisis". La fuerza if6nica de todos los disolventes fue 0,1 y la
temperatura a que se realizaron las medidas fue, aproximadamente, de
25°C. Los valores de pH utilizados est&n, en genéral, lo suficientemen
te alejados de los pK de los compuestos estudiados como para favorecer,
en cada caso, la existencia en disolucién de una especie ibnica predo-

minante.
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Con el fin de completar los datos obtenidos y, especialmen
te, de obtener valores gque puedan aplicarse al estudio del poli A en
doble hélice (cap. 4), se ha realizado una experiencia adicional de au
toasociacién de AMP a pH 4,6, en tamp6n ac&tico-acetato, de fuerza i6-

nica ~0,1 (25).

Se ha determinado el pH de todas las disoluciones empleadas,
comprobéndose que su variacién al aumentar la concentracién de las uni
dades monoméricas era, en general, muy poco significativa. Las excep-
ciones m&s importantes corresponden a los 2 nucle6tidos en medio &cido,
en los cuales fue necesario afiadir ClH 0,1N para contrarrestar el aumen

to del pH de la disolucidn al aumentar la concentracifn de los mismos.

Dado que la presencia de una carga sobre el anillo ‘altera
la distribucifn de los niveles electrbnicos, el espectro UV de las uni
dades monoméricas dependeri, en general, del pH de la disoluci6n (9,
10,26). En las fig. 2.19. y 2.20. se muestran los espectros de disolu-
ciones 107°M de adenina y uracilo, respectivamente, a pH 1,7 y 13. Pue
de observarse que el pH influye en la posicifn e intensidad de ias ban
das. En general, la variacifn observada es mucho mayor para las bases
que para los nucle6sidos y nuclebtidos. En la tabla 2.14. se resumen
los desplazamientos observados en la posiéién de la longitud de onda en
el miximo, al variar el pH y la concentracifn, para los distintos com-
puestos estudiados, Consideramos oportuno destacar que, de los diversos
cambios inducidos en el medioc gue se estudian en este capftulo, solamen

te se observan desplazamientos significativos de km al variar el pH

ax

de las disoluciones.



146

£-1073

12

10

0

200 250 300
d(nm)

Fig., 2.19.- Espectros UV de Adenina a diferentes pH.



14
£.1073

12

10

0

Fig.

pH T

pH 13 — .

| | \

200 250 300
N(nm)

2.20.- Espectros UV de Uracilo a diferentes pH.
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Desplazamientos observados de Am

TABLA 2.14.

ax

respecto de pH 7

A a pH 7 A a pH 1-2 A a pH 13
COMPUESTO max max max
(nm) (nm) (nm)
Adenina 260,5 262,5 (Bat.) 269 (Bat.)
Adenosina 259 257 (Hips.) Desplazam. nulo
AMP 259 257-258 a c<10”%? | Desplazam. nulo
(Hips.) Desplaz.
nulo a c21072
Uracilo 259,5 256-258 a c<10”% | 283 a c<9.10"?
(Hips.) Desplaz. | (Bat.) Desdobl.
nulo a c»107° a ¢>9.107?2
Oridina 262 Desplazam. nulo Desplazam, nulo
UMP 262 Desplazam. nulo Desplazam. nulo

a cg2.1073,
263 a c>3,5.10°%
(Bat.)

(Bat. = batocrSmico; Hips. = hipsocrémico).

148
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Resultados experimentales

Para la presentacifn de los resultados experimentales, se

ha adoptado un esquema andlogo al del apartado 2.1., con las siguien-

tes particularidades:

1) Los resultados experimentales se han agrupado en los si-

guientes epfgrafes:

2.3.1.
2.3.2.

2.3.3.

2} Dentro
que corresponden a

dad molar € frente

Bases.
Nuclefsidos.

Nucle6tidos.

de cada uno de estos epfgrafes se dan las grificas
la representacifn semilogarftmica de la absortivi-

a la concentracifn molar c(M), a los distintos pH,

para cada uno de los sistemas estudiados (fig. 2.21.-2.24.).



2.3.1. Influencia del pH sobre la autoasociacién de bases
TABLA 2.15.
Resumen de los valores de los parflmetros ob-
tenidos con el. programa de cilculo "HIPOCROM"
, Intervalo de
Disolvente concentraciones €1 o P r
ADENINA
ClH 0,1N |5.107°-10"3M 13200 13200 - -—
1,4.107%-5.10"%M v 11380280 | 3,2 *0,2 |0,983
NaOH 0,1N 5.10"%-10"3M 13110 ] 1163050 | 0,15+0,01 | 0,986
1,5.107%-5,10"2M " 999040 | 1,5620,06 | 0,994
URACILO
ClH 0,1N [5.107%-3.10"%M 9080 706050 [ 0,47+0,02 | 0,983
NaOH 0,1N 5.107%-9.10"%Mm 6240 5140+50 | 0,34+0,04 |0,905

150
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Fig. 2.21.- Absortividad molar de Adenina (Ade)
~O-pH 7; ~@ pH 1; @ pH 13
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‘Fig. 2.22.- Absortividad molar de Uracilo (Ura)
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2.3.2. Influencia del pH sobre la autoasociacifn de nucleSsidos

TABLA 2.16.

Resumen de los valores de los pardmetros ob-
tenidos con el programa de célculo "HIPOCROM"

Intervalo de

Di .
isolvente | centraciones

€, 3 P r

ADENOSINA

clm 0,1N 5.107%-3,5.10"%M | 15100 15100 - -

5.107%-5.10" %M v 11400+300 | 6,2 20,8 0,968
NaOB 0, 1N 5.107%-2.107%M 16400 | 1400030 0,226:0,005 | 0,998
3,5.107%-5.10"2M v 11760+60 3,1 10,1 0,994

URIDINA
ClH 0,1N [5.107%-10"3M 11350 | 9630%20 0,112:0,004 | 0,997
2.107%~7.10"2M " 88008 1,14 0,01 |0,999
NaOH 0,1N |5.10°%-10"2M 8430 | 6940+10 [0,113:0,003 {0,996

1,75.1072-10"'M " 631050 1,6 0,2 0,959
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Fig. 2.23.- Absortividad molar de Adenosina (Ado) y
Uridina (Urd) .=O=pH 7;@~pH 1;-@pH 13.




2.3.3. Influencia del pH sobre la autoasociacifn de nucleStidos

TABLA 2.

17.

Resumen de los valores de los parfmetros ob-

tenidos con el programa de cilculo "HIPOCROM"

155

Intervalo de

Disolvente concentraciones €y fo p r
AMP
ClH 0,01N + 5.107%-2,1.10"2M 147101226090 {0,47 +0,04 (0,966
ClK 0,09M 2,5.1072-6.10"2M " 7100600 16+2 0,975
Tamp&n acético- [5.107¢-2.10"2%M 15010 [11940+30 0,63 *0,01 |0,998
acetato (pH 4,6)[3.1072-6.10"2M " 7300600 1312 0,988
NaOH 0, 1N 5.107%-2,5.10"2M (16160 [12980+30 {0,326:0,009 (0,995
3.107%2-6.10"2M " 7100£400 17+1 0,992
UMP
ClH 0,01N + 5.107%-3,5.10"%M (11260 8960230 {0,280%0,008 0,997
ClK 0,09M 5.107%-8.10"2M " 7970+50 1,6 =*0,1 0,986
NaOH 0, 1N 5.10"¢-2.10"7M 8120 | 687030 [0,227:0,009 0,996
3,5.10°%-1,2.10"'M " 6050+10 ]1,45 :0,03 |0,998
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TABLA 2.18.

Influencia del pH. Par&metros de auto-
asociaci6bn de Adenina, Adenosina y AMP

. 125 efecto 2° efecto
COMPUESTO
K2 s, h(%) Kp Gp (h%)
Adenina (pH 1) Nulo Nulo Nulo 180 1820 13,8

" (pH 7) 12.10%* 2190 15,4 220 5700 40,1

" (pH 13) | 33.10° 1480 11,3 | 1300 3120 23,8

Adenosina (pH 1) Nulo Nulo Nulo 100 3700 24,5
" (pH  7) 16.10°% 1820 11,5 120 5400 34,1

" (pH 13) 23.10% 2400 14,6 480 4640 .28,3

AMP _ (pH 2) 5.10° 2450 16,6 30 7600 51,7
» (pH 5) 4.10° 3070 20,4 50 7700 51,3
" (pH 7y | 48.10° 3120 18,6 700 5400 32,0

" (pH 13) 15.10% 3180 19,7 31 9100 56,1




158

TABLA 2.19.

Influencia del pH. Par&metros de auto
asociacién de Uracilo, Uridina y UMP.

129

1= efecto 2° efecto -
COMPUESTO
K, 8§, h(®) L 6p h(%)
Uracilo (pH 1) 4,6.10° 2020 22,2 No detectado
" {(pH 7) 5,8.10* 1790 19,7 "
" (pH 13) 5.10% 1100 17,6 "
Uridina (pH 1) 68.10° 1720 15,1 | 1960 2550 22,5

" (pR  7) 420.10% 3140 24,4 500 4600 36,1

" (pH 13) 58.10% 1490 17,7 "800 2120 25,1
uMpP (pH 2) 15.10° 2300 20,4 1300 3290 29,2
" (pH 7) --- 2380 19,4 2400 3400 27,7

" (pH 13) 12.10° 1250 15,4 980 2070 25,5
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Interpretacién de resultados

Para la interpretacién de los resultados obtenidos utiliza-
remos especialmente los valores de las constantes de autoasociacifn que
se recogen en las tablas 2.18. y 2.19.. En este caso, no se ha hecho
uso de los valores calculados de las distancias entre bases ni de las
energfas de interaccién, ya que la ionizacién de las unidades monoméri
cas, originada por la variaci6n del pH, puede dar lugar a interacciones
entre cargas, y por tanto, no puede mantenerse la hipStesis de que exis
ten Gnicamente interacciones dipolo-dipolo entre las bases, que es el

fundamento del célculo de los mencionados par&metros.

Los resultados experimentales revelan que la influencia del
pH sobre la autoasociacifn de las unidades monoméricas es diferente en
las purinas y en las pirimidinas. Por tanto, consideramos conveniente
interpretar por separado los resultados correspondientes a uno y otro

tipo de compuestos.

Unidades monoméricas pfiricas

Las curvas de hipocromicidad de adenina a pH &cido, neutro
y alcalino (fig. 2.21.), son muy diferentes entre sf, lo cual evidencia
gue el pH ejerce una influencia notable sobre el equilibrio de autoaso-
ciacién., Tanto a pH 7 como a pH 13, puede observarse la existencia de 2
efectos hipocr6micos diferentes. Por el contrario, a pH 1 se observa
solamente la existencia del 2° efecto, pues a concentraciones inferio-

res a 107°M no hay desviaci6n de la ley de Lambert-Beer.

Como a pH 1 la adenina est§ protonada en N® (ver fig. 2.15.)

este resultado puede interpretarse en el sentido de que a pH &cido, co-
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mo el N! no puede actuar como aceptor de protones, no puede tener lu-
gar una posible autoasociacién por formacién de enlaces de hidrfgeno se
gGn el modelo de Watson~Crick (fig. 2.17.), y si éste es el mecanismo
de autoasociacién correspondiente al 18 efecto hipocrémico, evidente-
mente no puede existir tal efecto a pH 1, lo cual apoya la hipétesis

de que el 1€ efecto hipocrémico, observable a pH neutro y alcalino,

es debido a la formaci6n de enlace de hidrfgeno entre las bases corres

pondientes.

A pH neutro y alcalino, comc se observa en la fig. 2.15.,
los lugares N' y NH, pueden actuar como aceptor y donor, respectiva-
mente, en la formacién de enlaces de hidrégeno, y a ambos pH se presen

ta un doble efecto hipocrémico.

El 2° éfecto hipocrémico se observa en todo el intervalo
de pH estudiado. Si el proceso de apilamiento est& condicionado por la
interaccién de las corrientes electrfnicas de anillo de las moléculas
superpuestas en la pila, no es sorprendente que en la adenina, el va-
lor de Kp pase de 180 a 220 a pH 1 y 7,respec£ivamente, a un valor mu-
cho m&s elevado, de 1300, a pH 13 (tabla 2.15.), yva gue a este pH due-

da cargado negativamente el anillc pentagonal.

En la adenosina, la curva a pH 1 es pr&cticamente horizon-
tal en la zona de concentraciones correspondiente al 15L efecto hipo-
crémico (fig. 2.23.). La ipterpretacifn de este hecho serfa andloga a
la expuesta para la adenina. Las curvas a pH 7 y 13 son muy pare&idas,
lo que puede justificarse por ser idéntico a ambos pH el estado de io-
nizacién de la base (fig. 2.15.). En consecuencia, los valores de K,
(16.10% y 23.10°%, respectivamente) varfan menos éue en el céso de la

adenina.
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Respecto al 2° efecto hipocr6mico, hay que hacer notar que
en la adenosina a pH alcalino, gueda con carga negativa el ciclo de la
ribosa, lo cual influye en el posible mecanismoc de apilamiento en menor
grado que la carga negativa en la base, y por tanto el valor de Kp au-
menta solamente en un factor 4 al pasar de pH &cido o neutro a pH alca

lino.

En el égg, el resultado mis significativo es que a pH &ci-
do, se observa la presencia de 2 efectos hipocrémicos, a diferencia de
lo que ocurre en la base y el nucleésido {(fig. 2.24.). Ello podrfa in-
terpretarse en el sentido de gue la autoasociaci6n de AMP por formacidn
de enlace de hidr6geno estd especialmente favorecida a este pH respec-
to de adenina y adenosina, pero segfin un modelo de apareamiento dife-
rente, gue no implica al N!, y que podrfa ser el mismo que se ha pro-
puesto para el poli.A a pH &cido (fig. 2.18.), gue corresponde al mode-
lo d&e Hoogsteen de formacién de enlaces de hidrégeno entre el N7 y el
NH,, con la formacién adicicnal de enlace de hidrfgeno entre uno de los
OH sin esterificar del grupo fosfato y el grupco NH, de la otra base
(23). El valor de K, para el AMP, que resulta ser del orden de 5.10° 2
PH 2 y a pH 5, frente al valor nulo de K, para adenina y adenosina, gue

darfa justificado de acuerdo con esta interpretacién.

Asimismo, este modelo de apareamiento del AMP justificarfa
que, a pH 7, el valor de K, sea de 48.10° en el AMP, notablemente supe

rior al de adenina (K,=12.10%) y adenosina (K,=16.10°%), al mismo pH.

Respecto al 2° efecto hipocrSmico, hay que destacar que en
el AMP, a pH alcalino, el valor de Kp es 31, muy inferior a los valores
de Kp de adenina y adenosina a este pH, gue son 1300 y 480, respectiva

mente. Por el contrario, a pH 7, el valor de Kp para el AMP es 700, muy
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superior a los de adenina y adenosina, que son 220 y 120, respectivamen

te.

Unidades monoméricas pirimidinicas

La interpretacifn de los procesos de interaccifn de las uni
dades monoméricas pirimidfnicas: uracilo, uridina y 5'-UMP, no es tan
esclarecedora como la de la serie de unidades monoméricas pfiricas, gque

acabamos de exponer. .

De acuerdo con la idea directriz de este trabajo, de reali-
zar un estudio sistemitico de las propiedades fisicoquimicas de las uni
dades monoméricas de los &cidos nucleicos, para obtener una informacién
evidentemente valiosa, gque permita interpretar los principios bS&sicos
que gobiernan las propiedades de los &cidos nucleicos y polinucleétidos,
hemos elegido intencionadamente esta serie de unidades monoméricas pi-
rimidinicas con el objeto de investigar si, realmente, se pone ya en
ellas de hanifiesto un comportamiento anfmalo gue pueda relacionarse

con las singularidades estructurales del &cido poliribouridflico.

El &cido poliribouridflico (poli U) es un polinucleftido
gue, segfin todas las referencias bibliogrdficas consultadas, tiene pro
piedades singulares que le diferencian notablemente de los otros polinu
cleStidos. Al parecer, tiene muy poca estructura local, aparte de la
que impone el esqueleto azficar-fosfato. Sus propiedades Spticas se
aproximan a las propiedades del monSmero, en contra de lo gque ocurre en
el poli A y en el poli C. Asf, por ejemplo, las curvas de DOR del poli
U son similares a las de su monSmero UMP (27). El poli U tiene, proba-
blemente, una estructura de cadena plegada sobre sf misma, es decir, una

"horquilla" de ramas antiparalelas, que desde el punto de vista de su
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simetrfa no son equivalentes, lo cual presenta un problema topolégico

de diffcil interpretacifn (28).

Como se expone en el capftulo correspondiente a los dinu-
clebsidos-fosfato, ya a nivel de los oligonucleétidos m&s sencillos, he
mos obtenido una evidencia experimental de este comportamiento anémalo
de la serie de unidades monomé€ricas del uracilo. De los experimentos
realizados para poner de manifiesto la interaccién de los dinucleSsidos
fosfato con los nucleésidos complementarios, el UoU da lugar a una in-
teracci6n diferente. Por otra parte, las experiencias realizadas para
el estudio de la interacci6tn mon6mero-polimero, indican que ésta tiene

lugar finicamente si el polinucleftido utilizado es el poli U.

SegGn se expone a continuaci6én, el estudio del uracilo, uri
dina y UMP confirma la previsi6n gque acabamos de apuntar de gque, a ni-
vel de unidades monoméricas, se vone ya de manifiesto la singularidad
de los fenbmenos de asociacifn que se reflejan ulteriormente en las es
tructuras m&s complejas de sus volinuclebtidos correspondientes y, en
Gltimo término, en las propiedades singulares de estructura y funcién

de los &cidos ribonucleicos.

En el uracilo, las eurvas de hipocromicidad a pH 1 y 7, son
muy semejantes entre sf, como ya en principio se podfa prever debido a
la existencia de un estado de ionizacién finico a ambos valores de pH,
en tanto gue la curva a pH alcalino, ;i bien estd desplazada a valores
de absortividad mis bajos, presenta también un hfbito muy parecido a
los anteriores (fig. 2.22.). Los valores de K, son pricticamente igua-
les a los 3 pH, y por tanto, el mecanismo de autoasociacibén puede ser
el mismo én todo el intervalo de pH estudiado. Como el N?, que actfa

como dador de protones en la formacién de enlaces de hidrfgeno segfin el
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modelo de Watson-Crick, estd protonado a los tres pH (fig. 2.16.), el
mecanismo responsable del 18L efecto en el uracilo serfa la formaci&n

de enlaces de hidr6geno entre el N? y el C“=0 como aceptor.

No se ha detectado el 2° efecto hipocr6émico en ninglin caso,
lo<que»pueg§ interpretarse en el sentido de que en el uracilo no existe
tendencia a la autoasociacifn por apilamienteo en el intervalo de concen
traciones accesible. Este hecho confirma lo observado para las bases
pirimidinicas a pH neutro y autoriza a concluir, como ya se dijo, que
el apilamiento de las bases pirimidinicas est& menos favorecido que el

de las bases pfiricas (ver capftulo anterior).

En la uridina, aparece doble efecto hipocrfmico en todo el
intervalo de pH, en contraste con lo observado en el uracilo. Los valo
res de K, y de Kp de la uridina son mds altos que los de adenosina, lo
cual puede indicar una mayor tendencia a la asociaci6n en la uridina,
pero debe hacerse notar gque, al tener un valor pegquefio la pendiente de
las curvas de hipécromicidad de este nuclebsido, el valor de las cons-
tantes de asociacién, obtenido segfin nuestro método de cdlculo, puede
vestar afectado de una indeterminacién considerable (comparar las curvas

de hipocromicidad de adenosina y uridina de la fig. 2.23.).

Ahora bien, la notable variacién del valor de X, con el pH
(68.10% a pH 1 y 420.10° a pH 7), no es consistente con el hecho de que
el estado de ionizacién de la uridina es idéntico a ambos pH. Si el me-
canismo responsable del 1%L efecto de la uridina fuera la formacién de
enlace de hidr6genc entre N? y C"=0, la tendencia a la asociacién debe-
rfa ser muy parecida a pH 8cido y a pH neutro, pues en ambos casos se
encuentra protonado el N?, y sin embargo, los valores de K, son ﬁuy di-

ferentes, Por otra parte, la formaci®n de enlace de hidr8geno estarfa
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impedida a pH 13, pues el N? est% desprotonado a este pH, pero el valor

de K, a pH 13 (58.10°) es muy parecido al correspondiente a pH &cido.

Consideramos también gue la variacibn de Kp (1960 a pH 1 ¥y
500 a pH 7) se encuentra en contradiccibén con la existencia de un fni-

co estado de ionizacién a pH &cido y pH neutro.

Estas anomalfas pueden interpretarse en el sentido de gue
la agregaci6n de la uridina tiene lugar segGn un mecanismo diferente
del de la serie adenina-adenosina-AMP. En todo caso, los valores de Kp
indican gque el pH no es un factor condicionante en el mecanismo de api-

lamiento de esta unidad monomérica pirimidfnica.

En el UMP se observa también la existencia de doble efecto
hipocréﬁicb, como en el caso de la uridina. Las curvas de hipocromici-
dad a pH &cido y neutro se diferencian mis aGn gue en la uridina, lo gque
podria atribuirse a la protonacién del grupo fosfato, pero el salto hi-
pocrbBmico que separa ambos efectos en el UMP se produce aproximadamente

en la misma regi6n en todas las curvas (fig. 2.24.).

El valor de K, a pH neutro se ha indicado en la tabla 2.19.
con|un signo--, ya que, debido al h&bito de la curva de hipocromicidad,
que revela un efecto hipocrbmico muy reducido, el cilculo de dicho va-
lor estd afectado de una notable indeterminacién. Los valores de K, co-
rrespondientes a pH &cido y alcalino son del mismo orden {(15.10% y
12.10%, respectivamente). Este hecho experimental no es compatible con
la hip6tesis de que el mecanismo responsable del 1€ efecto sea la for-

macifn de enlace de hidr6geno entre moléculas de UMP, por las razones

que acabamos de comentar para la uridina.

La variacibn con el pH de los valores de Kp puede considerar
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se anfiloga a la observada en el AMP. Sin embargo, la magnitud de 1la
constante de asociacibfn es mayor en el UMP que en el AMP, lo cual no
.concuerda con la hipStesis de que el mecanismo de asociacibn correspon-
diente al 2° efecto sea el apilamiento de las bases, pues en este caso,
el apilamiento del UMP, gue es un nucle6tido pirimidinico, estarfa des-
favorecido respecto del AMP, que es purinico, y el valor de Kp serfa

inferior en el UMP.

Nuestros resultados parecen indicar gue el comportamiento
frente a la variacifn del pH del procesoc de asociacibén del uracilo, es
comparable al observado para las unidades monoméricas pfiricas. Por el
contrario, la asociaci6n de uridina y UMP es "an6mala", segfin indican

los valores absolutos de K, y K en comparacién con el uracilo y el

pl
sistema adenina-adenosina-AMP, y la variacién de dichas constantes con
el pH, que no concuerda con los estados de ionizacién de la molécula.

El origen de la estructura singular del poli U podrfa situarse ya a ni-

vel de los procesos de asociacifn correspondientes al nuclebsido y al

nuclebtido.

Conclusiones generales acerca de la influencia del pH

1) De los valores de los parémetros de autoasociacifén en ade
nina, adenosina y AMP a pH &4cido, neutro y alcalino, se
deduce que el mecanismo de asociaci6én correspondiente al
185 efecto hipocrémico es la fofmacién de enlace de hidr6
geno; en adenina y adenosina, segfin el modelo de Watson-

Crick, y en AMP, segfin el modelo de Hoogsteen, anilogo al
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2),

3)

4)

propuesto para el poli 3 a pH &cido.

El orden de variacibn de los valores de la constante de

asociacidn correspondiente al 2° efecto hipocrsmico, apo

ya la hipbtesis de que el mecanismo de asociacibn respon

sable del mismo, es un mecanismo de apilamiento, ya que
esta asociacibn es méxima para la adenina a pH alcalino,
donde esti8 favorecida la interaccién de las corrientes
electrbnicas de anillo, que es uno de los principales

factores condicionantes del apilamiento.

Las experiencias realizadas en la serie uracilo-uridina-
UMP, ponen de manifiesto el comportamiento anfmalo de es
tas unidades monoméricas respecto de los mecanismos de

asociacibén, en concordancia con la evidencia experimental |
de las caracterfisticas estructurales-singulares de los

dcidos oligouridflicos y poliuridflicos.

Los resultados experimentales obtenidos mueétran gue los
equilibrios de ionizacién y protonacifn de las unidades
monoméricas,-pése a su importancia, no bastan por sf so-
los péra condicionar el mecanismo de asociacibn de'las
mismas, ya que dicho mecanismo también es funcifn de
otras interacciones m8s diffciles de cuantificar, como

son las interacciones hidrof6bicas.
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2.4. INFLUENCIA DE LA UREA

El estudio experimental de la influencia gue, sobre la au-
toasociaci6n de las unidades monoméricas, ejercen diversos disolventes
y sales, asf como el pH del medio, ha permitido precisar la naturaleza
de las interacciones que gobiernan el fenfmeno de la autoasociacibn, y
ha puesto de manifiesto la notable importancia que, en el conjunto de
estas interacciones, tiene el efecto hidrofSbico. De acuérdo con ello,
hemos considerado de interés estudiar la influencia que, sobre la auto
asociacién en disolucién acuosa, puede tener un compuesto como la urea,
que en principio, puede afectar tanto a los posibles enlaces de hidré6-

geno entre las bases, como a la propia estructura del agua.

Es bien conocido el hecho de que la urea, a altas concen-

traciones, se comporta como agente desnaturalizante de protefnas en di
solucibn acuosa (1,2). Por el contrario, su accibn sobre los &cidos nu
cleicos parece reducirse solamente a una disminucibn en el valor de Ty,
es decir, de la temperatura en el punto medio de la transici6n hélice-
cadena espadist?ca (3,4). Como la urea puede tener cierta capacidad com
petitiva en la formacién de enlaces de hidrégeno, debido a su posibili-
dad de donar y aceptar protones (2), su pequefia accibn sobre los &cidos
nucleicos podrfa significar que dichos enlaces no son los principales
responsables de la estabilidad de la estructura de los &cidos nucleicos

en disolucifn acuosa (5).

Sin embargo, la accibn desnaturalizante de la urea sobre
las protefinas globulares se ha atribufdo, m&s gue a su competitividad
en la formaci6n de enlaces de hidr6geno entre los grupos de la macromo-

lécula, a un efecto sobre las interacciones soluto-disolvente, que con-
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siste en gque, por una parte, la urea disminuye la interaccién hidrof&6-
bica entre los grupos no polares y el agua; y por otra, aumenta la afi
nidad del agua por los grupos polares (6,7). De acuerdo con estas ideas,
el pequefio efecto observado en los &cidos nucleicos se explicarfa por
un aumento de la solubilidad de las bases en disolucifn acuosa, debido

a la adicién de urea (8).

La diferente importancia de los efectos que produce la
urea en protefnas y en Scidos nucleicos, se justificaria teniendo én
cuenta que la urea afecta en mayor grado las interacciones de restos
no polares con el agua, en el caso de las protefnas, gue las interac-
ciones de las bases con el agua, en el caso de los Scidos nucleicos

(4) .

El debilitamiento de las interacciones hidrofébicas por ac-
cién de la urea, puede relacionarse con la capacidad dé este compuesto
de alterar la estructura del agua, pues desplaza el equiiibrio de auto
asociacién de €sta en el sentido de la formacibn de estructuras acuosas
no unidas por'enlace de hidrSgeno (9). Una observacifn experimental gue
apoya esta interpretacifn es gue la urea a alta concentracifn disminuye
significativamente la tensién superficial del agua, aproximadamente en

un 12% (2).

Otra propiedad de la urea gque puede ser de interés en rela-
ci6n con la estructura del disolvente es que, como consecuencia de su
capacidad de formaci6n de enlaces de hidr6geno consigo misma (10), 1la
urea puede dar lugar a estructuras cristalinas con grandes cavidades
{clatratos), de un difmetro aproximado de 5 K, cuya estabilidad depende
de la presencia de otras moléculas alojadas en ellas (1l1l). Por consi-

guiente, en disoluciones acuosas de alta concentracién de urea, podrian
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Fig. 2.25.- Equilibrios de asociacién de la urea con agua

v consigo misma. Segin S. Lewin (2).

formarse dichas cavidades y alojar cadenas de otras meléculas.

Con el fin de obtener resultados experimentales que permi-
tan precisar la contribucifn relativa de los mecanismos posibles de au
toasociacibén de las unidades monoméricas, se han obtenido, en disolu-
cifn acuosa 7M de urea, las curvas de hipocromicidad de la serie cons-
titufda por adeniﬁa, ad;nosina y AMP. Si la urea, en principio, fuera
capaz de debilitar tanto los enlaces de hidr6geno como las interaccio~
nes hidrof&Sbicas, podrfa esperarse que desfavoreciera la asociacién
entre unidades monomé&ricas de los &cidos nucleicos, tanto si el meca-
nismo responsable de dicha asociacibn es la formacifén de enlace de hi-
dr6geno, como si es el apilamiento de las bases, en cuyo caso los valg
res de las constantes de asociacibén serfan menores gque en tampén fosfa
to. Por el contrario, si la influencia de la urea sobre la autoasocia-

cifén de estos compuestos es pequefia, este hecho podrfa justificar que
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el efecto que produce la urea en los 4cidos nucleicos sea también de

poca importancia.

Las experiencias se han efectuado en las mismas condiciones
gue las realijizadas en tampSn fosfato. La urea utilizada ha sido de

Merck, de calidad "para andlisis".

Resultados experimentales

Los resultados obtenidos se exponen de acuerdo con el mismo
esquema gue se ha utilizado en los subcapftulos anteriores, y se compa-

ran con los correspondientes a las disoluciones en tampdn fosfato.

TABLA 2.20.

Resumen de los valores de los par8@metros ob-
tenidos con el programa de c&lculo "HIPOCROM"

Intervalo de

istema .
s concentraciones

Adenina en 5.107%-3,75.107°M {13780 | 1171060 0,30:0,02 | 0,973

urea M 5.107%~-2.1072M " 9600+200 | 3,2 20,4 0,976

, v
Adenosina en | 5.107%-3,5.107*M 15880 | 12900+100 | 0,3520,03 | 0,980
urea 7™ 5.1073%-5.10"2%M " 11100+100 2,5 20,2 |0,964
AMP en 1075-1,5.1072M 15090 | 11910150 0,53%0,02 [ 0,990

urea M 2.107%-5.10"2M " 10100+200 (4,9 20,6 0,978
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TABLA 2.21.

Influencia de la urea. Parfmetros de au-

toasociaci6n de Adenina, Adenosina y AMP

125 efecto 2° efecto
SISTEMA

K, 8§, hi(®) Kp 65 h(¥)
Adenina en t. fosf. . 12.10° 2190 15,4 220 5700 40,1
" * Urea M 12.10® 2070 15,0 | 400 4200 30,3
Adenosina en t. fosf. 16.10° 1820 11,5 120 5400 34,1
" " Urea 7M 12.10% 3000 18,9 | soo 4800 30,2
AMP en t. fosf. 48.10° 3120 18,6 700 5400 32,0
" " Urea 7M 5,7.10° 3180 21,1 | 210 5000 33,1

Interpretacién de resultados

Para la interpretacifén de resultados, utilizaremos los va-
lores de las constantes de asociacién del 1° y 2° efecto, gque se resu-
men en la tabla 2.21.. Como complemento,de estos parémetros de asocia-
cibn, hacemos uso también de las distancias entre bases (tablas 2.22.>

y 2.23.) y de las energlas de interaccién (tabla 2.24.).
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TABLA 2.22.
Influencia de la urea. Distancia entre bases apiladas
(Teorfa de Tinoco-Rhodes)
Grado de o

SISTEMA cociacitn | B3 [ 2] (&) xoa,(&) £40 | @A)

Adenina Dimero 15,4 2605 2070 0,27 ,

(t.fosf.) Polfmero 40,1 " " " ,
Idem Dfmero 15,0 2620 2140 " 4,7

(Urea 7M) Polimero 30,3 " " " 5,

Adenosina Dimero 11,5 2590 2060 0,30 .

(t.fosf.) Polimero 34,1 " " " R
Idem Dimero 18,9 2600 2140 " ,6
(Urea 7M) Polfmero 30,2 " " " , 2

AMP Dimero 18,6 2590 2060 0,31 ’

(t.fosf.) Polfmero 32,0 " " " ’
Idem Dimero 21,1 2600 2140 " 4,5
(Urea M) Polfimero 33,1 b v " 5,1
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TABLA 2.23.

Influencia de la urea. Distancia entre bases apiladas
(Teorfa de Bolton-Weiss)

Grado de
s1sTEMA | -co%C ten| 2B | £ € § | a(d)
Adenina Dimero 2605 | 0,27 | 12010 | 2190 | 3,4
(t.fosf.) Polimero " " 8500 | 5700 | 3,7
Idem Dimero 2620 " 11710 | 2070 { 3,4
{(Urea 7M) Polimero " " 9600 | 4200 4,0

Adenosina Dimero 2590 | 0,30 | 14000 1820 3,8

- k. fosf.) Polimero " " 10400 | 5400 | 4,0
Idem Dimero 2600 " 12900 | 3000 | 3,4

(Urea 7M) Polimero " " 11100 | 4800 | 4,1

AMP Dimero 2590 |0,31 | 13640 | 3120 } 3,5
(t.fosf.) Polimero " " 11400 [ 5400 14,1

Idem Dimero 2600 " |11910 | 3180 | 3,4

(Urea 7M) Polimero " " 10100 | 5000 | 4,1




TABLA 2.24.

Influencia de la urca. Energfa libre de apilamiento (kcal/mol)

Grado de -

SISTEMA asociacién dack AGuu AGuu 86y, 8Gpase-base AGexp Aotr.int.
Adenina Dimero P -0,82 -0,23 -3,08 -4,1 -5,6 -1,4
(t.fosf.) Polimero R -1,37 -0,41 -5,39 -7,2 -3,2 +4,0
Idem Dimero -0,76 ~0,20 =~2,65 -3,6 ~5,6 -2,0
(Urea 7M) Polimero , -0,96 -0,20 -2,66 -3,8 -3,5 +0,3
Adenosina Dimero R -0,57 -0,11 -i,50 -2,2 -5,7 -3,5
(t.fosf.) Polimero , -1,10 -0,26 -3,49 -4,8 -2,8 +2,0
Idem Dimero ’ -0,76 -0,20 -2,65 -3,6 -5,6 -2,0
(Urea M) Polimero , -0,90 -0,18 -2,33 -3,4 -4,0 -0,6
AMP pimero , -0,82 -0,23 -3,08 -4,1 -6,4 -2,2
(t.fosf.) Polimero , -0,96 -0,20 -2,66 -3,8 ~-3,9 -0,1
Idem Dimero 4,0 -0,76 =-0,20 -2,65 ~-3,6 -5,1 -1,5
(Urea M) Polimero 45,6 -0,90 -0,18 -2,33 -3,4 -3,2 +0,2

LLT
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Los resultados experimentales muestran que la adicién de
urea, a .concentracién 7M, a las disoluciones acuosas de las unidades mo
noméricas, no origina, en general, una disminucién significativa de los
valores de las constantes de autoasociacién de estos compuestos, en con
tra de lo que cabrfa esperar teniendo en cuenta la competitividad de la
urea en la formacibén de enlaces de hidr6geno y su capacidad de disminuir
las interacciones hidrof6bicas, factores gque dificultarfan la asociacibn

de las unidades monoméricas en uno y otro efecto hipocrémico.

i§£ efecto.~ Los valores de las constantes de asociacién K,
de adenina y adenosina son del mismo orden en tampén fosfato y en diso-
lucién de urea 7M, lo cual indica que la urea no afecta notablemente al
mecanismo éesponsable de la asociacibn de estos compuestos. Sin embargo,
la constante K, del AMP disminuye al pasar de tampén fosfato (48.10%) a
urea 7M (6.10°). Esta observacién puede apoyar indirectamente la hip6-
tesis de que el mecanismo de asociacién del AMP, auﬁque implique la for

macién de enlaces de hidrégeno, es diferente del de adenina y adenosina,

como se ha comentado al tratar de la influencia del pH.

Es de destacar que la energfa de interaccién entre las ba-
ses, asf como la energfa de las interacciones hidrofSbicas, tiende a un
valor Ginico en urea 7M para las tres unidades monoméricas: base, nucled
sido v nucle6tido (tabla 2.24.). Ello puede significar gque, en disolu-
ci6én de urea 7M, las condiciones del medio son tales gue la tendencia
a la asociaci6bn es préicticamente igual en la base, en el nuclebsido y

en el nucleétido.

Para la interpretacién de este fenSmeno, gue aguf apuntamos
Ginicamente como hecho experimental, podrfa ser esclarecedor tener en

cuenta gue, en una disolucién de urea 7M, la fraccién molar de agua se
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reduce en un 80% (12), con su repercusi6tn correspondiente, fundamental-

mente en relacién con las interacciones hidrof6bicas.

2° efecto.- Los valores de la constante de asociacién Kp de
adenina y adenosina aumentan en urea 7M respecto del tamp6n fosfato,

mientras que la K  del AMP disminuye (tabla 2.21.). El signo de estas

P
variaciones depende del balance entre las contribuciones debidas a la
energfa de interaccifn entfe bases y a "otras interacciones", entre las
cuales desempefian un papel principal las interacciones hidrof6bicas. Co
mo indican los valores recogidos en la tabla 2.24., la energfa de inte-
raccifn entre bases disminuye significativamente en urea 7M, respecto
del valor que tiene en tamp6n fosfato, para las tres-unidades monoméri-:
cas, siendo su magnitud en urea 7M del mismo orden en todas ellas, de
v-3,5 kcal/mol, Sin embargo, la contribucién debida fundamentalmente a
las interacciones hidrof6bic§s, gue en tampén fosfato tiene signo posi-
tivo en adenina y adenosina y por tanto se opone a la asociacién, tien-:
de a anularse en urea 7M. Este hecho revela que la estabilidad de la au
toasociacifn en urea est8 condicionada (inicamente por la interaccién
entre las bases, las cuales, de algdn modo, se encuentran "resguardadas

{
de las interacciones gue puedan perturbar su asociacibn.

Por otra parte, puede considerarse como significativo el
hecho de que las distancias entre las bases tienden a igualarse en diso
lucién 7M de urea, adquiriendo en las 3 unidades monoméricas, un valor
de 4,0 R en el 18 efecto hipocrfmico y de ~4,6 A en el 2° efecto hipo-
crémico. Ello puede hacer pensar que la capacidad de la urea de formar
celdillas (clatratos), le permita, cuando se encuentra a alta concentra
cibén, constituir un "molde” en el que se alojen las unidades monoméri-

cas dentro de una estructura geométrica fija; si bien resulta dudoso



181

hasta gué punto esta prediccién, gque es aplicable a cadenas lineales de
hidrocarburos, puede extenderse a unidades monoméricas de &cidos nuclei

cos.

En el capftulo de esta Memoria correspondiente a los polinu
cle6tidos se expone un estudio experimental sobre la influencia de la
urea en las transiciones térmicas del poli A en las conformaciones de
cadena simple y de doble cadena, gue revela gque el efecto desnaturali-
zante de la urea es bastante reducido, menor gue el producido por los
disolventes orgénicos, lo cual estd en cierto modo de acuerdo con las
conclusiones obtenidas sobre la pequefia influencia de la urea en la au-

toasociacibn de las unidades monoméricas.

Por otra parte, teniendo en cuenta que los enlaces hidrof&-
bicos son menos estables a bajas temperaturas (6} y gue, por otra parte,
la urea tiene un efecto directo, pero pequefio, en el debilitamiento de
los efectos hidrof8bicos, podria ser interesante la realizacibn de estas
mismas experiencias a 5°C, ya que, come se expondra en el apartado si-
guiente, las constantes de asociaci6n en disolucién acuosa son menores
a esta temperatura. Este estudioc ser§ el objeto de un trabajo ulterigr

complementario.

Conclusiones generales acerca de la influencia de la urea

1) La influencia de la urea sobre la asociacifn de las unida
des monoméricas es menos significativa gue la de disolven

tes y la de sales.
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2)

3)

4)

5)

La adicifn de urea a las disoluciones acuosas de las uni
dades monoméricas, no impide la manifestacién de los dos

efectos hipocrémicos.

Estas dos conclusiones pueden relacionarse con las obser
vaciones exper;mentales que revelan gue el efecto que
produce la urea sobre la estructura de los &cidos nuclei
cos es de poca importancia, y apoyan la idea directriz
de este trabajo de que el estudio fisicogquimico de las
unidades monoméricas, proporciona una informacién valio-
sa acerca de los principios b&sicos(que gobiernan las

propiedades de los &cidos nucleicos.

Los valores de K, de adenina y adenosina no experimentan
variaciones apreciables, si bien el de AMP disminuye en
un factor 9, por lo gue pueden apoyar la hip&6tesis de
gue la asociacifn por enlace de hidr6geno en el AMP se

verifique segfin un mecanismo distinto al de adenina y

-adenosina, como comentamos al tratar de la influencia

del pH.

La interpretacifn del hecho de que los valores de Kp de
adenina y adenosina aumenten en un factor 2 y 7, respecti
vamente, mientras que el valor de Kp del AMP se reduzca
aproximadamente a 1/3, no es inmediata, pero lleva a la
consideracifén de gue el balance de las energfas de inte-
raccién base-~base e hidrofébicas, tiene como resultante
esta anomalfa en el comportamiento del nuclebtido respec

to de la base y nuclefsido correspondientes.
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6) No es superfluo comparar la accifn de la urea con la del
etanol, ya que ambos pueden influir sobre la formacién
de enlaces de hidrégeno en la autoasociacién de las uni-
dades monom&ricas. En efecto, la influencia de urea y
etanol sobre los valores de K, es pricticamente igual;
la diferencia fundamental est& en que en las disolucio-
nes en etanol esti impedido el mecanismo de asociacién

correspondiente al 2° efecto.




184

2.5. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

Para completar el estudio experimental acerca de la influen
cia que pueden ejercer diversos cambios en el medio, en los mecanismos
de autoasociacién de las unidades monoméricas en disolucifn acuosa, he-
mos analizado la dependencia con la temperatura de las constantes de autgo
asociacién de una serie de unidades monoméricas: adenina, adenosina y

5'-aMP.

En principio, la temperatura puede actuar tanto sobre el
disolvente como sobre el soluto. Su variaci6n puede modificar las inte-
racciones entre las moléculas del disolvente, alterando sus propiedades
estructurales; en el caso particular del agua, la temperatura afecta al
nGmero y a la disposicién de los enlaces de hidr6geno entre sus molécu-
las. Por otra parte, la temperatura puede influir también en las inte-
racciones entre las moléculas del soluto, condicionando la existencia de:
estados conformacionales de diferente energfa. En general, puede pre-
decirse que un aumento de la temperatura dar§ lugar a un efecto desor-

ganizador en el disolvente y en el soluto.

Ahora bien, en la asociacién de las unidades monoméricas en
disolucibn, no pueden considerarse aisladamente el disolvente y el solu
to, pues se producen, en grado muy importante, interacciones soluto-di-
solvente. Desde este punto de vista, la estructura del disolvente puede
ser un factor condicionante de las interacciones entre las moléculas
del soluto. Por consiguiente, resulta diffcil predecir de una manera
global 1la influencia que puede tener la variacién de la temperatura en
la tendencia a la asociacibn por parte de las unidades monoméricas, va

gue dicha influencia se ejercer&, simultdneamente, sobre el complejo
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conjunto de interacciones gue hemos mencionado. A cada temperatura, la
fuerza inductora de la asociacifn ser& consecuencia del balance de to-
das las interacciones presentes: disolvente-disolvente, soluto-soluto
'y soluto-disolvente. En otras palabras, la comprensifn profunda del
efecto de la temperatura sobre la asociacién requiere un conocimiento a
nivel molecular de los pecanismos implicados en el fenSmeno de la aso-

ciacién.

Aungue en el estudio de la influencia de la temperatura no
se consiga alcanzar este grado Optimo de conocimiento acerca de la na=-
turaleza de la asociacibn, puede obtenerse una informacién, intrinseca-
mente valiosa, sobre el signo y la magnitud de los par&metros termodin&
micos caracteristicos del fenfmeno: AG°, AH° y AS°, que por sf mismos
pueden contribuir a aclarar cudles sdn los factores condicionantes del

mismo.

El estudio de la influencia del disolvente y de sales, des-
crito en este capftulo, ha puesto de manifiesto gue las interacciones
hidrofébicas desempefian un papel fundamental en la estabilizacifén de
las estructuras ordenadas de las unidades monoméricas. Por consiguiente,
resulta de interés conocer, aunque sea de forma aproximada, los par&me-
tros termodinimicos caracter{sticos de este tipo de interacciones, ya
que pueden tener una importante contribucifn a los parfmetros globales
de la asociacién, gue son, en definitiva, los gue justifican termodina-

micamente gque este fenbmeno se lleve a cabo.

Se han efectuado hasta ahora varios intentos para predecir
las magnitudes termodinfmicas de la interaccifn hidrof6bica (1-6). Las
conclusiones obtenidas se fundan principalhente en datos indirectos,

porque no se ha conseguido desarrollar un método gue permita medir di-
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rectamente las interacciones hidrof&bicas. Un procedimiento experimen-
tal indirecto, ampliamente utilizado, se basa en determinar los paréme
tros termodinimicos del proceso que consiste en transferir los de cier
tos compuestos modelo (generalmente hidrocérburos) desde un disolvente
apolar a agua. La hip6tesis b&sica es que en este cambio de disolvente,
el compuesto pasa dg‘un entorno apolar a otro polar, y por tanto dicha
transferen;ia supone, éﬁ cierto modo, un proceso inverso al gque tiene
lugar cuando se presenta un efecto hidroféSbico. Las magnitudes termodi-:

n&micas de transferencia ser&n, por consiguiente, comparables en valor

absoluto, pero de signo contrario a las de la interaccién hidrof6bica.

Kauzmann (2), bas&ndose en estudios de este tipo realizados
en éadenas apolares de protefnas, propuso que el efecto hidrof6bico se
debe principalmente a la contribucién entr6pica, de signo positivo
(AS=+20 cal/mol grado), siendo comparativamente de menor importancia la
contribucifn entflpica, también de signo positivo (AH=+1-2 kcal/mol).

El balance entre ambas contribuciones, dominado por el término entrfpi- -
co, conduce a un valor negativo de la funcién de Gibbs a temperatura
ambiente (AG=AH-TAS=-3 a -5 kcal/mol), que justifica termodindmicamente
que la interacci6n hidrof6bica se produzca de forma espontédnea. Como in
dica el signo de la entalpfa, esta interaccién es endotérmica, y por
ello resulta mis favorecida a temperatura ambiente que a temperaturas

inferiores.

Estas predicciones tienen s6lo una validez limitada, porgue
no consideran la posible existencia de grupos polares. Para poder expli
car, en términos de interacciones hidrof&bicas, la asociacién de las ba
ses de los &cidos nucleicos en disolucién acuosa, ha de suponerse'que

dichas bases, que de hecho tienen cierto caricter polar, son suficientg>
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mente no polares.

La teorfa gue hasta ahora intenta explicar de un modo)més
general la asociacién entre las bases de los dcidos nucleicos, es la de
Sinanoglu y aAbdulnur (7,8). Segfin estos autores, la principal fuerza in
ductora del apilamiento de ‘las bases, es la creacifn de cavidades capa-
ces de alojarlas en el seno del disolvente, estabilizadas por la ener-
gia superficial de éste. Este modelo conducirfa a una entropfa negati-
va, y como la energfa superficial disminuye al aumentar la temperatura,
la entalpfa ser8 también negativa. El factor condicionante del apila- .

iento serd el t&rmino ent&lpico, lo cual se encuentra en contradiccién
on el punto de vista cl&sico de que las interacciones hidrofébicas son

naturaleza entrSpica.

Esta interpretacibn parece estar de acuerdo con numerosas
eterminaciones experimentales de los par@metros termodindmicos de
ransferencia (9,10), de autoasociacibn o de interaccibn de apilamiento
'ntraméleculaf, en disolucibn acuosa, de unidades monoméricas (11-15),
ligonucleStidos (16-18) y pdlinucledtidos (16,17,19), efectuadas a par
ir de medidas de solubilidad, calorimetrfa, osmometria y espectroscopfa

, DC y DOR. Para dar cuenta de los resultados obtenidos, en los que
os valores de AH y AS no concuerdan con los que cabrfa esperar para
na interaccién hidrofébica, se ha argumentado que la interaccién global
e las bases con el agua no puede ser hidrofébica (9), o bien que exis-
e una contribucibn "oculta” dentro de las magnitudes anteriores, cuyo
alor es{aria de acuerdo con lo esperado para una interaccifn hidrof6-

ica (20).

En todo caso, parece existir general acuerdo en que, por

hora, no se conoce aGn gué es lo gque determina el cardcter hidrofébico
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de una molé&cula dada, ni cufles son exactamente las condiciones de for
macién de cavidades en ei seno del disolvente. Por consiguiente, no se
pueden realizar predicciones cualitativas,.ni mucho menos cuantitativasg
sobre las interacciones hidrof&bicas. Lo que parece ser m&s razonable
es que el equilibrio de asociacifn de las bases resulta de un balance
de todas las fuerzas presentes, y que una teorfa gue pretenda describir
este fen6meno debe tener en cuenta tanto las interacciones intrinsecas
entre las bases, como la influencia que sobre ellas pueda ejercer el

disolvente.

Con objeto de comprobﬁr de forma directa los efectos que 1la
variacifn de la temperatura pueda tener sobre los mecanismos de asocia-
cifén responsables de los dos efectos hipocr6mi¢os'de las unidades mono-
méricas, se han comparado los valores de las constantes de asociacién,

K, vy K. de adenina, adenosina y 5'-AMP en”tampén fosfato, a varias tem-

p
peraturas. Para ello, se han obtenido las curvas dg hipocromicidad de
estos compuestos en el intervalo de 5° a 75°C. En todos los casos, las
experiencias realizadas en el intervalo de temperatura de 25 a 75°C,
han puesto de manifiesto gque el valor de las absortividadesAcorrespon-
dientes al 1%L efecto da lugar a curvas de4hipocromicidaé précticament
paralelas y muy pr6ximas entre sf, por lo que los parfmetros de autoa-’
sociacién, en este intervalo, redultan ser independientes de la temper
tura. Para el 2° efecto, nb se han podido obtener medidas a temperatur
superiores a la del ambiente, debido a que las cé&lulas de 25 um, neces
rias para este intervalo de concentraciones, no pueden ser termostatiz
das adecuadamente en dicho intervalo de temperatura. A la vista de est

resultados, decidimos explorar la influencia de la temperatura en un in

tervalo de temperaturas inferiores a la del ambiente, realizando para
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ello las correspondientes eﬁperiencias para cada wna de las unidades

monoméricas, a la temperaturé de 5°C. Si bien la variaci6én de la absor-
tividad molar con la temperatura es pequefia, las curvas de hipocromici-
dad son lo suficientemente diferentes como para permitir la comparacidn

de los parfmetros dé asociacién calculados a partir de ellas.

Los espectros UV se registraron en el espectrofotémetro PE
124, equipado con un portac&lulas termostatizable, disenado por noso-
tros. El control de temperatura se efectud, con una precisifn aproxima-
da de #0,2°C, mediante un criostato "Lauda"” TK-30 D, conteniendo un ba-
no constitufdo por uvna mezcla al 50% de glicerina y agua. Las células
utilizadas fueron las descritas en el capitulo agterior, taponadas her-
méticamente. Para comprobar que la temperatura dentro del portacélulas
era la correcta, se utilizé un teletermémetro ¥YSI 42SC, introduciendo
una sonda termom&trica en una c&lula, idéntica a las utilizadas para el
registro de los espectrés y llena de agua bidestilada, contenida en el
portacélulas, ya que la temperatura en todo el conjunto del portacélu-
las es homog&nea. El empanamiento de las células gque se produce al dis-
minuir la temperatura hasta 5°C, se evit6 mediante el paso de una ¢o-
rriente de nitr6geno en el portacé&lulas. Los valores de absorbancia fue
ron corregidos teniendo en cuenta la contraccibén de volumen del disol-

t

vente al disminuir la temperatura.

La variacibén con la temperatura de las constantes de asocia
cién, permite determinar las magnitudes termodinf&micas del proceso, AG®,

AH® y AS°. La expresi®n:

AG® = -RT 1lnK {15}

proparciona la variacién de la funcibn de Gibbs, AG®, correspondiente a
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la asociacifn, a partir de los valores de K, y de Kp a cada temperatura.

El valor de la entalpfa AH®°, si se supone que ésta es inde-

pendiente de la temperatura, puede obtenerse segfin la ecuacién de van't

Hoff:
__ _AH® 1 As® |16 |
log X = - 5—53r & * 7303% .
de donde:
T,.T, K(T,)
°'_— —e ——
bR = -2,303R g—g— log gyr) 1174

siendo K(T,;) y K{(T,) los valores de la constante de autoasociacibn a

las temperaturas T, y T,, respectivamente.
Por Gltimo, la expresién:

AS® = (AH®°=-AG®)/T |18}

permnite calcular la variaciétn de entropfa AS° correspondiente a la aso-

ciacién.

Evidentemente, para obtener con mayor precisifn el valor de
AR® y para comprobar que, efectivamente, es independiente de la tempera
tura, serfa conveniente representar gr&ficamente un nGmero suficiente
de valores de log K frente a 1/&, de acuerdo con la ecuacién |16|. Sin
embargo, como ya se ha comentado anteriormente, las limitaciones experi
mentales y las impuestas por la pegquefia variacién del efecto hipocrémi-

co con la temperatura, dificultan la determinacifn de K a otras tempera

turas. T

Resultados experimentales .

Los resultados experimentales obtenidos se resumen segfin un

esquema an8logo al utilizado en los apartados anteriores de este capitu
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lo, con las siguientes particularidades:

1) Los resultados obtenidos a 5°C se comparan con los co-

rrespondientes a 25°C.

2) Se dan las representaciones semilogarftmicas de la absor
tividad molar, €, frente a la concentracién molar, c, para cada una de

las unidades monoméricas estudiadas.

3) Se dan también las tablas conjuntas de los parémetros de
autoasociacién (K, 8, h) y los par@metros termodinfmicos (AG®, AH®, AS®°),

correspondientes a ambos efectos hipocrfmicos.

4) Seguidamente, se incluyen las tablas con los valores de
distancias entre bases y energfas libres de apilamiento, y se expone la

interpretaci6én de los resultados obtenidos.

TABLA 2.25.

Resumen de los valores de los par&metros ob-
tenidos con el programa de cilculo "HIPOCROM"

Sistema Intervalo'de €, € P r
concentraciones @

denina a 5°C 5.1067¢-2.107°%M 13660 12500:200 0,31:0,07 0,902

3,5.1073-2.10"%M " 7100500 8+1 0,969
denosina a 5°C 5.1076-5,10"3%M 15680 1385090 0,42+0,04 0,968
7.107%-3.10"%M " 8600+500 101 0,972
P a 5°C 5.107¢-7.10" %M 15810 13110x90 0,55x0,03 0,985

1072-4.1072M . 10300+300 5,5 %0,7 0,982
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Fig. 2.29.- Absortividad molar de Adenina (Ade) y Adenosina
(Ado) en tampén fosfato. --@--5°C; <(O-25°C.
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TABLA 2.26.
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Influencia de la temperatura. Parimetros de autoaso-

ciacién de Adenina, Adenosina y AMP en tampén fosfato

195 efecto 2° efecto
Compuesto

K, 6§, hi(s) Kp §, h(®)
Adenina a 25°C 12.10* 2190 15,4 220 5700 40,1
" 5°C 6.10% 1200 8,8 | 100 6600 48,3
Adenosina a 25°C 16.10° 1820 11,5 } 120 5400 34,1
" 5°C 5.10° 1830 11,7 70 7100 45,3
AMP a 25°C 48.10°% 3120 18,6 700 5400 32,0
" a 5°C 4,5.10% 2700 17,1 | 180 5500 34,8

TABLA 2.27.

Parametros termodin&micos de autoasociacidn

de Adenina, Adenosina y AMP en tamp6n fosfato

18L efecto 2° efecto
o o ° ° ° °
Compuesto AG oH AS AG . 48
(kcal/ (kcal/ (cal/ |(kecal/ (kcal/ (cal/
mol) mol) molK) | mol) mol) mol K)
Adenina a 25°C “5,6 4 5.7 438 =3:2 L 6,5 +33
" a 5°C _4'8 -2 ,6 -
Adenosina a 25°C | -5,7 9,6 +51 -2,8 4,4 +24
" a SDC _4'7 -2,3
AMP a 25°C -6,4 +19,5 +87 -3,9 +11,2 451
" a 5°C -4,6 =2,9
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TABLA 2.28.

Influencia de la temperatura. Distancia entre bases api
ladas para Adenina, Adenosina y AMP en tampdén fosfato.
(Teorfa de Tinoco-Rhodes)

‘'Grado de o o

COMPUESTO asociacibn h(%) koa(A) AoaJ&) foa' a(a)
Adenina (25°C) Dimero 15,4 2610 2070 0,27 4,4
" Polimero 40,1 " " " 4,3
" ( 5°C) Dimero 8,8 " " " 5,3
" Polimero 48,3 " " " 4,0
Adenosina (25°C) Dimero 11,5 2590 2060 0,30 5,0
" Polimero 34,1 " " " 4,7
" ( 5°C) Dimero 11,7 " " " 5,0
" Polimero 45,3 " " " 4,3
AMP (25°C) Dimero 18,6 2590 2060 0,31 4,3
" Polfimero 32,0 " " " 4,9
" ( 5°C) Dimero 17,1 " . " 4,5
" Polimero 34,8 " " " 4,7




Influencia de la temperatura.

TABLA 2.29.

Distancia entre

198

bases api

ladas para Adenina, Adenosina y AMP en tamp6n fosfato.

(Teorfa de Bolton-Weiss)

Grado de 2 (
COMPUESTO asoeiacisn | AB) | £ €, s |aky
Adenina (25°C) Dimero 2610 10,27 | 12010 | 219¢ , 4
» Polimero " " 8500 | 5700 .7
" ( 5°C) Dimero " " 12500 | 1200 | 3,8
" Polimero " " 7100 | 6600 R
Adenosina (25°C) Dimero 2590 | 0,30 | 14000 | 1820 | 3,
" Polimero " " 10400 | 5400 | 4,0
" { 5°C) Dimero " " 13850 | 1830 .7
" Polimero " " 8600 | 7100 , 7
AMP (25°C) Dimero 2590 {0,312 | 13640 | 3120 ,
" Polimero " " 11400 | 5360 ’
" ( 5°C) Dimero " " |13110 | 2700 | 3,5
" Polimero " " |10300 |5500 [4,0




TABLA 2.30.

Influencia de la temperatura. Energfa libre de apilamiento
{kcal/mol) para Adenina, Adenosina y AMP en tampén fosfato

Grado de - .

COMPUESTO asociacién d(ky 4G, BGuy  AG, 8Gpase-base AGexp A6y
Adenina {25°C) Dimero 3,9 -0,82 -0,23 -3,08 -4,1 -5,6 -1,4
" Polfmero 4,0 -1,37 -06,4r -5,39 -7,2 -3,2 +4,0

" ( 5°C) Dimero 4,5 -0,54 -0,10 -1,31 -1,9 -4,8 -2,9

" Polimero 3,7 ~-1,73 =-0,65 -8,60 -11,0 -2,6 +8,4
Adenosina (25°C} Dimero 4,4 -0,57 -0,11 -1,50 -2,2 -5,7 -3,5
" Polimero 4, =1,10 -0,26 -3,49 -4,8 -2,8 +2,0

" { 5°C) . DIfmero N -0,61 -0,13 -1,72 -2,5 -4,7 -=2,2

" Polimero 4, -1,37 70,41 -5,39 -7,2 -2,3 +4,9

AMP (25°C) Dimero ’ -0,82 -0,23 -3,08 -4,1 -6,4 -2,2
" Polimero ’ -0,96 -0,20 -2,66 -3,8 -3,9 -0,1
" (- 5°C) Dimero -0,76 ' -0,20 -2,65 -3,6 -4,6 -1,0
" Polfmero .3 -1,10 -0,26 -3,49 -4,8 -2,9 +1,9

66T
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Interpretacién de resultados

Los resultados obtenidos para adenina, adenosina y AMP a 5°

y 25°C, revelan que las constantes de asociacifn K, y K_ aumentan al au

p
mentar la temperatura (tabla 2.26. y fig. 2.31. y 2.32.), siendo mé&xima

esta variacién en el AMP. Este resultado se podrfa interpretar en el
sentido de gque el fenSmeno de autoasociacifn de las unidades monoméri-
cas se encuentra condicionado, fundamentalmente, por las interacciones
hidrof6bicas, ya que &stas son mis intensas al aumentar la temperatura
y por tanto, las constantes de asociacifn serfan mayores a temperaturas

mas elevadas.

En esta interpretacifn de resultados no nos referiremos a
la influencia de la temperatura sobre los diversos equilibrios confor-
macionales "sin"-"anti" y "endo"-"exo" de estas unidades monoméricas,
gue serfn comentados en el capftulo siguiente, al tratar de la determi-
nacién de los parlmetros termodindmicos de los dinuclebsidos-fosfato,
pero si consideramos oportuno sefialar en este momento que la influencia
de la temperatura sobre tales equilibrios puede afectar, naturalmente,

al fen6meno. de asociacién intermolecular.

Los valores de las distancias entre bases (tablas 2.28. y

2.29.) y de las energias de interacci6n (tabla 2.30. y fig. 2.33.) de

las unidades monoméricas, calculados a partir de los parimetros de aso-
ciacibén que figuran en la tabla 2.26., son fitiles para la interpreta-
cibén de la dependencia de las constantes de asociacién con la temperatu

ra.

En el 1%% efecto hipocrémico, la distancia entre bases para

la adenina es notablemente mayor a 5° (4,5 A) gque a 25°C (3,9 R), por
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lo que la energfa de interaccifn entre las bases (-1,9 a 5°C y -4,1 a
25°C) y la constante de asociacibn (6.10% a 5°C y 12.10° a 25°C) son
menores a 5°C. Sin embargo, conviene tener en cuenta que, si el mecanis
mo de asociacifn correspondiente al 1%E efecto es la formaci6n de enla-
ce de hidrb6geno, los valores de las distancias entre bases, calculados
a partir de la hip6tesis de que dicho mecanismo es el apilamiento, de-

ben interpretarse con las debidas reservas.

Para adenosina y AMP, la distancia entre bases es aproxima-
damente igual a 5° y a 25°C (4,4 A en adenosina y 3,9 A en AMP), pero 1
energfa libre de las interacciones hidrof6bicas (AGL) resulta menos fa-
vorable a la asociacifn al disminuir la temperatura (AGh=-3,5 a 25° y
-2,2 a 5°C para adenosina; -2,2 a 25° y -1,0 a 5° en AMP), por lo que
la constante de asociaci6n también es menor a 5°C. En este sentido, la
adenina presenta un comportamiento singular, ya gque AGh es mas favora-
ble a la asociacibn a 5°C (-2,9) que a 25°C (-1,4), es decir, en este
caso, la contribucién de las fuerzas hidrof6bicas tendrfa menor impor-

tancia que la energfa de interaccién base-base.

En el 2° efecto hipocrbmico, la distancia entre bases para

las tres unidades monoméricas, disminuye al disminuir la temperatura, y
por tanto la energfa de interaccifn entre bases es mayor a 5° gque a 25°
C. 8in embargo, las constantes de asociacifn son mayores a 25° que a 5°
C. Para aclarar esta aparente contradiccién, conviene recordar gue la
"energia libre de asociacibn representa la contribucién de dos factores
principales: la energfa de interaccifn entre bases y el conjunto de
otras energfas de interacci6n, entre las cuales se encuentran, fundamen
talmente, las interacciones hidrof6bicas. Al disminuir la temperatura,

aumenta la interaccifn entre las bases facilitando la asociacién, con 1
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cual disminuye la distancia entre ellaé, como acabamos de decir. Por
otra parte, al disminuir la temperatura, las energfas de las interaccip
nes hidroffbicas, si bien son positivas en todos los casos, aumentan en
valor absoluto, es decir, tienden a oponerse a la asociacién. El resul-
tado global, que es el balance de estos dos factores, es que la asocia-
ci6bn de las unidades monoméricas resulta desfavorecida a temperaturas

ajas, y por tanto la constante es m&s pequeia.

La importancia de las interacciones hidrof6bicas en el proce

so de la autoasociacién se refleja igualmente en los pardmetros termodi-

némicos recogidos en la tabla 2.27.. Puede observarse que, en todos los
casos, AH°>0. Por consiguiente, para que se satisfaga la condicifn de
espontaneidad AG°<0, el término AS® ha de ser positivo y suficientemente
elevado, como en efecto ocurre., Elloc indica que, en el intervalo de tem
peraturas estudiado, la reaccibn est§ favorecida finica y exclusivamente
porgue el aumento de ehtropia es suficientemente grande. Consideramos
igno de ser destacado que el signo de estas magnitudes termodin&micas

oncuerda con los conceptos cl&sicos de la interaccién hidroffbica (2).

Ahora bien, la.asociacién de las unidades monoméricas, con-
‘ideradas aisladamente del disolvente, debe dar lugar a una disminuciln
e la entropfa, sea cual sea el mecanismo responsable, porque conduce a
na estructura ordenada. Por tanto, el aumento global de entropfa obser-

ado debe proceder de una desordenacién del disolvente.

La interpretacifn de este resultado conducirfa a un posible
odelo del fenb6meno de la asociacibn en disolucién acuosa. El agua lfqui
a tiene una estructura cénstituida por moléculas de H,0 unidas entre sf
ediante enlaces de hidr6geno (1l). Si se introduce en ella un compuesto

el tipo de las unidades monoméricas de los &cidos nucleicos, como la su
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perficie de las bases es hidroffbica, las mol&culas de agua tenderdn a
alejarse de las otras moléculas, favoreciéndose por tanto de forma indi

recta la autoasociacién de la unidad monomérica.

Desde un punto de vista estructural, el proceso de asocia-
ci6n de estos compuestos equivaldria a crear "cavidades"” del tamaho ade
cuado en el seno del disolvente. Estas cavidades exigen la ruptura de
enlaces de hidr6geno entre‘moléculas de H,0, lo que tiene como resulta-
do un valor positivo de AH®, gue sumado al AH® correspondiente a la aso
ciacién de las unidades monoméricas, darfa un valor global positivo pa-

ra la entalpia.del proceso.

Esta interpretacifn puede contribuir a aclarar la aparente
paradoja de que las unidades monoméricas tiendan a formar esponténeamen
te una estructura ordenada, es decir, un sistema con menos entropfa que '
el correspondiente a estos mismos compuestos sin asociar, lo cual, en
principio, estarfa en contradiccién con el ﬁ” Principio dé la Termodind
mica. Ahora bien, este Principio establece gue los procesos tienden a
alcanzar un estado de equilibrio en el que la entropfa del sistema (en
nuestro caso, las unidadesrmonoméricas), sumada a la entropfa del entor
no (el agua), sea m&xima. Para que pueda producirse la asociacibn, la
variaci6n total de entropfa debe ser positiva, como hemos dicho anterio
mentg, pero esto sclamente es posible si la contribucién entrfpica debi
da a la ruptura de‘los enlaces de hidrSgeno entre moléculas de agua y
la formacibn de cavidades, gue es positiva, supera en valor absoluto a

la contribucibn debida a la asociacif6n del soluto, gue es negativa.

El hecho experimental de que esta asociacifn se encuentre
dificultada a temperaturas pr6ximas a 0°C respecto de 25°C, puede indi-

car gque la ruptura de enlaces de hidrbgeno y la creacibn de cavidades en
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na estructura préxima a la del hielo es m&s diffeil que en agua liqui-

a.

La importancia de las interacciones hidrofébicas en la fuer
a inductora de la asociacidn, puesta de manifiesto en los signos de
os par@metros termodinfmicos obtenidos, podria ser m&s notable a tempe
aturas inferiores a la del ambiente que a temperaturas superiores, pues
1 aumentar suficientemente la temperatura, el debilitamiento de las in-
eracciones entre las bases o bien la disminucién de la energla superfi-
ial del agua, podrfan llegar a superar al efecto hidrof6bico descrito.
n este caso, la tendencia a la asociaci6n disminuirfa, en concordancia
on los datos relativos a la desnaturalizacién de dcidos nucleicos y

olinuclebtidos por efecto de la temperatura.

Es obvia la trascendencia que representa la conclusién obte
ida respecto a la importancia de las interacciones hidroffbicas en el
enfmeno de autoasociacién de las unidades monoméricas. Con cbjeto de
btener informacién complementaria respecto a este problema, se ha rea-
izado un estudio previo para determinar las constantes de asociaci6én de
stas mismas unidades monoméricas en disolucibn de etanol, en cuyo discl
ente las interacciones solvofbbicas serfan nulas o tendrfan un car&cter
iferente al correspondiente a las disoluciones en que se emplea el agua
omo disolvente. Los primeros resultados experimentales obtenidos pare-
en indicar que la variacién de K, respecto a la temperatura es inversa

la observada en disoluciones acuosas.

Conclusiones generales acerca de la influencia de la tempe-

ratura

1) Las constantes de autoasociacibn K, y Kp disminuyen al dis-




2)

3)

4}

5)
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minuir la temperatura, en el intervalo de 25° a 5°C.

La disminucién de las constantes de asociaci6n al disminuir
la temperatura va acompafada de un descenso paralelo de las
interacciones hidrof6bicas tal gue la asociacibn resultaria
menos favorecida a 5° que a 25°C. Este resultado autoriza a
concluir gue 1és interacciones hidrof6bicas son el factor

condicionante de la autoasociacién de las unidades monomé-

ricas en medio acuoso (Ginicamente en el caso de la adenina,

en su 1%L efecto hipocr6mico, la variaciébn de las fuerzas
hidrof6bicas parece tener menos importancia que la de la

energfia de interacci6n base-base).

Las magnitudes termodin&micas de la autoasociacién son

AG®<0, AH®>0 y AS°>0.

Los valores de los parfmetros termodinimicos AH® y AS° reve
lan gue el factor condicionante de la asociacifn de adenina,
adenosina y 5'-AMP, en medio acuoso, es el t&rmino ehtrépic

tanto en el 1° como en el 2° efecto hipocrémico.

Los signos de los parfmetros termodin&micos obtenidos, est§
de acuerdo con los gue era previsible obﬁgner si las intera
ciones hidrof6bicas fueran el factor condicionante de la as
ciacibén y permiten concluir, por tanto, gque la fuerza direc
triz de la asociaciébn de las uﬁidades monoméricas parece se
la reordenacifn de las moléculas del disolvente. Desde este
punto de vista, la estructura del disolvente desempefia un

papel principal en la estabilidad del sistema.



3.~ DINUCLEOSIDOS-MONOFOSFATO
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Como se ha expuestn en los capftulos 1 y 2 de la presente
Memoria, el estudio de la interacci6n directa entre las bases, puesta
de‘manifiesto en las disoluciones acuosas de las unidades monomé&ricas
libres, puede constituir una importante contribucifn al conocimiento
de la estructura y estabilidad de los &cidos nucleicos. Ahora bien, en
los &cidos nucleicos, las unidades monoméricas'nucleotidicas se encuen
tran formando una cadena covalente, unidas entre sf a través Qe enlaces
fosfodiéster 3'-5'. La existencia de este tipo de enlaces da lugar a
una diferencia significativa entre las propiedades de los monbmeros,
por un ‘lado, y las de los dimeros, olig6meros y polimerqs por otro.
Consideramos, por tanto, que puede ser de gran interés comprobar si
existe alguna contribucién a la asociacibn que se deba a la existencia
del esqueleto covalente ribosa-fosfato entre las bases, del tipo del
existente en los &cidos nucleicos, y para ello es preciso determinar
pardmetros de autoasociaci6én en sistemas de mayor complejidad gque las
propias unidades monoméricas libres. En este sentido, hemos realizado
un estudio de diversos dinuclefsidos-monofosfato, oligonﬁcleétidos y
polinucle6tidos, cuyos resultados exponemos en este capfitulo y en el

siguiente.

Los dinuclebésidos-monofosfato son compuestos de f6rmula ge
neral XpY, siendo X e Y nuclefsidos, que pueden ser iguales (ApA, UpU,
etc.) o distintos (ApU, CpG, etc.); la pentosa puede ser ribosa o deso

xiribosa.

Los dinuclefsidos-monofosfato son las mds pequeifias unidade
estructurales gque contienen el enlace fosfodi&ster 3'-5', y por consi-

guiente, constituyen los oligonucleftidos m&s sencillos que pueden uti
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izarse como modelos para el estudio de los &cidos nucleicos y polinu-
lefStidos (1). De hecho, los dinucleSsidos-fosfato contienern, en poten
ia, toda la informacién nece§aria para predecir las propiedades y es-
ructura de un &cido nucleico, si estas propiedades dependiesen sola-
ente.de la interaccién entre las unidades adyacentes de la cadena (2).
Estos compuestos han sido objeto de numerosos estudios,
rincipalmente por técnicas espectroscbpicas: UV, DOR y DC (1-5), y
N‘(4,6-8), cuyos resultados indican, en §eneral, la existencia de in-
eraccién entre ambas bases en disolucién acuosa. La interpretacién de
os datos obtenidos se ve dificultada, sin embargo, por la posibilidaéd
e que coexistan interacciones intra- e intermoleculares entre las ba-
es. Es razonable pensar gue las primeras predominen a concentraciones
ajas de estos compuesfos (6), v las segundas a concentraciones altas,
ero le separacién de unas y otras constituye una labor de gran comple-

idad.

Los espectros UV pueden indicar solamente la magnitud de la
nteraccién,-mientras que los espectros de DC y RMN proporcionan una in
orhacién algo m&s detallada sobre la conformacién del dimero. Por con-
iguiente, las diferentes técnicas utilizadas en el estudio de los dinu
le6sidos~fosfato se complementan entre sf, no sélo para tratar de es-
ablecer un modelo éonformacional de estos compuestos, sino también
‘ara interpretar sus posibles mecanismos de interaccién intermolecular.

be tenerse en cuenta, sin embargo, gue en disolucién existe equili-
rio entre diversos estados conformacionales, lo cual complica notable-

ente tanto la descripcién de &stos, como la de sus interacciones (9).

Se admite actualmente que las unidades nucleosfdicas de los

L



210

dinucle8sidos-fosfato adoptan la conformacién "anti"™ y que las hélices
de los dimeros son dextrbSgiras (7), apilindose las bases paralelamente
entre sf{. La magnitud del apilamiento intramolecular depende mucho del
tipo de bases, siendo menor, ;n general, en agquellos dimeros gue contie
nen uracilo (2). Como posibles causas de estas diferencias en el apila-
miento, se ha sugerido el hecho de que las fuerzas electrostiticas en-
tre las bases son diferentes, o lo gque es probablemente mfs importante,
gue las bases deben tener distintos efectos sobre la estructura del
agua que las rodea (2,4). En todo caso, el modelo conformacional de los

dinuclebsidos-fosfato sugiere gue estos compuestos representan el paso

inicial en la formacién de una cadena helicoidal de &Acido nucleico (10).

Teniendo en cuenta la idea directriz del presente trabajo
de gue las propiedades de los 8cidos nucleicos son funcién de sus uni-
dades constituyentes, trataremos de estimar hasta qué punto la asocia-
cién de las bases en el dfmero puede predecirse a partir de la asocia-
cién de los monbmeros libres. Con este objeto, hemos extendido la apli-
cacién de nuestro método de estudio de asociaciones intermoleculares,
descrito en el cap. 1 para las unidades monoméricas, a la investigacién

de las interacciones de los dinuclefsidos-fosfato.

Se presentan a continuacifn los resultados del estudio ex-

perimental, mediante espectroscopfa UV, de la autoasociacifn en disolu-

cibn acuosa de dos dinuclebsidos-fosfato, uno pGrico (ApA) y otro piri-
midinico (UpU), y se comparan con los datos relativos a la autoasocia~
cifén de sus componentes libres, es decir, de los nucleSsidos y nuclefti

dos correspondientes.

Estos compuestos se han elegido intencionadamente con obje-

- to de'comprobar si presentan diferencias de comportamiento, andlogas a
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las ya indicadas en el estudio de las unidades monoméricas (cap. 1y
2), y establecer una correlacifn con las propiedades estructurales de

los polinucleétidos respectivos.

.

Sequidamente, se exponen los resultados obtenidos en el es

tudio de la heterocasociacifn de estos compuestos, entre sf y con el nu

cle6sido complementario respéctivo, con el ffn de determinar si a este
nivel de complejidad estructural se ponen ya de manifiesto las interac
ciones especificas entre bases compiementarias, que son de importancia

fundamental en la estructura y funci6n de los &cidos nucleicos.

Dentro de cada uno de estos apartados, se examina la in-
fluencia gque sobre las interacciones de dinuclebsidos-fosfato ejercen
la concentracién de los compuestos y la temperatura, gue son los dos
factores que pue@en afectar de modo mis significativo a las interaccigo

nes implicadas.

NH2 o
N XN l NH
i ’< I ,J " J§o
, - N
HCH N HCH
0 N o
> NHs 3 o
- o 0 OH
Oyer® M N y s NH
f7 %o <' | J g A
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3.1. AUTOASOCIACION

Los par8metros de autoasociacién de ApA y de UpU se han de-
terminado de forma anfloga a los de las unidades monoméricas, es decir,
a partir de la variacién de la absortividad molar en ellmiximd con la

concentracifn de cada compuesto (tablas 3.1. y‘3.3.).

Los productos utilizados son las sales monoaménicas de ade-
nilil-(3'-5')~adenosina (ApA) y de uridilil-(3'-5'}-uridina (UpU), de
"Boehringer", desecados a vacfo, con gel de sflice, hasta peso constan-

te. Las disoluciones se han preparado en tampén fosfato.

Se ha medido también la variacién con la temperatura de la
absortividad molar en el miximo de una disolucién patré6n de cada ﬁno de
los compuestos estudiados. Los espectfos uv a’temberatura inferior a 1la
del ambiente se han obteni@o con ayuda de un criostato, seg(in el m&todo
experimental descrito en el apartédo 2.5.. Las medidas a temperatura su
perior a la del ambiente se han realizado en el espectrofotébmetro SP
1800, acoplado é un controlador de programa de teméeratufa Unicam SP
876, regulado a una velocidad de calentamiento de 1°C/min.. Este siste-
ma permite obtener directamente, en un regist;ador XY, la variaci6n de
la absorbancia con la temperatura, a una longitud de onda determinada.
Los resultados obtenidos por ambos procedimientos concordaron perfecta-
mente v fueron corregidos, en todo caso, teniendo en cuenta la variaci6
de volumen del disolvente con la temperatura. Tanto en la tabla 3.2.
cono en la 3.,4., correspondientes a ApA y UéU respectivaménte, se dan,
en funcifn de la temperatura, los valores de absortividad molar del df-
‘mero y sus respectivas hipocromicidades respecto del valor de ¢, de ca-

da uno de estos dinucleésidos—fésfato.
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Teniendo en cuenta que un dinuclefsido-fosfato se puede con
siderar formado por la unién, mediante un enlace fosfodiéster 3'-5', de
un nuclefsido y un nucleftido, se comparan los parfmetros de autoasocia
cibén experimentales de ApA y de UpU, con los obtenidos aplicando tam-
bién nuestro método de cilculo a la curva resultante de sumar las res-
pectivas curvas de hipocromicidad de adenosina-y AMP, por‘una parte, ¥y
de uridina y UMP, por otra (v. fig. 1.6., 1.12., 1.10. y 1.15.). De es~-
.ta forma, pretendemos comprobar si la asociaci6n de los dinuclefsidos~-
fosfato se puede predecir solamente a partir de sus componentes, o bien
si existe alguna contribucibn adicional debida a la presencia del esque

leto ribosa-fosfato (tabla 3.5.).

La estimaci6n de la hipocromicidad de los dinuclebsidos-fos
fato se ha realizado seg@n tres procedimientos diferentes, basados en

la ecuacibn:
Cref ®x
x = —e— 100 |19]
ref

en donde h, es la hipocromicidad correspondiente a la concentracién x

del dinucleé6sido~fosfato, €y ©8 la absortividad molar a dicha concentra

cibén ¥y ¢ es la absortividad que se toma como referencia, resultando

ref
ara cada uno de los procedimientos utilizados, en el caso del ApA, las

siguientes expresiones:

1)
€, (ApA)-e
g = — = 100 | 20|
€, (ApA)
2°)

e, (Ado) +e, (AMP) | -¢
he = Les ! ) ex 100 |21)
(e, (Ado) +e (aMP)]
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3°)
Ex(A+pA)—Ex

hy = m)—-mo |22]
x
.Los valores de hibocromicidad h(%), que figuran en la tabla
3.5., se han calculado segin el 18L procedimiento, y corresponden a la
hipocromicidad de la molécula asociada con respecto a 15 molécula libre
como se establecif en el desarrollo del métode de cilculo (ec. |B|). En
la misma tabla figuran los valores de h(%) del sistema nuclefsido+nucl

tido, calculados respecto del valor que resulta al sumar los €, de di-

chas unidades monoméricas.

Los valores de hipocromicidad h'(%) y h" (%) de la tabla
3.6., se han calculado segGn los procedimientos 2° y 3°, respectivamen
te. Se ha determinado, por tanto, la hipocromicidad correspondiente  a
diversos grados de asociacifn de los dinuclebsidos-fosfato: a dilucifn
infinita, en el punto de separacién de los efectos hipocrSmicos y a con-
centracién infinita, tomando como referencia el valor suma de los g,
del nuclefsido y nucleb6tido respectivos (eref=32580 para ApA y € ..~
=25120 para UpU), para obtener los valores de h;. Estos valores dan una
idea de como progresa la asociacién al aumentar la concentracidn del di-
nuclebSsido-fosfato, en relacién al estado de minima agregacién posible,

que es el que corresponde a las unidades monoméricas no asociadas: nu-

cleSsido y nucle6Stido.

An&logamente, los valores de h; se han obtenido tomando co-
mo referencia los valores de absortividad molar de la mezcla nuclefsi-

do+nucie6tido, a las mismas concentraciones gue para h%.
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Resultados experimentales

Los resultados obtenidos se exponen a continuacién, de

acuerdo con el siguiente esquema:

1) Se‘agrupan los resultados en los siguientes epigrafes:
3.1.1, Autoasociacidén de ApA.

3.1.2. Autoasociacién de UpU.

2) Dentro de cada epigrafe, se resumen en una tabla los va-'
lores de la absortividad molar en el miximo, en funcibén de la concentra
cién molar de soluto, as{ como los valores de los par&metros mé&s signi-

ficativos de los ajustes lineales utilizados (tablas 3.1. y 3.3.).

3) Para cada uno de los compuestos estudiados, se represen-
tan en una misma gr&fica la curva de hipocromicidad experimental del
dinuclebsido-fosfato y la curva calculada a partir de los ajustes obte-
nidos en el cap. 1 para los nuclefsidos y nucle6tidos correspondientes

(fig. 3.1. y 3.2.).

4) A continuacifn, se expone la variacién de la absortivi-
dad molar en el miximo con la temperatura, para cada compuesto (tablas

3.2. y 3.4.).

5) Por Gltimo, se dan las tablas conjuntas de los parfmetros
de autoasociacifn correspondientes a los diferentes sistemas estudiados
(ApA, A+pA, UpU, U+pU), asf como la hipocromicidad de diferentes esta-

dos de asociaci6bn (tablas 3.5. y 3.6.).
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3.1.1. Autoasociacién de ApA

TABLA 3.1.

ApA en ta?pﬁn fosfato (Amax=258 nm) .

18E efecto 2° efecto
c(mol/1) e.107? c(mol/1) £.107?
(1/mol.cm) ) {1/mol.cm)

4,60.10"° 25,8 3,50.107 3 22,2
9,00.10"°¢ 25,3 4,80.10°° 21,8
9,60.10"°¢ 25,3 5,00.10"° 21,4
1,80.10°° 25,0 7,40.10°3 21,1
4,50.10°°% 24,0 7,80.10°° 20,8
4,80.10-°% 24,2 9,70.107° 20,7
9,00.10-5 23,8 1,00.10"° 20,7
9,60.10"°F 23,7 1,50.10-2 19,4
1,80.107" 23,3 2,00.10°2 19,9
4,50.10"" 23,1 3,00.1072 18,7
4,80.10"" 23,1
5,00.10"" 22,9
9,00.10"" 22,7

. 9,60.10"" 22,6
1,00.1073 22,7
2,00.10"* 22,7
2,50.10°° 22,4
2,90.107° 22,3

Resumen de los valores obtenidos con
el programa de c&lculo "HIPOCROM".

18L efecto 2° efecto
€, 26630 26630
- 2218060 16400500
P "0,269:0,009 5,220,6
r 0,992 0,947
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5-10-¢ 5-10-4 M) 5-10-2

Fig. 3.1.- Absortividad molar de Adenilil-(3'-5')-Adenosina
a 258 nm. ApA: experimental; A+pA: calculada a

partir de las unidades monoméricas.
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TABLA 3.2.

Variacién con la temperatura de la hipocromicidad de ApA
(c=1,08.10""*M)

t(°C) £.107 © h(s)
5 23,88 10,3
15 24,18 9,2
25 25,00 6,1
30 25,44 4,5
35 25,60 1,9
40 25,64 3,7
45 25,86 2,9
50 25,92 2,7
55 26,16 1,8
60 26,22 1,5
65 26,38 0,9
70 26,46 0,6
75 26,62 0,0
80 26,62 0,0
85 26,70 -0,3
90 26,80  -0,6
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3.1.2. Autoasociacién de UpU

TABLA 3.3.

UpU en tampbn fosfato (Amax=262 nm) .

18X efecto' . 2° efecto .
c{mol/1l) €.,107° c(mol/1) €.107°¢
(1/mol.cm) (1/mol.cm)

4,30.10"°¢ 18,7 1,00.10"* 16,8
8,60.107° 18,5 1,40.10°° 16,7
9,60.10"°% 18,4 2,10.10-°% 16,6
1,90.20"°% 18,3 2,60.10°° 16,4
4,80.10°° 17,9 4,70.10"° 16,4
8,60.10~% 17,6 5,10.1073 16,4
9,60.10-° 17,6 7,10.10°° 16,3
1,90.10"" 17,5 1,90.10~? 16,3
3,50.10-" 17,5 2,60.10"2 16,2
4,80.10"" 17,3

5,10.10" 17,3

6,40.10"" 17,1

. Resumen de los valores obtenidos con
el programa de cilculo "HIPOCROM",

1§-£ efecto 2° efecto
€, 19110 19110
€, 1694060 16040150
P 0,18%0,C1 0,4820,05
r 0,982 0,956
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Fig. 3.2.- Absortividad molar de Uridilil-(3'-5')-Uridina
a 262 nm. UpU: experimental; U+pU: calculada a
partir de las unidades monoméricas.



Variacidn con la temperatura de la hipocromicidad de UpU

TABLA 3.4.

(c=8,6.10"5v)

t(°C) e£.107? h(%)
5 17,48 8,5
15 17,60 7,9
20 17,62 7,8
25 17,64 7,7
30 17,76 7.1
35 17,80 6,9
40 17,34 6,1
45 17,98 5,9
50 18,12 5,2
55 18,16 5,0
60 18,22 4,7
65 18,26 4,4
70 18,20 4,8
75 18,14 5,1
80 18,42 3,6
85 18,48 3,3
90 18,44 3,5
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TABLA 3.5.

Parimetros de autoasociacifn de dinuclebsidos-fosfato

18L efecto 2° efecto
Sistema -

K, §, h(3) - Kp §p  h(®)

ApA (exp.) 31.10° 4450 ‘16,7 400 - 10200 38,3

‘ A+pA (calc.) 32,9.10! 4870 14,9 340 10230 31,4
UpU (exp.) 33.10° 2170 11,4 |  13.10° 3070 15,1
U+pU (calc.) 740.10° 5500 21,9 10,6.10° 6470 25,8

TABLA 3.6.

Hipocromicidad de dinucle&sidos-fosfato, respecto del valor de-

€ref calculado para las unidades monomé&ricas correspondientes.
Sistema Concentraci6n € €Eref h'(%®) €Eref h"(%)
ApA =0 26630 32580 18,3 32580 18,3
¢=3.10"°M 22180 " 31,9 27710 20,0

c=w 16400 . 49,7 22350 26,6

UpU c=0 . 19110 25120 23,9 25120 23,9
c=6,4.10""M 16940 " 32,6 19800 14,4

Cc=w 16040 " 36,1 17070 6,0
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Interpretacifén de resultados

1) ApA

.

Curva de hipocromicidad

La curva de hipocromicidad experimental del ApA es de hébi-
to muy parecido al de la curva gue se obtiene sumando las respectivas
curvas de hipocromicidad de Adenosina y de AMP (A+pA), si bien se en-
cuentra desplazada hacia valores m&s bajos de la absortividad molar, y

por tanto presenta un efecto hipocrbmico adicional (fig. 3.1.).

El hecho mds destacable de la curva de hipocromicidad del

ApA es que, anilogamente a las unidades monoméricas, este dinucleSsido-
fosfato presenta un doble ,efecto hipoerSmico. Para hacer compatible la

existencia de este doble efecto con nuestra hip6tesis inicial de que el
18L efecto puede ser atribufdo a la formaci6n de dimeros, bastarfa admi
tir, como hipb6tesis plausible, que en las disoluciones dilufdas de los

dinucle6sidos-fosfato hay un primer paso de agregacifn & estructuras di
méricas, siendo cada una de las unidades de este dimero un dinuclebsido
fosfato; es decir, cada molécula de este compuesto, aunque estructural
mente es dimérica, se comporta como especie quimica de manera anfloga a
las que hemos designado como "unidades monoméricas". Si ello es asf, po
drian admitirse las dos alternativas de mecanismos de asociacifn sefiala
das para el 125 efecto en dichas unidades monoméricas, y que son la for
mécién de enlaces de hidr6geno intermoleculares o la formaci6n de dime-

ros por apilamiento de 2 mol&culas de dinucle6sido-fosfato.

Conviene destacar que la concentracifn a gque tiene lugar la

separacibn de los 2 efectos hipocrbmicos es aproximadamente la misma en
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el ApA y en el sistema A+pA.

Par&metros de asociacién e hipocromicidad

Los valores de los par&metros de asociacifn para una y otra
curva concuerdan, dentro de los lfmites del error experimental (tabla
3.5.). Esta concordancia de resultados podrfa interpretarse en el sen-
tido de que 1la autoasociaciGn del ApA puede predecirse a partir de los
datos obtenidos previamente para las unidades monoméricas correspondien
tes, a excepcibén del efecto hipocrSmico adicional citado anteriormente.
Hay que subrayar, no obstante, que esta conclusifn representa una prime
ra aproximacién a la interpretacifn de los complejos mecanismos implica
dos en el fenSmeno conjunto de la asociacibén, ya que tal concordancia
de los valores de los parimetros de asociacién puede ser la resultante
de los valores correspondieﬁtes, no s6lo a la asociacifn de los dinu-
clebsidos~-fosfato, sino también a las constantes de los equilibrios con
formacionales de estos compuestos, que en todo caso, parecen tener ma-
yor importancia en los dinuclefsidos-fosfato que en las unidades monomg

ricas, como exponemos mis adelante.

El cdlculo de 1la hipocromicidad h'(%) del ApA a diferentes
concentraciones (tabla 3.6.) revela que, a diluci6n infinita del dinu-
clebsido-fosfato, la hipocromicidad respecto de las unidades monomé€ricas
no asociadas es del 18,3%; por consiguiente, la presencia de la cadena
ribosa;fosfato induce por sf sola una ordenaci6n de las bases. El valor
de h' aumenta gradualmente hasta un valor miximo del 49,7%, a concentra
cién infinita, que es notablemente superior al de adenosina (34,1%) y

de AMP (32,0%), consideradas aisladamente (tabla 1.4.).
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El valor de h"(%) a diluci6én infinita es, naturalmente, el
mismo obtenido para h' de 18,3%. A la concentracién correspondiente a
la separacibén entre el 1° y e} 2° efecto hipocrfémico, es del 20,0%; por
tanto, en el 12X efecto se mantiene précticamente constante la hipocro-
micidad del dinucleb6sido-fosfato respecto de la mezcla de nuclebsido y
nuclebtido. Sin embargo, en el 2° efecto, la hipécromicidad asf calcula
da aumenta hasta un 26,6%, lo cual indicarfa que el enlace fosfodiéster
3'-5'" representa una contribucién especialmente significativa en el me-
canismo de apilamiento; de acuerdo con ello, este tipo de enlace serlia,
estructuralmente, el factor condicionante fundamental para la formacién
de "cadenas” (polinucleétidos y &cidos nucleicos!. Esta conclusién apo-
ya la idea general, expuesta por algunos autores (11), de que el apila-
miento de las bases es una consecuencia de la conformacién relativamen-

te rfgida del esgueleto de las cadenas polinuclebtidas.

En resumen, la diferencia fundamental de comportamiento en-
tre las unidades monom€ricas y los dinuclefsidos-fosfato estarfa en la
mayor ordenacibn de la forma polimé&rica (2° efecto hipocrfmico), de
acuerdo con los comentarios expuestos sobre la variacién de la hipocro-

micidad con la concentracibn.

Influencia de la temperatura

No es posible llevar a cabo una interpretacién adecuada de
los resultédos obtenidos acerca de la influencia de la temperatura sobre
las propledades de los dinuclefsidos-fosfato en disolucibn, sin tener
presente la ide: fundamental de gque dicha influencia puede afectar si-

mul t&neamente, .como minimo, a dos procesos fisicoquimicos diferentes:



226

1°) A los equilibrios de asociacifén intermolecular entre

las diversas molé&culas de dinucle6sido-fosfato presentes en la disolu-

cibn.

v

2°) A los equilibrios entre los diversos estados conforma-
cionales posibles de dichas molé&culas. Dentro de éstos, afectarfa funda
mentalmente a los eguilibrios entre las conformaciones apiladas y no-
apiladas de las bases de uﬂa misma molécula de dinuclebsido-fosfato

(gque se designan como eguilibrios de apilamiento intramolecular, para

distinguirlos de los procesos de apilamiento intermolecular que tienen
lugar en el fenbmeno de asociacién), y en menor grado, en todo caso, a
los equilibrios de las conformaciones "sin" y "anti" de los nucleésidos

Yy a los de las conformaciones "endo" y "exo" de los anillos de ribosa.

Hay gue tener presente que los equilibrios.conformacionales
citados no son independientes entre si. Los estudios realizados por RMN
permiten concluir gue la interaccién intramolecular de apilamiento de
bases condiciona, preferentemente, las conformaciones "anti” y "3'-endo”

(6).

De acuerdo con estas ideas, la mayor dificultad gue presen-
tan los estudios de los dinuclefsidos-fosfato en disolucibn, es, preci-
samente, la separaci6én cuantitativa de los equilibrios de asociacifn y .

de los equilibrios conformacionales,

El modo m&s directo de investigar los equilibrios conforma-
cionales y, en consecuencia, la interaccién intramolecular, es estddiaf
la influencia de la'temperatura sobre aiguna propiedad molecular sensi-
ble a la conformaciép.-En este sentido, se han realizado nﬁme;bscs estu

dios por RMN de los desplazamientos qufimicos de los protones de las ba-
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ses y de la ribosa, asf como de las constantes de acoplamiento, a diver
sas temperaturas (4,6,7,12~14). Teniendo en cuenta la complejidad del
problema que se plantea al intentar separar los efectos debidos a la in
teraccifn intra- e intermolecular, se ha adoptado, como solucibn m&s
razonable, la de trabajar con una concentracifn de dinuclebsido-fosfato
tan baja como sea posible, con el fin de minimizar los efectos debidos
a la interaccifn intermolecular, que son tanto mis notables cuanto ma-
yor es la concentracién del compuesto. En efecto; puesto que el proceso
de asociacién intermolecular depende también de la temperatura, éste
podrfa llegar a enmascarar completamente la interaccién intramolecular
si la concentraci6n del compuesto fuera apreciable. Ahora bien, debido
a la limitada sensibilidad de la espectroscopfa de RMN en el estudio de
disoluciones muy dilufdas, las concentracicnes mis pequefias con las gue
se suele trabajar son del orden de 5.107*-10"?M, pero a estas concentra
ciones ya existe un grado apreciable de asociacifn, como revelan nues-
tros datos de UV (fig. 3.1. y 3.2.), por lo que los efectos debidos a
la asociaci6n pueden predominar sobre los gque se deben a la interaccién

intramolecular.

Se comprende, por tanto, lo diffcil que resulta estudiar
independientemente, por métodos experimentales directos, los diferentes
equilibrios mencionados. Por ello, los Gltimos trabajos realizados en
este campo estdn orientados a determinar los parfmetros termodindmicos
" de interacci6n intra- e intermolecular, mediante cilculos numéricos ite
rativos, basados en la hip6tesis de que determinadas sefiales de los pro
tones pueden asignarse especificamente a los procesos de asociacibén in-

termolecular, o bien a los de apilamiento intramolecular (153).
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No entra dentro de los prop8sitos del presente trabajo efec
tuar un estudio de los equilibrios conformacionales de los dinuclefsi-
dos-fosfato, que constituirialpor sf mismo otro &rea de investigacién,
pero queremos destacar la oportunidad que ofrece la espectroscopfa UV
de estudiar disoluciones mucho m&s dilufdas de las que permite investi-
gar la espectroscopfa de RMN, en las cuales se.minimiza muy nbtablemen—
te el grado de asociacién.‘Por consiguiente, hemos estudiado la dependen
cia con la temperatura de la absortividad molar de diversas disoluciones

muy dilufdas de ApA.

El estudio de la absorcién UV de las discluciones de ApA en
funci6én de la temperatura, permitirfa evaluar, en principio, las magni-
tudes termodindmicas de la asociacibén intermolecular y de la interac-
cién intramolecular. Para obtener las primeras, serfa necesario calcu-
lar a diversas temperaturas las constantes de asociacibn, determinadas
a partir de las curvas de hipocromicidad en todo el intervalo de concen
traciones accesible, y aplicar la ecuacién de van't Hoff (ec. [16}),
como se ha realizado en el estudio de adenina, adenosina y 5'-AMP, cu-
vos resultados se exponen en el cap. 2.5.. Sin embargo, este procedi-
miento no ha podido llevarse a cabo por requerir una cantidad de produc
to de la gque no hemos dispuesto en el momento de la realizacién de este
trabajo, y dado su interés, seri objeto de'una experiencia complementa- .

ria posterior.

Ahora bien, a partir de los datos de que disponemos, en el
momento actual, de las "curvas de fusibén" (absortividad molar frente a
temperatura) de las mencionadas discluciones dilufdas de ApA, puede ha-
cerse una estimacién de la influencia de la temperatura sobre el grado

de asociacifn. Segln se deduce de la curva de fusién de una disolucién
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~10”'M de ApA (tabla 3.2.), la hipocromicidad calculada respecto del
valor de g, (a dilucién infinita ¥y que corresponde, por tanto, al dinu
cleSsido-fosfato no asociado), es del 10,3% a 5°C, y.se anula a partir
de 75°C, es decir, si la hipocromicidad fuese solamente una medida del
gradec de asociacifn, la elevacién de temperatura producirfa un efecto
desorganizador sobre la estructura del Apa, aléanz&ndose a 75°C uh es-

tado equivalente al del dinucleb6sido-fosfato libre.

A partir de la.citada curva de fusifn pueden estimarse tam-
bién unas constantes aparentes de apilamiento intramolecular, segfin un
método gue se bhasa en el llamado "modelo de 2 estados" (9,16,17), y es
anflogo al utilizado por otros autores en‘el estudio de los equilibrios

conformacionales de los dinuclebsidos-fosfato (3-5, 18-22).

El modelo de 2 estados es el mis simple gue se ha utilizadc
para explicar el eduilibrio conformacional de apilamiento intramqlecular
de los dinuclebsidos-fosfato. Este modelo supone que ias moléculas de
dinuclebsido-fosfato pueden tener solamente una de dos conformaciones
posibles,»bién la conformacién "apilada®, en la cual las dps bases se
disponen paralelamente entre s{, solapindose sus anillos correspondien-
tes, 6 bien la conformacifn "no apilada". La variaci6én de la absorcién
UV con la temperatura representarfa una medida de la fracci6n de molé-
culas “apilgdas"; en eéte sentido, el modelo de 2 estados se ha emplea-
do para él c&lculo, a partir de espectros UV, de las magnitudes termodi
nimicas de aéilamiento intramolecular de dinucleésidos-fosfato, oligo-
y polinucle&tidos (4,19,20,22). Las constantes aparentes de apilamiento

intramolecular, seglin este modelo, se definen por la expresiébn:

K(T) = l%%%%l 23]
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siendo £(T) la fraccifn de molé&culas no apiladas a cada temperatura,

que se calcula a partir de los espectros UV mediante la f6rmula:

e{T)~¢
£(T) = E———:EE£2 |24]
max min

siendo €(T) la absortividad molar aparente a cada temperatura T, y Emin

Yy ¢ las absortividades molares correspondientes a las moléculas de

max

conformacién "apilada" v "no apilada", respectivamente.

La dificultad experimental mds importante que presenta este

método, es la determinacibn de los valores de ¢ , que, en ge-

min ¥ Emax
neral, no son accesibles a una medicién directa. En consecuencia, se
suele recurrir a la extrapolacifén de estos valores en las "curvas de

fusién"; es decir, se toma como € el valor de £ correspondiente al
m P

in

, el valor co-

lfmite inferior del intervalo de temperatura, y como € max

rrespondiente al lfmite superior, a los cuales se puede suponer que son
mayoritarias las conformaciones "apilada" y "no apilada", respectivamen

te.

De acuerdo con los valores de la tabla 3.2., la absortivi-
dad molar de la disolucién de ApA tiende a coincidir en el limite supe-

rior experimental de temperatura con el valor de €, de este compuesto

1
(tabla 3.1.). Por el contrario, en el lfmite inferior de temperatura, la
variacién de la absortividad es afin relativamente érande, y en conse-
~ cuencia, no puede determinarse €l valor a que tiende (fig. 3.3.); una
aproximacifén razonable consistirfa en tomar el valor de e_ del efecto
hipocrémico qué aparece en el intervalo de concentraciones al que perte

nece la disolucibn estudiada, es decir:

€pax = €1 = 26630



€min = (Culg = 22180

Esta aproximacién de ambos valores limites de absortividad
no presupone la identificaci6n de los procesos que subyacen a la curva
de fusibén (apilamiento intramolecular) y a la curva de hipocromicidad

(asociacién intermolecular).

Se ha calculado, seglin este procedimiento, la constante apa
rente de apilamiento intramolecular a cada temperatura, utilizando la
ecuacién

k(1) = 288300 [25]

En la fig. 3.4. se representan los valores de logK asi cal
culados frente a los de 1/T, a los que puede ajustarse una ecuacifn li-
neal, lo cual supone una confirmacién de la validez del modelo empleado
(20) . A partir de la recta ajustada, se han estimado las magnitudes AH®
y AS°® de la interaccibn intramolecular de apilamiento, mediante la ecua

ci6én |16| dada en el cap. 2.5., resultando:

AH®

-9,4 kcal/mol

48°

]

- 33 cal/mol K

Este valor de AH° concuerda con los obtenidos por otros au-

tores a partir de valores de hipocromismo de espectros UV (4,19,23).

A la vista de estos resultados, es cbvio el interés qﬁe pre
senta el tratar de comparar el comportamiento de los dinucledsidos-fos-
fato con los de las unidades monoméricas, en relaci6én con la temperatu-
ra. Con este objeto, se han obtenido las "curvas de fusi6n" de disolucio

nes de adenina, adenosina y 5'-AMP a una concentracién equivalente a la
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utilizada para el ApA y, a partir de los valores de la absortividad mo-
lar correspondientes a cada temperatura, lefdos sobre dichas curvas,

se han calculado los valores Qe AH® y AS° aplicando el mismo método gque
acabamos de citar para el ApA, basado en el modelo de 2 estados. En la
fig. 3.4, se da la representacibn de van't Hoff correspondiente a la
"curva de fusién" del AMP, como ejemplo represéntativo. Los valores de

AH® y AS°® calculados para estas unidades monoméricas son:

Adenina AH® = +4,8 kcal/mol AS°® = +16 cal/mol K
Adenosina AH® = 42,5 " AS° = +10 "
AMP AH® = 42,0 " AS® = +10 "

Comparando estos valores con los de los parédmetros termodi-
nimicos de autoasociacién de adenina, adenosina y AMP, dados en la tabla
2.27., se observa gue el signo de estas magnitudes termodindmicas es po
sitivo, tanto si se calculan a partir de las curvas de hipocromicidad,

como de las curvas de fusién.

Teniendo en cuenta gue, en el ca#o de la adenina, no hay lu
gar a considerar los equilibrios conformacionales sin-anti y endo-exo,
Gnicamente se podrfan tomar en consideracibn los eguilibrios de forma-
cién de dimeros, bien por formacifn de enlace de hidr6geno o por apila-
miento de bases, que, en todo caso, corresponderian a asociaciones inter

moleculares.

Un razonamiento andlogo para adenosina y 5'-AMP, sugiere
que estas magnitudes termodindmicas no pueden asignarse aqui al tipo de
equilibrios conformacionales citados para los dinucleSsidos-fosfato, y
por tanto, esta concordancia de signo podrfa indicar que los procesos

fisicogquimicos estudiados en las unidades monoméricas mediante las cur-
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vas de hipocromicidad y las curvas de fusibn, son fundamentalmente, de
la misma naturaleza; es decir, de autoasociacién intermolecular y no de

transiciones conformacionales.

Esta deduccifn revaloriza la interpretacién de los signos
de las magnitudes termodinsmicas en funcifn de la importancia de las
interacciones hidroffbicas en el proceso de la autoasociacién, expuesta
en el cap. 2.5.; es decir, el signo de AH® y AS° se hace positivo cuan-
do el proceso fisicoQuimico que describen est8 condicionado, fundamen-
talmente, por las interacciones hidrof6bicas, de acuerdc con la aparen
te paradoja termodinémica discutida en los procesos de desnaturaliza-

cibén de protefnas y &cidos nucleicos,

2) UpU

Curva de hipocromicidad

La curva de hipocromicidad experimental del UpU es de hé&bi-
to anilogo al de la curva que se obtiene sumando las curvas de hipocro-
micidad de Uridina y de UMP (U+pU), si bien pueden observarse las si-

guientes diferencias (fig. 3.2.):

1.- La curva de UpU se encuentra desplazada hacia valores
mis bajos de la absortividad molar, y por consiguiente, presenta un efec

to hipocrémico adicional, an&logo al observado en el ApA (fig. 3.1.).

2.- En la curva de U+pU existen dos inflexiones. Esta apa-
rente anomalfa respecto a todas las curvas de hipocromicidad obtenidas
experimentalmente, no refleja un nuevo fenémeno de interaccién, sino gue
es, simplemente, el resultado "grifico" de sumar 2 curvas de hipocromi-

cidad, la de uridina y la de 5'~UMP, en las que son diferentes las con-
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centraciones a las cuales se produce la transicibtn del doble efecto hi-

pocrémico {(v. tablas 1.2. y 1.3.).

3.- En la curva de UpU existen dos efectos hipocrémicos, co
mo en el caso del ApA. Ahora bien, la concentraci6n de UpU a la gque tie
né lugar la transicién entre estos 2 efectos, es notablemente inferior
2 la de sus componentes, y es, por otra parte, el valor mis bajo obser-
vado en todos los sistemas estudiados por nosotros. Ello podrfa indicar
que la asociaci6n del UpU tiene, en conjunto, una naturaleza diferente

a la de los otros compuestos.

Parfmetros de asociacifn e hipocromicidad

El valor de la constante K, es muy diferente en los dos sis
temas que estamos comparando, siendo 33.10° para el UpU y 740.10° para
U+pU. El valor de K, de U+pU es muy alto, como corresponde a la "aditi-
vidad" de los valores de K, excepcicnalmente elevados de uridina (420,
.10%) y 5'-UMP (2000.10%), que fueron comentados explfcitamente en el
cap. 1. Sin embargo, el valor de K, del dinucle6sido-fosfato UpU es del

mismo orden que el obtenido para el ApA.

Por el contrario, los valores de K, concuerdan précticamen

te en los dos sistemas.

El c8lculo de la hipocromicidad h' (%) del UpU (tabla 3.6.)
revela gue, a diluci6n infinita de este compuesto, la hipocromicidad res
pecto a sus unidades monoméricas, no asociadas, es del 23,9%, y confir-
ma la conclusi6n obtenida para el ApA de gque la cadena ribosa-fosfato
induce ya una - ordenacifn intramolecular, que es la responsable de esta

hipocromicidad adicional. La magnitud de h' aumenta gradualmente hasta
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un valor miximo de 36,1%, a concentracién infinita, que es comparable

al de uridina (36,1%) y de UMP (27,7%), considerados aisladamente.

El valor de h"(%). disminuye desde 23,9 a dilucibn infinita
hasta 14,4 a la concentracif6n correspondiente a la transicién entre los
2 efectos hipocrSmicos. En el 2° efecto, h" sigue disminuyendo hasta un
valor de 6,0%, notablementg inferior al valor inicial. Este comporta-
miento es inverso al que presenta el ApA. Como se ha indicado en la in-
troduccibn de este capftulo, el apilamiento intramolecular es poco im-
portante en los dinuclebsidos-fosfato que contienen uracilo (2), y ello
podrfa condicionar que la ordenacién del UpU en el estado correspondien
te al 2° efecto hipocrSmico, sea notablemente inferior a la de sus com-
ponentes, uridina y UMP. Esta situacién podrfa estar relacionada con la
conformacibén singular de los oligo-Us y poli U, que segfin todos los es-
tudios realizados sobre ellos, es muy diferente a la de la serie del
8cido adenflico, y ha exigido el establecimiento de la hipStesis de una

conformacién especial de lazos en forma de horquilla- (24).

Influencia de la temperatura

Segfin se deduce de la "curva de fusi6én” de una disolucibn
n9.1075M de UpU, la hipocromicidad calculada respecto del valor ae €
correspondiente al dinuclefsido-fosfato libre, es del B,5% a 5°C y dis-
minuye hasta un 3,5% a 90°C (tabla 3.4.). Ello puede indicar que la tem
peratura ejerce uha_influencia desorganizadora sobre la estructura del
UpU, si bien en el 1lfmite superior de temperatura no llega a alcanzarse
un estado comparable al de minima asociacién, como en el caso del ApA

(fig. 3.5.).
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A partir de la citada "curva de fusién" se han estimado,
bas&ndose en el modelo de 2 estados, unas constantes aparentes de api-

lamiento intramolecular, a partir de la ecuacibn:

19110-¢ (T) |26 ]

K(T) = Z7T7-16940

en donde 19110 y 16940 son, respectivamente, los valores de ¢, y de
(Ew}d' obtenidos en el ajuste de la absortividad molar del UpU en fun-

cién de la concentracién.

En la fig. 3.6. se representan los valores de log K asf cal
culados frente a los de 1/T. A partir de la recta ajustada, se han esti
mado las magnitudes AH® y AS° de la interaccién intramolecular de apila

miento, obteniéndose:

AH® = -4,6 kcal/mol

AS®

. =14 cal/mol K

Estos par8metros termodin&micoé son del mismo signo que los
obtenidos para el ApA, pero de valor inferior. Este resultado permite
concluir, dentro de las limitaciones impuestas por el modelo utilizado,
gue en el UpU la interaccifén intramolecular es menos intensa que en el
ApA, de acuerdo con las observaciones comentadas en la introduccién de

este capfitulo (2).

En un reciente trabajo sobre la separacifn cuantitativa de
los procesos de apilamiento y autoasociacibn del dinucleésido-fosfato
ApU por RMN (15), se calculan las magnitudes termodin&micas de ambos

procesos, obteniéndose los valores:

AH® = -8,6 kcal/mol
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-24,8 cal/mol K

as*®

para la autoasociacibn, y:

- 6,4 kcal/mol

AH®
AS° = -20,7 cal/mol K

para el apilamiento intramolecular. Estos Gltimos valores son interme-

dios entre los obtenidos por nosotros para el apilamiento intramolecu-

lar .de ApA y de UpU.
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3.2. BETEROASOCIACION

En la asociacifn de los componentes de los Scidos nucleicos

pueden distinguirse dos fenSmenos distintos: autcasociacifn y hetero-

asociacién.

En los capitulps anteriores y en la 18 parte de este capftu
lo, se ha tratado solamente de la autoasociacifn, proceso segfin el cual
los componentes de los Scidos nucleicos interaccionan entre sf, dando
lugar a la formacién de dimeros o polimeros de molé&culas idénticas. Loé
resultados cobtenidos en este estudio respecto al proceso de apilamiento
de'bases constituyen una aportacién experimental importante para el co-
nocimiento fisicoquimico de los &cidos nucleicos, ya que, como Se reco-
noce unfinimemente en la actualidad, los fenSmenos de apilamiento supo~

nen una contribucién fundamental a su estructura y estabilidad.

Sin embargo, el factor determinante de la estructura de los
&cidos nucleicos, es la especificidad de las interacciones entre bases
complementarias por formacifén de enlace de hidr6geno, designada genéri-
camente con el nombre de "hetercasociaci6én". Como es sabido, la hetero-
asociacibn entre bases complementarias ha sido demostrada en disolventes
no polares, haciéndose mds débil esta asociacién a medida que aumenta
la polaridad del disclvente. Su estudio resulta especialmente diifecil
en disoluciones acuosas. Existe, sin embargo, evidencia experimental,
lograda por aplicacién de la técniéa de RMN, de la asociacién por apa-
reamiento de bases complementarias, en disolucidn acuosa, de 5'-ribonu-
cleStidos (AMP.CMP, UMP.CMP, UMP.GMP, GMP.CMP y AMP.UMP) (25) y de dinu
clebésidos-fosfato (CpG.GpC y GpU.ApC) (8). No obstante, puede afirmarse

gue, en genefal, la heteroasociacifn en disclucién acuosa ha sido estu-
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diada mucho mencs intensamente que la autcasociacifn, debido a las difi
cultades experimentales y de interpretacién te6rica gue implica su in-
vestigaci6n. Concretamente, por espectroscopfa UV se han estudiado so-
lamente la interaccifin entre polinuclebtidos complementarios y la inte

raccién monSmero-polimero.

Consideramos, por tanto, que puede ser de gran interés efec
tuar algunas experiencias, de carS&cter exploratorio, encaminadas a po-
ner de manifiesto, pcr espectroscopfa UV, la interaccibn entre bases
complementarias en disoluciones acuosas de compuestos mds sencillos

que los polinucle6tidos.

Como hemos indicado anteriormente, dada la conformaci®n de
las moléculas de los dinuclebsidos-monofosfato (9), estos compuestos
constituyen, por s{ mismos, la unidad estructural primaria de una cade-
na helicoidal. Teniendo en cuenta gue la unién de dos cadenas complemen
tarias por formacién de enlaces de hidrSgeno supone una interaccidén de
carcter cooperativo (8), en la cual desempefia un papel importante la
existencia de enlaces fosfodiéster 3'-5', la interaccifn entre dinuclel
sidos-fosfato de bases complementarias representa un sistema modelo ade
cuado para el estudioc de los mecanismos que determinan la formacibn de

dos cadenas complementarias.

De acuerdo con estas ideas, hemos realizado un estudio de
la hetercasociaci6n de ApA y UpU, entre sf y de cada uno de ellos con
su nuclefsido complementario (uridina y adenosina, respectivamente).Llos

datos obtenidos se exponen e interpretan a continuacifn.
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3.2.1. Metodologfia experimental

Para poner de manifiesto la asociacifn entre dos compuestos
diferentes, el método que hembs considerado m&s sensible consiste en
comparar la absorbancia UV en el mdximo, correspondiente a la mezcla
de ambos compuestos en tampsn fosfato, con la suma de las absorbancias,
a dicha longitud de onda, de los componentes libres, a la misma concen-
tracién a que se encuentran en la mezcla. La aplicacién de este método
queda limitada a aguellos casos en los que las longitudes de onda del
midximo de la banda de los componentes y del complejo resultahte de su
interaccibn sean, aproximadamente, coincidentes. Tal es el caso de los

tres sistemas que se estudian a continuacién.

La hip6tesis bésica de este método es que la existencia de
un efecto hipocrfmico en el espectro de la mezcla con respecto a los
componentes, se considera como una medida de la interaccif6n entre ambos
compuestos, para dar lugar a2 una estructura ordenada. Definimos la hipo

cromicidad como:

a -A _
h(s) = S21c 08 499 |27}
calc

siendo A pg 12 absorbancia de la mezcla y A la suma de las absorban

cale
cias de los componentes.

Para el estudio de la interaccibn de heteroasociaci6n mon&-
mero-polfmero, se ha utilizado el mé&todo de medir una propiedad sensible
a dicha interaccifn, variando la relacifn molar de ambos compuestos y
manteniendo constante la concentracifén de uno de ellos (26). De acuerdo
con este método; hemos seguido el proceso de heteroasociaciédn midiendo

la hipocromicidad de una serie de disoluciones, en las cuales se mantie .
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ne constante la concentracién de uno de los componentes y se varfa la

del otro.

Para estudiar la influencia de la temperatura sobre la hete
roasociacifn, se han obtenido los espectros UV a diferentes temperatu-
ras, tal como se describe en el apartado 3.1. de esta Memoria. La medi-
da de absorbancias debe efectuarse con la méxima precisién posible, de-

bido a que el efecto hipocrbmico observado es de pequefia magnitud.

De acuerdo con esta metodologfa, se ha realizado el estudio
de los 3 sistemas siguientes: UpU.Adenosina, ApA. Uridina y ApA.UpU. A
continuacifn, se exponen los resultados experimentales obtenidos, de

acuerdo con el siguiente esgquema:

1) En cada apartado se da una tabla en la que se resefian
las concentraciones de los compuestos utilizados, las relaciones molares
de los 2 componentes presentes en las diferentes disoluciones, la longi
tud de onda del miximo de absorcibn de cada disolucién, y la hipocromi-
cidad calculada, a dicha longitud de onda, a diferentes temperaturas

(tablas 3.7,-3.10.).

2) A continuacibn, se dan las representaciones gr&ficas de
los datos resefiados en las tablas anteriores, de la hipocromicidad de
cada sistema, en funcién de la relacién molar de los componentes, a ca-~
da una de las temperaturas estudiadas (fig. 3.7.-3.9.). La variacifn de
la hipocromicidad en funcién de la relacifn molar, es diferente en los

distintos sistemas, y se discute con detalle en cada uno de ellos.
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3.2.2. Interaccifn UpU.Adenosina

TABLA 3.7.

I3

Hipocromicidad de mezclas UpU.Adenosina, con respecto a los
componentes libres (conc. de UpU=2,57.107°M; [U]=5,13.107%M)

[Ado] [Ad°]/[u]_ Amayx. L)

(mo1/1) (nm) | £=25°C | £=15°C | £=10°C | t=5°C
5.10" 0,097 261 0,70 0,70 2,10 2,80
10~? 0,19 261 0,61 1,23 1,84 3,07

2,5.107° 0,49 260 2,67 2,67 3,56 4,41
5.10"° 0,97 260 3,97 4,28 4,89 5,50
1072 1,95 260 4,26 5,04 6,20 7,17
2,10°2 3,90 260 4,00 5,48 6,28 6,85

Interpretacifn de resultados

Los resultados experimentales obtenidos manteniendo constan
te la concentracién de UpU=2,57.10"*M, revelan que, cuando la concentra
¢ién de adenosina es superior a 5.10”“M, las mezclas son hipocr&émicas
con respecto a los componentes puros, y por tanto, existe interaccién

entre ambos compuestos.

La hipocromicidad aumenta con la concentracifn de monSmeroc,
tendiendo a alcanzarse, a cada temperatura, un valar constante (fig.
3.7.), lo cual puede interpretarse en el sentido de que, en el intervalo
de relaciones molares estudiado, se alcanza la saturacién en la forma-

cibn del posible complejo. La hipocromicidad también aumenta al dismi-
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Fig. 3.7.- Interaccidén UpU.Adenosina.

nuir la temperatura. Este resultado autoriza a afirmar gque la formacibn
de dicho complejo esti m&s favorecida a temperaturas bajas. La mixima

hipocromicidad observada, a 5°C, es del orden del 7%.

Estos resultados pueden interpretarse como reveladores de
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que se produce interaccifn entre UpU y adenosina para dar lugar a una
estructura m&s ordenada que la correspondiente a ambos compuestos li-
bres. Por otra parte, las curvas de la fig. 3.7. se pueden interpretar
en el sentido de que, en los intervalos de 5 a 10°C y de 15 a 25°C,
estas curvas de hip0cromicidad estdn poniendo de manifiesto la existen-~
cia de dos procesos distintos de asociacién, anflogos a los gque tienen
lugar en la interaccién poii U.adenosina, en el mismo intervalo de tem-

peratura (26).

3.2.3. Interaccifn ApA.Uridina

TABLA 3.8,

Hipocromicidad de mezclas ApA.Uridina, con respecto a los
componentes libres (conc. de ApA=2,5.107°M; [A]=5,0.107°M)

h (%)

(&giil) [urd]/[2] Amax(nm) t=25°C t=5°C
5.10"" 0,10 258- 4,02 2,96
2,5.107° 0,50 258 3,98 3,17
5.107* 1,00 259 4,08 3,14

1072 2,00 259 6,56 6,20
2.10°2 4,00 260 4,43 5,68
4.10°2 8,00 261 4,36 5,88

Interpretacifn de resultados

Los reéultados obtenidos revelan que, dentro del intervalo

de concentracicnes utilizado, las mezclas son hipocr6micas con relacién



247

a los componentes puros. Las curvas de hipocromicidad a 25°C y 5°C mues
tran un valor miximo para una relacién molar [Urd]/[A]=2. Este resulta-
do es comparable al obtenido en una experiencia exploratoria realizada
por nosotros, sobre la interaccifn poli A.Uridina, si bien en este Glti
mo caso la hipocromicidad es menor. El efecto hipocrfSmico observado es

del orden del 7%, comparable al detectado en el sistema UpU.Adenosina.

De la fig. 3.8. pueden destacarse dos diferencias fundamen

tales respecto al sistema UpU.Adenosina:

1) Aun en las disoluciones més dilufdas, se observa una hi-

pocromicidad del orden del 3-4%.

2) La curva de hipocromicidad en funcién de la relacifn mo-
lar, éorrespondiente a 5°C, es de hdbito andlogo a las del sistema
UpU.Adenosina. La hipocromicidad de las disoluciones aumenta al aumen-
tar la concentraci6én del nuclefsido, hasta gue llega a un valor miximo
para la relacifn molar [Urd]/[A]:Z, gue se mantiene constante si sigue
aumentando la concentraci6én de nuclef6sido, lo cual puede interpretarse,
anflogamente a como se ha expuesto en el caso de UpU.Adenosina, en el
sentido de gue, en el intervalo de relaciones molares estudiado, se al-
canza la saturacién en la formaci6én del complejo ApA.Uridina. Por el
contrario, a 25°C, la curva de hipocromicidad en funcién de la relacifn
molar es de h&bito diferente, pues si bien dicha hipocromicidad aumenta
también hasta alcanzar un valor m&ximo para [Urd]/[A]=2, su valor dismi
nuye si se sigue aumentando la concentracién de nuclefsido. Esta obser-
vacién indica que la interaccifn a esta temperatura tiene lugar en un
intervalo critico de concentraciones. Una interpretacién en profundidad

de este hecho requerirfa una investigacién complementaria para diluci-
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Fig. 3.8.- Interaccidn ApA.Uridina.

dar la naturaleza del complejo formado y la influencia qgue sobre su
estabilidad tiene la presencia de uno u otro de sus componentes en ex-
ceso. En todo caso, este comportamiento puede estar relacionado con el
hecho conocido de que la interaccifn monémero-polfimero se encuentra

muy desfavorecida cuando el monémero es pirimidfnico (27).



3.2.4, Interaccién ApA.UpU

TABLA 3.9.

Hipocromicidad de mezclas ApA.UpU, con respecto a los com
ponentés libres (conc. de UpU=1,03.107%M; [U]=2,07.107°M)

™ e h)
A U A nm) <
(mol/1) max t=25°C | t=5°C
'5.107" 0,24 262 0,0 0,0
10-32 0,48 261 0,0 0,0
2,5.107° 1,21 260 0,78 | 0,79
5.10"°% 2,41 260 0,97 | 1,00
102 4,83 259 1,67 ] 1,98
2.1072 9,66 258 2,00 | 2,06
TABLA 3.10.

Hipocromicidad de mezclas ApA:.UpU, con respecto a los com
ponentes libres (conc. de UpU=2,53.10"%M; [u]=5,06.10"M)

[A] h(%)
{mol/1) (al/(u] Apax (nm)

t=25°C | t=5°C

5,1.10"" 0,10 262 0,0 0,0
1,0.10°% 0,20 261 0,0 0,0
2,5.10-8 06,50 260 0,0 0,0
5,1.1073 1,00 260 1,82 1,85
1,0.1072 2,01 259 2,13 1,93

2,0.1072 4,01 258 2,23 2,58
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Interpretacifn de resultados

Se han efectuado dos experiencias, manteniendo la concen-
tracibén de UpU igual a 10~% y. 2,5.107 %M, respectivamente. Las curvas
de hipocromicidad (fig. 3.9.) muestran, en ambos casos, una inflexién
correspondiente a la relacién molar [A]/[U]=1, y son del mismo h&bito
que las curvas de hipocromicidad del sistema UpU.Adenosina (fig. 3.7.).
La mixima hipocromicidad observada es s6lo del orden del 2%, muy infe-
rior a la detectada en las experiencias de interaccifn de UpU.adenosi-

na y ApA.uridina

La curva de hipocromicidad es m&s abrupta cuando es mayor
la concentracién de U, lo que indica que la formacién del posible com-

plejo ApA.UpU se favorece aumentando la concentracién de UpU. Por otra

h{x) 2 a
2 o

0 1 1 i
h(x) b

2

0 i [ i

8 10
[a)/[u]

. ' -3
Fig. 3.9.- Interaccifn ApA.UpU. a) [Uk2.107° M;

b) [U5.10"° M. (025°C; ®5°C)
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parte, la forma sigmoidal de la curva correspondiente a la concentra-
cién de U=5.10"°M, podrfa indicar que este proceso de heteroasociacifn
es de naturaleza cooperativa, anilogamente a lo observado en la interac

cibn poli U.adenosina (26).

A diferencia de lo observado en los sistemas UpU.adenosina
Yy ApA.uridina, la hipocromicidad del sistema ApA.UpU no varfa signifi-

cativamente al disminuir la temperatura.

En resumen, los resultados obtenidos revelan que, aungue
existe interacci®dn entre los dinuclebsidos-fosfato complementarios ApA
Yy UpU, dicha interaccifn es m&s d&bil que la que se produce entre cada
unc de ellos y el nuclebfsido complementario correspondiente. En todo ca
so, estos resultados pueden apoyar la hipStesis de que el mecanismo de

interaccib6n entre poli A y poli U (28), se inicia ya a nivel de dfmeros.

Conclusiones generales acerca de la autoasociaci6n y he-

teroasociacifn de dinuclebsidos-monofosfato en disolu-

cifn acuosa

1} El estudio de los espectros UV de los dinucleSsidos-mono
fosfato ApA y Upl, en disolucién acuosa, en un amplio in
tervalo de concentraciones, pone de manifiesto la exis-
tencia de un doble efecto hipocrSmico, andlogo al descri

to para las unidades monomé&ricas.

2) Los espectros UV de los dinucleSsidos-fosfato revelan la
existencia de una hipocromicidad adicional respecto de

sus unidades monoméricas constituyentes, que es del 18,3%
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para el ApA y del 23,9% para el UpU, a dilucibén infini-
ta. Por tanto, la presencia de la cadena ribosa-fosfato

induce por sf sola una ordenacién de las bases.

3) La concordancia de los pardmetros de autoasociacién ob-
tenidos para el ApA y para la mezcla adenosina+5'-AMP,
AIw_&h\\\\puede interpretarse en el sentido de que los mecanismos
que determinan la autoasociacifn en 21 ApA y en sus uni
dades monoméricas, adenosina y 5'-AMP, son de la misma
naturaleza, si bien la forma polimérica del dinucleési-

do-fosfato tiene un mayor grado de ordenacién gue la de

dichas unidades monoméricas.

4) La discrepancia de los parimetros de autoasociacién ob-
tenidos para el UpU y para la mezcla uridina+5'~-UMP, en
el 18 efecto hipocrémicﬁ; indica que el procesc de asgQ
ciacién correspondiente es distinto en ambos sistemas.
Asf{ mismo, la variacién de la hipocromicidad con la con
centracifn revela gue, en el estado correspondiente al
2° efecto hipocr6mico, la ordenacifn del UpU es notable
ﬁente inferior a la que se podrfa predecir a partir de
sus componentes, uridina y 5'-UMP. Estos resultados con
firman que las propiedades fisicoguimicas singulares ob
servadas originariamente en los polinucleftidos de la
serie del uracilo, se ponen ya de manifiesto en las uni
dades monoméricas correspondientes (cap. 1 y 2), asi co

mo en sus dinuclebsidos-monofosfato.
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5)

6}

7

8)

Ya en los dinuclefsidos-fosfato, el enlace fosfodiéster

3'-5' contribuye especialmente al mecanismo de asocia-

cibén que da lugar a la formacién de cadenas helicoidales.

Las magnitudes termodindmicas de apilamiento intramole-
cular, deducidas de las curvas de fusifn de ApA y de UpU
segln el modelo de dos estados, utilizando los valores
de €, ¥ (Em)d de nuestras curvas de hipocromicidad, con
cuerdan, en magnitud y signo, con los valores dados en

la bibliograffa, y revelan gue la tendencia al apilamien

to intramolecular es mayor en el ApA que en el UpU.

Se ha demostrado experimentalmente, por espectroscopia
UV, la existencia de procesos de heteroasociacidn en los
sistemas UpU.adenosina, ApA.uridina y ApA.UpU. En la bi-
bliograffa consultada no se ha encontrado ninguna refe-
rencia acerca de la existencia de heterocasociacién en es
tos sistemas, gque pueden considerarse como modelos ade-
cuados para el estudio de procesos de heteroasociacibn

en mol&culas de mayor complejidad estructural.

La variaci6én de la hipocromicidad en funcién de la con-
centracifn, expresada como relacifn molar de los dos com
ponentes de cada sistema, revela que el proceso de hete-

roasociacifn es distinto en los tres sistemas estudiados.




4 .- OLIGONUCLEOTIDOS Y POLINUCLEOTIDOS
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En los capfitulos 1 y 2 de esta Memoria, se han expuesto los
resultados de la investigacién realizada sobre la autocasociacién de 16
unidades monoméricas de &cidos nucleicos, y en el capftulo 3, los rela
tivos a la autoasociacifn y heteroasociacién de dos dinucleSsidos-mono

fosfato, ApA y UpU.

En este capftulo, y siguiendo el orden creciente de comple
jidad estructural de los compuestos gue hemos designado, de una manera
general, como "componentes de &cidos nucleicos”™, se ha realizado un es
tudio, de carAicter anflogo, de los primeros términos de dos series de
oligonucleStidos: los &cidos oligoriboadenflicos, A(pA),, A(pA), Yy

A(pA),, Y los icidos oligoribouridflicos, U(pU),, U(pU}), y U(pU),.

En esta misma lfnea de trabajo, y de acuerdo con la.idea
directriz de explorar las posibilidades que ofrece la hipocromicidad de
las bandas de absorcifn de los espectros ultravioleta para el conoci-
miento de las interacciones intermoleculares e intramoleculares, se ha
extendido este estudio a los polinuclebtidos poli A y peli U. Con ello,
se lleva a término la investigaci6n de las interacciones moleculares de
componentes de &cidos nucleicos, iniciada en el nivel de minima comple-
jidad, que es el correspondiente a las unidades monoméricas libres, y
continuada con la secuencia dinucle6sidos-fosfato, oligonuclebtidos y
polinuclebtidos, en orden creciente de aproximacién a la estructura de

los &cidos nucleicos.
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4.1. OLIGONUCLEOTIDOS

Como es sabido,As? ha propuesto el.modelo de estructura he-
licoidal de cadena simple para polinucleétidos tales como poli A y poli
C, en determinadas condiciones de pH y temperatura. ésta_conformacién,
debida al apilamiento de las bases consecutivaé en la cadena polimérica,
no es estitica, como la estructura en doble h&lice del DNA, en la que
las bases complementarias se encuentran unidas por enlace de hidr&geno,
sino que es una estructura din&mica con secuencias fluctuantes de regio
nes mis o menos ordenadas. Como resultado de ésto, la molécuia tiene
poca rigidez hidrodindmica y se comporta, en algunos aspectos, como una
cadena estadistica. Es importante determinar a qué nivel de polimeriza-
cibn aparecen los diferentes par&metros fisicos relacionados con la
existencia de una estructura ordenada. Diversos estudios han estableci-
do gue las interacciones esenciales surgen ya a nivel de dfimero, habien
do sido especialmente estudiadas en series hom6logas de oligonuclebti-

dos, en funcibén del efecto hipocrbmico de los espectros UV (1).

En el 4rea de las interacciones de los oligonucledtidos (1-

4), son numerosos los trabajos publicados sobre tres temas principales:

a) Asociacién de homo-oligonucleétidos en disolucifn acuo-
sa (5-16).

b) Autoasociacibén de oligonucleStidos que contienen dos ba-
ses complementarias en secuencia alternante (olig6meros d{T-A)) (17) o

en secuencias sucesivas (oligSmeros A(pA)n_l(pU)n) (18) .

¢) Asociacifén de oligonucleétidos complementarios en disolu

cibén acuosa (15, 19-21).
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4.1.1. Acidos oligoriboadenfilicos

Se ha utilizado la serie de &cidos oligoriboadenflicos ApA,
A(pA),, A(pa), y A(pA), suministrados por "Boehringer™ {Mannheim) con
el nombre de "Combithek"™. Cada uno de los viales de esta coleccién con-
tiene de 2 a 3 mg de producto, en forma de sal .amb6nica liofilizada, que
se utilizaron sin purificaci6n adicional. Se desecaron a vacfo, con gel
de sflice, hasta peso constante. Las disoluciones de estos compuestos

se han preparado en tampSn fosfato.

Asociacifn intermolecular

El trabajo experimental realizado con los oligo-As ha esta-
do condicionado y limitado por la pequefia cantidad de producto disponi-
ble. El1 objetivo de este trabajo era, en principio, determinar los par§
metros de asociacifn intermolecular, para lo cual hubiese sido necesa-
rio obtener las curvas completas de absortividad molar frente a la con-
centracif6n, en un amplio intervalo de concentraciones, anilogamente al
método utilizado en el estudio de las unidades monoméricas y de ApA ¥y
UpU. Sin embargo, al disponer Ginicamente de cantidades muy limitadas de

producto, este estudio se ha tenido que reducir a dos disoluciones, de

concentraciones ¢,=5.10"°M y c,=5.107°M.

En la tabla 4.1. se dan los valores de absortividad molar
correspondientes a las concentraciones citadas, para los diversos oligo-
As. En la 48 columna de la tabla se dan los valores de absortividad mo-
lar, s[A+n(pA)], calculados mediante la suma de las absortividades de
adenosina (A) y 5'-AMP, {(pA), a la misma concentracifn que cada una de
las disoluciones de la serie de oligonucleftidos estudiados. Se compa-

ra de este modo la absortividad molar experimental de cada compuesto
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A(pa) con la absortividad molar calculada para el correspondiente sis

n’
tema A+n(pA), donde n varia desde 1 hasta 4. En la 52 columna se dan
los valores de hipocromicidad h;(%), obtenidos a partir de los valores
de ¢, a cada concentracién ¥, mediante la ecuacién:

e_{A+n(pA) |-e_{A(pA)
h" = xl Il n) 100

. 28]

EX[A+n(pA)]

La tabla 4.1. permite fealizar una interpretacién de resul-
tados anfiloga a la descrita para el ApA en el capftulo anterior. Se in-
cluyen en ella los resultédos obtenidos para el ApA, procedente del
mismo lote de "Combithek”, con objeto de comprobar la reproducibilidad
de las medidas de este compuesto con las obtenidas en el estudio espe-

cifico del ApA, descrito en el cap. 3.

Por las razones expuestas anteriormente, no ha sido posible
obtener las curvas de hipocromicidad completas de los oligo-As, como se
hizo en el ApA, y por tanto, la interpretacién de resultados se limita

al intervalo de concentraciones estudiado.

La variacién de la absortividad molar con la concentracién
de los 4dcidos oligo;denilicos es andiloga a la dque se puede predecir, a
partir de sus componentes correspondientes adenosina+n AMP, como se po-A:
‘ne de manifiesto grdficamente en la fig. 4.1., en la gue dicha varia-
cién, en este reducido intervalo de concentraciones, se representa por
sendas lfneas rectas, gue resultan ser paraielas. Es fazonable pensar

que las curvas completas de hipocromicidad de todos los oligo-As estu-

diados serfan del mismo h&bito que la del ApA.
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TABLA 4.1.

Absortividad molar e hipocromicidad de &cidos oligoadenilicos

e[A(pA)n].207%| e[a+n(pa)].10"?
Compuesto c(mol/1) h" (%)
. (1/mol cm) (1/mol cm)

ApA 4,6 .107° 25,80 31,62 18,4
4,5 .107°% 24,00 29,83 19,5

A(pA), 6,67.10°° 34,93 47,19 26,0
' 6,67.10°° 31,93 44,19 27,7
"A(pA), 4,67.10"° 43,47 63,51 31,5
4,67.1075 . 39,26 59,40 33,9

A(ph), 4,24.10°°¢ 52,59 79,71 34,0
4,24,10°° 47,60 74,43 36,0

Comparando entre sf las rectas experimentales de los &cidos
oligoadenflicos (fig. 4.1.), se deduce que la absortividad molar de es-
tos compuestos aumenta al aumentar la longitud de la cadena, como co-
rresponde a la aditividad de la absorbancia del némero de cromfSforos
que forman la cadena. Sin embargo, estas rectas, para cada oligonucled-
tido’, se encuentran desplazadas hacia valores m&s bajos de absortividad
molar en relacifn a las correspondientes rectas calculadas, lo cual re-
vela la existencia de un efecto hipocrSmico adicional, andlogamente a

lo expuesto para el ApA en el cap. 3.

Es, por tanto, interesante examinar la variacifn de la hi-
pocromicidad de estos sistemas, para lo cual hemos calculado los valo-

res de h" (%) gque figuran en la tabla 4.1.. En la fig. 4.2. se represen-

»
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tan las hipocromicidades de los oligo~As en funcién de la concentracién.
Como puede observarse, las rectas obtenidas son, aproximadamente, para-
lelas, lo cual indica que la hipocromicidad varfa con la concentracifn
en la misma forma para todos los sistemas. La hipocromicidad, con res-
pecto a los componentes, aumenta con la longitud de la cadena. Conside
rando que la hipocromicidad UV es una medida de la interacci6n entre
las bases, y por tanto, de la ordenacif6n de la cadena, este resultado
se puede interpretar en el sentido de que la ordenacién de los &cidos
oligoadenilicos aumenta al aumentar la longitud de la cadena. El resul-
tado mas significativo es que la diferencia de hipocromicidad al pasar
de un oligbmero A(pA), al A(pA)n+1, disminuye a medida gue aumenta el
valor de n, de tal modo que es razonable prever que se llegarfa a un
valor limite de hipocromicidad para una determinada longitud de cadena,
para la cual se alcanzarfa, por tanto, un miximo de ordenacién de sus

unidades monoméricas constituyentes.

Para una concentracifn de olig6mero de 5.10~°M, las hipocro
micidades de los &cidos oligoadenilicos respecto a la del poli A, cuyo

valor es, aproximadamente, del 40%, son:

ApA 49%
A(pA), 69%
A(pA), 85%
A(pa), 91%

Segfin Eigen y P&rschke (14), las hipocromicidades correspon

dientes a los siguientes oligbmeros de esta serie, a pH &cido, son:

(PA) ¢ 92%
(pA), ) 92%
(PA) 4 97%

(pA), 97,5%
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Fig. 4,2.- Hipocromicidad de &cidos oligoadenilicos.

Por consiguiente, puede estimarse que para una determinada
longitud de cadena, del orden de unos 10 nucleftidos, tiende a alranzar

se el mismo valor de hipocromicidad que presenta el poli A.

Interaccifn intramolecular

Se ha realizado un estudio acerca de la influencia de la
temperatura sobre las interacciones intramoleculares de los oligonuclel
tidos, anilogo al descrito en el capftulo dedicado a los dinuclebsidos-~
monofosfato. Para ello, se han obtenido las curvas de fusif6n de disoclu-
ciones dilufdas de los Scidos oligoadenflicos, a una concentracifn del
orden de 2.107*M, por monfSmerc, en todas ellas. A partir de estas cur-
vas de fusién, se han calculado las constantes aparentes de apilaniento
intramoiecular, de acuerdo con el modelo de 2 estados, y con ellas se
han estimado las magnitudes AH® y AS° de la interaccif6n intramolerular

de apilamiento mediante la ecuacién de van't Hoff.
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En estos sistemas, no se han podido obtener directamente
los valores de e, y (e_)a, utilizados en las ecunaciones del modelo de
2 estados, por no disponer de'las curvas completas de hipocromicidad.
Por consiguiente, se han estimado dichos valores por extrapolacién, su-

poniendo que es vdlida la aproximacifn siguiente:

€, (ApA) _ £, (RApA) . 129
.el(oligo A) ex(oligo a)

siendo Ey la absortividad molar correspondiente a una concentracién x.

En la tabla 4.2. se dan los valores de absortividad molar,
correspondientes a un intervalec de temperatura de 5 a 90°C, para A(pA),,
A(pA), ¥ A(pA),, a las concentraciones respectivas de 6,67.107°M; 4,67.
.107°M y 4,24.107 %M, que corresponden a una concentracifn aproximada de

2.107*M, por monbmero, en todos ellos.

En las fig. 4.3., 4.5. y 4.7. se representan las curvas de
fusidén de A(pA),, A(pA), vy A(pA),. En las fig, 4.4., 4.6. y 4.8. se re-
presentan los valores de log K, de las constantes de apilamiento intra-
molecular, frente a los de 1/T, a los que se ajusta una linea recta en
todos los casos. A partir de dichas rectas, se obtienen las magnitudes

aparentes AH®° y AS° que se dan en la tabla 4.3..
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.TABLA 4.2.

Variaci6n con la temperatura de 1avabso_g
tividad molar de dcidos oligoadenflicos. .

A(pa), A(pA) 4 A(pn),

t(°C)
€.107? €.10"° €.10-3
5 30,54 36,72 45,30
15 31,17 37,56 45,95
25 31,93 39,26 47,60
30 31,86 39,64 47,65
35 32,04 39,92 48,40
40 32,37 40,20 48,95
45 32,58 40,68 49,45
50 33,06 41,16 50,00
55 33,42 41,44 50,80
60 33,66 41,96 51,15
65 33,75 42,28 51,95
70 33,99 42,80 52,30
75 34,23 43,12 52,90
80 34,47 43,48 53,30
85 34,74 43,80 54,15

90 35,01 44,16 54,80
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TABLA 4.3.

Magnitudes termodindmicas aparen-
tes de apilamiento intramolecular

Compuesto AH®(kcal/mol} AS°(cal/mol K)

A(pA)z - 917 -31"
A(ph), --11,3 -36
A(pA), -13,1 -41

Los valores de los parémetros termodindmicos AH®° y AS°® de
A{pA), son comparables, en magnitud y signo, a los de ApA (AH°=-9,4;
A8°=-33), comentados en el capftulo anterior. Dentro de la serie de
oligonucle6tidos A(pA),, A(pPA), y A(pA},, se observa una variaciSn muy
regular de estos parfimetros, gque aumentan gradualmente en una cantidad
aproximadamente constante al aumentar la longitud de la cadena. Estos
resultados son concordantes con los obtenidos por Leng y Felsenfeld (8),

a partir de medidas de hipocromicidad UV de oligo-As y poli A.

Dentro de las limitaciones que impone la aplicaci6én de nues
tros datos experimentales al modelo de dos estados, los resultados obte
nidos podrfan interpretarse en funcifn de un mecanismo de interaccifn
con cierto caré8cter cooperativo, a medida gue la longitud de la cadena
permite el establecimiento de una conformacifn mi&s helicoidal. Los da-
tos obtenidos por otros autores mediante DC (11), indican gque, en estos
compuestos, el valor de AH® es aproximadamente constante, pero de la pe
quefia variacifn de AS°, detectada por ellos, deducen que la hipbStesis
de qué el proceso de fusifn sea no-cooperativo es, probablemente, una

simplificacién excesiva del fenbmeno global.
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4.1.2. Acidos oligoribouridilicos

Se ha utilizado la serie de &dcidos oligoribouridflicos
U(pU),, U(pU), vy U(pU), -sales ambnicas liofilizadas- de "Boehringer"
(Mannheim), sin purificacién adicional, desecados a vacfo con gel de si
lice hasta pesc constante. Las disoluciones de.estos compuestos se han

preparado en tampSn fosfato.

Asociacibn intermolecular

Debido a la limitada cantidad de producto de que se dispo-
nfa, para el estudio de la autoasociacibn se ha medido Gnicamente la ab
sortividad molar correspondiente a dos disoluciones, cuyas concentracioc
nes son c,zs.lo'GM y c2=5.10'5M, en una experiencia andloga a la de los

dcidos oligoadenflicos.

En la tabla 4.4. se dan los valores de absortividad molar
para los diversos &cidos oligouridflicos utilizados, asf como los valo-
res de absortividad molar, ¢[U+n(pU)], correspondientes a los sistemas
uridina+n UMP, y los de h" (%), definidos anteriormente, con objeto de
realizar un estudio paralelo al efectuado para los &cidos oligoadenfli-

Ccos.

En la fig, 4.9. se representan estos valores frente a las
concentraciones de las disoluciones utilizadas. Andlogamente a lo ex-
puesto en el caso de los oligo-As, se observa gque la absortividad mclar
de los oligo-Us aumenta al aumentar la longitud de la cadena y tiene un
valor inferior al calculado para la suma del nuclefsido y nucle6tidos
correspondientes, lo cual revela la existencia de un efecto hipocrémico
adicional. La diferencia de absortividad molar entre las rectas calcu-

ladas y las experimentales de los oligo-Us, es inferior a la observada
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en los oligo-As, lo que da lugar a valores mis bajos de h" (%) en los

dcidos oligouridilicos.

TABLA 4.4,

Absortividad molar e hipocromicidad de &cidos oligouridflicos.

’ e(upy) ].107% | e[utn(pv)}.207°

Compuesto c(mol/1l) - h" (%)
(1/mol cm) (1/mol cm)

UpU 8,64.107°¢ 18,52 20,96 11,6
8,64.10"° 17,63 20,07 12,2
U(py), 5,73.107° 26,53 31,59 16,0
5,73.10°° 25,50 30,20 15,6
u(pu) , 4,20.10°° 34,29 42,34 19,0
4,20.10°° 32,83 40,42 18,8
u(pu), 3,06.107° 42,48 53,26 20,2
3,06.10"° 39,70 50,74 21,8

En la fig. 4.10. se representan los valores de estas hipo-
cromicidades en funcién de la concentracifn. Las rectas que representa
la variacifn de la hipocromicidad tienen una pendiente practicamente n
la; es decir, en este intervalo de concentraciones, la hipocromicidad
depende muy poco de la concentracifn. La hipocromicidad aumenta con la
longitud de la cadena, apreciindose una disminucién regular de las di’
ferencias de hipocromicidad entre cada dos oligfmeros consecutivos, co
mo en el caso de los oligo-As. Por tanto, dentro de la serie estudiada
podrfa también alcanzarse un m&ximo de ordenacién, con respecto a las

unidades monomé&ricas, para una determinada longitud de la cadena.
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Fig. 4.9.- Absortividad molar de &cidos oligouridilicos a
261 nm, experimental (O) y calculada a partir
de las unidades monoméricas (@ ).

Comparando estos resultados con los obtenidos en la serie
de 4cidos oligoadenflicos, se puede afirmar que los Scidos oligouridfi-
licos presentan caracteriéticas singulares, que se inician ya en los
dinuclefsidos-monofosfato e incluso en las unidades monoméricas, de
acuerdo con las ideas expuestas en el cap. 2 (pdg. 162). Esta conclu-
sién apoya la idea de que el origen de la estructura singular del poli
U podria gituarse va a nivel de sus componentes mis elementales: uridi-

na, UMP, UpU y &cidos oligoribouridflicos.
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Interaccifn intramolecular

Con el fin de realizar un estudioc anflogo al que se ha lle
vado a cabo con los &cidos oligoadenflicos, acerca de la influencia de

la temperatura sobre las interacciones intramcleculares, se han obteni

h )
20 L UlpUly —O— C
U(pulg —O— —O0—
UlpU)g —_O— —-O—
1 UpU —_—) O
1 [ S | i ) 1o el
10-% 10-5 10-4

C (M)
Fig. 4.10.- Hipocromicidad de &cidos oligouridilicos.

do las curvas de fusién de disoluciones dilufdas de los &dcidos oligou-
ridflicos, a una concentracifn del orden de n1,7.107 ‘M, por monSmero,

en todos ellos.

En la fig. 4.11. se representan las curvas de fusibn de
U(pU),, U(pU), ¥ U(pU),, gque revelan que, en el intervalo de temperatu
ras estudiado, de 6 a 90°C, la variacién de la absortividad molar de
estos compuestos estd dentro del error experimental. Es obvio, por tan
to,. qué en dicho intervalo, la temperatura no influye en el grado de

ordenacibn de los &cidos oligouridflicos.

El distinto comportamiento frente a la temperatura de los

dcidos oligoadenflicos y de los &cidos oligouridilicos, es una manifes
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tacifn m&s de gue los procesos de asociacién, y por consiguiente, las
estructuras que de ellos resultan, son notablemente distintos en ambas

series.

Conclusiones generales acerca de las interacciones in-

termoleculares e intramocleculares de los &cidos oligo-

riboadenflicos y oligoribouridflicos

1) La variacifén de la absortividad molar con la concentra
cibn de los Acidos oligoadenflicos y oligouridflicos,
es aniloga a la que podrfa predecirse a partir de sus
componentes adenosina+nAMP y uridina+nUMP, respectiva
mente, pero todos ellos presentan un efecto hipocr6&mi-
co adicional, que se interpreta como consecuencia del
enlace covalente 3'-5' ribosa-fosfato, establecido en-

tre las unidades monoméricas.

2) La hipocromicidad, y por tanto, el grado de ordenacibn
de las bases, de los &cidos oligoadenflicos y oligouri
dilicos, con respecto a sus componentes, aumenta al au
mentar la longitud de la cadena, si bien en los &cidos
oligouridflicos la hipocromicidad depende muy poco de

la concentracibn.

3) La hipocromicidad de los &cidos oligoadenflicos es ma-

yor que la de los acidos oligouridflicos homSlogos.

4) La diferencia de hipocromicidad al pasar de un oligbme

ro A(pA)n al A(pA)n+1, disminuye a medida que aumenta
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5)

6)

el valor de n. Este hecho se interpreta en el sentido
de que, para una determinada longitud de cadena, que
puede estimarse dél orden de 10 nucledtidos, se alcan
za un miximo de ordenacién de las unidades mpnoméri—
cas constituyerites. En la serie de &cidos oligecuridi-

licos se observa un comportamiento anélogo.

Las magnitudes termodindmicas aparentes, AH® y AS®,
corfespondientes al apilamiento intramolecular de las
bases en los &cidos oligoadenflicos, son de signo ne-
gativo y aumentan gradualmente, en una cantidad aproxi
madamente constante, al aumentar la longitud de la ca
dena..Este resultado podria interpretarse en funcién
de up mecanismo de asociacifn de cierto caricter coo-

perativo.

Las "curvas de fusibn" de los &cidos oligouridilicos
no revelan una variacién detectable de la absortivi-
dad molar con la temperatura, en el intervalo de 6 a
90°C. Atribuimos esta diferencia llamativa respecto a
los &cidos oligoadenflicos, al comportamiento singular
que, a todos los niveles de complejidad estructural,
presentan los componentes de &cidos nucleicos que con

tienen uracilo.
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4.2. POLINUCLEOTIDOS

Inmediatamente degpués de que, en 1955, Ochoa y colaborado
res (22,23) aislasen la poliribonuclestido fosforilasa, que cataliza
la reaccifén de condensacién de los ribonucle6sidos-difosfato para dar
poliribonucleétidos, fueron sintetizados el &cido poliadenflico (poli
A) y el &cido poliuridflico (poli U). A partir de entonces, estos y
otros polihucleétidos, de las més diversas estructuras, han sido obje-
to de numerosas investigaciones, por constituir los sistemas modelo
mis adecuados para el estudio de los &cidos nucleicos, habiéndose publi
cado diversas revisiones de los trabajos de tipo fisicoquimico que se

han realizado sobre este tema (2,24-31).

4.2.1. Acido poliriboadenflico (poli A}

Se ha utilizado dcido poliriboadenflico (sal pot&sica lio-
filizada) de "Boehringer" (Mannheim), sin purificaci6n adicional. Se
han preparado sendas disoluciones de este polinucleftido en tampSn fog -
fato (pH 6,8) y en tamp6n acetato (pH 4,61, con objeto de comparar el
distinto comportamiento de las conformaciones de hélice simple (7,8,
32-38) y de doble hélice (7,32-34, 36, 39-42) que adopta el poli A a c

da uno de ‘los pH mencionados.

Asociacifn intermolecular

En el estudio de &cidos nucleicos y polinucleStidos por es

pectroscopfa UV, se utiliza usualmente el valor de la absortiviiad mo-~
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lar (P}, que corresponde a una absortividad media por mol de nucles-
tido (35,36). Esta absortividad molar, €(P), del poli‘A de cadena sin-
ple a 25°C, puede calcularse a partir de los datos obtenidos mediante
la hidr6iisis alcalina del poli A, en la cual se escinden los enlaces
fosfodiéster de la cadena polinucleotfdica, con la subsiguiente libera

cién de AMP. (32,43).

El fundamento de este mé&todo es el siguiente: 'si se desig-
na por e(P) la absortividad molar en el miximo (257 nm), por monémerc,
del poli A de cadena simple a pH neutro y una temperatura dada, al con
sumarse la hidr6lisis alcalina del poli A se verifica la siguiente re-
lacién:

e(P) (257 nm) _ -A(poli A) (257 nm)
e (BMP) (259 nm) = A{Poli A hidrolizado) (259 nm)

130]

en donde € (P) y A(poli A) se miden a pH neutro, y €(AMP) y A (Poli A
hidrolizado) pueden medirse a pH alcalino. Por tanto, para determinar
el valor de e (P) mediante la anterior relacifn, basta medir la absorban
cia de una disolucibn de poli A a 257 nm a pH neutro, antes de ser hi-
drolizado, y a pH alcalino, una vez gue se ha producido la hidr6lisis
completa del poli A a AMP. El criterio que permite decidir que la hidré
lisis se ha completado, es que la absorbancia de la disolucién no va-

rie con el tiempo (36).

‘Puesto que el poli A se hidroliza a AMP, la absorbancia de
la disolucibn hidrolizada es una medida de la concentracifn de este nu
cle6Stido, a la cual, teniendo en cuenta el espesor de ia célula utili-
zada, corFesponde un determinado valor de ¢ (AMP), gque puede deducirse
a partir de la curva de & %rente a concentracién molar del AMP. La ab

sorbancia del poli A hidrolizado puede medirse directamente en la di-
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solucifén alcalina, o bien en estg disolucifn una vez neutralizada. Se-
gin se adopte uno u otro procedimiento, deberi utilizarse la curva de
hipocromicidad del AMP a pH 13 (fig. 2.24.) o a pH 7 (fig. 1.12.), res
pectivamente. Los valores que hemos obtenido<£ediante aﬁbos métodos son
concordantes. Para el poli A de cadena simple,_a pH nedt;o y 25°C, e(p'

=10,1.10° 1/mol cm, gue concuerda con los de_lé bibliografia (35,36).

Una vez calculado, segn este método, el valor de e(P} del
poli A a pH neutro y 25°C, es posible determinar la absortividad del
poli A a una temperatura determinada, a-partir de la medida de la absor
bancia a esta temperatura, asf{ como calcular la concentracién molar,

por monSmero, de la disolucién de poli A.

La absortividad molar € (P) del poli A, en el m&ximo de ab-
sorcién (257 nm a pH neutro y 252 nm a pH &cido), no varfa con la con-
centracién, en el intervalo 5.107%-4.1072M, a diferencia de lo observa
do en las unidades monoméricas de adenina y en los &cidos oligoadenfli
cos. Este resultado puede interpretarse en el sentido de que, & estos
valores de pH, el poli A no se autoasocia al aumentar la concentracifn
© bien de que, al nivel de complejidad estructural de este polinucleS-
tido, la posible autoasociacién debida al aumento de la concentracién -
no da lugar a un efecto hipocrfmico como el observado en sus componen—
tes. Esta dGltima deduccifn implicarfia gue, una vez alcanzada una deter
minada longitud de cadena, se obtendrfa un valor maximo'del hipocromis
mo del sistema, que ya no aumentarfa aunque siguiera aumentando la lon

gitud de la cadena.

Por otra parte, al disminuir el pH a un valor inferior a 6

se produce una transicién estructural seg@in la cual se asocian dos ca-
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denas helicoidales de poli A para constituir una doble hé&lice (7,33,34,
36) . La formaci6n de esta doble hélice puede considerarse como un pro-
ceso de asociacifn intermolecular en el poli A de cadena simple, y se-
gln nuestros resultados experimentales, esti acompafiada por una dismi-
nucién del valor de c(P) desde 10,1.1¢? a 9,1.10% a 25°C, lo cual supo

ne un efecto hipocrfmico aparente del 10%.

Interaccién intramolecular

Hemos llevado a cabo un estudio de la influencia de la tem
peratura sobre las interacciones intramoleculares en el poli A, andlo-
go al descrito para los &cidos oligoadenilicos. Para ello, se midif 1la
variacifén de la absortividad molar en el miximo de disoluciones de poli
A, a pH neutro y a pH &cido, en funcifn de la temperatura. En las fig.
4.12. y 4.13, se dan las "curvas de fusién" correspondientes. Los es-
pectros a diferentes temperaturas se obtuvieron mediante el procedimien
to experimental descrito en el cap. 3. Al aumentar la temperatura se
observ$, tanto a pH neutro como a pH &cido, un notable efecto hipercr&-
mico que acompafia a la transicién orden-desorden de este polinuclebti-
dot

Se han dedicado numerosos trabajos al estudio de la transi
cién h&lice-cadena estadistica de polinucleStidos (44). No entraremos
agqui, por tanto, en la discusifn en profundidad del significado de este
fen6meno, cuyo tratamiento no es el objeto del presente trabajo. Utili
zaremos Gnicamente las "curvas de fusién” del poli A, en sus dos confor
maciones de h&lice Ssimple y de doble hé&lice, para relacionar los valo-
res de hipocromicidad obtenidos a partir de ellas con los datos, obte~

nidos por nosotros, relativos a las interacciones de las unidades mono
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Fig. 4.12.- Curvas de fusidn de poli A a pH neutro.
O T. fosfato; @ Etanol (50%); @ DMSO (50%).

€-1073

12

"1 b

10 L

t{°C)

Fig. 4.13.- Curvas de fusibn de poli A a pH &cido.
O T. acetato; @ Etanol (50%); @ DMSO (50%).
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méricas y de los dcidos oligoadenflicos, con objeto de establecer una

correlacién acerca del estado de ordenaci6én de los diferentes sistemas.

Las curvas de fusifn del poli A a pR neutro (fig. 4.12.),

se han obtenido, con idénticos resultados, en tampén fosfato, de pH 6,8
y en tampSn cacodilato 0,05 M, de pH 6,9. El cacodilato, como tamp6n,
ha sido utilizado por diversos autores (8,15,21) sin justificar explf-
citamente las razones de su empleo, que inicialmente, seglin Fresco y
Alberts (43), fue impedir 1la contaminacién bacteriana de las disolucio-
nes. Sin embargo, la concordancia de los resultados obtenidos por noso-
tros en ambos tampones confirma la fiabilidad de las medidas realizadas

en las disoluciones en tampSn fosfato.

En estas curvas de fusifén a pH neutro, se observa un efecto
hipercrémico, que aumenta gradualmente al aumentar la temperatura, aso
ciado con la transicifn no-cooperativa de la hélice simple a la cadena
estadistica (7,8,11,34). Las curvas presentan un punto de inflexién
(Ty) » poco definido, hacia 45°C, pero en el intervalo de temperaturas

- estudiado no se completa la transicién. Es de interés destacar, por otra
parte, que'la curva de fusifn a pH neutro no depende de la concentra-
cibén de poli A, pues, al representar la absortividad molar en funcién
de la temperatura, se ha obtenido la misma curva para disoluciones de

poli A de concentraciones 5.107%, 5.10"" y 5.107% M.

La curva de fusién del poli A a pH &cido (fig. 4.13.) se ha

obtenido, a una concentraci6n de 6.107°% M, en tampdn acetato, de pH 4,6.
Con el fin de impedir la formacién de agregados insolubles de poli A,
que se produce si se disuelve directamente este polinucle6tido en el

tamp6n, fue necesario disolver previamente el poli A en agua y afiadir a
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continuacién, por separado, los componentes del tamp6n en la proporcid
adecuada (36). La curva de fusifén obtenida revela también un efecto hi
percrémico, pero la transicidp es mucho mis abrupta que a pH heutro, de
bido a la cooperatividad de la disociacidén de la doble hélice (7,33,34)
Existe en dicha curva un punto de inflexién a una temperatura de 82°C,

notablemente superior a la detectada a pH neutfo, lo cual revela que,

a pH &cido, la transicifén conformacional requiere alcanzar una tempera
tura mé&s elevada. Por otra parte, la longitud de onda del m&ximo se des

plaza desde 252 hasta 259 nm en el curso de la transicién.

Las curvas de fusidSn se obtienen representando el valor de
la absorbancia frente a la temperatura, pero pueden representarse tam-
bién, m&s rigurosamente, en té&rminos de absortividad molar frente a

temperatura, o bien de hipocromicidad frente a temperatura.

El c8lculo de la hipocromicidad del poli A, con res-
pecto al monémero libre (AMP), puede realizarse a partir de
los valores de ¢(P) del poli A a diferentes temperaturas.
Para ello, hacemos uso de una ecuacién anfloga a la |[21]:

€, (AMP) ~€
h) = ————=% 100 |31]
v €, (AMP)

en donde h! es la hipocromicidad de una disolucién de poli
A de absor¥ividad Ege

Para calcular los valores de la hipocromicidad h' (%)
del poli A a pH neutro y a pH &cido, gque se dan en la 48 ¢
lumna de la tabla 4.5., se toman como referencia los valo-
res de ¢, del AMP a esas mismas condiciones de pH, €,;=1676
(tabla 1.3., p&g. 39) y €,=15010 (tabla 2.17., p&g. 155),
respectivamente. Mediante este procedimiento, y consideran
do que la hipocromicidad es una medida de la interaccifn 4
las bases, se puede estimar el grado de ordenacién del pol
A, sometido a diferentes condiciones de pH y temperatura,
en relacifén al estado de minima asociaci6n posible, que es
el gque corresponde al monémero libre, caracterizado por el
valor de g,.
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La fig. 4.14. muestra los resultados obtenidos representan
do la hipocromicidad en el mé&ximo del poli A a pH neutro y a pH 4cido,
frente a la temperatura. Esta representacién ofrece las ventajas, fren
te a las representaciones cl&éicas, de que proporciona directamente una
medida del desordenamiento del sistema al-aumentar la temperatura, y
de gue permite comparar f&cilmente el grado de ordenaci6n de ambas con
formaciones de poli A, con respecto al monfmero. Por otra parte, con
este tipo de representacifbn aparece algo mis abrupta la transici6én con

formacional.

El mcdelo de dos estados es aplicable solamente a transicio
nes no-cooperativas, y por ello, no puede utilizarse para el cilculo
de magnitudes termodin&micas de la transicifn del poli A a pH 4cido (8,
35). Sin embargo, & partir de la curva de fusif6n a pH neutro pueden cal
cularse las constantes aparentes de apilamiento intramolecular, de a-
cuerdo con el modelo de dos estados, y mediante la variacién con la tem

peratura de dichas constantes hemos estimado las magnitudes termodinéd-

micas aparentes de la interaccién intramolecular de apilamiento, utili-

zando la ecuacifn dg van't Hoff. Los valores de ¢ se han ob-

min ¥ max
tenido directamente de la curva de fusi6n, a las temperaturas de 5° y

90°C, respectivamente.

En la fig. 4.15. se da la representacién de van't Hoff para
el poli A. A partir de la recta obtenida, se han calculado los siguien-

tes pardmetros termodindmicos aparentes:

AH®

-14,4 kcal/mol

AS® - 45 cal/mol K

L}

gue tienen el mismo signo que los obtenidos para ApA, A(pA),, A(pA), ¥y
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Fig. 4.1u4,- Hipocromicidad de poli A, respecto de
AMP, a pH neutro (O ) y a pH &cido (@®).
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A{pAd),, comentados anteriormente. Por otra parte, la magnitud de estos
parametros parece representar el valor lfmite a que tienden los calcu-
lados para los citados oligonucledtidos (tabla 4.3.). Este limite de
las magnitudes termodin&micas‘de las cadenas de longitud creciente de
los compuestos A(pA)n podrfa tener una relacién causal con el valor 1%
mite de hipocromicidad que se ha discutido al éprner los resultados
de la interaccifn intermolecular de los oligonucle&tidos en funci&n de

la hipocromicidad.

Discusifn conjunta de la variacién de la hipocromicidad de

5'-AMP, &cidos oligoriboadenflicos y poli A

En la tabla 4.5. se dan conjuntamente los resultados de las

medidas de hipocromicidad correspondientes a AMP y &cidos oligoadenfli-

ftog K

+10 L

00 |

-10 L

[] 1 1 1 | 1 1 a1 1 1
2,8 3,0 3,2 34 36 13T 103

Fig. u.15.- Representacidén de van't Hoff para

poli A, a pH neutro.
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cos, asf como las del &cido poliadenflico, en sus dos conformaciones de

h&lice simple a pH neutro y de doble hélice a pH &cido.

La 22 columna de esta tabla se refiere a los diferentes
grados de interacci6n entre las bases, para los que se ha determinado,
en cada caso, el valor ée la absortividad mola;. En ella se da la con-
centracién de las disoluciones, en el AMP y en los aligonucle6tidos, y

la temperatura, en las disoluciones de poli A.

La 32 columna resume los valores de la absortividad molar,
en el mﬁximo,.que corresponden a cada grado de interaccifn; en AMP y
ApA, se dan los valores de ¢,, (sm)d Yy (e )p obtenidos a partir del mé
todo de cilculo de pardmetros de autoasociacifn; en A(pA),, A(pA), vy

A(pA) se dan los valores experimentales de absortividad molar a las

y 7
concentraciones citadas y en el poli A, los valores de ¢ (P) obtenidos
directamente de las curvas de fusi6n a las temperaturas correspondient

teniendo en cuenta el desplazamiento del m&ximo de absorcién al aumen-

tar la temperatura.

Finalmente, la 42 columna recoge los valores de la hipo-
éromicidad. Para hacer coﬁparabies entre si los valores de 15 hipocro-
micidad de los diferentes compuestos, se ha realiiado su c&lculo adop-
tando como "criterio de normalizacién” el referir la hipocromicidad de
AMP al valor de ¢, del mismo; la de los oligonuéleétidos, a la suma
€, (Ado) +ne, (AMP), donde n varia desde 1 hasta 4; y la del poli A, a pH
neutro y a pH &cido, al valor de ¢, del AMP a cada uno de esos valores

de pH. En resumen, todas las hipocromicidades estdn referidas a la ab-

sortividad de los monfmeros sin asociar.

De los valores de hipocromicidad dados en la tabla 4.5.,
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TABLA 4.5.

Hipocromicidad de 5'-AMF, &dcidos oligoriboadenflicos y poli A

. Concehtracifn €m

Compuesto o temperatura (1/mol.cm) h* (%)

S'-AMP c=0 el=16760 0,0

(pH 6,8) c=5.10"°M € =15000 10,5

c=4.10"°M (e,)4=13640 | 18,6

c= (ew)p=11400 32,0

ApA c=0 £,=26630 18,3

(pH 6,8) c=4,8.10"%M e =24200 25,7

c=3.10"M (e_)4=22180 | 31,9

C=e (e,) p=16400 49,7

A(pA), c=6,67.10"%M 31930 35,3
{pH 6,8)

A(pA), c=4,67.10"°M 39260 40,6
(pH 6,8)

A(pA) , c=4,24.10"°M 47600 42,5
(pH 6,8)

Poli A t= 5°C 9500 43,3

(pH 6,8) t=25°C 10100 39,7

t=45°C=Ty, 11100 33,8

t=90°C - 12500 25,4

Poli A t= 2°C 9100 39,4

{pH 4,6) t=25°C 9100 39,4

t=82°C=‘1‘m 10700 28,7

t=90°C 12900 14,1
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pueden deducirse las siguientes conclusiones:

1°) lLos valores de hipocromicidad a 25°C del poli A a pH neu-
tro y a pH &cido, con relacién al mondémero libre, son aproximadamente
del 40% en ambos casos. Este resultado representarfa que la interaccién
de las bases en el poli A respecto al AMP es aﬁaloga en ambas conforma
ciones, pero la hipocromicidad no aporta informacién especifica, direc
ta, sobre la naturaleza de éstas. Por tanto, el valor de la hipocromi-
cidad no permite discernir entre las ordénaciohes correspondientes a
una hélice de cadena simple y a una doble hé&lice, sino que dnicamente
refleja, de una manera global, el grado de interaécién entre las bases,
pero no la contribucién que cada uno de los nuevos factores gue implica

la formaci®n de una doble hélice, tienen sobre su valor total.

2°) La hipocromicidad del poli A én cadena simple, en su mids
alto grado de ordenacifn, segtin la curva de fusifn obtenida por noso-
tros, es del 43,3%. La hipocromicidad del AMP, en el 2° efecto hipocr6
mico, a concentracifn infinita (v. cap. 1) es del 32,0%. Esta diferen-
cia de hipocromicidad puede suponer una Fstimacién del efectc favorable
del esqueleto ribosa-fosfato de la cadena polinucleotfidica en el apila-

miento de las bases.

Este resultado apoyarfa nuestra hipGtesis de que el 2° efec
to hipocrSmico, observado en las disoluciones acuosas de las unidades
monoméricas, corresponde a un fenSmeno de apilamiento vertical de é&stas
formando pilas de moléculas no unidas covalentemente, pero entre las
cuales existe una evidente interaccibn. Cuando estas mismas moléculas
quedan unidas por los enlaces 3'-5' fosfodiéster, formando un polinu-

cleStide (poli A), la disposici6én apilada de las unidades monoméricas
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asa a ser una cadena en 15 que las interacciones entre las bases son
&s intensas, lo cuzl justificarfa la mayor hipocromicidad del poli A.
3°) La diferencia, de un 10,7%, entre el valor de la hipocromi-
idad de la conformacién en doble hélice del poli A, en el intervalode
ajas temperaturas (h'=39,4%), y la del ?estadb" correspondiente a la
emperatura de transicién a 82°C, aproximadamente, (h'=28,7%), repre-
senta el aumento de hipocromicidad que debe producirse por el incremen
to de }a interaccién entre las bases, como cqnsecuencia de la formaci6n

Ae los enlaces intercatenarios en la doble hé&lice.

4°) En ambas conformaciones del poli A, hélice simple y doble
&élice, disminuye el valor de la hipocromicidad al aumentar la tempera
tura, pero se obtiene un valor lfmite de hipocromicidad residual, que

s del 25,4% en el poli A a pH neutro, y del 14,1% a pH &cido.

La interpretacifén de este resultado se ve dificultada por
1 hecho de que afn no se ha podido establecer, con car8cter definiti-
o, la naturaleza real del apilamiento en lgs cadenas polinucleotfdicas
i la conformaecién que puedan adoptar cuando la temperatura se eleva
asta dar lugar a un grado de desorden elevado, aunque limitado. En to
o caso, la hipocromicidad residual, puesta de manifiesto en}las cur-
as de fusién, es compatible con la hipStesis establecida por algunos
utores (45,46) de que, en la.cadena estadistica, la rotacién de los
nlaces del esqueleto del polinucle6tido estd notablemente restringida,
on el consiguiente incremento de interaccién entre las bases con res-

ecto al monSmero.
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5°) En la transicifn conformacional del poli A a pH &cido, en
el intervalo de temperatura de 5° a 90°C, la diferencia total de hipo-
cromicidad es 39,4-14,1=25,3%, mientras que a pH neutro, dicha diferen
cia es 43,3-25,4=17,9%. Asf pues, la formacién de la doble hélice da
lugar a una hipocromicidad adicional del orden del 7,5%1 La interpreta
ci6n obvia de este resultado, es que la hipocrémicidad adicional es

consecuencia del mayor grado de ordenacién y estabilidad de la doble

hélice respecto a la hélice simple.

6°) Los valores de hipocromicidad h'(%) de los oligonucledti-
dos, que varfan segtn la secuencia ApA({25,7)-A(pA},(35,3)-A(pA),(40,6)-
-A(pA),(42,5), confirman la conclusifn, deducida en el estudio de los
&cidos oligoriboadenflicos (apartado 4.1.), de que, en esta serie, se
llega a un valor limite de hipocromicidad para una determinada longi-
tud de cadena. El poli A tiene, justamente, el valor de hipocromicidad

que corresponde a este limite.

Influgncia del disolvente

Con objeto de extender el estudio, descrito en el cap. 2.1.
acerca de la influencia del disolvente sobre la interacci6n de las uni
dades monoméricas, adenina, adenosina y 5'-AMP, al &4cidc poliadenilico,
hemos obtenido las curvas de fusién del poli A, en disoluciones de di-
solventes orgé&nicos, a pH neutro (fig. 4.12.) y a pH &cido (fig. 4.13.)
Para ello, se han utilizado mezclas al 50%, en volumen, de tampén fos-

fato y de tamp6n acetato con etanol y con dimetilsulféxido.

Como puede verse en las fig. 4.12., y 4.13., el valor mixim

de €(P), que en disolucifn acuosa se obtiene a unos 90°C, se alcanza e
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presencia de etanol a 65°C a pH neutro y a 80°C a pH &cido, y en DMSO,
a 50°C a pH neutro y a 70°C a pH &cido. Por tanto, los resultados obte
nidos en ambas condiciones de pH, muestran que ‘el etanol y el DMSO fa-

vorecen la transicifn orden~desorden del poli A,

pPor otra parte, las curvas de fusién obtenidas a pH &cido
en las mezclas del tamp6én con los citados disolventes, pierden su for-
ma abrupta y tienden a adquirir la forma caracterfstica de la curva de
fusi6n a pH neutro. El valor de Ty disminuye al pasar de tamp6n aceta-

to (82°C) a etanol (65°C), y m&s atGn a DMSO (50°C).

De acuerdo con los argumentos expuestos en las pégs. 82 y
83, los disolventes orginicos utilizados tenderfan a favorecer la posi
ble formacién de enlaces de hidr6geno entre las bases de las dos cade-
nas que forman la doble hélice (a pH &cido), lo cual darfa lugar a una
mayor estabiiidad de la doble hélice, en contra de la deduccibn gque a-
cabamos de apuntar de que ambos disolventes favorecen la transicién
orden-desorden. En consecuencia, los resultados obtenidos apoyan la
idea de qgue la estabilidad de la estructura del poli A a pH dcido est§
condicionada, fundamentalmente, por el apilamiento de las bases. Por
otra parte, el hecho de que también a pH neutro los disclventes orgéni
cos favorezcan la transicibén orden-desorden, podria apoyar las conclu-
siones establecidas en el cap. 2.1. (pig. 106) acerca‘de la importancia
de las interacciones hidrof6bicas en la estabilidad de las estructuras

ordenadas de componentes de &cidos nucleicos.

Influencia de la urea

Con objeto de comprobar si los resultados obtenidos al es-
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tudiar la influencia de la urea en la autoasociacifin de las unidades
monoméricas de adenina (cap. 2.4.), pueden extenderse al correspondien
te polinucleétido, hemos obtenido las curvas de fusifn del poli A en

disoluciones de urea 7M, a pH neutro y pH &cido (fig. 4.16.).

La influencia de la urea sobre las curvas de fusién del po

1i A es, en conjunto, diferente de la del etanol y DMSO:

a) El valor de la absortividad molar, tanto a pH neutro co
mo a pH &cido, es menor en presencia de urea, andlogamente a lo obser-
vado en las disoluciones de AMP en urea 7™M (fig. 2.27., p&g. 173). Por

el contrario, su valor aumenta, respecto al tampSn, en etanol y en IMSO

€103
] W
8 |
T L
6 |
i 1 1 1 (] ) I 1 ] 1
0 20 40 80 80

t(~c)

Fig. 4.16.- Curvas de fusidn de poli A en
urea "M, a pH neutro (QO) vy a
pH 4cido (@).
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b) El efecto hipercrémico total, producido en la transicibn
térmica, es menor en las disoluciones de urea 7M que en las disolucio-

nes acuosas, tanto a pH neutro como a pH &cido.

c) A pH &4cido, la forma de la curva de fusién es del mismo
h&bito que la de la disolucifn acuosa, y por tanto corresponde a un
proceso cooperativo; es decir, la presencia de urea no parece afectar

a la transicidn conformacional.

d) En urea 7M a pH &cido, el valor de T, disminuye, igual
gue en etanol, de 82° a 62°C, lo cual indica que, en presencia de urea,
es menor el aporte de energfa necesario para producir la escisién de
la doble hélice. Por consiguiente, la urea facilita la desnaturaliza-
cién del poli A en la conformacién de doble hélice; es decir, en este

sentido, ejerce un efecto anilogo al del etanol y DMSO.

En resumen, estos resultados son concordantes con las con-
clusiones expuestas en el cap. 2.4. (p&g. 181 y ss.), en el sentido de
que la urea tiene una influencia menos significativa que los disolven-

tes utilizados, sobre las interacciones de las unidades monoméricas.

4.2.2. Acido poliribouridilico (poli U)

De acuerdo con la revisién crftica de los trabajos publicg
dos acerca de la conformacién y de las interacciones intermoleculares
e intramoleculares del poli U (24,29,30,31,47-50), se concluye que las
interpretaciones de los diversos resultados experimentales obtenidos

hasta ahora, no son, en general, concordantes.

El fin gue nos proponemos con este trabajo es, por una par

te, apor-tar algunos fesultéd05 experimentales que puedan ser ftiles
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para contribuir al esclarecimiento de estas cuestiones, y por otra par
te, poner de manifiesto las diferencias existentes entre el poli A, cu
ya conformacifén helicoidal de cadena simple o de doble cadena se ha co
mentado anteriormente, y el pﬁli U7, en el cunal la conformacién y pro-
piedades fisicoqufmicas, como hemos indicado reiteradamgnte, tienen un
caracte; singular. ?ara ello, hemos aplicado los mismos criterios y

técnicas de espectroscopfa UV, expuestos en el estudio del poli A.

En este sentido, hemos realizado dos tipos complementarios

de estudios experimentales.

Variacién de la hipocromicidad con la concentracién

Se ha utilizado &cido poliribouridflico (sal poté&sica lio-
filizada) de "Boehringer"™ (Mannheim), sin purificacién adicional. Las
disoluciones de este polinucle6tido se prepararon en tampén fosfato.
lL.as concentraciones se calcularon tenienéo en cuenta el valor de e(P},

determinado por el mismo mé&todo que empleamos para el poli A.

Se ha medido la absortividad molar e(P) en el miximo (259
nm) , de una serie de 10 disoluciones de poli U a pH neutro, en el in-
tervalo de concentraciones comprendido entre 5.107°% y 5.10~'M. En 1la
tabla 4.6. se dan los valores de absortividad molar de cada una de
ellas. Como puede observarse, la absortividad del poli U varfa signifi

cativamente con la concentracifn.

No consideramos trivigl el subrayar esta variacifn de la
absortividad, ya que en la bibliograffa revisada no hemos encontrado
referencia alguna relativa a este hecho experimental. Por otra parte,
y de acuerdo con la intencién de poner de manifiesto las analogfas y

diferencias entre el poli A y el poli U, es oportuno subfayar que, co
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TABLA 4.6.

Absortividad molar de disoluciones de poli U

€.10"?
c¢(moles/1) (1/mol cm)
5,00.107°¢ 11,0
1,00.10°5 10,9
2,50.1075 - 10,8
5,00.1075 10,7
1,00.10"" 10,5
2,50.10"" 10,4
5,00.10"" 10,3
1,00.1073 10,2
2,50.107° 10,0
5,00.1073 9,8

indicamos en el apartado anterior, el comportamiento del poli A es, en
este sentido, totalmente distinto, va que la absortividad molar de sus

disoluciones es independiente de la concentracién.

El descenso de la absortividad molar del poli U al aumen-
tar la concentracién, es del mismo orden que el detectado en €l 18E
. efecto hipocrSmico de las unidades monomé&ricas. Por consiguiente, y te
niendo en cuenta la hipStesis bésica de nuestro érabajo, de que el efec
to hipocrSmico se debe a la autoasociacién de las unidades monomé&ricas,
"este fenSmeno podrfa atribufrse, también en el poli U, a un proceso de

interaccibén entre las bases existentes en €l.

Ahora bien, consideramos que serfa arriesgado aplicar nues
tro método de cAlculo de parimetros de autoasociacién a la curva de hi

pocromicidad ¢ frente a ¢ correspondiente a los valores de la tabla
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4.6., porque las hip6tesis bdsicas de este método se refieren a la for
macién de dfmeros o polfmeros a partir de unidades monomé&ricas libres,
y no a la asociacifn de &stas formando ya parte de una cadena polinu-

cleotidica. Por tanto, la posible concordancia, o discrepancia, de los
valores oﬁtenidos para los "par&metros de autoasociacifn” del poli U y

de sus unidades monoméricas, podrfa dar lugar a una interpretacién no

£-10~3
1w |
10 L
1 (| 1 1 ! 1 | 1 1 1
0 20 40 60
ti=c)
Fig. 4.17.- Curva de fusién de poli U 5.10°° M,
correcta.

Variacidn de la hipocromicidad con la temperatura

Se han obtenido las "curvas de fusién", en tampén fosfato,
de sendas disoluciones de poli U, de concentraciones 5.107°% y 5,107 "M.
Debido a gque la absortividad molar del poli U varia con la concentra-

cién, las curvas de fusi6n de disoluciones de poli U 'de distintas con ’
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centraciones, son diferentes. En la fig. 4.17. se da la curva de fusibn
en el intervalo de 0 a 90°C, de la disolucién 5.107°M. La variacién de
la absortividad que se producg en el intervalo de 9° a 25°C es mucho

més acusada que la gue se observa de 25° a 90°C, y corresponde al ca-

racteristico efecto hipercr6mico del poli U, observado por otros auto-
res {(47). Sin embargo, la curva de fusién compléta no presenta el punto
de inflexi6n definido de las curvas de fusifn que caracterizan las tran
siciones cooperativas, como el que se observa, por ejemplo, en la cur-
va de fusi6n del poli A a pH &cido, y por otra parte, tampococ es de hi
bito anflogo a la curva de fusi6én del poli A a pH neutro. En resumen,

de la curva de fusién del poli U no puede deducirse gue su conformacién

i
1
I

Aliadadidd raaviiiig

Fig. 4.1B,- Representacidn esquemética de la tran-

' sicidén estructural del poli U, segin
Thrierr, Dourlent y Leng (50), basada
en resultados de espectrofotometria

de relajacibn.

sea de doble hélice o de hélice simple, lo cual constituye una eviden-
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cia experimental mds de que los mecanismos de interaccifn que tienen
lugar en ambos polinucleftidos (poli A y poli U) son distintos. Este
resultado es consistente con }as ideas expuestas por diversos autores
(31,50), que anticipamos ya en la p&g. 162, segfin las cuales en el po-
1i U tiene lugar un proceso de autoasociacién por enlace de hidrSgeno
entre las bases de la cadena polinuéleotidica,Ala cual se pliega sobre
sf misma para constituir lazos en forma de horgquilla, que de una mane-
ra muy esquemdtica y simplificada, serfan del tipo representado en la

fig. 4.18..

Para analizar el proceso de fusifn del poli U, es oportuno
recordar que esta conformacién en horquilla puede ser de dos tipos dis
tintos: de cadenas abiertas o de cadenas de forma circular cerradas
(51). En la fig. 4.19.a. se representa el efecto de la fusién de una
horquilla de bases apareadas en una cadena simple. Cuando se sobrepasa
la temperatura de fusif6n y se escinde todo el sistema de bases apérea—’
das, las dos secuencias coﬁplementarias ain permanecen pr6ximas en la

disolucién.

El efecto de la fusibén de una horquilla de bases apareadas
en una cadena simple circular cerrada, da lugar a una estructura circu
lar, cuyo grado de ordenamiento es mayor que el de la cadena lineal k
simple (fig. 4.19.b.). En estas condiciones, la fusi6n esti acampaiiada
de un menor aumentc de entropfa y esl por tanto, menos probable que la

de una horquilla de cadena abierta (51).

De acuerdo con estas ideas, no resulta sorprendente el com
portamiento del poli U, en relacién con la relativa insensibilidad de

la hipocromicidad de este polinuclefStido al aumento de temperatura en



Fig. 4.19.- Fusidn de una horguilla de bases apa-
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readas. a) Cadena abierta; b) Cadena

circular cerrada.

el intervalo de 25° a 90°C, ya que, si el poli U existe.en forma de
cadena circular cerrada, la fusifén de esta estructura estarfa desfavo-
recida por el mencionado éf;cto entrépico, y en consecuencia, la varia
cifn de absortividéd serfa menos notable gue la correspondiente a la

transiciSn orden-desorden de las cadenas helicoidales que forman otros

polinucle6tidos, como, por ejemplo, el poli A.

Estas referencias a la estructura del poli U y a su compor
tamiento frénte a la temperatura, dan una idea de la complejidad de es
te polinucleStido y justifican, a nuestro juicio, los resultados expe-
rimentales, aparentemente anfmalos, que acabamos de exponer, los cuales
dentro de sus evidentes limitaciones, pueden representar una pequeiia

aportaci®n para el esclarecimiento de las propiedades del poli U.
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Conclusiones generales acerca de las interacciones in-

termoleculares e intramoleculares de los &cidos polia-

denflico y poliuridilico

El valor de la absortividad molaf ae las disoluciones
del poli A pefmanece invariable al aumentar la concen-
tracién de este polinucleStido. La posible autoasocia-
cién debida al aumento de la concentracibén, no da lu-
gar a un efecto hipocrSmico como el observado en las

disoluciones de sus componentes.

Las curvas de fusién de disoluciones de poli A de dis-

tintas concentraciones, son prédcticamente iguales.

Los pardmetros termodinfmicos aparentes de la interac-
ci6n intramolecular de apilamiento del poli A a pH neu
tro, tienen signo negativo, lo mismo que los de los &-
cidos oligoriboadenilicos, y su magnitud es ligeramen-

te superior a la de éstos.

La elevada hipocromicidad del poli A en la conformacidn
de hélice simple (a pH neutro) respecto a la de sus
unidades monoméricas, se interpreta comoc consecuencia
de que el esqueleto ribosa-fosfato de la cadena polinu

cleotidica, favorece el apilamiento de las bases.

La transicifn conformacional correspondiente a la fu-

sién del poli A a pH 8cido, pone de manifiesto que la
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6)

7)

8)

formacién de la doble hélice da lugar a un aumento de
la hipocromicidad, como consecuencia de la formaciébn

de los enlaces intercatenarios correspondientes.

En las disoluciones de poli A en etanol y en DMSO, eg
t8 favorecida la transicién orden-desorden, respecto
a las disoluciones acuosas, Por tanto, las interaccio
nes hidrofébicas contribuyen a la estabilizacién de

las estructuras ordenadas de este polinucleStido.

El valor de la absortividad molar de las disoluciones
del poli U disminuye gradualmente al aumentar la con-
centracifén del polinucle6Stido, de una manera aniloga

a la observada en las unidades monoméricas. De acuer-
do con asta variacién, las curvas de fusién de disolu
ciones de poli U de distintas concentraciones, son di

ferentes.

La influencia de la temperatura sobre la hipocromici-
dad de las discluciones acuosas de poli U, tiene carac
teristicas notablemente diferentes a las del poli A.
El andlisis de las curvas de fusién del poli U revela
que las variaciones estructurales de este polinucle6-
tido con la temperatura, son compatibles con el modelo

de cadena constitufda por lazos en forma de horquilla.




5.~ ESTUDIO COMPLEMENTARIO POR ESPECTROSCOPIA
IR DE AUTOASOCIACION Y HETEROASOCIACION

DE UNIDADES MONOMERICAS EN DISOLUCION
ACUOSA
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Como hemos expuesto en los capitulés precedehtes, el estu-
dio por espectroscopfa UV de la asociaci6n de los componentes de &ci-
dos nucleicos, en disolucifn acuosa, permite establecer la conclusiSn
de que entre las bases tienen lugar fuertes interacciones, fundamental
mente de apilamiento. Ahora bien, las interacciones base-base son de
dos tipos fundamentales: las "interacciones verticales", que condicic-
nan el apilamiento de las bases, y las "interacciones horizontales",
que dan lugar al apareamiento de las mismas por formacién de enlace de
hidr6geno (1). Presenta, por tanto, un gran interés establecer la con-
tribucibn relativa de estos mecanismos, ya gque ambos pueden tener lu-

gar simultineamente en los procesos de interaccifn entre bases.

En este sentido, hemos iniciado un trabajo, de carécter ex
ploratorio, para valorar las posibilidades gue ofrece la espectroscopia
IR en el estudio de los mecanismos de la autoasociacifn y heteroasocia

cién de unidades monomé&ricas en disolucién acuosa (2).

El estudio por espectroscopfa IR tiene un doble objeto:
1°) obtener una evidencia experimental de la existencia de bases aparea
das segln el modelo de Watson-Crick, en disolucibén acucsa, y determinar
las constantes de asociacibn correspondientes; y 2°) estimar cuantita-
tivamente la contribucién que representa el enlace de hidr6geno en el

proceso global de asociacifn de las unidades monoméricas.
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La espectroscopfa IR ha sido aplicada ampliamente al estu
dio de apareamiento de bases, por enlace de hidrSgeno, en disolventes
orgdnicos: cloroformo, tetraqloruro de carbono, etc. (3-8). La forma-
cibn de enlaces de hidr8geno entre bases se pone de manifiesto por el
desplazamiento, a frecuencias m&s bajas, de las bandas de las zonas
de 3300 y 1700 cm™!, correspondientes a las viﬁraciones de tensi6n de
los grupos funcionales N-H y C=0, respectivamente. Ahora bien, las con
clusiones obtenidas acerca de las interacciones base-base en disolven
tes orgdnicos, no pueden ser transferidas a las disoluciones acuosas.
De hecho, por espectroscopfa IR, no se ha logrado detectar hasta aho-
ra, a nivel de monfmero, interacciones de este tipo. Sin embargo, exis
te evidencia experimental, obtenida por RMN, de la asociacifn por apa
reamiento de bases complementarias, en disoluci6n acuosa, de dinucleg
sidos-fosfato (9) y de diversos 5'-mononucledtidos (10), como indica-
mos en el apartado 3.2. (pdg. 240). Seria de gran interés, por tanto,
confirmar-la existencia de estas interacciones mediante la aplicacién
de la espectroscopfa IR, teniendo en cuenta las posibilidades que, en
principio, ofrece esta t&cnica para el estudio de los enlaces de hi-

drSgeno (11).

Aunque las experiencias que hemos realizado por espectros
copfa IR tienen s6lo un caricter exploratorio, con todas las limita-
ciones gue se indican en la discusifn de los resultados obtenidos, con
sideramos oportuna su inclusién en esta Memoria por la importancia '
gue, aentro de la valoracifn general del trabajo realizado, puede te-
ner la confirmacifén, mediante otra t&cnica experimental, de los prin-

cipales resultados obtenidos por espectroscopfa UV acerca de la aso-



305

ciacién de las unidades monoméricas en disolucién acucsa, Por otra
parte, la espectroscopfa IR presenta, en principio, mayores posibili-
dades gque la espectroscopia UV para obtener una informacifén m&s pro~
funda sobre los mecanismos responsables de los procesos de asociaci6n,
y por ello, consideramos que estas experiencias pueden constituir el
inicio de una nueva lfnea de trabajo, dentro dé la investigacién'de
las interacciones intermoleculares de los componentes de &cidos nuclei

CcOos .
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5.1. AUTOASOCIACION EN D,O

Teniendo en cuenta que la evidencia éxperimental del apa-
reami;ﬁto de béses, en disolucién acuosa, ha sido obtenida en los 5'-
mononucledtidos (10), hemos iniciado el estudic de la autoasociacibn
de las unidades monoméricas en alqunos nucledtidos, de 1los cualés ex-
ponemos Gnicamente los résultados relativos a 5'-GMP y 5'~CMP. Hemos
realizado adem&s algunas experiencias exploratorias para extender es-
te estudio a los nﬁcledsidos; incluyéndose en este capftulo solamente

los resultados correspondientes a la adenosina.

En todos los casos se ha utilizado un método anflogo al
descrito en el cap. 1 para espectroscopfa UV, ya que las bandas de ab
sorciSn IR de las disoluciones de estos compuestos en D,0 presentan un

efecto hipocrémico comparable al detectado por UV.

5.1.1. Metodologla experimental

El estudio de disoluciones acuosas por espectroscopia IR
presentaba hasta ahora grandes dificultades, debido a las limitaciones
pitopias de los espectrofotf6metros convencionales (6,12). Con el pérfe
cionamiento de los fltimos modelos de espectrofotSmetros de IR, a los
que se ha incorporado una tecnologfa e;ectrﬁnica avanzada, y su aco-
plamiento a ordenadores adecuados para el tratamiento de los datos ob
tenidos, se ha facilitado notablemente el estudio de disoluciones acu

sas.

Los espectros IR del presente trabajo, se han registrado,

a temperatura ambiente, con un espectrofotfmetro Perkin-Elmer 580, ac
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plado a un computador Interdata 6/16, utilizando una célula de F,Ca,
de 23 um de espesor. La principal ventaja que presenta el uso de este
espectrofotfémetro es su acoplamiento al ordenador, que posibilita la
obtencit6n de espectros de diferencia calculada, as{ como la acumula-

ci6n de estos espectros.

Todas las disoluciones utilizadas en las experiencias que
se describen a continuacién, fueron preparadas en D,0, registrindose
los espectros IR en el intervalo de 4000 a 1000 cm~!. De acuerdo con
las bandas de absorcifn que presentan las unidades monoméricas estu-
diadas, se ha seleccionado el intervalo de 2000 a 1300 cm™!. En esta
zona, el agua pesada no presenta una gran absorcién, siendo, en este
sentido, la zona mis favorable del espectro del D,0. Por otra parte,
se ha elegido un espesor de célula (23 um) adecuado para que la absor-
cién de fondo de este disolvente sea de baja intensidad. No obstante,
para minimizar los errores de medida de la absorbancia de las bandas
correspondientes a las unidades monom#ricas, es necesario efectuar 1la

correccidn de la absorci6n de fondo con precisién suficiente.

La compensacifn del disolvente se ha realizado medijiante el
ordenador, que resta numéricamente el espectro del disolvente del de
cada una de las disoluciones. Para ello, es preciso digitalizar previa
mente ambos espectros y transformar las medidas de transmitancia en ab
sorbancias, a las cuales ya son aplicables los criterios de aditividad

de los espectros. Se obtienen asf los llamados espectros de diferencia

calculada. De esta forma, se evita uno de los mayores problemas gue
tiene el estudio de disoluciones acuosas por espectroscopfa IR, que es
la deficiente compensacifSn del disolvente, dada la gran absorcién del

agua.
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Debido a que el intervalo de concentraciones utilizado en
las experiencias de autoasociacién de las unidades monoméricas es re-
lativamente amplio (aproximadamente 107°-10"!'M), la intensidad de las
bandas correspondientes a las discluciones m&s diluidas es demasiado
pequefia para permitir mediciones precisas. Por ello, ha sido necesario

utilizar la técnica de acumulacifn de espectros, con objeto de que los

valores de absorbancia medidos se encuentren siempre en el intervalo
de 0,2 a 0,8, que, como es sabido, son los afectados de un error rela

tivo minimo.

La ventaja del empleoc de la t&cnica de acumulacién de es-
pectros radica en que, mediante ella, se obtiene uh aumento efectivo
de la relacién sefial/ruido en un factor vn, siendo n el ndmero de acu
mulaciones. Por cdnsiguiente, resulta preferible la acumulacién de un
espectro determinado a su mera multiplicacibén por un factor, en la

cual se mantendrfa invariable la relacién sefial/ruido.

La coleccibn de programas facilitada por Perkin-Elmer-In-
terdata para la utilizaciSn del ordenador acoplado al espectrofotSme-
tro, contiene un programa que permite acumular directamente los espec
tros éxperimentales registrados por el espectrofotémetro. En nuestro
caso, no ha sido posible utilizarlo, debido a que la absorcién del D,0
es muy intensa y, por ello, el fondo resulta excesivamente elevado.
En consecuencia, hemos tenido que elaborar un programa original para
la acumulacién, no de los espectrcs exﬁerimentales, sino de los espec
tros de diferencia calculada, en los cuales se ha eliminado ya la ab-
sorcién de fondo. A continuacifn, se adjuntan las dos versiones de es
te programa, "ACUM 5" y "ACUM N", que permiten acumular un total de 5

espectros y grupos sucesivos de 5 espectros, respectivamente.



Programa "ACUM 5", utilizado para la acumulacidn de

5 espectros, mediante el ordenador Interdata 6/16.

¥ * ACLIMS.

C ESTE FROGRAMA FERMITE ACUMULAR & ZSFECTEOS,RESTANDD & CaADE 30
C ZL ESPECTRC DEL DISOLVENTEZ. COUDICIONES: 1S9 2, ?"0?—!3?? Cli-1,
C CELTA=2 CM-1t. 3 CONTIEMZT EL ESFECTRO LDEL DISOLVTITE: £, LOG

C SUCESIT0S ESPECTROS Y € SL RESULTANC DE CADA ACUMULACION

C ANTES DE EJECUTAR EL PROGRAMA, CAPGCAR EN F EL ZTSFECTRC DEL

C DIESCLVENTE Q&UE ST va A UTILIZAR.

MORE 2

SCAY A,2000,1320.7

UM A

DIFF 2,32,C

STATUS C

C ESTE STATUS CORRPILPNNDE AL PRIMTE ESFICTRD

FL2T C

C

€ GUITAR LA PLUMILLA DEL CURSOE

mUN A

DIFF AsBRsA

ADD A,C,C

STaTUS C

2UN A M

DIFF A,SoA

ADD ALCHZ

STATUE C

UM A

DIFF A,T,A

ADD ALC»T

STATUS C

UN o4

CIFF As3BsA

ADD ALCLC

STATUS C

c

C PCR DIFETEZMCIA DT L3S VALORES MINIMNS DEL PRIMER Y ULTIMC STATUS
C QsT MER TL U4L0OR DE ¥V Y CORREGZIR EL FONDO PCR MEDID DE SUB C,¥.
s DESPUES, ORDEMNAR GOTL 217¢€,Y PLOT C. EL ESFECTRO RESISTRADO

C CORRESPONDE A 5 ACUMULACIONES.

X >

309
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Programa "ACUM N", utilizado para la acumulacidn de espectros

en grupos de 5, mediante el ordenador Interdata 6/16.

iR Ne N NeNe Nolk ]

*ACUM 1}
EETE FROGRAMA FIRMITE ACUMULACIONES SUCESIVAS,ER CGRUFTS LE S ESPECTSNS
Capa M4, EM LAS MISMAS CONDICIONES QUTE EL FROCGRAMA ACUMS,.
SU UTILIZACIOM DESE 1R PRECEDIDA PCE L& CE ESTE, S1IM ALTEEAR EL CORTE-
HIDD DT LAS AREAS ALE,C.
GUITAR LA FLUMILLA DEL CURSOR S NO SE DESEA FRECISTRAT LOS ESFECTENS
UM oA
DIFF A,BsA
ADD ALC,C
EUM A

CIFF A,Z3.,A

ADD A,CsC

PUN &

DIFT £L,B.A

ADD A,C,C
TEUN A

DIFF ALR,A

AZD ALC.C

RUMY A

CIFF A,B,4

ADD ALC,C

ETATUS C

FOX DIFEREMCIA DT LOS VALORES MINIMCS DE ESTE STATUS Y =L CEL PRIMER
ESPECTHOL, QOBTEMIDO EY EL FROCRAMA ACUMS , ORTEMER EL VALOR DE ¥V Y
COREEGIR EL FONDO MEDIAYNTE SUB C,X. DESPUES, FCYER LA FLUMILLA ZU
CUREQR, CRDENAF CGOGTO 2122 Y PLOT C. EL ESPECTRO REGISTRADC CORRE
PE A 5 ACUMULACIONES SUCESIVAS.

*¥OOO0OOQ0
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Las variables de operacifn utilizadas para el registro de estos espectros
corresponden a las del programa ISM 2 del espectr6grafo: tiempo de ba

rrido de 2,5 minutos para el intervalo de 2000 a 1300 cm™!

{la veloci
dad de registro es, aproximadamente, 280 cm~!/min), resoluci6én m&xima
de 2,8 cm~! y ruido relativo de 0,3T. El intervalo empleado para la

digitalizacién de los espectros, agotando las éosibilidades de resolu

cién de los mismos, ha sido de 2 ecm~!.

5.1.2. Autoasociaci6én de 5'-GMP

Se han obtenido los espectros IR de una serie de ocho di-
soluciones de S'-GMP (sal dishdica cristalizada, de "Boehringer",
Mannheim} en D,0, del 99,8% (Stohler Isotope Chemicals, USA), en el
intervalo de concentraciones comprendidas entre 5.107° y 2.107'M, cu-
yos limites estdn determinados por la absorcién del compuesto para el

espesor de la cé&lula utilizada y por su solubilidad.

La fig.OS.l. muestra los espectros IR del D,0 utilizado
como disolvente, y de dos disoluciones de GMP, en el intervalo de
2000 a 1300 cm™!. Como puede observarse, la absorcién de fondo del ai
solvente es bastante elevada, por lo cual se ha realizado la correc-

cif6n de la absorcién de fondo como se ha indicado anteriormente.

En la fig. 5.2. se representan los espectros de diferen-
cia calculada correspondientes a tres concentraciones distintas, en

el intervalo espectral de 1750 a 1300 cm™!.

Los espectros IR de las disoluciones de GMP en D,0, a tem
peratura ambiente, revelan que, anilogamente a lo observado en los es-

pectros UV de este nucleStido (fig. 1.13.), la absortividad molar de
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la disolucién disminuyé a medida que aumenta la concentracifn de solu-
to. Este efecto hipocr6mico afecta a las bandas situadas a 1355, 1405,

1430, 1467, 1538, 1568, 1577 y 1663 cm™'.

Con el fin de obtener mediciones suficientemente precisas
de la variaci6n de la intensidad de estas bandas con la concentracién,
ha sido necesario recurrir‘al procedimiento de acumulacién de espectros
comentado en el apartado anterior. Como ejemplo, en la fig. 5.3. se
dan los espectros resultantes de la acumuiacién de 20 espectros para
una disolucién ~1072M de GMP. Las acumulaciones se han efectuado en
grupos de 5 espectros. Puede observarse gque, solamente a partir de una
acumulaci6én de 5 espectros, la absorbancia de las bandas m&s intensas
del espectro comienza a ser superior a 0,2. Se ha comprobado que la re
laci6n lineal entre los valores de absorbancia y el nmero de acumula-
ciones (fig. 5.4.), se encuentra dentro de los limites de precisi6n de

la medida de absorbancias.

La asignacifn de bandas de este tipo de compuestos, en di-
solucifn acuosa, se encuentra actualmente en estudio (7). Sin embargo,
la asignacién de la banda de tensién del enlace C=0 parece establecida
con cierto grado de certidumbre (5-7). Por ello, y teniendo en cuenta
que el grupo carbonilo interviene en la formacién de enlaces de hidr6-
geno, hemos centrado nuestro estudio previo en dicha banda, que en el
GMP aparece a 1663 cm~! (13). En la tabla 5.1. se dan los valores de
absortividad molar en el m&ximo de esta banda, correspondientes a las

diferentes disoluciones de GMP estudiadas.

Partiendo de la hip6tesis de que el efecto hipocrfmico de

esta banda (fig. 5.5.) se debe a la autoasociacién del nucle6tido, he-
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Fig. 5.3.- Acumulaci_én de espectros de diferencia cal-
culada de una disolucidn 1072 M de GMP en L,0.
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TABLA 5.1.

Absortividad molar de 5'-GMP en D,0 (v =1663 cm™')

c(mol/1) €.107*(1/mol.cm)
5,00.107° 1,60
1,20.107°2 1,52
2,00.1072 1,48
3,08.10°* 1,39
7,00.107° 1,38
1,20.10°0 1,33
1,60.10°! 1,31
2,00.10" 1,30

mos aplicado nuestro programa de cilculo de parimetros de autoasocia-
cifn a los valores experimentales (e,c) dados en la tabla 5.1., obte-

niendo los resultados:

Kp = 230.
6p = 660
h = 35,2%

Es realmente significativo el hecho de que el valor de la
constante de autoasociacién sea del mismo orden que el obtenido por es
pectroscopfa UV para el m&ximo de la banda de absorcién a 252 nm, en
este mismo intervalo de concentraciones (Kp=400, v. pdg. 45). Esta con
cordancia podrfa interpretarse en el sentido de que los procesos que
dan lugar a los efectos hipocrbmicos detectados en los espectros UV e

IR del GMP son, fundamentalmente, de la misma naturaleza.
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Sin embargo, hemos de sefialar la conveniencia de aumentar
el nGmero de puntos experimentales en este intervalo, especialmente a
concentraciones bajas, para obtener el valor de la constante de auto-
asociacifn con el menor error posible, ya gue el método de cdlculo uti
lizado por nosotros se basa en la extrapolacién del valor de absorti~-
vidad molar a concentracién nula, y por tanto,Ala precisién de los re
sultados finales depende del rigor con que sé efectGe dicha extrapola

cién.

Dada la gran importancia que tiene el poder llevar a cabo
un estudio sistemdtico del doble efecto hipocrémico, anflogo al reali
zado por espectroscopia UV, es necesario ampliar el intervalo de con-
centraciones. Para ello, debe mejorarse la relacién sefal/ruido enllos
espectros experimentales, mediante una eleccién adecuada de las varia-
bles de operacién del instrumento, con el fin de aumentar el nfimero de
acumulaciones hasta un limite que permita ampliar el intervalo de con-
centraciones hasta la zona del 1%L efecto hipocrémico, que, como comen
tamos en el cap. 1, se detecta en los espectros UV a concentraciones
inferiores a ~5.10" M. Hemos iniciado los ensayos necesarios para me-
jorar, en este sentido, la técnica experimental, que aplicaremos al es

tudio de disoluciones en este intervalo de concentraciones bajas.

Finalmente, consideramos imprescindible subrayar gue, para
interpretar con rigor los resultados de este estudio comparativo por
espectroscopfa UV e IR, hay gue tener presente, adem&s de las conside-
raciones expuestas, gque las disoluciones "acuosas" para el estudio por
fR, son disocluciones en D,0 y no en H,0, como las empleadas en UV. Por

ello, hemos iniciado el estudio de las variaciones espectrales debidas
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al intercambio isctbpico que puede tener lugar entre soluto y disolven

te en los diversos sistemas investigados.

5.1.3. Autoasociacién de 5'-~-CMP

Se ha realizado una experiencia para el estudio de la au-
tqasociacién de 5'-CMP en D,0, andloga a la descrita para el 5'-GMP.
En la fig. 5.6. se representan los espectros de diferencia calculada
de varias disoluciones de CMP. Las bandas més iﬁtensas son las situa-
das a 1460, 1503, 1522, 1614 y 1651 cm~'. Con objeto de hacer un estu
dio comparativo de la autoasociacifn de GMP y CMP, se ha medido la
absortividad molar de la banda de tensifén del enlace C=0, a 1651 cm™!
(14). En la tabla 5.2. se dan los valores de absortividad molar en el
midximo de esta banda, correspondientes a las diferentes disoluciones

de CMP estudiadas.

TABLA 5.2,

Absortividad molar de 5'-CMP en D,0 (vp=1651 cm™!)

c{mol/1) €.1073(1/mol.cm)
2,73.1073 1,56
5,17.107° 1,43
7,60.107°? 1,53
1,20.10°2 1,41
3,02.107% 1,39
7,70.1072 1,43
1,20.10"} 1,47

2,02.10"! 1,45
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Como puede verse en esta tabla, la absortividad molar per
manece pr&cticamente constante al aumentar la concentracién, al con-
trario de lo observado en el FMP. Este resultado es concordante con
el obtenido por espectroscopfa UV para el miximo de la banda de absor
ci6n del CMP a 271 nm, en este mismo intervalo de concentraciones
(fig. 1.14.), que indica que, a diferencia de ios otros nucleStidos
estudiados por nosotros (v. tabla 1.4.), el CMP no presenta 2° efecto

hipocrémico.

5.1.4. Autoasociacibén de Adenosina

Con objeto de comprobar si el efecto hipocrfmico detectado
por espectroscopfa IR en disoluciones de GMP, se presenta también en
los nuclefsidos, hemos aplicado el método experimental descrito ante-
riormente a una serie de trece disoluciones, en D,0, de adenosina. El

intervalo de concentraciones utilizado ha sido ~10~°-4.10"%M.

La fig. 5.7. muestra los espectros de diferencia calculada
correspondientes a tres disoluciones distintas de adenosina. Del con-
junto de bandas situadas a 1460, 1489, 1577 y 1625 cm™!', hemos elegid
para este estudio la banda m4s intensa, a 1625 cm™', gue ha sido asig
nada a una vibracifn de anillo en la que predomina la tensién C=N (15}
Esta eleccibn est& justificada, en principio, porque si el mecanismo
de asociacién es por apilamiento, estar8 condicionadc fundamentalmen
te, como ya ha sido comentado, por las interacciones de los anillos 4
las bases, y en consecuencia, la variaci6n de absortividad molar de
una de las bandas caracterfsticas de &stos puede constituir una medid’

de la interaccién.
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Los valores de absortividad molar en el miximo de la banda
a 1625 cm™!, ponen de manifiesto la existencia de un efecto hipocrémi-
co al aumentar la concentracién (tabla 5.3.). Al representar grdfica-
mente los puntos experimentales (e,c) de la tabla 5.3. (fig. 5.8.), se
observa que estos puntos pueden ajustarse a dos rectas de pendiente
muy. distinta, cuya interseccién se produce, apr&ximadamente, a la con-

centracién 2.107 M.

Este resultado es comparable al obtenido por espectrosco-
plfa UV, que revela la existencia de dos efectos hipocrémicos consecuti

vos, cuya separacifn tiene lugar en esta misma 2zona de concentraciones

TABLA 5.3.

Absortividad molar de Adenosina en D,0 (v, =1625 cm™’)

c(mol/1) €.1072(1/mol . cm)
1,30.1073 2,78
1,50.10°3 2,50
1,70.10-3 2,41
2,60.107°% 2,04
3,00.10° 2,08
3,40.10"° 1,97
4,00.107°% 2,03
5,20.10"3 1,95
8,00.10°% 1,99
1,00.10"2 1,95
2,00.10°2 1,80
2,40.10"2 1,85

4,00.1072 1,73
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Fig. 5.8.- Absortividad molar de la banda a 1825 cm_1 de

disoluciones de Adenosina en DZO'

(fig. 1.6.), y constituye, por tanto, una confirmacién del doble efec~
to hipocrémico, detectado por nosotros, por primera vez, por espectros
copfa UV. Sin embargo, al aplicar el método de c&lculo de parimetros

de asociacifn a los datos de IR, no ha sido posible obtener convergen-
cia en la extrapolacién del valor de €,, debido al aumento tan brusco
de la pendiente en la zona de concentraciones bajas, al escaso nfimero
de puntos experimentales en dicha zona y a la imposibilidad préctica

de obtener valores precisos correspondientes a disoluciones afin mis di
lufdas, tal como se ha efectuado en las experiencias mediante espectros

copfa UV, ;

Mejorando las condiciones de operacifn del espectrégrafo,
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esperamos subsanar estas dificultades y lograr con ello una extrapola-

cifn id6nea del valor de ¢ que permitiri obtener las constantes de

!I
asociacibn correspondientes a ambos efectos y su subsiguiente compara

ci6bn con las obtenidas por espectroscopfa UV.
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5.2. HETEROASOCIACION EN D,0O

La aplicacién de{la espectroscopfa IR para la investigacién
de las interacciones moleculares de unidades monomé&ricas de &cidos nu-
cleicos, se basa, fundamentalmente, en la posibilidad de detectar va-
riaciones de intensjdad y desplazamientos de déterminadas bandas cuan-
do tiene lugar un fenSmeno de heteroasociacién, en el cual se forman

pares de bases complementarias, unidas por enlace de hidrégeno (5).

Para estimar las posibilidades que ofrece la espectroscopia
IR de disoluciones acuosas en la investigacifn de este fenSmeno, hemos
realizado un estudio previo de la heterocasociacién de GMP y CMP en b,o.
Estos»compuestos se han elegido intencionadamente, por estimarse gque
son especialmente favorables para detectar la heterocasociacifn, ya que
son capaces de forimar entre sf tres enlaces de hidr6geno, y su solubi-
lidad en agua es lo suficientemente elevada para permitir el estudio

de disoluciones relativamente concentradas.

5.2.1. Heteroasociaciébn de 5'-GMP y 5'-CMP

El método m&s directo para poner de manifiesto la existen-
cia de posibles interacciones de heteroasociacién, es la comparacién
entre los espectros experimentales de mezclas equimoleculares de los
nucleétidos de bases complementarias y la suma de los espectros de las
disoluciones de cada uno de estos nucleéStidos, a la misma concentra-

cién que en la mezcla.

En la fig. 5.9. se representan el espectro experimental

de la disoluci6n en D,0 de una mezcla equimolecular de 5'-GMP y 5'-OP
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(cada uno de ellos a la concentracién de 1,2.10-'M), y la suma, calcu
lada mediante el ordenador, de los espectros de ambos compuestos, a

esa misma concentracién.

Las diferencias que se observan entre los espectros expe-
rimental y calculado de la mezcla, se deben dnicamente a la existencia
de un proceso de heterocasociacifn, ya que el espectro calculado corres
ponde al estado de autcasociacién de ambos componentes, a esa concen-
tracib6n; es decir, en los espectros de las disoluciones aisladas que
se han utilizado para calcular el espectro suma, estd contenido el
efecto del posible fenSmeno de autoasociacién de cada uno de los nu-
cle6tidos. En el espectro experimental de la mezcla existe un efecto
hipocr6mico, respecto al espectro calculado, en las bandas a 1655,

. 1525, 1505, 1462, 1405, 1355 y 1295 cm™'!, que puede atribufrse a la i
teraccibn entre GMP y CMP y que ofrece, en principio, la posibilidad
de estudiar cuantitativamente la heteroasociacidén de unidades monomé-

ricas complementarias.

Merece destacarse el hecho de que las concentraciones de
GMP j CMP utilizadas en esta experiencia, son mayores que las emplea-
das en las experiencias realizadas por espectroscopfia UV, debido a gqu
la intensidad de las bandas de absorcidn en IR es menor que en UV. Por
tanto, es posible que el efecto observado en IR no sea accesible a la

observacién por UV.

Es de gran importaticia sefialar el hecho de que el efecto
hipocrémico se observa en algunas bandas de absorcidén, pero no en to-
das. Por tanto, las variaciones espectrales observadas permitir&n, pr

via asignacifn de las bandas implicadas en la heteroasociacifn, obte-
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ner conclusiones para postular un modelo de heteroasociacién en diso-

lucién acuosa.

De acuerdo con los argumentos expuestos, son evidentes las

ventajas que presenta la espectroscopia IR respecto de la espectrosco-

pfa UV, para profundizar en el estudio del mecanismo de heteroasocia-

cién, cuyo desarrollo seri objeto de una investigacifn ulterior.

1)

2}

Conclusiones generales acerca del estudio por espectros-

copia IR de la autoasociacibn y heterocasociacién de uni

dades monoméricas en disolucién acuosa

Para el estudio, mediante espectroscopfa IR, de laé in-
teracciones intermoleculares de autoasoéiacidn y hetero
asociacién de unidades monoméricas de Scidos nucleicos,
en disolucién acuosa, se ha aplicado el mismo método
gue hemos utilizado para espectroscopfia UV, ya que las
bandas de absorcifn IR de las disoluciones acuosas de
estos compuestos, presentan un efecto hipocrémico com-

parable al detectado por UV,

’

El valor de la constante de autoasociacifn del nuclefti
do 5'~GMP en D,0, en el intervalo de concentraciones de
5.10"% a 2.107M (Kp=230), es del mismo orden de magni-
tud que el obtenido por espectroscopfa UV, para este .
compﬁesto, en el mismo intervalo de concentraciones. Es

ta concordancia se interpreta en el sentido de gue los
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3)

1)

5)

procesos que dan lugar a los efectos hipocrfmicos detec
tados en los espectros UV e IR del GMP, en la regién de
concentraciones correspondiente al 2° efecto hipocrémi-

co, son, fundamentalmente, de la misma naturaleza.

El estudio de la autoasociacifén de 5'-CMP en D,0 revela
que, en el intervalo de concentraciones utilizado, de
2,7.107% a 2,0.107'M, la absortividad molar permanece
précticamente constante al aumentar la concentracién.
Este resultado es concordante con el obtenido por espec
troscopfa UV, én este mismo intervalo de concentracio-
nes, gue revela que el CMP no presenta 2° efecto hipo-

crémico.

Los espectros IR de las disoluciones de adenosina en
Dzo, en el intervalo de concentraciones de 1,3.1072 a
4.10"2M, ponen de manifiesto la existencia de un doble
efecto hipocr6mico al aumentar la concentracién, cuyo
punto de transicién corresponde a una cdhcentracidn de
2.10"°M. Este resultado constituye una confirmacién del
doble efecto hipocrémico, detectado por nosotros, pdr

primera vez, por espectroscopfa UV.

Los resultados del estudio por espectroscopfa IR de la
autoasociaci6én en D,0 de 5'"-GMP, 5'-CMP y adenosina,
confirman los principales resultados obtenidos por es-

pectroscopfa UV acerca de la autcasociacién de estas




6)

unidades monoméricas en disolucién acuosa.

El espectro IR de la mezcla de los nuclebStidos 5'-GMP
y 5'-CMP, pone de manifiesto la existencia de un efec
to hipocrfmico en 7 bandas de absorcién, que puede a-~
tribuirse a la interaccibén por heteroasociaci6én entre
ambos compuestos y que ofrece, por tanto, la posibili
dad de estudiar cuantitativamente la heteroasociacibn
de las unidades monoméricas complementarias por espec

troscopia IR.
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RESUMEN

Se ha realizado un estudio, por espectroscopfa ultravioleta
e infrarroja, en disclucifn acuosa, de las interacciones inter- e in-

tramoleculares de diversos componentes de &cidos nucleicos.

En el desarrollo de este trabajo, se ha seguido un orden 16-
gico de éproximaciGn a la estructura de los &cidos nucleicos. Se han
estudiado, en primer lugar, por espectroscépia UV, las interacciones
moleculares de autdasociacifn de 16 unidades monoméricas: nucleobases
(adenina, guanina, citosina, uracilc y timina), nucleésidos (adenosina
desoxiadenosina, guanosina, citidina, uridina y timidina) y nucle6ti-

dos (5'-aMp, 5'-GMP, 5'-CMP, 5'-UMP y 5'-TMP).

Siguiendo el orden creciente de complejidad estructural de
los compuestos que hemos designado genéricamente con la expresién "co
" ponentes de &cidos nucleicos", se ha realizado un estudio, de carficte ’

anilogo al de las unidades monom&ricas, de los siguientes sistemas:

1°) Dinucledsidos-monofosfato, ApA y UpU, que son las mis pe
guefias unidades estrﬁctufales que contienen el.enlacE fosfodiéster 3"
5',»y por consiguienﬁe, constituyen los "oligonucleftidos” mis senci-
llos que pueden utilizarse como modelos para el estudio de los &cidos

nucleicos y polinucleftidos.

2°) Acidos oligoriboadenilicoé: a(pa),, A(pA), v A(pA) , ¥

Acidos oligoribouridflicos: U(pU),, U(pU), y U(pU),.

3°) Acido poliriboadenflico {poli A), en forma de hélice sim

ple y'de doble hélice, y Acido poliribouridflico (poli U).
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El fenfmenc fundamental en el gue se basa todo el estudio ex
perimental realizado, es el efecto hipocrfémico que presentan las ban-
das de absorcién caracteristicas de estos compuestos. Este efecto hi-
pocrémico se ha atribufdo, de acuerdo con los estudios te6ricos reali
zados por otros autores, a la interaccifn de lés bases para dar lugar
a una estructura ordenada. Partiendo de esta hipﬁtesis bédsica, se ha .
llevado a cabo el andlisis numérico de los resultados experimentales,
y se han determinado los principales parimetros de aufoasociacién de
los sistemas mencionados, utilizando un método de cilculo adecuado pa
ra el tratamiento de los fenSmenos de asociacién, que tienen lugar

segin un proceso de multiequilibrio.

El objetivo final de este trabajo es tratar de precisar la
naturaleza de las fuerzas intermoleculares que se ponen en juego en
las interacciones de los "componentes" de los &dcidos nucleicos. Para
ello, se han elegido los sistemas m&s idéneos segfin los criterios que
se acaban de citar, y se han establecido las condiciones experimenta-
les mis adecuadas para poner de manifiesto los divgrsos‘factores que
contribuyen, en cada caso, a la energfa total de interaccién. En con-
secuencia, se ﬁa dedicado especial atencién a la influencia que, so-
bre los procesos de interacci6bn, tienen diversos cambios inducidos en

el medio, como la naturaleza del disclvente, los iones presentes en

disolucién, los agentes desnaturalizantes, el pH y la temperatura.

8i bien el estudio fundamental se ha realizado por espectros
copfa UV, debido a las ventajas que tiene esta té€cnica en investiga-

ciones de caricter cuantitativo, se ha efectuado también un estudio
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complementario, por espectroscopla IR, de la interaccifn de las unida
des monomé&ricas en disolucibén acuosa, con objeto de valorar las posi-
bilidades de esta té&cnica en el estudio de la autoasociacién y hetero

asociaci6n.

Las conclusiones de alcance mis general logradas en este tra

bajo son las siguientes:

1) La deteccin e interpretaci6n de un doble efecto hipocré-
mico en un intervalo de concentraciones de cinco 6rdenes de magnitud,
como ampliacifén del trabajo realizado previamente en este Laboratorio.
Consideramos que esta aportacifn puede ser de gran importancia en el

drea de investigaci6n de las interacciones moleculares.

2) La consecucifn de una evidencia experimental gue ha permi
tido cuantificar, dentro de ciertos limites, la importante contribuci
de las fuerzas hidrof&bicas en el proceso de asociacién de los compo-

nentes de Acidos nucleicos.

3) La confirmaci6én experimental de que el estudio de los com
ponentes mfs simples de los &cidos nucleicos, proporciona una informa
cibén valiosa para la comprensifn de los principios fundamentales que

. gobiernan las propiedades de estos biopolimeros.
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QONCLUSIONES

1) Los espectros UV de nucleobases, nuclefsidos y nuclebti-
dos, en disoluci6n>acuosa, en el intervalo de concentraciones de ~1¢~ ¢
a v107!M, revelan una desviacién de la ley de Lambert-Beer, de caric-
ter hipocrfmico, cuyo origen se atribuye a la autoasociacién de estos

compuestos.

2) Se ha puesto de manifiesto la existencia de un doble efec
to hipocr6mico; un primer efecto en disoluciones dilufdas (c<1073M) y
un segundo efecto en disoluciones concentradas (c>10" M) de los si-
guientes compuestos: adenina, adenosina, desoxiadenosina, guanosina,

citidina, uridina, 5'-AMP, 5'-GMP, 5'-UMP y 5'-TMP.

El doble efecto hipocrbfmico se interpreta en funcién de un
multiequilibrio de asociacibn, en el que el 185 efecto hipocrémico co
rresponde a la formacibén de dimeros, caracterizado por una constante
de asociacibén K,, vy el 2° efecto, a la formacibén de polimeros, en los
gue las constantes de asociaci6n correspondientes a los su;esivo§ gra

dos de polimerizacifn, son menores que K,.

3) Utilizando el método de cdlculo, desarrollado previamente
en este Laboratorio, para la determinacién de los para&metros de auto-
asociacién de unidades monoméricas de &cidos nucleicos, se han obteni

do los valores que se indican en la tabla 1.4. (p&gina 45).

4} Se ha hecho una estimacién de los diversos factores que

contribuyen a la energfa total de la interaccifn de autoasociacién,
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utilizando la aproximacifn de dipolo, de DeVoe y Tinoco, para el tra
tamiento tebrico del hipocromismo. La interpretacién de los valores
obtenidos permite establecer la conclusifn de gue las interacciones
hidrofébicas desempefian un papel fundamental en el proceso de autoaso

ciacién.

5) Se ha realizado un estudio detallado de la influencia que
sobre la autoasociacifn ejercen la naturaleza del disolvente {agua,
etanol y dimetilsulffxido), los iones presentes en la disolucién (clo -

ruros, sulfatos y percloratos), el pH y la urea.

Los resultados experimentales ponen de manifiesto que los me
canismos de asociacifn responsables de cada uno de los dos efectos hi
pocrémicos observados, no son de la misma naturaleza. Del andlisis con
junto de los resulﬁados obtenidos en este trabajo se deduce gue la au
toasociaci6n de unidades monomé&ricas en disolucién acuosa esté condi-
cionada, fundamentalmente, por un mecanismo de apilamiento, si bien
algunos de los resultados experimentales son compatibles con la hip6-
tesis de que el 1&L efecto hipocrSmico se debe a la formacifn de en-

'
laces de hidrSgeno entre las bases.

6) Se han determinado los par&metros termodin&micos de auto-
asociacifén de adenina, adenosina y 5'-AMP, en el intervalo de 5°C a
25°C, cuyos valores, para cada uno de los dos efectos hipocrémicos,

son los siguientes:
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188 efecto 2° efecto
AH® AS® AR® AS®
(kcal/mol) (cal/mol K) (kcal/mol) (cal/mol X)
Adenina + 5,7 +38 + 6,5 +33
Adenosina .+ 9,6 +51 + 4,4 +24
5'~AMP +19,5 +87 +11,2 "+51

El signo y la magnitud de los valores obtenidos para AH® y
AS® revelan gue la asociacién de estas unidades monom&ricas, en medio
acuoso, se debe principalmente a la contribucién entrépica, tanto en
el 1° como en el 2° efecto hipocr6mico, y en consecuencia, estos re-
sultados son consistentes con la hip6tesis de gque las interacciones

hidrof6bicas deben ser el factor condicionante de la asociaci6bn.

7) Los espectros UV de los dinuclebsidos-monofosfato ApA y
UpU, en disolucién acuosa, ponen de manifiesteo la existencia de un do
ble efecto hipocrémico, andlogo al descrito para las unidades monomé-

ricas.

8) Los paré&metros de autoasociacidén de los dinucleésidos-mo-
nofosfato pueden predecirse a partir de los pardmetros de autoasocia-
ci6én de las unidades monom&ricas correspondientes. Esta conclusifn se
puede generalizar en el sentido de que el estudio de las unidades mo-
noméricas proporciona una informacién que es directamente aplicable a
la predicci6n de la estructura y comportamiento de componentes de &ci

dos nucleicos de mayor grado de complejidad.

9) Los espectros UV de los dinuclefsidos-fosfato revelan la
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existencia de una hipocromicidad adicional respecto de sus unidades
monoméricas constituyentes. La interpretacifn global de este hecho es
consistente con la hipStesis de gne el enlace fosfodiéster 3'-5' da

lugar a un mayor grado de ordenacifn de las bases.

Este resultado es especialmente significativo, porque consti
tuye, dentro de ciertos liImites, una evidencia experimental de que,
con este enlace, se inicia ya a nivel de los dinucleSsidos-fosfato,

la estructura helicoidal caracteristica de los polinucleétidos.

10) Se han determinado las magnitudes termodinimicas aparen-
tes de apilamiento intramolecular de ApA y de UpU, a partir de sus
curvas de fusién, obteniéndose los valores AH®°=-9,4 kcal/mol y AS°=
=-33 cal/mol K, para el ApA, y AH°=-4,6 kcal/mol y AS°=-~14 cal/movi,

para el UpU.

Estos resultados indican que la interaccifn intramolecular
de apilamiento en estos dimeros se debe, principalmente, a la contri-
bucifn entdlpica, en contraposici6n a las interacciones intermolecula
res de las unidades monoméricas, que estin condicionadas por el térmi

no entrépico.

11) Se ha demostrado experimentalmente, por primera vez, la
existencia de procesos de hetercasociacién en los sistemas UpU.adeno-

sina, ApA.uridina y ApA.UpU.

12) La variacién con la concentracién de la absortividad mo-
lar de los &4cidos oligoriboadenflicos y oligoribouridflicos, es anilo

ga a la que puede predecirse a partir de sus unidades monoméricas con
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tituyentes. En ambas series de oligonuclebtidos, se presenta un efec
to hipocr6fmico adicional, anilogo al observado en los dinuclebsidos-
fosfato, que puede interpretarse en funcién del mayor grado de orde-

nacién a que da lugar el enlace covalente 3'-5' fosfodiéster.

13) El grado de ordenacifn de las bases en los oligonucledti
dos aumenta al aumentar la longitud de la cadena, alcanz&ndose un 11-
mite m&ximo de ordenacidn para una longitud de cadena del orden de 10

nuclebtidos.

14) Se han determinado las magnitades termodinSmicas aparen-
tes, AH® y AS°, de apilamiento intramolecular de los &cidos oligoribo
adenflicos y del polinucle&tido poli A, a partir de sus curvas de fu-
sibén. Los resultados obtenidos son del mismo signo gue los del dfmero
ApA, si bien su magnitud aumenta gradualmente, en una cantidad aproxi

madamente constante, al aumentar la longitud de la cadena.

15) El1 poli A, en la conformacién de hélice simple, presenta
una hipocromicidad mayor gue la de sus unidades monoméricas y corres-
pondientes oligonucledtidos. Este hecho confirma gue el esqueleto ri-
bosa-fosfato favorece el apilamiento de las bases, como ya se habia

puesto de manifiesto en el dimero y en los olig6meros.

16) La transicién conformacional correspondiente a la fusi6n
del poli A a pH &cido, revela que la formacién de la doble hélice da
lugar a un aumentc de la hipocromicidad del orden del 1l1%, como conse
cuencia de la formacifin de los enlaces intercatenarios correspondien-

tes.
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17) El valor de la absortividad molar de las disoluciones del
poli A permanece invariable al aumentar la concentracifn de este poli
nucleStido. Por el contraric, la absortividad molar de las disolucio-
nes de poli U, disminuye gradualmente al aumentar la concentracién,
de una manera aniloga a la observada en las unidades monoméricas. Es-
ta diferencia de comportamiento es consistente>con las diferencias es

tructurales postuladas para ambos polinucleétidos.

18) Los espectros IR de las disoluciones de 5'-GMP y adenosi
na, revelan gue algunas de las bandas de absorcién caracteristicas de
estos compuestos, presentan un efecto hipocrémico comparable al detec

tado por UV.

19) El valor de la constante de autoasociacién del nucleétido
5'-GMP, en b,0, en el intervalo de concentraciones correspondiente al
2° efecto hipdcrémico, es del mismo orden de magnitud que el obtenido
por espectroscopfa UV. El nuclebtido 5'-CMP no presenta efecto hipocr§
mico en este intervalo de concentraciones, anflogamente a lo observa-

do en UV.

20) Los espectros IR de las disoluciones de adenosina en D,0,
ponen de manifiesto la existencia de un doble efecto hipocr6mico, que
confirma el resultado obtenido en este Laboratorio por espectroscopia

uv,

21) Se ha detectado la existencia de un efecto hipocrémico

en diversas bandas de absorcién del espectro IR correspondiente a la
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mezcla de sendas disoluciones de 5'-GMP y 5'-CMP. Este hecho, que po
ne de manifiesto una interaccifn de heteroasociacifn, ofrece la posi
bilidad de realizar el estudio cuantitativo de la heteroasociacifn

de unidades monoméricas oamplementarias por espectroscopfa IR.
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