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El estudio de las asociaciones moleculares constituye, en la 

actualidad, un ârea de investigaciôn de importancia fundamental en Bio 

logla Molecular.

Como es sabido, la estructura de la mayorla de las biomolêcu- 

las simples estS ya, en gran parte, resuelta, y la estructura primaria 

de los biopolfmeros résulta cada vez mâs accesible. El interês de los 

investigadores se orienta actualmente a la determinaciôn de las posi- 

bles conforraaciones de estas macromoléculas y al estudio de las inte- 
racciones moleculares entre diferentes tipos de biopolfmeros o de és- 
tos con molêculas peguenas.

Dentro de esté orden de ideas, el estudio de las propiecades 
fisicoguîmicas de los Scidos nucleicos puede orientarse segûn dos 11- 

neas de investigaciôn bien definidas. La primera de ellas se refjere 
a la qulmica estructural y propiedades intrinsecas de estos comptes- 

tos; la segunda, que constituye el objeto del présente trabajo, com­
prends el estudio de sus interacciones moleculares.

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

el camino mâs lôgico y fructlfero para abordar la investigaciôn £ ni- 

vel fisicoqulmico de las propiedades de los âcidos nucleicos, dele par
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tir del estudio de sus unidades monomêricas, bases pûricas y pirimidi- 
nicas, y sus nucleôsidos y nuclefltidos correspondientes.

El objetivo fundamental del presente trabajo es poner de ma- 
nifiesto que el estudio de las interacciones moleculares de las unida­

des monomêricas de âcidos nucleicos, y de otros componentes de progre- 
siva complejidad estructural de estos biopolfmeros, proporciona una 
informaciôn valiosa acerca de los principles fundaroentales que gobie£ 

nan las propiedades estructurales de los âcidos nucleicos.

De acuerdo con esta idea, se ha planificado este trabajo es- 
tudiando, en primer lugar, las interacciones moleculares de los compo­
nentes mâs simples de los âcidos nucleicos y a continuaciôn, las de 
los oligonucleôtidos y polinucleôtidos.

De este modo, puede llevarse a cabo un estudio comparative 
de las interacciones moleculares de componentes de âcidos nucleicos de 
diferente grado de complejidad, y se pueden establecer correlaciones 
que constituyen una valiosa ayuda para estimar las contribuciones rela 
tivas de los diverses factdres que condicionan la estructura y estabi- 
lidad de los âcidos nucleicos, las cuales estân determinadas por las 
interacciones base-base, por la conformaciôn del esqueleto ribosa-fos- 
fato y por las interacciones con el medio.

El estudio propuesto se basa, fundamentalmente, en el efecto 
hipocrômico que presentan las bandas de absorciôn de los componentes 
de âcidos nucleicos en UV y en IR. Por tanto, se hace uso de estas dos 
técnicas de espectroscopia molecular. La espectroscopia UV présenta.



IX

para el estudio cuantitativo de estas interacciones moleculares, aigu 

nas ventajas significatives, entre las cuales puede destacarse la po- 

sibilidad de estudiar disoluciones en un amplio interval© de concen- 

traciones, que permite observer el progrès© del grado de asociaciôn 
al aumentar la concentraciôn, debido a la gran intensidad de las ban­

das de absorciôn UV y a su sensibilidad a las variaciones de concentra 

ci6n. Por otra parte, la espectroscopia IR aporta una informaciôn corn 

plementaria acerca de la naturaleza de los mécanismes de interacciôn, 

si bien esta tëcnica es, en el aspect© cuantitativo, mâs limitada que 

la UV.

Teniendo en cuenta que el agua es el disolvente natural de 

los medios biolôgicos, es obvio que tanto el estado conformacional de 

las biomolëculas, como sus interacciones, deben ser investigados en 

disoluciôn acuosa. De acuerdo con ello, todos los componentes de âci­

dos nucleicos a que se refiere este trabajo, se ban estudiado en diso 

luciôn acuosa, salvo en los casos en que se han empleado otros disol- 

ventes (etanol y diraetilsulfôxido) para valorar, precisamente, la in­
fluencia del disolvente sobre 1,0 s procesos de interacciôn inter- e 

intramolecular.

El orden expositive seguido en esta Memoria responds al orden 

creciente de complejidad de los diverses sistemas de componentes de 

âcidos nucleicos que hemos estudiado.

En el capitule 1 se expone el estudio reallzado por espectro£ 
copia UV, de la autoasociaciôn de las 16 unidades monomêricas mâs ca- 

racterlsticas de los âcidos nucleicos (5 bases, 6 nucleôsidos y 5 nu-



clefitidos) , en disoluciôn acuosa, y se hace una discusiôn detallada 

de los diferentes factores que contribuyen -en cada uno de estos corn 
puestos- a la energfa total de interacciôn.

En el capftulo 2 se estudia la influencia que sobre la auto 
asociaciôn ejercen la naturaleza del disolvente, los iones présentes 

en la disoluciôn, el pH, la urea y la temperatura. Las conclusiones ex 
puestas en cada uno de los apartados de este capftulo, confirman la 
hipôtesis de trabajo de este estudio de que las interacciones molecu­

lares son consecuencia, no sôlo de las propiedades intrinsecas de las 
molêculas iraplicadas en la interacciôn, sino tambiên de las condicio- 
nes del entorno en que êsta tiene lugar.

El estudio de las unidades monomêricas desarrollado en los 
capitulos 1 y 2 permiten interpreter el doble efecto hipocrômico -de- 
tectado por primera vez en este Laboratorio- en funciôn de la posible 
asociaciôn por formaciôn de enlace de hidrôgeno y por apilamiento. Por 
otra parte, se ha logrado poner de manifiesto la contribuciôn de las 
interacciones hidrofôbicas en el proceso de asociaciôn.

De acuerdo con la idea directrlz del présente trabajo de que 
las propiedades de los Scidos nucleicos son funciôn de sus unidades 
constituyentes, en el capftulo 3 se ha extendido el estudio de las u- 
nidades monomêricas a los dinucleôsidos-fosfato ApA y UpU, con el do­
ble objetivo de tratar de estimar hasta qué punto los parSmetros de 
asociaciôn de los dimeros pueden predecirse a partir de los parSmetros 

de asociaciôn de los monômeros, y de valorar la contribuciôn que re­
présenta la cadena ribosa-fosfato en la ordenaciôn de las bases y en
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la iniciaciôn de la estructura hélicoïdal de los polinucleôtidos.

En el capltulo 4, siguiendo el orden creciente de aproxima- 
ci6n a la estructura de los âcidos nucleicos, se extiende el estudio 

del efecto hipocrômico a los âcidos oligoriboadenflicos y oligorlbo- 

uridllicos, y a los polinucleôtidos poli A y poli U. De este mode, se 

lleva a término la investigaciôn por espectroscopia UV de los sistemas 

citados.

En el capftulo 5 se describen los resultados iniciales de un 

estudio experimental, mediante espectroscopia IR, acerca de la autoa- 

sociaciôn^ y heteroasociaciôn de unidades monomêricas en disoluciôn 

acuosa, que ha permitido confirmer algunas de las principales conclu­

siones obtenidas por espectroscopia UV. Entre ellas, merece destacar­

se la confirmaciôn de la existencia del doble efecto hipocrômico (en 

adenosina), la concordancia del valor de la constante de asociaciôn 

correspondiente al 2“ efecto hipocrômico del 5 '-GMP con el obtenido 
por UV, y la existencia de un ûnico efecto hipocrômico en el 5'-CMP, 

que représenta un resultado singular dentro del estudio por UV de los 

mononucleôtidos. '

Para faciliter el manejo de la bibliografla consultada, se 

ha adoptado el criterio de su numeraciôn independiente por capitulos, 
si bien, dada la amplitud del cap. 2 y la diversidad de los temas tra 
tados en êl, la bibliografla correspondiente a dicho capltulo se dis- 

tribuye por apartados.



1.- AUTOASOCIACION DE BASES, NUCLEOSIDOS 
Y NUCLEOTIDOS EN DISOLUCION ACUOSA. 
ESTUDIO POR ESPECTROSCOPIA UV.



Es Evidente que un estudio sistemStico de las propiedades 

fisicoguîmicas de las unidades monomêricas de los Scidos nucleicos, ba 
ses pûricas y pirimidinicas y sus nucleôsidos y nucleôtidos correspon­

dientes, debe proporcionar una informaciôn valiosa de los principios 

fondamentales que gobiernan las propiedades de los âcidos nucleicos. 

Por ser molêculas relativamente sencillas y que pueden obtenerse como 
taies especies quimicas con un elevado grado de pureza, las unidades 

monomêricas se pueden estudiar con mucha mâs profundidad y rigor. En 

efecto, los mâs destacados investigadores de este ârea de trabajo co£ 

sideran que el estudio de los principios bSsicos de la qulmica de los 

âcidos nucleicos debe cimentarse, lôgicamente, en el de las unidades 

monomêricas.

Dentro del estudio de las propiedades fisicoguîmicas de 

las unidades monomêricas, pueden establecerse dos âreas bien definidas. 
La primera comprende la qulmica estructural y las propiedades intrinse 
cas de estos compuestos; la segunda, que constituye el objeto de nues- 

tro trabajo, comprende los estudios de interacciôn y asociaciôn de un£ 

dades monomêricas entre si y con polinucleôtidos.

La informaciôn obtenida en este estudio, permitirS abordar 
el tratamiento de sistemas mâs complejos; dinucleôtidôs, oligonucleô- 
tidos y polinucleôtidos. Como es sabido, la estructura de los Scidos 
nucleicos y de los polinucleôtidos estâ determinada por los condicio- 

namientos que impone la conformaciôn del esqueleto ribosa-fosfato y 

por las interacciones directes entre las bases pûricas y pirimidlni- 
cas.

Aûn no han sido establecidas definitivamente, en modo al-



guno, las causas ûltinias de la estructura y estabilldad de los Scidos 
nucleicos en disoluciôn acuosa. Présenta, pues, un interês especial el 

estudio de la interacciôn y asociaciôn de las unidades monomêricas en 

disoluciôn acuosa, ya que sus estados conformacionales y sus mécanis­
mes de acciôn estSn condicionados, no solamente por sus propiedades 

intrinsecas, sino tambiên, y en un grado muy importante, por su inte­

racciôn con el disolvente. Por otra parte, es obvio que las interac­

ciones de molêculas de importancia biolôgica, como son estas unidades 

monomêricas, adquiere su pleno significado en disoluciôn acuosa, ya 

que el agua es el medio natural de los sistemas biolôgicos.

En los trabajos preliminares de la interacciôn de unida­

des monomêricas de âcidos nucleicos, realizados en nuestro laborato­
rio (1-3), se puso de manifiesto por primera vez la existencia de un 
doble efecto hipocrômico en los espectros ÜV de las disoluciones acuo 

sas de bases, nucleôsidos y nucleôtidos: un primer efecto a concentra 
ciones inferiores a 'vio~’ M y un segundo efecto a concentraciones corn 

prendidas entre este valor y ~10"' M.

Este doble efecto hipocrômico podria interpretarse en fun 
ciôn de dos mecanismos diferentes de asociaciôn, uno de apareamiento 
por formaciôn de enlaces de hidrôgeno (primer efecto), y otro de api­
lamiento vertical (segundo efecto), estableciéndose, por otra parte, 
como supuestos plausibles del fenômeno de asociaciôn, la formaciôn de 
dlmeros (1"" efecto hipocrômico) y la formaciôn de polfmeros (2° efec­

to hipocrômico), por un proceso de multiequilibrio.

Hemos llevado a cabo un estudio prâcticamente exhaustivo 

de la bibliografla correspondiente a este ârea 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 asociaciôn. Si bien en las revisiones de conjunto publica- 

das hasta el momento actual (4-7) se establece que, en general, el ûni

co mecanismo de asociaciôn que se ha podido poner de manifiesto, en di

soluciôn acuosa, es el de apilamiento de las bases en las unidades mo­

nomêricas estudiadas, otros trabajos (8,9) presentan evidencia experi­

mental de la formaciôn de enlaces de hidrôgeno en la autoasociaciôn de

nucleôtidos.

En este capftulo nos limitaremos a tratar de interpreter 

los resultados expérimentales obtenidos por nosotros por espectrosco­
pia UV, con el fin de dilucidar, hasta donde sea posible, la existen­

cia de uno u otro de los dos mécanismes fondamentales citados -enlace 

de hidrôgeno y apilamiento- y valorar la contribuciôn relative de cada 

uno de ellos.

Para poner de manifiesto las dificultades que encierra 
este intente de obtenez resultados concluyentes, no queremos dejar de 

subrayar las grandes limitaciones de la espectroscopia UV en el estu­
dio de los enlaces de hidrôgeno frente a otras técnicas espectroscôpi- 
cas, aunque, como es sabido, el enlace de hidrôgeno afecta al espectro 

electrônico de una molêcula si el grupo cromôforo de êsta es perturba- 
do por dicho enlace, y por ello los espectros de absorciôn UV y visi­

bles se han utilizado para estudios cuantitativos de enlaces de hidrô­
geno (10). En la actualidad, se considéra que la espectroscopia de RMN 
y las de IR y Raman constituyen los mêtodos mSs sensibles para el estu 
dio de las interacciones que dan lugar a la formaciôn de enlaces de hi



drôgeno. Especialmente importante, para dilucidar entre los dos citados 
mecanismos de asociaciôn posibles, es el empleo de la espectroscopia de 
RMN, ya que el apilamiento da lugar a desplazamientos a alto campo de 
las seriales de los protones de los anillos de las bases, mientras que 

el enlace de hidrôgeno produce desplazamientos a bajo campo.

Sin embargo, la espectroscopia UV présenta, para el estudio 
cuantitativo de interacciones moleculares, las siguientes ventajas fun 
damentales: 1°) la posibilidad de estudiar disoluciones acuosas; 2°) 

la gran intensidad de las bandas de absorciôn UV, que permite estudiar 

un intervalo de concentraciones lo suficientemente grande (5 ôrdenes 
de magnitud) para poder observar côrao progrèsa el grado de asociaciôn 

al aumentar la concentraciôn, lo cual ha permitido poner de manifiesto 
la existencia del 1^^ efecto hipocrômico, que tiene lugar en disolucio 
nés muy diluîdas, cuyo estudio, incluso por RMN, présenta grandes dif£ 

cultades; 3°) la gran sensibilidad de la intensidad de las bandas UV a 
las variaciones de concentraciôn, que permite delimiter de forma preci 
sa la separaciôn entre los 2 efectos hipocrômicos observados y calcu­
ler los correspondientes parSmetros de asociaciôn.



1.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

1.1.1. InstrumentaciÔn

Los espectros UV se han registrado con un espectrofotômetro 
Pye-Unicam SP 1800, de doble rayo, con un intervalo espectral de 190 a 
700 nm, y una precisiôn de ±0,5 nm. Este instrumente permite el empleo 

de 4 escalas de absorbancia: 0-0,2; 0-0,5; 0-1 y 0-2, siendo la exact^ 

tud fotométrica 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 utilizer 5 velocidades de barrido: 4, 2, 1, 0,5 y 0,2 nm/sg.

La aliroentaciôn del espectrofotômetro se ha efectuado a 

220 V ±0,5%, mediante un estabilizador de tensiôn Philips 7776/06. El 

registre 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.

Tambiên se ha usado, simultSnearaente, un espectrofotômetro 

Perkin-Elmer, modelo 124, de doble rayo, con un intervalo espectral de 
190 a 800 nm y una precisiôn de ±0,5 nm. Este instrumente tiene 2 esca 
las de absorbancia: 0-1 y 0-2, siendo la exactitud fotométrica de ±0,5 
% 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 espectrofotômetro estS aco- 
plado a un registrador Perkin-Elmer 165, que posee una gama de 11 ten 

siones, comprendidas entre 1 mV y lOV, lo cual permite expandir a vo- 
luntad la escala de absorbancia del espectrofotômetro. Este instrumen­

te se utilizô tanto para el registre complete de los espectros, como 
para medidas puntuales a una longitud de onda determinada.

Los resultados obtenidos en ambos espectrofotômetros fue- 

ron concordantes dentro del error experimental correspondiente a las



medidas de absorbancia.

Se han utilizado células de cuarzo fundido de 5 cm, 4 cm,

1 cm y 0,1 cm, procédantes de TSL "Spectrosil", Pilkington Perkin-Elmer 
y Pye-Unicam. Los espectros correspondientes a las disoluciones mSs 

concentradas han requerido la utilizaciôn adicional de microcélulas 
desmontables, de Beckman-RIIC, con ventanas de cuarzo y separadores de 

teflôn de 25 um de espesor. El empleo de estas células ha permitido e£ 

tudiar la zona de concentraciones en que se manifiesta el 2® efecto 
hipocrômico.

1.1.2. Productos y disoluciones

Todos los compuestos utilizados son de procedencia corner- 
cial: las bases, de Sigma Chemical Co., con grado de pureza Sigma; los 

nucleôsidos y nucleôtidos, de Boehringer Mannheim, salvo la timidina, 
de Sigma. Se realizaron sendas experiencias de autoasociaciôn con mues 
tras de TMP de Sigma y de Boehringer, sin obtener diferencias signifi- 
cativas.

Es necesario tamponar las disoluciones para que el descen- 

so de la absortividad molar no pueda deberse a la formaciôn de otras 
especies iônicas al variar el pH de aquéllas. Los fosfatos utilizados 
para la preparaciôn del tampôn, de pH 6,8, son de Merck, de pureza 

"para anâlisis". El agua es bidestilada, exenta de materia orgânica 
por oxidaciôn con MnO^K.

Para que la concentraciôn de las disoluciones sea lo mâs 

exacts posible, es necesario contrôler la pureza de los compuestos y 
su contenido en humedad. La pureza de los productos fue comprobada por 

espectroscopia IR, en comprimidos de BrK, y por cromatografia en capa
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fina, utilizando silicagel G, de Merck, como soporte, y ClLi 0,5 M co­

mo disoluciôn de desarrollo. El contenido en agua se determinô por anS 
lisis elemental y por el método de Karl Fischer.

Todas las unidades monomêricas estudiadas fueron desecadas 

a vacio, utilizando P^Oj o gel de silice como agentes deshidratantes, 

con calefacciôn mediante lâmpara de radiaciôn infrarroja a una tempera 
tura no superior a 50®C.

Para cada experiencia de autoasociaciôn se utilizô una sé­

rié de disoluciones en tampôn fosfato de la correspondiente unidad mo- 

nomérica (base, nucleôsido o nucleôtido), a diferentes concentraciones. 

Unicamente la guanina hubo de estudiarse en disoluciôn de CIH 0,1 N 

debido a su bajisiroa solubilidad a pH neutro. Se prepararon diverses 

disoluciones patrôn por pesada, en una balanza Mettler H16, con una 
precisiôn superior a ±0,05 mg, y a partir de ellas, por diluciôn, las 

restantes disoluciones, cubriendo todo el intervalo de concentraciones 

indicado en las tablas correspondientes. Se utilizô material volumétr£ 

co contrastado y, en todo caso, se escogieron las relaciones volumétr£ 

cas mâs adecuadas para mantener el error estimado en la concentraciôn 
por debajo del 1%, inferior al error de lectura del espectrofotômetro.

La preparaciôn de estas disoluciones se efectuô, siempre 
que fue posible, a temperatura ambiante, pero en algunos casos, con el 
fin de conseguir el limite de solubilidad, se hizo necesario calentar 
en bano 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 deterrainaciôn del pH se efectuô 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 tampôn Radiometer,



de pH 6,50 ±0,01 y 4,00 ±0,02.

Se comprobô que la existencia de fibras en las disolucio­

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 hablan eliminado las fibras mediante 
el empleo de filtres Millipore de 0,8 pm.

En general, se procurô que las medidas de absorbancia se 

efectuaran en las disoluciones recién preparadas, pero en caso necesa­

rio se conservaron éstas en frigorifico. Se comprobô que con este pro- 
cedimiento de conservaciôn, la absorbancia permanecîa invariable duran 

te un période de tiempo suficientemente prolongado.

1.1,3. Tëcnica de medida

En cada una de las experiencias de autoasociaciôn realiza- 
das, se ha medido la absortividad molar aparente del compuesto, a la 

longitud de onda del mâximo a ^^60 nm, en un intervalo de concentracio 
nés desde v5.10“® hasta 'vl0“' M, cuyo limite superior ha estado deter- 
minado en cada caso por la solubilidad de las unidades monomêricas y 
por su absorciôn, a dicha longitud de onda, en células de cuarzo de 25 
Vim de espesor, que es el minimo de que hemos podido disponer. Una de 
las principales dificultades expérimentales de este trabajo ha sido el 
tener que abarcar 5 ôrdenes de magnitud de concentraciôn, lo que ha r£ 
querido la utilizaciôn 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 diluciôn, 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 diluciôn. Se comprobô 
tambiên el buen solapamiento de los valores de absortividad molar obte 

nidos en células de diferente espesor.

Para poder realizar con suficiente precisiôn el ajuste por 

mfnimos cuadrados inclufdo en el método de câlculo, es conveniente que 

el nûmero total de puntos expérimentales de cada curva de hipocromici- 

dad, no sea inferior a unos 20. Por otra parte, conviens acumular un 

nûmero adecuado de puntos expérimentales en las proximidades del punto 
de separaciôn entre el 1® y el 2® efecto hipocrômico, asi como en los 

limites del intervalo global de concentraciôn, con objeto de obtener 

una buena definiciôn de ambos efectos para la aplicaciôn subsiguiente 

del método de câlculo de los parâmetros de autoasociaciôn. Todo ello 

da una Idea de la laboriosidad de las medidas expérimentales.

La naturaleza de las mediciones efectuadas requiers un con 

trol cuidadoso de la exactitud y reproducibilidad de la respuesta del 
espectrofotômetro. Por ello, se procediô periôdicamente a contraster 

la escala de longitudes de onda mediante las lineas del espectro de 
eraisiôn del deuterio, y de los espectros de absorciôn de filtres de 
holmio y didimio. Para el calibrado de las escalas de absorbancia, se 

utilizô una serie de disoluciones patrôn de cromato potâsico, de dife­
rente concentraciôn (11,12). Asimisino, se procediô regularmente a re­

gistrar la llnea base aire/aire en todo el intervalo de longitudes de 
onda, para comprobar que las desviaciones no eran superiores a las pe£ 
mitidas en las especificaciones del instrument© y efectuar los reajus­
tes precisos en caso contrario. Se comprobô tambiên la linealidad de 

las escalas de los espectrofotômetros y registradores.

Al comienzo de cada sesiôn de trabajo, se procediô a un
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ajuste de los valores extremes de las escalas de absorbancia de los es 

pectrofotômetros. Antes de medir los espectros de las disoluciones, se 
registre la Ifnea de fonde, con tampôn en las células de referenda y 
de muestra, con el doble objeto de comprobar la perfecta limpieza de 
éstas y de efectuar la correcciôn de la absorcifin de fonde, como se 
describe mSs abajo.

En el espectrofotômetro ünicam SP 1800, la lectura de medi 

das puntuales de absorbancia se realizô en el propio instrumente, con 
la escala mâs sensible que se pudiese utilizer en cada caso. En el es- 
pectrofotômetro Perkin-Elmer 124, se recurriô al empleo del registrador 
per su gran versatilidad en la expansiôn de la escala de absorbancias. 

La concordancia de los resultados obtenidos por ambos métodos se mantu 
vo dentro del error experimental, aunque en el primer caso se obtuvo 
una dispersiôn menor, debido a la mayor precisiôn del instrumente. Dada 
la importancia de la precisiôn de las medidas, que es crftica para los 

pequenos efectos estudiados, esta concordancia se ha comprobado igual- 
mente utilizando los espectrofotômetros Perkin-Elmer 575, Zeiss PMQ-3 
y Zeiss DM4.

En todas las medidas puntuales de absorbancia se corrigiô 
la absorciôn de fondo, restando del valor de la absorbancia a la lon- 

gitud de onda del mâximo, A„< la lectura a 310 nm, A,̂ g , donde no hay 
absorciôn en los compuestos estudiados, asî como la diferencia de las 
lectures de absorbancia obtenidas para el tampÔn a las mismas longitu­

des de onda, Fpi Y l’an/ a partir de la Ifnea de fondo. Es decir:

'corregida

La absortividad molar aparente en el mâximo, se obtie-
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ne a partir del valor corregido de la absorbancia:

F = ^correglda 
m bc

siendo b el espesor (en cm) de la célula y c la concentraciôn molar del 
soluto.

Para cuidar al mâximo de no introducir errores accidenta- 

les, se atendiô especialmente a la limpieza de las câlulas, que se la- 

varon periôdicamente con detergente "Mucasol", de Bramd, o con una di- 

soluciÔn de NOjH al 40%, a ebulliciôn. Se comprobô tambiân 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 régisbradas, 

utilizândose en todas las experiencias una anchura de 1 nm. Las lectu­

res de absorbancia se realizaron a temperatura ambiante, comprobândose 

que oscilaciones de ±5®C no afectan signifiCativamente a los resultados 

obtenidos. Para evitar la apariciôn de burbujas en las disoluciones, 
se desgasificaron éstas, a vaclo, 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 cSlculo para determinar las constantes de autoasociacifin de las un^

dades monoméricas, a partir de la variaciôn de los valores expérimenta 
les de la absortividad molar en funciôn de la concentraciôn.

La hipôtesis bâsica en que se fundaments este método de
câlculo es que la desviaciôn de la ley de Lambert-Beer, observada en

los espectros UV de las disoluciones de las unidades monoméricas, tie­
ns su origen exclusivamente en la autoasociaciôn de dichos compuestos. 

Teniendo en cuenta que se han publicado varios trabajos (1,3) en los 
que se expone con detalle el método, s61o daremos aquî una breve des- 

cripciôn del mismo, que permita seguir el tratamiento de datos expéri­
mentales de la presents Memoria.

Método de câlculo

Se considéra que la asociaciôn de 1 soluto se lleva a cabo 
por un ûnico mecanismo de interaccidn, bien de apilamiento o bien de 
enlace de hidrôgeno, para ej que se establecen dos hipôtesis alterna-' 

tivas: la formaciôn de dlmeros y la formaciôn de polfmeros.

a) Formaciôn de dfmeros

Designando por Mj el monômero y por M, el dfmero, el equi- 

librio de asociaciôn correspondiente a la formaciôn de dlmeros es:

Mj + Mj 5=* Mj

cuya constante viene dada por:
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siendo C; y Cj las concentraciones en el equilibrio del monômero y del 
dfmero, respectivamente. La concentraciôn total, referida al monômero, 

serS:
c = 2cj + c,

Designando por la disminuciôn en la absortividad molar 
de una molécula que se encuentra asociada a otra, £j la absortividad mo 

lar del monômero , £ la absortividad molar aparente, y c la concentra 

ciôn molar inicial de soluto, tendreraos:

c = c,+2Kjcf 

E = E j - Ô j d - C i / C )

Desarrollando'estas exprèsiones y simplificando, se obtie- 

nen por fin las siguientes ecuaciones équivalentes:

I

'2

([^-(Ej^P.C) 12|

siendo (e^)^ la absortividad molar aparente cuando todas las moléculas 
estân dimerizadas, y

b) Formaciôn de polfmeros

Designando por M, el monômero y por el polfmero de or- 
den i, el equilibrio genérico de formaciôn de polfmero es:

«i-,+ w. -  «i 

al cual corresponde una constante de asociaciôn:

K. -
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siendo la concentraciôn en el equilibrio del polfmero de grado i. Se 
supone gué la constante de formaciôn del polfmero es independiente del 
grado de asociaciôn, es decir, todas las constantes de los pasos suces£ 
vos de la formaciôn del polfmero son iguales y tienen un valor K^:

Si se define un parâmetro 6^, que représenta la disminuciôn 
de la absortividad que expérimenta una molécula al entrar a formar par­

te del polfmero, y se supone que este parâmetro es independiente de la 

posiciôn de la molécula en la cadena polimérica, salvo en los extremos 

donde su valor es 6^/2, résulta:

c = Cj (K^.Cj-1)"^

«p ''p

donde c, c, e ̂ y c, tienen el significado mencionado anteriorroente.

Desarrollando estas expresiones y simplificando, se obtienen 

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

 ̂ = ( V p  + |3|

e = El - 5^ ([E-(e„)p]"-c) |4|

siendo la absortividad molar aparente cuando el grado de polime-
rizaciôn tiende a infinite, y (e^)p.

Consideramos de interés resaltar que las ecuaciones que se 
obtienen para el supuesto de formaciôn de dfmero y de polfmero, son fo£ 
malmente anâlogas, aunque el valor que résulta para la constante de aso 
ciaciôn K es diferente en una y otra aproximaciôn.
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Reqreslones lineales

El tratamiento de los datos expérimentales a partir de las
ecuaciones |l|, |2|, |3| y |4|, puede realizarse mediante una regresifin

i
lineal, tomando como variable (c^-e/c)^ en las ecuaciones |1| y |3|, o 

bien (e-£^)c, en las ecuaciones |2| y |4 |. El valor de la constante de 
asociaciôn se determina a partir del valor de la pendiente de la recta. 

Ello requiere el conocimiento previo de e,, en el primer caso, o de 

en el segundo, los cuales pueden obtenerse por extrapolaciôn a c=0 6 
c=”o, respectivamente.

Para optimizer esta extrapolaciôn, que puede tener un error 

grande y afectar notablemente al valor de K, se adopta como criterio 

que los valores expérimentales de e estên comprendidos entre e , y 

y que el coeficiente de correlaciôn r del ajuste sea mâximo, y la des- 

viaciôn standard, o^, minima. De acuerdo con ello, se obtiene medi ante 

tanteo el valor de e , ô e^ que da lugar a un ajuste lineal ôptimo.

Aunque las ecuaciones propuestas son matemâticamente équi­

valentes, los valores que de hecho se obtienen para el coeficiente de 

correlaciôn de los ajustes por mlnimos cuadrados de las ecuaciones |l| 
y I3 I a los puntos expérimentales, suelen ser bastante mejores que los 
correspondientes a las ecuaciones |2 | y |4 |, debido a las condiciones 

en que se realiza la extrapolaciôn. Por ello, en este trabajo se utili- 
zarân exclusivamente las 2 primeras, optimizando la extrapolaciôn de e j .

Separaciôn del doble efeeto hipocrômico

Cuando una determinada unidad monomârica présenta dos efec 
tos hipocrômicos a intervalos sucesivos de concentraciôn, résulta nece 

sario delimitar cuidadosamente ambos efectos, con el fin de obtener con
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la mayor precisiôn posible los correspondientes parSmetros de asocia­
ciôn. En este caso, se interpréta que la asociaciôn tiene lugar segûn 
un mecanismo de dimerizaciôn, con una constante Kj ( l*’’efecto) , segui- 
do de un multiequilibrio de polimerizaciôn, con una constante (2®
efecto):

Para seguir con detalle los pasos del método de câlculo 

utilizado en la separaciôn y posterior tratamiento de ambos efectos, 
puede verse el desarrollado para la adenosina en tampôn fosfato (3).

En resumen, el procedimiento general que debe utilizarse 
es el siguiente: en primer lugar, se ajustas los puntos expérimentales 
con j un tamen te, suponiendo que existe un ûnico efecto hipocrômico. Se 

représenta grâficamente la ecuaciôn lineal correspondiente (ecuaciôn 
I1 I), observando si existe una inflexiôn que pueda indicar la existes 
cia de 2 intervalos de distinta pendiente, que se deban a 2 efectos 
hipocrômicos diferentes. En caso afirmativo, se ajustan por separado 

ambos intervalos, con el mismo valor de e, del ajuste ûnico, pues la 
absortividad que corresponde al monômero sin asociar, E j , ha de ser la 
misma para ambos efectos. Se prueban varios intervalos que difieran 

entre si en el punto de separaciôn, y adoptando como norma de separa­
ciôn ôptima, que la suma de los cuadrados de las desviaciones de ambos 
ajustes sea minima, se escoge el intervalo mâs adecuado.

En caso de que se presenten 2 efectos hipocrômicos, (e )̂ ĵ 
del l*® efecto represents la absortividad molar que oorresponderia a la 
dimerizaciôn compléta, que no es exactamente la correspondiente al pun 
to de transiciôn de los 2 efectos, porque a esa concentraciôn prédomi­

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

tras que (£„)p tiene el significado que indicamos anteriormente.

Para adoptar un criterio cuantitativo de significaciôn en 

la determinacidn del doble efecto, se comparan mediante el criterio 
de Student las distribuciones de coeficientes de regresiôn lineal;

V(n-2) î (x .-x) *
------------------------ I 5 I

z(y^-y)

en donde t es la variable de Student para (n-2) grados de libertad, 

siendo n el nûmero de puntos expérimentales; es la pendiente de la 

recta del ajuste ûnico, y p es la pendiente de la recta que correspon­

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

Si se cumple que (p-B) es significative, con un nivel de 
significaciôn del 1 por 100, deben considerarse 2 efectos hipocrômicos 
distintos; por el contrario, si esta diferencia se encuentra por deba- 

jo del nivel correspondiente a un 5 por 100, se considéra un efecto 
ûnico, y se calculan los parSmetros de asociaciôn como si se tratase 
de un simple equilibrio de dimerizaciôn.

En el caso de que existan 2 efectos hipocrômicos, se elige
a continuaciôn el valor extrapolado de e , para el cual es minima la
suma de los cuadrados de las desviaciones de ambos ajustes, y con di-
cho valor, que en general ser& diferente del obtenido en el ajuste
ûnico, se calculan las ecuaciones lineales correspondientes, |1 | y |3 |.

La representaciôn grSfica de estas ecuaciones, situando e en ordenadas 
i

y (e,-e/c)' en abscisas, darâ dos lineas rectas que se ajustarSn mejor 
a los puntos expérimentales que la recta correspondiente al ajuste ûn£ 

co inicial.
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Câlculo de parSmetros de autoasociaciôn

Los parâmetros de asociaciôn Kj, 6j, K^, 6^, se calculan a 
partir de los resultados de los ajustes definitivos para ambos efectos 

hipocrômicos:

a) l*® efecto
h
2p]

K, = “  d |6|

b) 2° efecto

Kp = -^ «p =
^2

Asimismo, puede calcularse la hipocroraicidad de la molécula 
asociada con respecto a la molécula libre, para cada uno de los 2 efec­

tos :
E,-e

h(%) = —  --- 100 I 8 I ̂1

A continuaciôn se adjunta el organigrams del método descri- 

to, asf como el listado del programs "HIPOCROM", en lenguaje BASIC, ut£ 
lizado en las regresiones lineales. Se trata del programs "LINEAR 
REGRESSION", de la colecciôn 2200 General Library Statistics/Engineering 

GLBR 22A Wang Laboratories, 1973, modificado en nuestro laboratorio 
para el ajuste mediante la optimizaciôn de e j. Con este programs, uti­
lizando un ordenador Wang 2200, se efectûa una regresiôn lineal de los 
puntos expérimentales (e ,c ) a las ecuaciones |1 | ô |3 |, segûn se supon 
ga la formaciôn de dfmero o de polfmero, respectivamente.

Queremos destacar que el principal problems que presents 
el anâlisis numérico de los datos de este tipo reside en la precisiôn 
de los datos expérimentales y no en los métodos utilizados para anali- 
zarlos. La bondad de nuestro método de câlculo se demuestra por los
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ajustes, casi coïncidentes con los resultados expérimentales, que lie 

ga a obtener. Sin embargo, debido al error experimental inevitable en 
los pasos iniciales del tratamiento de datos, el hecho de que se obten 

gan taies ajustes coïncidentes no implica necesariamente que la solu- 

ciôn sea ûnica.
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ORGANIGRAMA DEL METODO DE CALCULO

No

No

cHay inflexiôn?

.cA^ûn ?

FIN

Ajuste de todos los 
puntos expérimentales e ,c

Representaciôn grâfica 
de la ecuaciôn lineal

Elecciôn del intervalo 
que da Id? minimo

Câlculo de 
parâmetros de 
asociaciôn del 
ajuste ûnico

Elecciôn del ei que 
da Id? minimo para este 

intervalo

Ajuste por separado 
de ambos efectos, tomando 

el nuevo valor de e ,

Aplicaciôn del test de 
significaciôn, para este 

intervalo de ajuste

Ajuste por separado 
de los dos posibles 

efectos, con el Cj del 
ajuste total

Câlculo de ecuaciones 
lineales para los dos ajustes 

y representaciôn grâfica. Câlculo 
de parâmetros de asociaciôn.
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PROGRAMA "HIPOCROM", en lenguaje BASIC, utiliza­

do para el ajuste de los resultados expérimentales

10 DIM E(40),C(40)
20 INPUT "NUMERO DE PUNTOS",N:FOR I-ITO NtlNPUT "E T C",E(I),C(I 
):NEXr I
30 PRINT " E C"
40 FOR I-ITO N:PRINTUSING 50,E(I);C(I)tNEXT I 
50 7.
60 INPUT "El",El
70 PRINT "VALOR DE El -” ;E1
80 Sl,S2,S3,S4,S5-0
90 Zl,Z2-0
100 FOR I-l TO H
110 MD-El-E(I):M0-M0/C(I);X-SQR(M0):T-E(I)
120 Z1-Z1+X:Z2-Z2+X!2
130 Sl-Sl+X
140 S2-S2+Y
150 S>S3+X!2
160 S4-S4+Y!2
170 S5-S5+X*Y
180 NEXT I
190 B-(N*S5-S2*S1)/(N*S3-S1I2)
200 A-(S2-B*S1)/N 
210 PRINT
220 PRINT "0 DEC. COEFF,-";A 
230 PRINT "1 DEC. CCEFF.-";B 
240 PRINT HEX(03)
250 S1-B*(S5-S1*S2/N)
260 S4-S4-S212/N 
270 S2-S4-S1 
280PRINT 
290 PRINT
300 PRINT " REGRESSION TABLE"
310 PRINT
320 PRINT "SOURCE","SOM OF SQ.","DEC.FREEDOM","MEAN SQ."
330 PRINT "REGRESSION",SI,1,SI 
340 PRINT "RESIDUAL",S2,N-2,S2/(H-2)
350 PRINT "TOTAL",S4,N-1 
360 PRINT
370 PRINT "F-";Sl/S2*(N-2)
380 PRINT 
390 PRINT 
400 S5-S1/S4
410 PRINT "COEFF. OF DETERM1NATICW-";S5
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420 PRINT "COEFF. OF CORRELATION-";SQR(S5)
430 PRINT "ERROR STANDARD DE E -";SQR(S2/(N-2))
440 Z>Z2/N-(Z1/N) I2:Z4»SQR(S2/(N-2) ) :Z5-(Z2/(Z3*N!2)) :Z5-Z4*SQR 
440 Z3-Z2/N-(Z1/N)!2:Z4-SQR(S2/(N-2))!Z5-{22/(Z3*H!2)):Z5-Z4*SQR 
(Z5)îZ6-l/(N*Z3):Z6-Z4*SQR(Z6)
450 PRINT "ERROR STANDARD DEL PRIMER COEFICIENTE Z5
460 PRINT "ERROR STANDARD DEL SEGUNDO COEFICIENTE ;Z6
470 PRINT
480 PRINT
490 GOTO 60
500 END

COMENTRRIOS

E = absortividad molar.
C = concentraciôn molar.

N = nûmero de puntos expérimentales.
0 DBG. COEFF. = ordenada en el origen de la ecuaciôn lineal

|1| 6 |3l .
1 DEG. COEFF. = pendiente de la ecuaciôn lineal |1 | ô |3 |.
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1.3. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Se exponen a continuaciôn los resultados expérimentales, 
asf como los valores de los parâmetros mâs significativos del mâtodo 

de câlculo, de acuerdo con el siguiente esguema:

1) Los resultados se han agrupado en los siguientes epfgra 

fes :
1.3.1. Bases pûricas y pirimidfnicas; Adenina , Guanina, 

Citosina, Uracilo, Timina.
1.3.2. Nucleôsidos: Adenosina, Desoxiadenosina, Guanos^ 

na, Citidina, üridina, Timidina.
1.3.3. Nucleôtidos: 5 '-AMP, 5'-GMP, 5'-CMP, 5'-UMP, 5'- 

TMP.

2) Para no alargar excesivamente la presentaciôn de los re 
sultados, se omiten las tablas detalladas correspondien 

tes a las medidas expérimentales de los valores de la 

absortividad molar en el mâximo, Sjj,, en funciôn de la 
concentraciôn molar de soluto, c , para cada uno de los 

sistemas estudiados.

3) Dentro de cada uno de los epfgrafes mencionados, se re­
sumen, en una tabla ûnica, los valores de los parâmetros 

mâs significatives de los ajustes lineales empleados pa­
ra los diverses sistemas; es decir, e ̂ , e^, pendiente p 

y coeficiente de correlaciôn r del ajuste de ambos efec 
tos hipocrômicos (tablas 1.1.-1.3.).

4) Para cada uno de los compuestos estudiados, se dan dos 

grâficas que corresponden, respectivamente, a: 1°) la
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representaciôn semilogarltmica de la absortividad molar 

en el mâximo, E^, trente a la concentraciôn molar, c; y 
2“) la representaciôn de las ecuaciones lineales que per 

mi ten el câlculo de los parâmetros de autoasociaciôn.
En la primera de dichas grâficas, la escala logaritmica 

de concentraciones no responds a ninguna ecuaciôn mate- 
mâtica; se utiliza ûnicamente para faciliter la presen­

taciôn de resultados expérimentales en un intervalo muy 
amplio de concentraciones. En esta grâfica se incluyen 

los puntos expérimentales y la curva ajustada que pro- 

porciona el método de câlculo.

5) Por ûltimo, se dan las tablas conjuntas correspondien­
tes a los parâmetros de autoasociaciôn de las unidades 
monoméricas estudiadas (tabla 1.4.) y se realiza la in- 

terpretaciôn de los resultados obtenidos.
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1.3.1. Bases pÛricas y pirimidfnicas

TABLA 1.1.
Resumen de los valores de los parâmetros ob­
tenidos con el programa de câlculo "HIPOCROM"

Compuesto Intervalo de 
concentraciones El E» P r

Adenina 5.10~«-3,5.10"’M 14200 12010+80 0,30 +0,02 0,977
" 5.10-^-2.10- " 8500+200 5,1 +0,3 0,996

Guanina * 5.10"'-2,5.10-®M 12170 10800+40 0,34 + 0,02 0,995
Citosina 4.10-^-8.10-ZM 72 30 5790+40 0,21 + 0,01 0 ,960

Uracilo 5.10-®-3.lO-^M 9090 7300±20 0 ,391± 0 ,009 0,994

Timina 5.10-‘-3,5.1G-^M 9090 6950+30 0,24 ±0,01 0,982

* En disoluciôn 0,1 N de CIH.
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Fig. 1.1.- Hipocromicidad de Adenina (Ade) a 260,5 nm
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Fig. 1.2.- Hipocromicidad de Guanina (Gua) a 2U3 nm
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Fip. 1.3.- Hipocromicidad de Citosina (Cyt) a 267 nm
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Fig. I.U.- Hipocromicidad de Uracilo (Ura) a 25 9,5 nm
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Fig. 1.5.- Hipocromicidad de Timina (Thy) a 26k,5 nm



1.3.2. Nucleôsidos

TABLA 1.2.
Resumen de los valores de los parSmetros ob­
tenidos con el programa de cSlculo "HIPOCROM"
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Compuesto Intervalo de 
concentraciones Cl P r

Adenosina 5.10"‘-6.10~*M 15820 14000±40 0,24 +0,01 0,985
" 7.10~’-4.10“^M " 10400+200 6,8 +0,4 0 ,980

d-Adenosina 5.10"'-5,10“ ^M 14970 12940+40 0,32 ±0,01 0,995
" 6.10“’-4.10"^M " 10600+100 4,2 +0,3 0,968

Guanosina 2.10“^-1,3.10-’M 14310 12910+50 0,059+0,008 0 ,882
" 1,4.10”^-3.10“’M " 11100+300 1,2 ±0,3 0,909

Citidina 10“‘-3,5.10"*M 10410 9020+10 0,025+0,001 0,987
" 5.10“ *-7.10"^M " 7770+30 2,1 ±0,1 0,991

üridina 10~‘-1,75.10“2m 12840 9700+20 0,061±0,002 0,992
" 2.10"='-7.10"*M " 8200±200 3,1 ±0,5 0,943

Timidina 5.10"®-3,5.10“^M 106 80 9110+20i 0,170+0,005 0,994
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rig. 1.6.- Hipocromicidad de Adenosina (Ado) a 259 nm
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Fig. 1.7.- Hipocromicidad de Desoxiadenosina (d-Ado) a 259 nm
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Fig. 1.8.- Hipocromicidad de Guanosina (Guo) a 253 nm
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Fig. 1.9.- Hipocromicidad de Citidina (Cyd) a 271 nm
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Fig. 1.10.- Hipocromicidad de Uridina (Urd) a 262 nm
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rig. 1 .11.- Hipocromicidad de Timidina (Thd) a 267 nm



1.3.3. Nucleôtidos

TABLA 1.3.

Resumen de los valores de los parâmetros ob- 
tenidos con el prograraa de câlculo "HIPOCROM"
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Compuesto Intervalo de 
concentraciones E. P r

5 ' -AMP 10"'-4.10"3m 16760 13640±80 0,18 ±0,01 0,972
" 5.10” ’-5.10"^M " 11400+200 2,7 ±0,4 0,901

5 ' -GMP 2.10"'-3,6.10“’M 15610 13460+60 0,16 ±0,01 0,962
" 5.10“ ^-4.10"^M " 11300+100 3,1 +0,3 0,950

5 ' -CMP 6.10-®-4,5.10-^M. 9670 8400+20 0,20 ±0,01 0,965

5 ' -UMP 5.10~'-2,5.10”*M 12280 9900+20 0,026+0,003 0,933
" 3,5.10-3-7.10-2% " 8880+70 1,2 +0,1 0,934

5'-TMP 10-'-2.1Q-2m 9370 7730+30 0,118±0,004 0,989
2,5.10-2-10-1% 6800+100 3,8 ±0,5 0,945
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Tig. 1.12.- Hipocromicidad de 5'-AMP a 25 9 nm
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rig. 1.15.- Hipocromicidad de 5'-UMP a 26 2 nm
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Fig. 1.16.- Hipocromicidad de 5'-TMP a 267 nm



TABLA 1.4.

Parâmetros de autoasociaciôn en tampôn fosfato
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Compuesto
1 efecto 2° efecto

K, 6, h (%) Kp «o h(%)

BASES

Adenina 12.10’ 2190 15,4 220 5700 40,1
Guanina 2.10’ 1370 11,3 No deteetado
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

Guanosxna 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
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1.4. INTERPRETACIOK DE RESULTADOS

Para la Interpretaciôn de resultados, utilizaremos los va­
lores que se resumen en la tabla 1.4., refiriéndonos especialmente a 

los valores de las constantes de asociaciôn del 1® y 2® efecto.

Como complemento de estos parâmetros de asociaciôn, hemos 

calculado las distancias entre bases y las energies de interacciCn co- 

rrespondientes a cada sistema, a partir de los valores resenados en 

las tablas 1.1.-1.4.. Estos très conjuntos de valores se utilizan a 

continuaciôn para hacer una discusidn conjunta del complejo fenômeno 
de este tipo de interacciones.

Consideramos necesario subrayar que los valores de las di£ 

tancias entre bases y las energlas de interacciôn, tienen las limita- 

ciones inherentes a las simplificaciones implicites en las teorlas en 
que se basan las ecuaciones finales utilizadas para su câlculo.

Damos a continuaciôn, en primer lugar, el fundamento del 
câlculo de las distancias entre bases y de las energlàs de interaccidn, 
asi como los valores obtenidos, que se resumen en las tablas 1.5.-1.9..

Distancia entre bases apiladas

El hipocromismo UV que presentan los polinucleôtidos respec

to de sus monômeros libres, puede explicarse segûn dos teorlas comple-

mentarias entre si (13): la de Tinoco-Rhodes (14-16), que es una apli-
cacidn de la teorla del excitôn, y la de Bolton-Weiss (17), que inter­

préta el hipocromismo como un efecto de resonancia. Aplicando las ecua 
clones de ambas teorlas al hipocromismo que acompana a la autoasocia- 

ciôn de las unidades raonomêricas libres en disoluciôn, se ha estimado 

la distancia a que se encuentran las bases consecutivas en el modèle
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de apilamiento propuesto en nuestro laboratorio (2).

1) Câlculos mediante la teorfa de Tinoco-Rhodes.

En esta teorla se atribuye el hipocromismo del polimero a 

la disposiciôn paralela que en él adoptan los momentos de transiciôn. 
Suponiendo que entre los cromdforos existe solamente interacciôn dipo- 
lo-dipolo, se obtiene una ecuaciôn que relaciona la absorciôn del poll- 

mero con la del monômero (14). Esta ecuaciôn puede particularizarse 

para nuestro modelo de apilamiento, considerando que los cromôforos son 

paralelos y, como las bandas de absorciôn de monômero y polîmero tienen 

aproximadamente, la misma anchura media, la relaciôn entre las fuerzas 

de oscilador de dichas bandas puede sustituirse por la relaciôn entre 

las absortividades molares en los correspondientes mâximos. De acuerdo 
con ello, las ecuaciones que se obtienen son:

a) Supuesto dimero;

0,01 h

b) Supuesto polîmero:

0,01 h = jiol

siendo h la hipocromicidad en tanto por ciento, y las respec­
tives longitudes de onda, en Â, de los mâximos de absorciôn del monôme 
ro en las bandas Oa (que aparece a 'V/260 nm) y Oa' (que corresponde a 
la otra transiciôn de las bases, y aparece a unos 200 nm),
la fuerza de oscilador para el cromôforo monomôrico en la banda Oa' y 

d la distancia, en Â, entre los cromôforos.

De acuerdo con las hipôtesis establecidas para el método
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de câlculo de los parâmetros de autoasociaciôn, la ecuaciôn |9| puede 

aplicarse al 1 ^ efecto hipocrômico, y la ecuaciôn |10|, al 2® efecto 
hipocrômico. Como valores de h se toman los correspondientes a la banda 

a 260 nm, determinados a partir de los resultados de dicho método de 

câlculo (tabla 1.4.). Se supone que l^s valores de f s e  han
obtenido de la bibliograffa (14) en el caso de los nucleôsidos, y para 

las restantes unidades monomêricas se ban calculado a partir de aqué- 

llos, suponiendo que las fuerzas de oscilador son proporcionales a los 

valores de s ̂ .

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 1.5..

TABLA 1.5.

Distancia entre bases apiladas (Teorfa de Tinoco-Rhodes)

Compuesto Grado de 
asociaciôn h(%) A,a(*) 1,..(A) f.a' d(Â)

BASES

Adenina Dfmero 15,4 2605 2070 0,27 4,4
" Polimero 40,1 " " " 4,3

Guanina Dfmero 11,3 2480 2050 0,34 5,5
Citosina Dfmero 19,9 2670 2090 0,12 3,1
Uracilo Dfmero 19,7 2595 2025 0,18 3,4

Timina Dfmero 23,5 2645 2050 0,18 3,3



TABLA 1.5. (continuaciôn)
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Compuesto Grado de 
asociaciôn h(%) l,a'(A' f,a' d(Â)

NUCLEOSIDOS

Adenosina Dfmero 11,5 2590 2060 0,30 5,0
" Polfmero 34,1 " " " 4,7

Desoxiadenosina Dfmero 13,6 2590 2060 0,28 4,7
" Polfmero 29,4 " " " 4,8

Guanosina Dfmero 9,8 2530 2050 0,40 6,0
" Polfmero 22,4 " " " 6,1

Citidina Dfmero 13,3 2710 2120 0,17 4,0
" Polfmero 25,4 " " " 4,3

Uridina Dfmero 24,4 2620 2050 0,25 3,7
" Polfmero 36,1 " " " 4,2

Timidina Dfmero 14,7 26 70 2065 0,21 4,0

NUCLEOTIDOS

AMP Dfmero 18,6 2590 2060 0,31 4,3
" Polfmero 32,0 " " " 4,9

GMP Dfmero 13,8 2520 2050 0,44 5,5
" Polfmero 27,6 " " " 5,9

CMP Dfmero 13,1 2710 2120 0,16 3,9

UMP Dfmero 19,4 2620 2050 0,24 3,9
" Polfmero 27,7 " " " 4,6

TMP Dfmero 17,5 2670 2065 0,18 3,6
" Polfmero 27,2 " " " 4,2
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2) Câlculos mediante la teorla de Bolton-Weiss.

Este modelo considéra que el efecto hipocrômico observado 

en el polfmero, se debe a la interacciôn entre los momentos de transi­
ciôn correspondientes a los monômeros que lo constituyen. Esta interac 

ciôn se da, con mayor o menor intensidad, en todas las orientaciones 
relatives de los momentos de transiciôn. Aplicando las ecuaciones esta 
blecidas por estos autores a nuestro modelo de apilamiento (2), se lie 

ga a las siguientes exprèsiones:

a) Supuesto dfmero: _______________
4,11.10’ f’

d = \ / ----------   |ll|

b) Supuesto polfmero:
23,75.10’ f=

d =  \ l ------- g-------  |12|
P

donde d es la separaciôn, en A, entre bases, f es la fuerza de oscila­

dor de la banda considerada y los demSs parâmetros, e^, 6  ̂ y 6^, se de 
terminan mediante nuestro método de câlculo, como se indicé en el lu­

gar correspondien te.

Estas ecuaciones pueden aplicarse, respectivamente, al 1" 
efecto hipocrômico y al 2® efecto hipocrômico. Los resultados se reco- 
gen en la tabla 1.6.'. Es de destacar que los valores de d obtenidos con 
este método estân mâs prôximos al valor de 3,4 A, correspondiente a la 
distctncia entre las bases en la doble hélice del DNA, que los calcula- 

dos segûn el modelo de Tinoco-Rhodes.



TABLA 1.6.

Distancia entre bases apiladas (Teorfa de Bolton-Weiss)
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Compuesto Grado de 
asociaciôn A (A) f E. 6 d(Â)

BASES

Adenina Dfmero 2605 0,27 12010 2190 3,4
" Polfmero " " 8500 5700 3,7

Guanina Dfmero 2480 0 ,34 10800 1370 3,9
Citosina Dfmero 2670 0,12 5790 1440 2,5
Uracilo Dfmero 2595 0,18 7300 1790 2,9
Timina Dfmero 2645 0,18 6950 2140 2,8

NUCLEOSIDOS

Adenosina Dfmero 2590 0,30 14000 1820 3,8
" Polfmero " " 10400 5400 4,0

Desoxiadenosina Dfmero 2590 0,28 12940 2030 3,6
" Polfmero " " 10600 4400 4,1

Guanosina Dfmero 2530 0,40 12910 1400 4,3
" Polfmero " "■ 11080 3200 4,9

Citidina Dfmero 2710 0,17 9020 1390 3,0
" Polfmero " " 7770 2640 3,6

Uridina Dfmero 2620 0,25 9700 3140 3,0
" Polfmero " " 8200 4640 3,7

Timidina Dfmero 2670 0,21 9110 1570 3,2



TABLA 1.6. (continuaciôn)
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Compuesto Grado de 
asociaciôn A (A) f 6 d(A)

NUCLEOTIDOS

AMP Dimero 2590 0,31 13640 3120 3,5
" Polfmero " " 11400 5400 4,1

GMP Dfmero 2520 0,44 13460 2150 4,1
" Polfmero " " 11300 4300 4,8

CMP Dfmero 2710 0,16 8400 1270 3,0
UMP Dfmero 2620 0,24 9900 2380 3,1
" Polfmero " " 8880 3400 3,9

TMP Dfmero 2670 0,18 7730 1640 2,9
" Polfmero " 6820 2550 3,6

Energia de interacciôn

La energia libre de interacciôn para la formaciôn de una 

estructura polimérica por apilamiento de las unidades monomêricas en 
disoluciôn acuosa, depende de dos contribuciones principales: la inte­
racciôn base-base y las interacciones hidrofôbicas.

La expresiôn âGgj^=-RT In K permite obtener la energia li­
bre global de la interacciôn a partir de los valores de la constante 

de asociaciôn K, determinados segûn nuestro método de câlculo. 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"

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

talmente, las Interacciones hidrofôbicas. Teniendo en cuenta la contri-



53

buciôn que représenta la energia de interacciôn directa entre las bases 

‘̂ °base-base>' escribirse (2):

^*^exp ~ ^*^base-base ^ ^^otr.int. ® ^

Utilizando la aproximaciôn de dipolo para el tratamiento 

teôrico del hipocromismo (13), y teniendo en cuenta las condiciones geo 
métricas que impone el modelo de apilamiento propuesto en nuestro labo 
ratorio, se ha calculado el término (2). Si las bases no

estSn ionizadas, este término puede descomponerse en otros très: la in 

teracciôn dipolo-dipolo (AG^^), la interacciôn dipolo-dipolo inducido 

(AG^^) y la interacciôn de dispersiôn de London (AG^):

AGbase-base = + " S a  + " S

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

" S u
7,23u=

d ’
_ 12,95u’ 

d ’

" S a
B,6 7au * 17,59au’

d* d‘

" S
0 , 2701a’ 0 , 5491a’

d ‘ d«

siendo ]£ el momento dipolar en Debyes, a la polarizabilidad, en Â ’, ^ 
la energia de ionizaciôn, en kcal/mol, y d la distancia entre bases, 
en A, calculada por nosotros a partir de los parâmetros de autoasocia- 
ciôn, como se ha indicado anteriormente.
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Estas ecuaciones permiten evaluar la contribuciôn de las 

bases a la energia libre de apilamiento, en los sistemas estudiados por 

nosotros. Los valores de p, a e I, utilizados como datos en el câlculo 

de , se han tomado de la bibliografia y se resumen en la ta­
bla 1.8.

TABLA 1.8.
Valores de p, a e I de bases de âcidos nucleicos

BASE u(D) a(Â’) I(kcal/mol)

Adenina 2,6® 14b 205b

Guanina 6,6^ 11b 205^

Citosina 7,0^ 14^ 191^

Uracilo 4,0^ 11"" 217b

Timina 3,3® 11^ 226^

a) Clementi, E. et al, Acta Phys., 493(1969).
b) Réf. (6), pâgs. 467-468.
c) Praga, E. y Fraga, S., "Biomolâculas". Ed. Alhambra,

Madrid (1976), pâg. 52.
d) Marnet, 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 d que intervienen en las ecuaciones précé­
dantes se han calculado como media aritmética de los que figuran en las 

tablas 1.5. y 1.6..

El término AGotr.int. se calcula por diferencia entre el
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valor de determinado a partir de la constante de asociaciôn, y

la contribuciôn . Los resultados obtenidos para la energia
de interacciôn en diferentes compuestos se resumen en las tablas 1.9.- 

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

La interpretaciôn de los resultados expérimentales se réa­

lisa a continuaciôn de acuerdo con el siguiente esguema: 1) Efecto de 

la ribosa o desoxiribosa; 2) Efecto del grupo fosfato; 3) Influencia 
del tipo de base; 4) Influençia del grado de asociaciôn. Dentro de ca­

da uno de estos apartados, se estudian por separado las diferentes un^ 

dades monomêricas, considerando independientemente el 1® y el 2° efec­
to hipocrômico.

Esta interpretaciôn se orienta hacia el objetivo fundamen­

tal de tratar de esclarecer la naturaleza de las fuerzas intermolecula 
res que se ponen en juego en la interacciôn de las unidades monomêricas 

de los âcidos nucleicos, en disoluciôn acuosa. Por ello, y de acuerdo 

con las ideas générales expuestas en la introducciôn de este capftulo, 
nos referimos concretamente a los mecanismos de asociaciôn por forma­

ciôn de enlace de hidrôgeno y por apilamiento, y a la contribuciôn de 
las interacciones hidrofôbicas.



TABLA 1.9.

Energia libre de apilamiento (kcal/mol) 

BASES

Compuesto Grado de 
asociaciôn d(Â) "«L "*^base-base "^otr.int.

Adenina 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

Guanina Dimero 4,7 -3,41 -0,55 -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 Dfmero 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 -5,8 + 10,3

m



TABLA 1.10.

Energia libre de apilamiento (kcal/mol) 
NUCLEOSIDOS

Compuesto Grado de 
asociaciôn d(Â) AGl A G.base-base "^exp "*^otr. int.

Adenosina 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

Desoxiadenosina Dimero 4,1 -0,71 -0,17 -2,28 - 3,2 -5,4 - 2,2
" Polimero 4,4 -1,03 -0,23 -3,04 - 4,3 -3,3 + 1,0

Guanosina Dfmero 5,1 -2,67 -0,34 -0,57 - 3,6 -7,2 - 3,6
" Polimero 5,5 -3,81 -0,44 -0,74 - 5,0 -4,5 + 0,5

Citidina Dimero 3,5 -7,35 -2,26 -3,64 -13,2 -8,2 + 5,0
" Polimero 3,9 -9,51 -2,40 -3,87 -15,8 -3,8 + 12,0

Uridina Dimero 3,3 -2,19 -0,80 -5,72 - 8,7 -7,7 + 1,0
" Polimero 3,9 -2,38 -0,60 -4,27 - 7,2 -3,7 + 3,5

Timidina Dimero 3,6 -2,48 -0,70 -3,26 - 6,4 -6,0 + 0,4

u i



TABLA 1.11.

Energia libre de apilamiento (kcal/mol) 

NUCLEOTIDOS

Compuesto Grado de 
asociaciôn d(Â) AGl "^base-base "Gexp "*^otr. int.

AMP Dimero 3,9 -0,82 -0,23 -3,08 - 4,1 -6,4 - 2,2
" Polimero 4,5 -0,96 -0,20 -2,66 - 3,8 -3,9 - 0,1

GMP Dimero 4,8 -3,20 -0,49 -0,83 - 4,5 -6,3 - 1,8
" Polimero 5,3 -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 3,5 -1,84 -0,56 -4,02 — 6,4 -8,6 - 2,2
" Polimero 4,2 -1,90 -0,38 -2,74 - 5,0 -4,6 + 0,4

TMP Dimero 3,2 -3,53 -1,42 -6,60 -11,5 -6,5 + 5,0
Polimero 3,9 -3,49 -0,38 -4,10 - 8,5 -3,1 + 5,4

in
00 i
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Fig. 1.17.- Energia de interacciôn (kcal/mol) en unidades monomêricas pûricas. 

^  ^^base-base’ ®  ^^otr.int.' ® exp. e fee to ; 2°efecto.
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Fig. 1.18.- Energia de interacciôn (kcal/mol) en unidades monomêricas pirimidînicas. 
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1) Efecto de la ribosa o desoxirlbosa

Adenosina y desoxiadenosina

l*'efecto.- La distancia entre las bases es mayor en los d^ 

meros de los nucleôsidos adenosina (4,4 Â) y desoxiadenosina (4,1 Â) 

que en los de la base adenina (3,9 Â). Si el mécanisme de asociaciôn es 

de apilamiento, esto indicarîa que la ribosa o desoxiribosa représenta 
un impedimento estérico en la forroaciôn del dîmero de los nucleôsidos, 

y por tanto, la contribucidn de la energîa de interaccidn base-base es 

menor en los nucleôsidos (-2,2 en Ado y -3,2 en d-Ado) que en la base 
(-4,1). Ahora bien, como el cSlculo de la distancia se basa en un mode- 

lo de apilamiento, si el mécanisme de asociaciôn correspondiente a este 
1*' efecto es el enlace de hidrôgeno, estos valores deben utilizarse con 
las debidas réservas.

Para interpreter las variaciones de ^’̂^ase-base pasar de 
adenina a adenosina y desoxiadenosina, bay que tener en cuenta que el 
grupo 2'-OH de la ribosa es capaz, en potencia, de former un enlace de 
hidrôgeno intramolecular con el de las purinas o el 0 del de las 
pirimidinas (19). Si existe interacciôn intramolecular entre la ribosa 

y la base, la tendencia a la asociaciôn podrfa ser menor en el nucleô- 
sido que en la base libre (20), en concordancia con los valores experi 

mentales de . En la desoxiadenosina, no existe el grupo 2 '-OH
y por tanto el valor de debe ser mâs prôximo al de la ade­
nina, como efectivamente ocurre.

Por el contrario, la contribuciôn a la asociaciôn debida al 

término es mayor en los nucleôsidos (-3,5 en Ado y -2,2 en
d-Ado) que en la base (-1,4). Como este tôrmino comprends la contribu­

ciôn de la ribosa y de las intéracciones hidrofôbicas, y la primera se
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opone a la asociaciôn, como acabamos de comentar, se deduce que las in- 
teracciones hidrofôbicas, que favorecen la asociaciôn, son mSs intensas 

en el caso de los nucleôsidos que en las bases, es decir, la introduc- 
ciôn de la ribosa o desoxiribosa incrementa las interacciones hidrofô­

bicas. El valor superior de en adenosina respecte de desox^
adenosina, indica que, en este 1*'efecto, la desoxiribosa favorece me- 

nos que la ribosa las interacciones hidrofôbicas.

La variaciôn de los valores de Y por tanto de la
constante de asociaciôn Kj, es mucho menor que la de las otras contribu 
clones que acabamos de mencionar. Esta puede ser la consecuencia lôgica 

de la variaciôn contrapuesta de AGbase-base ^ ^^otr-int.’

2° efecto.- La distancia entre las bases es mayor en los po 
lîmeros de los nucleôsidos adenosina (4,3 A) y desoxiadenosina (4,4 Â), 
que en los de la base adenina (4,0 Â), lo cual puede interpretarse de

manera anâloga a como se ha hecho para el l"" efecto. En consecuencia,
la energla de interacciôn entre bases es mayor en la base (-7,2) que 
en los nucleôsidos (-4,8 en Ado y -4,3 en d-Ado), pero este término tie
ne un valor mâs parecido al de la base en adenosina que en desoxiadeno­
sina, al contrario de lo observado en el l*'efecto. Ello révéla que, si 
bien parece existir una interacciôn intramolecular entre la pentosa y 
la base, que desfavorece la interacciôn directa entre las bases, la pre 
sencia en la ribosa del grupo 2'-OH no contribuye a este desfavoreci- 
miento;

La contribuciôn a la asociaciôn debida al término AG^^^ 
que en el l"" efecto tiene signo negativo, en el 2° efecto tiene signo 
positivo en todos los casos, y por tanto se opone a la interacciôn. Aho­

ra bien, su valor absolute indica que esta oposiciôn es menor en los
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nucleôsidos (+2,0 en Ado y +1,0 en d-Ado) que en la base (+4,0). Este 

hecho puede interpretarse en el sentido de que la introducciôn de la 

pentosa incrementa las interacciones hidrofôbicas, como ya se habla he­

cho notar para el l*'efecto. Sin embargo, el valor de este término se 

opone mâs a la asociaciôn en adenosina que en desoxiadenosina, al con­

trario de lo observado para el 1’' efecto, lo que indica que, en la for 

maciôn de polfmero, la desoxiribosa (quizâ por contener un OH menos), 
favorece mâs que la ribosa las interacciones hidrofôbicas.

La variaciôn de los valores de ÛG es mucho menor que laexp
de los términos que contribuyen a ella, como cabe esperar de la varia­

ciôn contrapuesta de y .

La diferente variaciôn de y ûG^tr.int. a^e-
nosina y desoxiadenosina en eumbos efectos hipocrômicos, puede consti­

tuer un argumentp indirecto en favor de la hipôtesis de que los facto- 
res responsctbles de la asociaciôn en la formaciôn de dlmeros y de pol^ 
meros, son diferentes, o en todo caso, si en ambos el mecanismo de aso 
ciaciôn fuese el mismo, diferirlan en la magnitud de su contribuciôn a 

la asociaciôn.

Conviens destacar que el efecto sobre la formaciôn de pol£ 
mero, debido a la presencia de ribosa o desoxiribosa, puede estudiarse 

ûnicamente en adenosina y desoxiadenosina, pues la adenina es la ûnica 
base de las unidades monoméricas estudiadas que présenta el 2” efecto 
hipocrômico.

Guanosina

l”" efecto.- La distancia entre las bases es mayor en el nu- 

cleôsido guanosina (5,1 Â) que en la base guanina (4,7 Â), y por tanto 

la contribuciôn debida a es mayor en la base (-4,5) que en
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el nucleôsido (-3,6). Por el contrario, la contribuciôn debida a

es mucho mayor en el nucleôsido (-3,6) que en la base (0,0), 
es decir, la introducciôn de la ribosa incrementa las interacciones hi­

drofôbicas. La interpretaciôn de estos hechos es anâloga a la realizada 
para la adenosina.

El valor de es superior en el nucleôsido, debido a la
mencionada contribuciôn de las interacciones hidrofôbicas.

Citidina

!*'■ efecto.- En primer lugar, el valor de la constante de 

asociaciôn obtenido para este compuesto es demasiado elevado (1100. 

.10̂ ), debido a que, por ser muy pequeno el valor de la pendiente, el 

câlculo de dicha constante estâ afectado de una notable indeterminaciôn. 

Por otra parte, el valor de la distancia entre bases en la citosina es 
extraordinariamente bajo (2,8 Â), lo que puede atribuirse a las aproxi- 

maciones introducidas en el câlculo de la fuerza de oscilador; ello 
hace que el valor de sea también demasiado alto. La inter-
pretaciôn de los resultados obtenidos para estos compuestos debe hacer 

se, pues, con las debidas réservas, y por tanto se dedicarâ mâs aten- 
ciôn al signo de las variaciones de los términos de la energîa de inte 
racciôn al pasar de la base al nucleôsido, que a sus valores absolûtes.

La distancia entre bases es mayor en el nucleôsido (3,5 A) 
que en la base (2,8 A), por lo que es mayor en la base
(-36,9) que en el nucleôsido (-13,2), al igual que sucede en adenina y 
guanina. La contribuciôn debida a AG^^^ tiene signo positivo, a

diferencia de lo observado en el 1""efecto de las unidades monoméricas 
pûricas, y por tanto se opone a la asociaciôn. Esta oposiciôn es menor 

en el nucleôsido (+5,0) que en la base (+3i,2), lo que puede interpre-
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tarse en el sentido de que la introducciôn de la ribosa incrementa las 
interacciones hidrofôbicas. Como resultado de esta contribuciôn, el va­
lor de es superior en el nucleôsido, al igual que sucede en la
guanosina.

Uridina

l" efecto.- La distancia entre las bases es mayor en el nu­

cleôsido (3,3 Â) que en la base (3,1 A), y por tanto la contribuciôn

debida a es menor en uridina (-8,7) que en uracilo (-12,1).

Esta observaciôn puede interpretarse de manera anâloga a como se ha he­
cho para los sistemas anteriores.

La contribuciôn debida a AG^^^ es positiva en ambos
casos, a diferencia de lo observado en los dlmeros de las unidades mo­
noméricas pûricas, es decir, se opone a la asociaciôn, siendo esta 
oposiciôn no tab1emen te menor en el nucleôsido (+1,0) que en la base 

(+7,0). Este hecho confirma la hipôtesis de que la introducciôn de la 
ribosa incrementa las interacciones hidrofôbicas.

El valor de AG^^p es superior en el nucleôsido, debido a la 
mencionada contribuciôn de las interacciones hidrofôbicas, como sucede 

igualmente en guanosina y citidina.

Timidina

l"" efecto.- La distancia entre bases es mayor en el nucleô­
sido (3,6 A) que 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 formaciôn del dlmero de los nucleôsidos. En consecuencia, 

^^base-base menor en la timidina (-6,4) que en la timina, donde ad- 
quiere un valor notablemente alto (-16,1).
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La contribuciôn debida a AG . . . es de signo positivo,O wlT • 11*t »
tanto en la base (+10,3) como en el nucleôsido (+0,4), y por tanto se 
opone a la asociaciôn, siendo esta oposiciôn mucho mayor en la base, lo 

cual puede interpretarse en el sentido de que la introducciôn de la de­
soxiribosa incrementa las interacciones hidrofôbicas.

Los valores de AG^^^ son del mismo orden en la base y en el 
nucleôsido, pese a las grandes diferencias que existen en las contribu- 

ciones que acabamos de mencionar. Este hecho resalta la importancia que 

tiene la particiôn de AG^^p en sus diferentes contribuciones, con el 

fin de obtener una interpretaciôn mâs profunda del fenômeno de la auto- 

asociaciôn de las unidades monoméricas.

En resumen, respecte 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 dlmeros y pollmeros de los nucleôsidos, que en 
los de las bases, es decir, la presencia de la ribosa o desoxiribosa 
puede representar un impedimento estérico en la asociaciôn.

2) Como consecuencia de lo anterior, la contribuciôn a la 
asociaciôn de la energla de interacciôn entre las bases, es mayor en 
las propias bases pûricas y pirimidinicas que entre las bases présentes 

en los nucleôsidos.

3) La contribuciôn a la asociaciôn de la energla debida a 
"otras interacciones" es de signo negativo (y por tanto, favorece la 

asociaciôn) en el 1'"efecto de las unidades monoméricas pûricas, y es 
de signo positivo (opuesta a la asociaciôn) en el 1° efecto de las uni­
dades monoméricas pirimidînicas, asi como en el 2° efecto de las pûri-
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cas, cuando éste existe. En todos los sistemas estudiados puede obser- 

varse que esta contribuciôn, independientemente del signo que tenga, fa 

vorece mâs la asociaciôn en los nucleôsidos que en las bases, es decir, 

la introducciôn de la ribosa o de la desoxiribosa incrementa las inte­

racciones hidrofôbicas. En el l*" efecto, la desoxiribosa favorece estas 

interacciones menos que la ribosa, mientras que en el 2° efecto ocurre 

lo contrario.

4) El valor global de résulta en cada caso del balan

ce entre AG^^g^ y AG^^^ int ’ Como puede predominar una u otra con
tribuciôn, l'a constante de asociaciôn de los nucleôsidos puede ser ma­

yor que la de las bases, si predominan las interacciones hidrofôbicas:

Adenina, Kj=12.10^ 

Adenina, Kp=220 

Guanina, Kj= 2.10’ 

Citosina,Kj=16.10’ 

Uracilo, Kj=5,8.10' 
Timina, Kj=19.10’

Adenosina, Kj=16.10’ 

d-Adenosina, Kp=250 
Guanosina, Kj=200.10’ 
Citidina, Kj=1100.10’

Uridina, K,=420.10’

Timidina, K,=27.10’ 

o bien menor si prédomina la energla de las interacciones base-base:

Adenina, Kj=12.10’ ; d-Adenosina, Kj=9,9.10’
Adenina, Kp=220 ; Adenosina, Kp=120

2) Efecto del grupo fosfato
AMP

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

cleôsido (4r4 Â) que en el nucleôtido (3,9 A), y por tanto, AG^^g^ es 

mayor en el nucleôtido (-4,1) que en el nucleôsido (-2,2). Este hecho 

puede interpretarse en el sentido de que la introducciôn del grupo fos-
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fato origins un aumento de la interacciôn entre las bases.

Por el contrario, la,contribuciôn es mayor en el
nucleôsido (-3,5) que en el nucleôtido (-2,2). Como este término compre 

de las contribuciones de la ribosa, del grupo fosfato y de las interac 

clones hidrofôbicas, se deduce fâcilmente que las interacciones hidro­
fôbicas son mâs intensas en el nucleôsido, es decir, en el proceso de 

formaciôn de dlmeros, la introducciôn del grupo fosfato origins un des- 

censo en este tipo de interacciones.

El valor de AG^^^, que résulta del balance de ambas contri­
buciones, es mayor en el nucleôtido, debido a la mencionada contribu­

ciôn de la energla de interacciôn entre las bases.

2° efecto.- La distancia entre las bases es mayor en los 

pollmeros del nucleôtido (4,5 A) que en los del nucleôsido (4,3 Â), 
por lo que la contribuciôn de AG^ggg_^^gg es mayor en adenosina (-4,8) 

que en AMP (-3,8). Este hecho es contrario al observado en la formaciôn 
de dlmeros, y puede constituir un apoyo indirecto en favor de la hipô­
tesis de que los mecanismos responsables de ambos efectos hipocrômicos 
son diferentes. En todo caso, la introducciôn del grupo fosfato parec 

dàr lugar a una disminuciôn en la contribuciôn de las bases a la ener­
gla libre global de la asociaciôn por formaciôn de pollmeros.

Por otra parte, y contrariamente a lo observado en el l*" 
efecto, la contribuciôn de las interacciones hidrofôbicas es mâs favo­
rable a la asociaciôn en el nucleôtido (-0,1) que en el nucleôsido 
(+2,0). Esta diferencia de comportamiento puede revelar también que lo 

mecanismos de asociaciôn de uno y otro efecto hipocrômico, son diferen 

tes.

El valor global de AG^^ es mayor en el nucleôtido, debido
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a esta contribuciôn de las interacciones hidrofôbicas.

G.MP

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

cleôsido (5,1 Â) que en el nucleôtido (4,8 A), y por tanto, AG^^^^ es
mayor en el GMP (-4,5) que en la guanosina (-3,6). Por otra parte,

es mayor en el nucleôsido (-3,6) que en el nucleôtido (-1,8). 
La interpretaciôn de estas variaciones es anâloga a la del 1*" efecto 

del AMP; la ûnica diferencia estriba en que el valor de AG^^^ es aqui 

superior en el nucleôsido, debido a la importancia del término AG^^^int.

2° efecto.- La distancia entre bases es mayor en el nucleô­
sido (5,5 Â) que en el nucleôtido (5,3 A), y por tanto ACj^ggg_^ggg es

mayor en el GMP (-5,7) que en la guanosina (-5,0). Por otra parte,

AGg^^ es mâs favorable a la asociaciôn en el nucleôsido (+0,5) que
en el nucleôtido (+2,2). A diferencia de lo observado en el AMP, estas 

variaciones son anâlogas a las del 1" efecto, hasta el punto de que las 
diferencias entre los valores de estas magnitudes en el nucleôsido y en 

el nucleôtido son del mismo orden en Eunbos efectos hipocrômicos. Ello 
puede constituir una evidencia indirecta de que los mecanismos de aso­
ciaciôn 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 que actûan en ambos efec 
tos hipocrômicos, las variaciones de las contribuciones mencionadas se- 
rfan también diferentes.

CMP

!*■ efecto.- Conviens recorder 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 nucleôsido (3,5 

Â) que en el nucleôtido (3,4 A), aunque la diferencia es pequena, por 

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

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

cir, opuesto a la asociaciôn, si bien la oposiciôn es menor en el nu­

cleôsido (+5,0) que en el nucleôtido (+9,3). El valor de AG^^^ es mayor 

en el nucleôsido, debido a la contribuciôn de las interacciones hidrofô 

bicas.

La interpretaciôn de estas observaciones es anâloga a la 

efectuada para el 1*'efecto de AMP y GMP.

En este compuesto, no existe 2° efecto hipocrômico.

UMP

1*" efecto.- El valor de la constante de asociaciôn Kj del 

UMP es demasiado elevado (2000.10’), por las mismas razones que se han 

indicado para la citidina. Por consiguiente, los valores de las diferen 

tes contribuciones a la energla de interacciôn pueden estar afectados 
de una indeterminaciôn noted)le.

La distancia entre las bases es mayor en el nucleôtido (3,5 
À) que en el nucleôsido (3,3 Â), a diferencia de lo que ocurre en el l*" 

efecto de todos los demâs sistemas estudiados; es decir, en este caso, 
la introducciôn del grupo fosfato origina una disminuciôn de la energla 
de interacciôn entre las bases del nucleôtido (-6,4) respecte del nucleô 
sido (-8,7). También a diferencia de lo observado en los demâs sistemas, 

las interacciones hidrofôbicas son mâs intensas en el nucleôtido 

(AG^p^ =+1,0 en uridina y -2,2 en UMP). El valor de AG^^^ es mayor
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en el nucleôtido, debido a la contribuciôn de estas interacciones.

2* efecto.- La distancia entre las bases es mayor en el nu­
cleôtido (4,2 Â) que en el nucleôsido (3,9 Â), por lo que es ma­
yor en la uridina (-7,2) que en el UMP (-5,0). El valor de 6G .O LjT • 1 il L a
es mSs favorable a la asociaciôn en el nucleôtido (+0,4) que en el nu­

cleôsido (+3,5). El valor global de es mayor en el nucleôtido,

debido a esta ûltima contribuciôn.

La variaciôn de todas estas magnitudes es anâloga a la del 

1'" efecto, y también anâloga a la del 2" efecto del AMP.

TMP

1*" efecto.- La distancia entre bases es mayor en el nucleô­

sido (3,6 Â) que en el nucleôtido (3,2 A) , por lo que AG^^gg^ ^̂ ĝ̂  es ma
yor en el TMP (-11,5) que en la timidina (-6,4). El valor de AG .O XI jT • âLii t •
es mâs favorable a la asociaciôn en el nucleôsido (+0,4) que en el nu­

cleôtido (+5,0). El valor de AG^^p es mayor en el nucleôtido, debido al
término de energla de interacciôn entre las bases.

La interpretaciôn de estas variaciones es anâloga a la del 
1*" efecto de AMP, GMP y CMP.

En este caso, no existe 2” efecto hipocrômico 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 nucleôsido que en el nucleôtido, excepto 
en el UMP. Por el contrario, en el 2° efecto, la distancia entre las 

bases es mayor en el nucleôtido, salvo en el GMP.
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2) La variaciôn de la energla de interacciôn entre bases al
pasar del nucleôsido al nucleôtido, estâ relacionada con la variaciôn

de la distancia entre bases. Asf, en el l*" efecto, ÛG. , es siem-base-base
pre mayor en el nucleôtido que en el nucleôsido, excepto en UMP; y en 

el 2° efecto, AG^^gg^y^g^ es menor en el nucleôtido, excepto en GMP.

3) En el 1" efecto, las interacciones hidrofôbicas, que 
tienden a favorecer la asociaciôn, son mâs intensas en el nucleôsido 

que en el nucleôtido, excepto en UMP. Por el contrario, en el 2° efecto, 

las interacciones hidrofôbicas son mâs intensas en el nucleôtido, salvo 
en GMP.

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

tribuciones AG|^ggg_^ggg y ÛGg^^ del 2° efecto son inversas a las

del 1*" efecto, lo que puede ser una evidencia indirecta en favor de la 

hipôtesis de que los mecanismos de asociaciôn responsables de uno y otr 

efecto, son diferentes. Por el contrario, dichas variaciones son anâlo­
gas en ambos efectos en los sistemas guanosina-GMP y uridina-UMP.

5) El hecho de que UMP y GMP constituyan sendas excepciones 
al comportamiento general de las unidades monoméricas en el 1° y en el 
2® efecto hipocrômico, respectivamente, podrfa ser un indicio de que
en estos casos, el fenômeno de asociaciôn correspondiente es diferente 

al de los otros compuestos, o de que quizâ comprends la intervenciôn 
simultânea de varies mecanismos de interacciôn.

6) El valor global de AG^^^ depende de las contribuciones 

^*^base-base ^ "^^otr int ' ^ por tanto, de acuerdo con los valores rela­
tives de estos términos, puede ser mayor en el nucleôsido o bien en el 

nucleôtido.
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3) Influencia del tipo de base

Teniendo en cuenta que en los apartados anteriores ya se ban 

revisado detalladamente los valores de las contribuciones a la energla 
de interacciôn para cada una de las unidades monoméricas estudiadas, se 

darân aqui ûnicamente las conclusiones que pueden obtenerse en el es­

tudio comparative de las unidades monoméricas pûricas y pirimidînicas:

1) La distancia entre las bases es menor en las unidades mo 

noméricas pirimidînicas que en las pûricas, tanto en el 1® como en el 

2° efecto hipocrômico.

2) Como consecuencia de lo anterior, la energla de interac­

ciôn directe entre las bases es mayor en las pirimidinas que en las pu­
rinas. Si el mecanismo de asociaciôn es el apilamiento de las bases, 

este hecho puede ser un apoyo indirecto en favor de la hipôtesis de que 

el apilamiento de las unidades monoméricas pûricas no comprends la su- 

perposiciôn de ambos anillos, hexagonal y pentagonal, pues en ese caso 
el solapamiento, y por tanto la energla de interacciôn entre las bases 

pûricas, séria superior al de las bases pirimidînicas, en las cuales 
sôlo hay la posibilidad de que se produzca la superposiciôn del anillo 

hexagonal, que es el ûnico que existe.

3) En todos los compuestos estudiados, el valor de la ener­
gla correspondiente a "otras interacciones" favorece mâs la asociaciôn 
en el caso de las unidades monoméricas pûricas, que en el caso de las 
pirimidînicas. Esta contribuciôn tiene siempre signo positivo (y por tan 

to se opone a la asociaciôn) en las pirimidinas, salvo en el 1® efecto 
del UMP, mientras que en las purinas sôlo tiene signo positivo en el 2® 

efecto. Estas observaciones pueden interpretarse en el sentido de que 

las interacciones hidrofôbicas son mâs intensas en las unidades monomé-



74

ricas pûricas, debido tal vez al mayor tamano de estos compuestos en re 
laciôn con las unidades monoméricas pirimidînicas.

4) El valor de la energla global de interacciôn depende de 

ambas contribuciones, y por tanto, en unos casos es mayor en las unida­
des monoméricas pûricas y en otros, en las pirimidînicas.

4) Influencia del grado de asociaciôn

Las deducciones que pueden hacerse del estudio comparative 

de las distancias entre bases y las energies de interacciôn 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 hipocrômico, se verifica que la distancia entre las 
bases de los pollmeros, es mayor que la de los dlmeros, salvo en adeno­

sina, en que tienen prâcticamente el mismo valor.

2) En la mayor parte de los sistemas estudiados (adenina, 
adenosina, desoxiadenosina, guanosina, GMP y citidina), la energla de 

interacciôn entre las bases del pollmero es mayor que el valor de esta 
misma contribuciôn en el dlmero.

3) En todos los sistemas estudiados, sin excepciôn, el valor 
de la contribuciôn de "otras interacciones" favorece menos la asociaciôn 
en el pollmero, que en el dlmero.

4) En todos los sistemas estudiados, el valor global de
ÛGg^p es mayor en el dlmero que en el pollmero, es decir, el valor de
Kj es siempre mayor que el correspondiente valor de K^.

5) En las conclusiones expuestas anteriormente acerca de 
los efectos de la ribosa y del grupo fosfato, se han indicado algunos 

dates que pueden constituir un apoyo indirecto en favor de la hipôtesis
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de que los factores responsables de la asociaciôn en la formaciôn de 

dlmeros y de pollmeros, son diferentes.

Se exponen a continuaciôn, dentro de un recuadro, las con­
clusiones de alcance mâs general obtenidas en el présente capftulo.

Conclusiones générales acerca de la autoasociaciôn de 
unidades monoméricas en disoluciôn acuosa

1) Los espectros UV de las 16 unidades monoméricas mâs impor­

tantes de los âcidos nucleicos, estudiados en este trabajo 
en disoluciôn acuosa, revelan, en todos los casos, una de£ 
viaciôn de la ley de Lambert-Beer, de carâcter hipocrômico 

cuyo origen se atribuye a la autoasociaciôn de estos com­

puestos.

2) Se ha observado la existencia de un doble efecto hipocrô­
mico; un primer efecto en disoluciones diluïdas (c<10'“’M)
y un segundo efecto en disoluciones concentradas (c>10~’m ), 
en los siguientes compuestos: adenina, adenosina, desoxia­
denosina, guanosina, citidina, uridina, 5'-AMP, 5'-GMP, 5'- 

ÜMP y 5 ‘-TMP.

3) Los valores de las constantes de asociaciôn correspondien­
tes al 1”" efecto hipocrômico son de 2 a 3 ôrdenes de magni 
tud mayores que los correspondientes al 2° efecto, y son 
comparables a los obtenidos para diverses asociaciones por 
enlace de hidrôgeno en compuestos orgânicos.
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4) El examen de los términos en que puede dividirse la ener­
gla global de interacciôn, pone de manifiesto que las inte 
racciones hidrofôbicas desempenan un papel fundamental en 
la fuerza directriz de la asociaciôn.

5) La interpretaciôn de los efectos de la pentosa y del grupo 

fosfato, asf como de la influencia del grado de asociaciôn, 
révéla alguna evidencia experimental que puede constituir 

un argumento indirecto en favor de la hipôtesis de que los 
mecanismos responsables de la asociaciôn en la formaciôn d- 
dlmeros y de pollmeros, son diferentes.

A la luz del hallazgo original de la existencia de un doble 
efecto hipocrômico, realizado en nuestro laboratorio, considérâmes que 
el problems fundamental del estudio de la autoasociaciôn de las unida­
des monoméricas en disoluciôn acuosa, es asignar a cada uno de los 
efectos hipocrômicos observados, los dos mecanismos de asociaciôn que, 
en principio, son posibles, es decir, la formaciôn de enlace de hidrô­
geno y el apilamiento. Para ello résulta necesario conocer cômo pueden 
influir en dichos efectos hipocrômicos, diverses 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 s61o de 

las propiedades intrinsecas de las moléculas implicadas en la interac­

ciôn, sino también de las condiciones del entorno en el que ésta tiene 
lugar, es decir, de los factores fisicoqufmicos fundamentales del medio: 
naturaleza del disolvente y de los iones présentes, fuerza iônica, pH, 

temperature, etc.

De acuerdo con esta idea directriz, se estudia en este ca­

pitule la influencia que ejercen, sobre la autoasociaciôn de las unida 
des monoméricas de âcidos nucleicos, la naturaleza del disolvente, los • 
iones présentes en la disoluciôn, el pH, la urea y la temperatura.

Teniendo en cuenta que el agua es el disolvente natural de 
los medios biolôgicos, es obvio que las interacciones de moléculas de 
importancia biolôgica deben ser investigadas en disoluciones acüosas.
Es évidente, asimismo, que si el objet!vo de esta investigaciôn es el 
de profundizar, a nivel fisicoqulmico, en la interpretaciôn de los corn 
plejos procesos de interacciôn soluto-soluto y soluto-disolvente, es 
necesario realizar un estudio complementario de disoluciones en medios 
no acuosos, cuyas propiedades fisicoqulmicas permitan esclarecer la na­
turaleza de los mecanismos que condicionan esta interacciôn.
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2.1. INFLUENCIA DE LA NATURALEZA DEL DISOLVENTE

Como es sabido, la estabilidad de la estructura ordenada de 

los âcidos nucleicos y de los polinucleôtidos depende, en gran parte, 
de la naturaleza del disolvente.

El estudio de esta influencia se limitô, en un principio, a 
los âcidos nucleicos (1,2), pero seguidamente se extendifi a los polinu- 

cleôtidos (3) y ûltimamente se ha dedicado cierta atenciôn al efecto 
que produce el disolvente en la asociaciôn de los monômeros (4,5) y oli 

gômeros (6). De este modo, se facilita la comprensiôn, a nivel fisico­
qulmico, de los distintos fenômenos que pueden contribuir al efecto to­

tal observado.

Se conoce desde hace tiempo el hecho de que los disolventes 
orgânicos ejercen una acciôn desnaturalizante sobre la estructura de los 
âcidos nucleicos y que sus efectos son similares, en algunos aspectos, 
a los de la temperatura o del pH. Dentro de esta Ifnea, se han desarro- 
llado trabajos que estudian cambios conformacionales en DNA y RNA, indu 
cidos por la naturaleza del disolvente (7,8).

En relaciôn con la influencia del disolvente sobre la inte­
racciôn de las unidades monoméricas libres, cabe destacar especialmente 
los estudios llevados a cabo por espectroscopia IR y RMN, en disolventes 
apolares o poco polares (cloroformo, dimetilsulfôxido) (9-13).

Aunque existe unanimidad sobre la importancia intrinseca 
del disolvente en las asociaciones de moléculas de interés biolôgico, 

tanto en compuestos modelo o biomoléculas sencillas como en los biopo-
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lîmeros, no se ha logrado aûn una explicaciôn satisfactoria acerca de 

la naturaleza de los diverses efectos que ejercen los disolventes sobre 
taies interacciones.

Dentro del estudio, a nivel fisicoqulmico, de los efectos 

del disolvente sobre las asociaciones moleculares, merecen destacarse 
los trabajos de Sinanoglu y Abdulnur (14-16). Estos autores han desa- 

rrollado un modelo macroscôpico semiempirico que es aplicable solamen- 
te a disolventes puros; mediante ël se ha explicado la estabilidad de 
la estructura hélicoïdal del DNA en agua, como debida principalmente a 

la des favorable variaciôn de entalpla asociada con la "formaciôn de ca 

vidad". De acuerdo con este modelo, el efecto desestabilizante de los 
disolventes orgânicos se debe a que en ellos la entalpla de "formaciôn 

de cavidad" es mucho menor que en agua, es decir, que en ellos se for- 

man cavidades con mayor facilidad, lo cual favorecerla la desorganiza- 
ciôn de la estructura hélicoïdal.

En este punto, conviene recorder que, segûn Ts'o, (17-19), 

la estabilidad de la doble hélice del DNA en disoluciôn acuosa, no se 
debe exclusivamente al apareamiento de bases complementarias, sino que 
el apilamiento vertical entre bases, condicionado por una interacciôn 
hidrofôbica, contribuye significativamente a la estabilidad de dicha 
estructura, hasta el punto de que esta contribuciôn puede superar a la 
de formaciôn de enlace de hidrôgeno. Admitiendo ésto, el poder desnatu­
ralizante de los disolventes orgânicos puede atribuirse a que en ellos 
résulta desfavorecida la asociaciôn por apilamiento de las bases, al 
faltar en ellas la interacciôn hidrofôbica. AsI, en dimetilsulfôxido 
(DMSO), conocido agente desnaturalizante (1), tiene lugar el apareamien 

to de las bases libres por enlace de hidrôgeno, pero no se produce el
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apilamiento (11,12); por el contrario, en agua, la asociaciôn entre ba­
ses séria predominantemente por apilamiento, por las razones que acaba­

mos de indicar, y ademSs, porque la formaciôn de enlace de hidrôgeno se 
encuentra muy desfavorecida debido al efecto compétitive de las molécu­

las del disolvente. En apoyo a estos razonamientos puede citarse la ac­
ciôn desnaturalizante del etanol sobre la doble cadena de poli A (3).

En esta breve revisiôn, se han indicado algunos de los fac­

tores "mâs importantes relacionados con la naturaleza del disolvente, 
que pueden influir en los mecanismos de asociaciôn por apilamiento ver­
tical y por formaciôn de enlaces de hidrôgeno entre las unidades mono­
méricas de los âcidos nucleicos. En un estudio riguroso de este proble­
ms, debe tenerse en cuenta también, aunque su interpretaciôn en profun- 
didad reviste actualmente grandes dificultades, la relaciôn que existe 

entre la influencia del disolvente sobre los solutos, y ciertas propie 
dades fisicas caracteristica's de los disolventes, principalmente el mo 
mento dipolar de sus moléculas y la constante dieléctrica, que, como 
es sabido, influye en las energîas de interacciôn electrostâtica, de po 
larizaciôn y de dispersiôn de London.

El efecto que pueden ejercer en la asociaciôn de los solu­

tos, tanto la polaridad del disolvente (21) como su capacidad de forma 
ciôn de enlace de hidrôgeno, es en principio mâs sencillo de interpre­
ter que el de la constante dieléctrica. Asi, el agua, que es un disol­
vente donador y aceptor de protones y que tiene un elevado momento di­
polar, no favorecerâ la formaciôn de enlace de hidrôgeno base-base, ya 
que la energla de enlace base-agua y agua-agua es del mismo orden que 
la de formaciôn de enlace de hidrôgeno base-base, lo cual da lugar a
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una competencia entre estas très posibilidades. Es conocido que el meca 

nismo de interacciôn de las bases cambia de apilamiento a apareamiento 

por enlace de hidrôgeno cuando disminuye la polaridad del disolvente 
(22) .

El etanol puede actuar como aceptor y donor de protones, 

pero el resto alifStico disminuye su polaridad en comparaciôn con el 

agua, lo que tiende a favorecer la asociaciôn por enlace de hidrôgeno 

entre bases. Ademâs, la adiciôn de etanol a agua reduce la tensiôn su­

perficial de ésta, lo que puede traducirse en una disminuciôn de la con 

tribuciôn de la energla libre de superficie del agua a las interacciones 

hidrofôbicas, 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 esté relacionada, en algunos casos, 
con la capacidad de las moléculas del mismo para donar y aceptar proto­

nes para formar enlaces de hidrôgeno entre si, o bien para asociarse de 
acuerdo con otros mecanismos de interacciôn, por lo que las interaccio­

nes que dan lugar a la formaciôn o destrucciôn de la estructura del di­

solvente pueden ser responsables indirectamente de algunos de los efec­
tos de éste sobre la asociaciôn de las bases (23).

El dimetilsulfôxido (DMSO) es un disolvente aprôtico dipo­

lar, de caracterlsticas intermedias entre el agua y los compuestos apola 

res. Aunque es un fuerte aceptor de protones (25) , su capacidad de for­

maciôn de enlaces de hidrôgeno es inferior a la del agua y superior a



83

la del CljCH. En consecuencia, la proporciôn en que las bases se unen 
mediante enlace de hidrôgeno, es mucho menor en DMSO que en C1,CH, aun­
que mayor que en agua (11,26). Por otra parte, en disoluciôn acuosa, 

las fuertes interacciones del DMSO con el agua destruyen el orden de 
ésta, por lo que el DMSO se considéra como un soluto "destructor de e£ 
tructura" (27,28) .

Dada la complejidad del fenômeno que se esté investigando, 
del cual se ha intentado presentar una breve visiôn en las pSginas an­
teriores, no se ha pretendido llegar a una interpretaciôn teôrica en 
profundidad de los diverses factores que en él estân implicados, sino 
ûnicamente realizar una aproximaciôn experimental sistemâtica, que per 

mita elaborer correlaciones que, por una parte, ayuden a estimar la 
contribuciôn relative de los dos mecanismos fundamentaies que condicio 
nan la asociaciôn de las unidades monoméricas: la formaciôn de enlaces 
de hidrôgeno y el apilamiento de las bases; y por otra parte, permitan 
un mejor conocimiento de las consecuencias que tienen dichas contribu­
ciones en la desnaturalizaciôn de polinucleôtidos por la acciôn de di­

solventes orgânicos.

Con este objeto se ha realizado un estudio comparativo de 
la influencia de etanol y dimetilsulfôxido, sobre la autoasociaciôn de 
una serie compléta de unidades monoméricas: adenina, adenosina y 5'- 
AMP, para determiner las semejanzas y diferencias que presentan entre 
si y respecte a las disoluciones en medio acuoso, refiej adas en los 
correspondientes valores de los parâmetros de asociaciôn.

Las experiencias se han realizado en condiciones anâlogas 

a las efectuadas en tampôn fosfato. Los disolventes empleados, ademâs
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del agua, han sido etanol y DMSO, asi como mezclas en diverses propor-

ciones de estos disolventes con agua. Los disolventes utilizados fueron
de la casa Merck, de calidad "Uvasol", y se emplearon sin purificacidn 

posterior. El DMSO présenta gran cibsorciôn a longitudes de onda inferio

res a 270 nm. La zona a 260 nm, donde aparece el mSximo de la banda co­

rrespondiente a las unidades monoméricas, sôlo es accesible en células 

cuyo espesor sea de 1 mm o inferior, por lo cual no pueden emplearse ■ 
concentraciones menores de 10~‘'M, lo que restringe la observaciôn del 

1 ^  efecto hipocrômico.

Las mezclas de cada uno de los disolventes con agua se han 

utilizado con un doble propôsito: a) comprobar si la presencia de estos 

disolventes induce cambios significatives en la asociaciôn con relaciôn 
al medio acuoso, y b) aumentar la solubilidad de las unidades monoméri­

cas respecte de los disolventes puros, con el fin de favorecer la detec 
ciôn del 2° efecto hipocrômico.

Por otra parte, si bien las "condiciones normalizadas" en 
nuestro laboraporio corresponden a las disoluciones en tampôn fosfato, 
se han preparado teimbiên disoluciones de adenosina y de AMP en agua pu- 

ra, para disponer de una referencia mSs adecuada en el estudio de la in 
fluencia del disolvente.

Resultados expérimentales

Se exponen a continuaciôn los resultados expérimentales, 

asf como los valores de los parâmetros mâs significativos del método de 
câlculo, de acuerdo con el siguiente esquema:

1) Los resultados se han agrupado en los siguientes epfgra-
fes :
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2.1.1. Influencia del etanol.

2.1.2. Influencia del dimetilsulfôxido.

2) Se dan en forma de tabla los valores de los parâmetros 

âs significatives del ajuste empleado; e,, pendiente p y coeficien

te de correlaciôn, r , del ajuste, para cada uno de los diferentes siste 
as estudiados.

3) Dentro de cada apartado, se da un conjunto de grâficas 

que corresponden a la representaciôn semilogarïtmica de la absortividad

olar, e, frente a la concentraciôn molar, c, para las distintas unida­

des monoméricas estudiadas. Se incluyen los puntos expérimentales y la 

curva teôrica ajustada segûn el método de câlculo. Se omite la represen 
taciôn grâfica de las ecuaciones lineales, en que se basa dicho método, 

para no alargar la presentaciôn de los resultados expérimentales (fig.
2 .1 .-2 .4 .).

4) A continuaciôn, se dan las tablas conjuntas correspondien 
tes a los parâmetros de autoasociaciôn (tabla 2.3.), y se realize la 
discusiôn de los resultados obtenidos.



2.1.1. Influencia del etanol

TABLA 2.1.

Resumen de los valor'es de los parâmetros obte 
nidos con el programa de cSlculo "HIPOCROM".

86

Disolvente Intervalo de 
concentrât!ones c, P r

ADENINA

Etanol+agua 
(50% v/v)

5.10-*-2,5.10-=M 14110 11200+200 0,39+0,04 0,958

Etanol 5.10"'-5.10~*M 13810 11470+80 0,32+0,02 0,988

ADENOSINA

Agua bides- 5.10"®-4.10~’M 16470 13320+60 0,39+0,02 0,990
tilada 5.10-S-3.10-2M " 10900+100 3,2 +0,2 0,993

Etanol+agua 4.10~®-1,2.10““M 15900 13380+40 0,33+0,01 0,992
(50% v/v) 2.10-2-4.lO-'M " 9900+800 9+2 0,938

Etanol S.IO-S-IO-'M 15890 13400+100 0,29+0,02 0,984

AMP

Agua bides- 5.10-'-2.10"®M 16270 12860+70 0,29+0,01 0,992
tilada 3,5.10-3-5.10-2% " 11400+200 2,4 +0,3 0,963

Etanol+agua 
(50% v/v)

5.10-3-2,5.10-2% 16000 12400+90 0,33+0,02 0,985
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2.1.2. Influencia del dimetilsulfôxido

TABLA 2.2.

Resumen de los valores de los parâmetros obte 
nidos con el programa de câlculo "HIPOCROM".
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Disolvente Intervalo de 
concentraciones E, P r

ADENINA

DMSO l,4.10-"-2.10-2M 13350 10690+70 1,48+0,07 0,987

ADENOSINA

DMSO 2.10~‘'-5.10"’M 14810 12790+30 0,53+0 ,02 0,998
10-2-4.10-=M " 11900±200 3,0 +0,8 0,909

AMP

DMSO+agua 2,5.10-“-1,5.10"2m 14040 11700+100 1,6 +0,1 0,974
(50% v/v) 2.10-2-5.IQ-'M " 8900+900 8 + 3 0,939
DMSO+agua 2,5.10---5.lO-^M 14000 11500+100 0,96+0 ,09 0,980
(90% v/v)

DMSO 1,25.10-“-!,25.lO-’M 14470 10900+100 1,13+0,06 0,995
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TABLA 2.3.

Influencia del disolvente. Parâmetros de autoasociacidn

ADENINA

Disolvente
1—  efecto 2 ° efecto

Kj Sj h (%) Kp 6p h(%)

Tampôn fosfato

Etanol + agua 
(50% v/v) 
Etanol
DMSO

, 12.10: 2190 15,4 

9.10: 2900 20,5 

11.10: 2340 16,9 

620 2660 19,9

220 5700 40,1 

No detectado

ADENOSINA

Disolvente
1—  efecto 2° efecto

Kj (h%) Kp ôp (h%)

Agua bidestilada
Tarapôn fosfato

Etanol + agua 
(50% v/v) 
Etanol
DMSO

10.IQ: 3150 19,1 

16.IQ: 1820 11,5 
11,6.10: 2520 15,8 

15.10: 2500 15,7 
3,6.1Q: 2000 13,6

500 5600 34,0 
120 5400 34,1 
70 6000 37,7 
No detectado 

320 2960 20
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TABLA 2.3. (continuacifin) 
5 '-AMP

Disolvente iSr efecto 2° efecto

«a h(%) 'p h(%)

Agua bidestilada 20.10* 3410 21,0 800 4900 29 ,9
Tampdn fosfato 48.10* 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

Interpretaciôn de resultados

Para la interpretaciôn de resultados, utilizaremos los valo 
res que se resumen en la Tabla 2.3., refiriëndonos especialmente a los 
valores de las constantes de asociaciôn del 1° y 2° efecto. Como comple 
mento de estos parâmetros de asociaciôn, hemos calculado tarabién las 
distancias entre bases y las energlas de interacciôn correspond!entes a 
cada sistema (Tablas 2.4.-2.6. y figuras 2. 5.-2.7.). Estos très conjun­
tos de valores se utilizan para hacer una discusiôn conjunta de la in­
fluencia del disolvente.

En los sisteraas en que se ha erapleado DMSO como disolvente, 

no es posible calculer la distancia entre bases mediante el mëtodo de 
Tinoco-Rhodes, ya que el mâximo situado a unos 200 nm (X ^ ^ ) no puede 
detectarse debido a la alta absorciôn del DMSO en esa zona espectral. 
Por el contrario, el método de Bolton-Weiss puede aplicarse a taies si£ 

temas, pues todos los parâmetros necesarios para el câlculo de la dis-
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tancia pueden determinarse en ellos.

TABLA 2.4.

Influencia del disolvente. Distancia entre bases apiladas 
(Teorfa de Tinoco-Rhodes)

ADENINA

Disolvente Grado de 
asociaciôn h(%) x,,.(A) f,a' d(A)

Tampdn fosfato Dfmero 15,4 2605 2070 0,27 4,4
" " Polîmero 40,1 " " " 4,3

Etanol (50%) Dfmero 20,5 " 2090 " 4,1
Etanol Dfmero 16,9 2600 " 4,4

ADENOSINA

Agua Dfmero 19,1 2590 2060 0,30 4,3
" Polfmero 34,0 " " 4,7

Tampdn fosfato Dfmero 11,5 " " 5,0
Polfmero 34,1 " " 4,7

Etanol (50%) Dfmero 15,8 2600 2050 4,5
" Polfmero 37,7 " " 4,5

Etanol Dfmero 15,7 " 2040 4,5

AMP

Agua Dfmero 21,0 2590 2060 0,31 4,2
" Polfmero 29,9 « " " 5,0

Tampdn fosfato Dfmero 18,6 " " " 4,3
Polfmero 32,0 " " 4,9

Etanol (50%) Dfmero 22,5 2590 2050 " 4,0



TABLA 2.5.

Influencia del disolvente. Distancia entre bases apiladas 
(Teorfa de Bolton-Weiss)
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ADENINA

Disolvente Grado de 
asociaciôn X (Â) f 6 d(A)

Tampôn fosfato Dfmero 2605 0,27 12010 2190 3,4
" " Polfmero " " 8500 5700 3,7

Etanol (50%) Dfmero " " 11200 2900 3,2
Etanol Dfmero 2600 " 11470 2340 3,4
DMSO Dfmero 2630 " 10690 2660 3,3

ADENOSINA

Disolvente Grado de 
asociaciôn X(Â) f G* 6 d(Â)

Agua Dfmero 2590 0,30 13320 3150 3,4
" Polfmero " 10900 5600 4,0

TampÔn fosfato Dfmero " 14000 1820 3,8
Polfmero " 10400 5400 4,0

Etanol (50%) Dfmero 2600 13380 2520 3,5
'• Polfmero " 9900 6000 3,9

Etanol Dfmero " 13400 2500 3,5
DMSO Dfmero 2620 12790 2000 3,6

Polfmero
"

11850 2960 4,5
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TABLA 2.5. (continuaciôn) 
AMP

Disolvente Grado de 
asociaciôn X(Â) f G» 6 d(Â)

Agua Dfmero 2590 0,31 12860 3410 3,4
" Polfmero 11400 4900 4,2

TampÔn fosfato Dfmero 13640 3120 3,5
Polfmero 11400 5400 4,1

Etanol (50%) Dfmero " 12400 3600 3,3

DMSO (50%) Dfmero 2600 11700 2300 3,5
" Polfmero " 8900 5100 4,0

DMSO (90%) Dfmero 2610 11500 2500 3,5
DMSO Dfmero 2620 10900 3600 3,3



TABLA 2.6.

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

ADENINA

Disolvente Grado de 
asociaciôn d(Â) A^base-base AGexp A*^otr. int.

TampÔn fosfato Dfmero 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

Etanol (50%) Dfmero 3,6 -1,05 -0,38 -4,98 -6,4 -5,4 + 1,0

Etanol Dfmero 3,9 -0,82 -0,23 -3,08 -4,1 -5,5 -1,4

DMSO Dfmero 3,3 -1,36 -0,64 -8,40 -10,4 -3,8 +6,6



TABLA 2.6. (continuaciôn) 

ADENOSINA

Disolvente Grado de 
asociaciôn d(Â) a«l A^base-base AGexp A*^otr.int.

Agua Dfmero 3,8 -0,89 -0,27 -3,60 -4,8 -5,5 -0,7
" Polfmero 4,3 -1,10 -0,26 -3,49 -4,8 -3,7 + 1,2

TampÔn fosfato Dfmero 4,4 -0,57 -0,11 -1,50 -2,2 -5,7 -3,5
Polfmero 4,3 -1,10 -0,26 -3,49 -4,8 -2,8 + 2,0

Etanol (50%) Dfmero 4,0 -0,76 -0,20 -2,65 -3,6 -5,5 -1,9
" Polfmero 4,2 -1,18 -0,30 -4,02 -5,5 -2,5 + 3,0

Etanol Dfmero 4,0 -0,76 -0,20 -2,65 -3,6 -5,7 -2,1

DMSO Dfmero 3,6 -1,05 -0,38 -4,98 -6,4 -4,8 + 1,6
Polfmero 4,5 -0,96 -0,20 -2,66 -3,8 -3,4 +0,4



TABLA 2.6. (continuaciôn) 

AMP

Disolvente Grado de 
asociaciôn d(Â) A S a AGi. A*^base-base A*^exp A*^otr. int.

Agua . Dfmero 3,8 -0,89 -0,27 -3,60 -4,8 -5,9 -1,1
" Polfmero 4,6 -0,90 -0,18 -2,33 -3,4 -4,0 -0,5

TampÔn fosfato Dfmero 3,9 -0,82 -0,23 -3,08 -4,1 -6 ,4 -2,2
" " Polfmero 4,5 -0,96 -0,20 -2,66 -3,8 -3,9 -0,1

Etanol (50%) Dfmero 3,6 -1,05 -0,38 -4,98 -6,4 -5,8 +0,6

DMSO (50%) Dfmero 3,5 -1,14 -0,45 -5,90 -7,5 -3,6 + 3,9
" Polfmero 4,0 -1,37 -0,41 -5,39 -7,2 -2,6 + 4 ,6

DMSO (90%) Dfmero 3,5 -1,14 -0,45 -5,90 -7,5 -4,3 + 3,2
DMSO Dfmero 3,3 -1,36 -0,64 -8,40 -10,4 -4,3 +6,1

lO
KO
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Consideramos que la exposiciôn de la interpretaciôn de los 
resultados expérimentales résulta inejor esquematizada refiriéndonos a la 

influencia de cada uno de los disolventes empleados, sobre las très uni 

dades monoméricas estudiadas, analizando por separado los dos efectos 

hipocrômicos observados.

El examen de las curvas de autoasociacidn (fig. 2.1.-2.4.), 

révéla que estas curvas son sensibles a la variacidn del disolvente, ya 
que tanto su hSbito, como la separacidn de los dos efectos hipocrdmicos 
se modifies 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 disolventes puros, lo que pone de manifiesto que la perturba- 
ci6n originada en la asociaciôn por la presencia de un disolvente orgS- 

nico, depende de la concentraciôn en que éste se encuentra.

Influencia del etanol

La diferencia entre las constantes Kj en medio acuoso, en 
etanol y en mezcla etanol+agua al 50%, para las 3 unidades monoméricas, 
es muy pequena y varia dentro de los limites de precisiôn del método. 

Este hecho no apoya la hipôtesis de que el mécanisme de asociaciôn res­
ponsable del 1—  efecto sea la formaciôn de enlaces de hidrôgeno, pues 
en ese caso la asociaciôn estaria mSs favorecida en etanol que en agua.

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

son muy parecidos en todos estos disolventes.

El examen de los términos en que puede dividirse la energia 

de interacciôn global, no muestra tampoco diferencias significatives
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que acompanen al cambio de disolvente. ünicamente en AMP se observa un 

aumento de la interacciôn entre bases al pasar de medio acuoso a medio 

hidroalcohôlico, junto con un descenso en la contribuciôn de otras inte 

racciones que favorecen la asociaciôn, entre las cuales se encuentran 

las interacciones hidrofôbicas.

Como la solubilidad de las unidades monoméricas en etanol 

es inferior a la que tienen en disoluciôn acuosa, la existencia del 2® 

efecto se ve desfavorecida en etanol con respecte al agua. Sin embargo, 
en los casos en que ha sido posible 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 que el mecanismo de 

asociaciôn responsable del 2“ efecto esté desfavorecido en presencia de 

etanol.

Influencia del dimetil sulfôxido

La limitaciôn mSs importante en la interpretaciôn de los re 
sultados obtenidos al utilizar DMSO como disolvente, estriba en la impo 
sibilidad prSctica de extender las mediciones a concentraciones inferio 
res a 10~*M, por lo que la extrapolaciôn del valor de ej puede conducir 

a valores de Kj demasiado bajos. La disminuciôn de al pasar de medio 
acuoso a DMSO parece excluir, en principio, la posibilidad de que el me 

canismo de asociaciôn correspondiente al 1—  efecto se deba a la forma­

ciôn de enlace de hidrôgeno; sin embargo, el examen de los valores de 
la energia de interacciôn entre bases, para el 1—  efecto, indica que 

dicha interacciôn aumenta notablemente en DMSO, lo que apoya la hipôte 
sis de formaciôn de enlaces de hidrôgeno en este efecto. Ahora bien, la
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contribuciôn de "otras interacciones" adquiere en DMSO un valor positi- 
vo y elevado, lo que puede reflejar la desapariciôn o, al menos, un no­

table debilitamiento de las interacciones solvofôbicas que favorecen la 

asociaciôn. El balance de estos dos factores tiene como resultado un 

descenso neto en la energia global de interacciôn, y por tanto una dis­
minuciôn en Kj .

La desapariciôn del 2° efecto o la disminuciôn en en ade 

nina y AMP, respectivamente, al utilizar DMSO como disolvente, puede in 

terpretarse en el sentido de que, si bien la interacciôn entre las ba­

ses esté favorecida con respecto al agua, la contribuciôn de "otras in­

teracciones" se opone a la asociaciôn por no existir las interacciones 

hidrofôbicas. Sin embargo, en adenosina no se observa una variaciôn sig 

nificativa al pasar de medio acuoso a DMSO.

Conclusiones générales acerca de la influencia del disol­
vente

1) El mecanismo de asociaciôn responsable del 1—  efecto es 
tal que la energia de interacciôn entre las bases aumen­
ta al pasar de medio acuoso a etanol y, sobre todo, a d^ 
metilsulfôxido. Ello es compatible con la hipôtesis de 
formaciôn de enlaces de hidrôgeno. Este fenômeno no es 
tan notable en etanol como en DMSO, lo que puede indicar 
que el etanol résulta menos favorable a la formaciôn de 

enlaces de hidrôgeno entre las unidades monoméricas. Sin 

embargo, la desapariciôn o debilitamiento de las interac
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clones hidrofôbicas en DMSO, contenidas en el término 

de energfa de "otras interacciones", tiene como resu^ 

tado un descenso global en la fuerza inductora de la 

asociaciôn, con respecto al agua.

2) El mecanismo de asociaciôn responsable del 2° efecto 

esté claramente desfavorecido en los disolventes orgé 

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 interacciôn corres­
pondiente es de apilamiento, no puede darse en disol­

ventes orgénicos, donde sôlo se darfa enlace de hidrô 

geno. La évidente oposiciôn a la asociaciôn que repre 

sentan las energlas correspondientes a "otras interac 

clones" en DMSO, podrfa contribuir a explicar que las 

interacciones hidrofôbicas sean la causa déterminante 

de que se produzca en medio acuoso la asociaciôn por 

apilamiento.



107

2.2. INFLUENCIA DE SALES ESTABILIZADORAS Y DESESTABILIZADORAS DE LA ES- 
TRUCTURA DEL AGUA

Una vez realizado el estudio relative a la influencia del 

disolvente, expuesto en el apartado anterior, se han analizado, princi- 

palmente en disoluciones acuosas, los restantes factores fisicoquîmicos 
que pueden tener influencia sobre la autoasociaciôn 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 diverses sales que modifican la estructura del 

âgua; ya que las interacciones moleculares de los polutos dependen, en 

una parte muy importante, de las interacciones disolvente-disolvente, 
es decir, de la estructura del disolvente y de la variaciôn de las pro- 

piedades de éste en funciôn de las modi ficaciones que pueda experimen­
ter dicha estructura.

Es évidente que, para poder interpreter la influencia que 
ejercen diverses iones sobre la estructura del agua, es necesario, en 
primer lugar, conocer dicha estructura, que como es sabido, es de una 

gran complejidad, habiéndose dedicado a su estudio fisicoquimico un 
gran nûmero de trabajos en los ûltimos anos. La dificultad que présenta 

la descripciôn de la estructura del agua en estado liquide no, se debe 
exclusivaunente a las propiedades singulares de este disolvente, sino al 
problema general que supone el conocimiento del estado liquido, debido 

a su extraordinaria complejidad.
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ESTRUCTURA DEL AGUA

Aunque se han propuesto varies modèles para la es­
tructura del agua liquida, ne hay ningune que resuite ente- 
ramente satisfactorio, en el sentido de que justifique to­
dos los hechos expérimentales conocidos sobre ella, sine 
que, como es natural, cada uno de ellos explica sôlo deter- 
minadas caracterlsticas. La evidencia para los modèles de 
estructura del agua es generalmente indirecte: se calculan 
una o mâs de las propiedades fisicas del agua, baséndose en 
el modelo propuesto, y se comparan con los datos conocidos 
experimentalmente. Por tanto, puede deducirse que los modè­
les propuestos son complementarios, y en conjunte ayudan a 
interpreter el comportamiento de las disoluciones acuosas 
en funciôn de la estructura del agua liquida.

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

1) Modèles continuos.- Son aqudllos que consideran al 
agua liquida formada por una ûnica entidad estructüral, que 
se extiende por todo el volumen espacial del liquido. Son 
los modelos denominados también "uniformistic" o "random 
network" (2).

2) Modèles mixtos.- Denominados también "cluster" o 
"cage", son aquéllos que postulan la existencia de dos o 
mâs unidades estructurales diferentes, que coexisten en 
equilibrio (3). .

Entre los primeros, caüae citar los modelos de Po- 
ple (4) y Bernai (5). En el modelo de Pople se considéra 
una ûnica entidad estructural tridimensional, en la cual la 
mayorla de los enlaces de hidrôgeno entre las moléculas de 
agua estân "relajados" o "distorsionados", ya que la fuer­
za necesaria para deformar el enlace -0-H...0 es muy peque­
na.

Este tipo de modèles continuos, que fue de amplia 
aceptaciôn hace algunos anos, ha pasado a segundo término, 
pues los modèles mixtos explican muchas propiedades no sôlo 
del agua pura, sino también de disoluciones acuosas. En es­
te segundo tipo de modèles, la estructura del agua se con­
templa como una mezcla de una entidad estructural denomina- 
da "ice-like", consistante en una roalla tridimensional in- 
completa, formada por moléculas unidas por enlace de hidrô­
geno (coordinaciôn tetraédrica), y de otros componentes es­
tructurales, como moléculas libres o unidas entre si por 
enlace de hidrôgeno, pero sin formar ninguna estructura or- 
denada (2).

Una de las revisiones mâs recientes y complétas 
sobre la estructura del agua y de las mezclas acuosas, es 
la de Blandamer, en la que se exponen con detalle las ideas 
générales que acabamos de indicar (6).
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H —0 — H — O '— n / J ' H j

Clusters

FIG. 2.8.- Modelo de la estructura del agua como una mezcla
de "clusters" y moléculas aisladas. Segûn G. Némethy 
y H.A. Scheraga, J. Chem. Phys., 36̂ , 3382 (1962).

Una de las llneas de investigaciôn de las interacciones mo 
leculares, a la que se dedica en la actualidad una atencién preferente, 

es la del estudio de la "variaciôn 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 algûn tiempo los efectos que pro­
duce la presencia de solutos iônicos (asi como su dependencia con la na 

turaleza y la concentraciôn de éstos), en los espectros UV y en las cur
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vas de fusiôn de los Scidos nucleicos y polinucleôtidos, y que pueden 

resumirse en la variaciôn de la absortividad molar y en la estabillza- 
ciôn o desestabilizaciôn de la estructura secundaria, reflejada por la 

variaciôn de la temperatura de fusiôn T^, en presencia de los mismos 

(7-11) . Se ha estudiado especialmente la influencia de los cationes de 

metales alcalines y alcalinotérreos, en particular la del iôn Mg**, por 

su importancia fisiolôgicà (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 aniÔn (10), auroentando en el orden:

Cl” <Br” < CH;COO” <l” <C10” <CF)COO” <SCN” <CC1,C00”

Asimismo, se ha dedicado una gran atenciôn, no sôlo a la na 
turaleza de los iones que interaccionan con el Scido nucleico, sino tam 

bién a su concentraciôn en disoluciôn y fuerza iônica (11,20-22). Se ha 
observado que el aumento de la concentraciôn, hasta "vlM, de ciertas sa­

les, da lugar a un aumento del del DMA, y por consiguiente a la esta 
bilizaciôn de là doble cadena del mismo. Como una posible interpretaciô 

de este hecho, se ha sugerido que el electrolito apantalla las fuerzas 
de repulsiôn electrostStica 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 concentraciôn sigue aumentando 
(10,11,21), lo cual podrfa deberse a la capacidad de los aniones de las 
sales para destruir los "enlaces hidrofôbicos". Dentro de esta Ifnea de 

trabajo, se han deducido ecuaciones empfricas que relacionan el de 
âcidos nucleicos y polinucleôtidos, con el logaritmo de la concentraciô 

de la sal (20,24-26).

Una revisiôn bibliogrSfica de los treibajos recientes indica
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que el estudio de la influencia de solutos idnicos se sigue centrando 

principalmente en el efecto que producer los mismos en la estabilidad 
estructural de biopollmeros (DNA, RNA, proteînas, polinucleôtidos), sien 

do comparativamente menos numerosos los trabajos que estudian la influen 
cia que ejercen las sales disueltas, sobre la interaccidn y asociaciôn 

de las unidades iDonoroéricas libres o de los oligômeros en disoluciôn 
acuosa.

Se ha estudiado por diversas técnicas, principalmente es- 

pectroscôpicas, el efecto de diverses sales en el equilibrio de apila- 
miento de dinucleôtidos (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 nucleôsidos y nucleôtidos, pero, por 
el contrario, resultan bastante significatives en oligômeros y polime- 

ros.

En el trabajo relacionado mis directamente con el objeto de 

la présente Memoria, publicado por Maevskii y SuJchoruJcov (31), se estu- 
dia el efecto de las sales (ClO^Na, SO^Na^, ClLi, ClNa y CIK) que esta- 
bilizan y desestabilizan la estructura del agua, sobre la autoasociaciôn 

de adenosina. Los resultados obtenidos por estos autores indican que al 
aumentar la concentracifin de ClO^Na disminuye la constante de asociaciôn 
mientras que al aumentar la concentraciôn de SO^Nag, dicha constante au 
menta; en ambos oasos, significativamente. Al aumentar la concentraciôn 
de las otras sales, la constante aumenta en el orden ClNa> ClLi >C1K, 

pero de forma menos acusada.

En todos estos estudios se intenta relacionar las variacio- 

nes que introduce la presencia de iones en disoluciôn en el equilibrio 
de asociaciôn de los monômeros, con la naturaleza de la sal présente y
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especialmente con su aeciôn "formadora" o "destructora" de la estructu­

ra del disolvente (32,33).

Las disoluciones de sales en que los iones produzcan una 

ordenaciôn en la estructura del disolvente, dificultarân en cierto gra 

do la interacciôn monômero-agua, y por tanto, favorecerSn la asociaciôn 

entre monômeros, siempre y cuando en esta asociaciôn jueguen un papel 

importante las interacciones hidrofôbicas.

Otra interpretaciôn considéra la posibilidad de que se es- 

tablezca una interacciôn directa, de tipo electrostâtico, entre el ca- 

tiôn (e incluse el aniôn) y la base, nucleôsido o nucleôtido, con la 

subsiguiente formaciôn de un complejo iôn-monômero, que modificaria la 
interacciôn entre los propios monômeros. Generalmente, estos trabajos 

van encaminados a obtener informaciôn sobre el complejo en si, pero nin 

guno dedica especial atenciôn, y asf lo hacen constar explicitamente 
(34), a la influencia que ejerza en la asociaciôn 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 inorgSnicas, 
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, que 
no influyen notablemente sobre la estructura del agua. Sin embargo, la 
investigaciôn de los efectos de las sales sobre las propiedades del 
agua, no es la mejor "aproximaciôn" para tratar de explicar su influen­

cia sobre la estabilidad de la estructura de los Scidos nucleicos, sino 

que debe estudiarse ademâs su influencia sobre la interacciôn de las ba
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ses en el agua (35).

En este trabajo se intenta estimar la Influencia que la pre 

sencia de estas sales en disoluciôn, ejerce sobre la autoasociaciôn de 

las unidades monoméricas, sin abordar un estudio profundo de su acciôn 

sobre la estructura del agua o de la formaciôn de complejos iôn-monôme­

ro. Los correspondientes parâmetros de asociaciôn se comparan con los 

obtenidos en el cap. 1, para disoluciones en tampôn fosfato, que corres 

ponden a las "condiciones normalizadas" en este laboratorio y con las 

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

Las experiencias se han realizado en condiciones similares 

a las efectuadas en tampôn fosfato. Con ello, hemos aplicado al estudio 
de la influencia de sales, la idea fundamental de nuestro trabajo de 
estudiar un intervalo de concentréeiones lo roSs amplio posible, de 5 

ôrdenes de magnitud, lo cual supone el haber puesto de manifiesto, por 

primera vez, el 1—  efecto hipocrômico e iniciado la interpretaciôn del 

mécanisme de asociaciôn que lo détermina. Se ha estudiado la influencia 
de diverses sales sobre la autoasociaciôn de adenosina, y de CljMg en 
5'-AMP. Las sales utilizadas (ClLi, CIK, CljMg, SO^Na, y ClO^Na) han 
sido de Merck, de pureza "para anSlisis", excepte el ClLi, de calidad 
"Suprapur".

Con el objeto de no introducir variaciones en la fuerza iô- 
hica, que es una variable fisicoqufmica que también puede influir en la 
autoasociaciôn de las unidades monoméricas, hemos dedicado especial a- 
tenciôn a las disoluciones salinas de concentraciôn 0,1 M, a las que, 
en el caso de electrolitos 1:1, les corresponde una fuerza iônica de 0,1, 
idéntica a la dé las disoluciones en tampôn fosfato. En el caso del CIK, 

SO^Naj y ClO^Na, se han estudiado también disoluciones salinas de con-
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centraciôn muy superior, para comprobar el efecto de una variaciôn nota 
ble en la fuerza iônica, sobre el equilibrio de autoasociaciôn.

La presencia de aniones da lugar a variaciones muy signifi­
catives en los valores de los parâmetros de asociaciôn, pero el efecto 

de los cationes es también notable, como revelan los parâmetros de aso­

ciaciôn correspondientes a las disoluciones de los diversos cloruros.

Resultados expérimentales

Para la presentaciôn de los resultados expérimentales se ha 
adoptado un esquema anâlogo 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 semilogaritmicas de la absortividad molar, c, frente a la concentra 
ciôn molar, c, 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 parâmetros ob­
tenidos con el programs de câlculo "HIPOCROM”
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Sal Intervalo de
concentraciones 1̂ <̂o p

ADENOSINA

ClLi 0,1M 10“ '-4.10~’M 15640 12840±90 0,71+0,05 0,969
5.1Q-:-2,5.10-:M " 11300+200 2,4 ±0,3 0,959

CljMg 0,1M 2.10-G-3,2.10-:M 15740 13500+200 0,46+0,05 0,933
8.10-3-4.IQ-^M " 10000+100 5,4 ±0,2 0,998

CIK 0,1M 5.10-S-10-ZM 16200 13610+50 0,39±0,01 0,992
1,5.10-2-4.10-=M " 10400+700 7±2 0,907

CIK 3M 8.10-'-10-2m 15920 13490+50 0,60±0,02 0,994
1,2.10-2-2.10-*M

"
10100+200 7,5 ±0,4 0,998

AMP

CljMg 0,03M 6.10“®-5.10-*M 15850 12980±90 0,41±0,02 0,984
7.10-3-5.10-2m " 11300±300 2,6 ±0,7 0,905

CljMg 0 ,1M 5.10-'-3,5.10-3m 15870 12700±100 0,51±0,03 0,982
5.10-3-5.10-2m 9800+300 4,7 ±0,5 0,985
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Fig. 2.10.- Absortividad molar de 5'-AMP.
- T. fosfato; -•-^i-.-Cl2Hg 0,03M; #  - Cl^Mg 0,1M.
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2.2.2. Influencia de sulfatos

TABLA 2.8.

Resumen de los valores de los parâmetros ob­
tenidos con el programs de câlculo "HIPOCROM"

Sal Intervalo de 
concentraciones = 1 Eco P r

ADEtJOSINA

SO.Na, 0,1M

SO^NSj IM

5.10~'-10"*M
1,4.10".^4.10"*M

5.10"‘-6.10~’M
6,7.10"*-2.10~^M

16050

15870

13400+100
7700+500

12700+80
10600+300

0,43+0,03 
12 + 1

0,80+0,03 
3,7 +0,5

0,971
0,985

0,990
0,951

2.2.3. Influencia de percloratos

TABLA 2.9.

Resumen de los valores de los parâmetros ob­
tenidos con el programs de câlculo "HIPOCROM"

Sal Intervalo de 
concentraciones E| Eco P r

ADENOSINA

ClO^Na 0,1M

ClO^Na 2M

10"'-1,25.10~*M
2.10"*-5.10"^M

5.10"«-1,25.10-^M
2.10-:-5.10-:M

15890

15620

13780+70
6000+1000

13900+100
5000+1000

0,46+0,03 
19 + 3

0,31+0,04
24 + 4

0,980
0,968

0,925 
0 ,957
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Fig. 2.11.- Absortividad molar de Adenosina en SO^Na^
(— O — 0,1M; ••••••■IM) y ClO.Na (.- Q - 0 , IM ;••••—  2M ) .
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TABLA 2.10.

Influencia de sales. Parâmetros de autoasociaciôn

ADENOSINA

SAL
ler efecto 2“ efecto

%: a. h(%) «P h(%)

Agua bidestilada 10.10: 3150 19,1 500 5600 34,0
Tampôn fosfato 16.10* 1820 11,5 120 5400 34,1

ClLi 0,1M 2,8.10* 2800 18,0 750 4300 28,0
CljMg 0,1M 5.10* 2200 14,0 200 5700 36,0
CIK 0,1M 8,5.10* 2590 16,0 120 5800 35,8
CIK 3M 3,4.10* 24 30 15,3 100 5800 36,6
SO^Naj 0,1M 7.10* 2650 16,5 60 8400 16,5
SO^Na, IM 2,5.10* 3170 20,0 400 5300 33,4
ClO^Na 0,IM 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
Tampôn fosfato 48.10* 3120 18,6 700 5400 32,0
CljMg 0,03M 8.10* 2870 18,0 700 4600 29,0
CljMg 0,1M 6.10* 3200 20,0 280 6100 38,0
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Interpretaciôn de resultados

Para la interpretaciôn de los resultados obtenidos utiliza- 
remos especialmente los valores de las constantes de asociaciôn que se 

recogen en la tabla 2.10.. Unicamente haremos uso de las distancias 

entre bases y las energlas de interacciôn en la adenosina (tablas 2.11., 
2.12. y 2.13.). En este caso, la contribuciôn principal al término

son las interacciones hidrofôbicas, y por tanto se designarS 
a dicho término como AG^.

Las curvas de hipocromicidad correspondientes a los distin­

tos sistemas estudiados, muestran que en todos ellos existe doble efec­
to hipocrômico, a diferencia de lo observado en el apartado 2.1. para 

los diversos disolventes. Este hecho révéla que la influencia de los 

distintos medios salinos sobre la autoasociaciôn de las unidades mono­
méricas, no es tan acusada como la de los disolventes. Aun asi, los va­

lores de los parâmetros de asociaciôn dependen, en general, de la natu­
raleza de la sal présente.

Los resultados expérimentales muestran que la influencia de 

las diverses sales sobre la autoasociaciôn de las unidades monoméricas 
es muy diferente para cada uno de los dos efectos hipocrômicos. Por tan 
to, consideramos conveniente discutir por separado los resultados rela­

tives a uno y otro efecto hipocrômico.



TABLA 2.11.

Influencia de sales. Distancia entre bases apiladas 
(Teorfa de Tinoco-Rhodes)
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ADENOSINA (f=0,30)

SISTEMA Grado de 
asociaciôn h (%) d(Â)

Agua Dfmero 19,1 2590 2060 4,3
" Polimero 34,0 " 4,7

Tampôn fosfato Dîme ro 11,5 " 5,0
Polîmero 34,1 " 4,7

ClLi 0,1M Dîmero 17,9 " 4,4
" Polîmero 27,7 " 5,0

CljMg 0,1M Dîmero 14,2 " 4,7
" Polîmero 36,2 4,6

CIK 0,1M Dîmero 16,0 " 4,5
" Polîmero 35,8 " 4,6

CIK 3M Dîmero 15,3 " 4,6
" Polîmero 36,6 " 4,6

ClO^Na 0,1M Dîmero 13,3 " 4,8
" Polîmero 62,9 " 3,8

ClO.Na 2M Dîmero 10,9 " 5,1
" Polîmero 70,4 " 3,7

SO^Na, 0,1M Dîmero 16,5 " 4,5
" Polîmero 52,3 " " 4,1

SO„Naj IM Dîmero 20,0 ■ " 4,2
Polîmero 33,4

"
4,7



TABLA 2.12.

Influencia de sales. Distancia entre bases apiladas 
(Teoria de Bolton-Weiss)
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ADENOSINA (f=0,30)

SISTEMA Grado de 
asociaciôn 1(A) E. 6 d(&)

Agua • Dîmero 2590 13320 3150 3,4
" Polîmero 10900 5600 4,0

Tampôn fosfato Dîmero 14000 1820 3,8
Polîmero 10400 5400 4,0

ClLi 0 ,1M Dîmero 12840 2800 3,4
" Polîmero 11300 4 300 4,2

CljMg 0,1M Dîmero 13500 2200 3,6
" Polîmero 10000 5700 3,9

CIK 0,1M Dîmero 13610 2590 3,5
" Polîmero 10400 5800 4,0

CIK 3M Dîmero 13490 2430 3,6
" Polîmero 10100 5800 3,9

ClO^Na 0,1M Dîmero 13780 2110 3,7
" Polîmero 6000 10000 3,3

ClO.Na 2M Dîmero 13900 1700 3,8
" Polîmero 5000 11000 3,1

SO^Naj 0,1M Dîmero 13400 2650 3,5
" Polîmero 7700 8400 3,5

SC\Naz IM Dîmero 12700 3170 3:4
Polîmero 10600 5300 4,0



TABLA 2.13.

Influencia de sales. Energfa libre de apilamiento (kcal/mol) en Adenosina

SISTEMA Grado de 
asociaciôn d(Â) A G. , base-base AGexp ÛGh

Agua Dîmero 3,8 -0,89 -0,27 -3,60 -4,8 -5,5 -0,7
" Polîmero 4,3 -1,10 -0,26 -3,49 -4,8 -3,7 + 1,2

Tampôn fosfato Dîmero 4,4 -0,57 -0,11 -1,50 -2,2 -5,7 -3,5
" " Polîmero 4,3 -1,10 -0,26 -3,49 -4,8 -2,8 +2,0

ClLi 0,1M Dîmero 3,9 -0,82 -0,23 -3,08 -4,1 -4,7 -0,6
" Polîmero 4,6 -0,90 -0,18 -2,33 -3,4 -3,9 -0,5

CljMg 0,1M Dîmero 4,1 -0,71 -0,17 -2,28 -3,2 -5,0 -1,9
" Polîmero 4,2 -1,18 -0,30 -4,02 -5,5 -3,1 + 2,4

CIK 0,1M Dîmero 4,0 -0,76 -0,20 -2,65 -3,6 -5,4 -1,7
" Polîmero 4,3 -1,10 -0,26 -3,49 -4,8 -2,8 + 2,0

CIK 3M Dîmero 4,1 -0,71 -0,17 -2,28 -3,2 -4,8 -1,7
Polîmero 4,2 -1,18 -0,30 -4,02 -5,5 -2,7 +2,8



TABLA 2.13. (continuaciôn)

SISTEMA Grado de 
asociaciôn d(Â) AGps AGl base-base. AGexp AGh

ClO^Na 0,1M Dîmero 4,2 -0,66 -0,15 -1,98 - 2,8 -5,0 - 2,2
" Polîmero 3,5 -2,04 -0,91 -12,00 -14,9 -2,0 + 12,9

ClO^Na 2M Dîmero 4,4 -0,57 -0,11 -1,50 - 2,2 -5,4 - 3,2
" Polîmero 3,4 -2,23 -1,08 -14,28 -17,6 -1,7 + 15,8

SO^Naj 0,1M Dîmero 4,0 -0,76 -0,20 -2,65 - 3,6 -5,2 - 1,6
" Polîmero 3,8 -1,60 -0,55 -7,33 - 9,5 -2,4 + 7,1

SO„Naj IM Dîmero 3,8 -0,89 -0,27 -3,60 - 4,8 -4,6 + 0,1
Polîmero 4,3 -1,10 -0,26 -3,49 - 4,8 -3,5 + 1,3
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Cloruros

1—  efecto.- Los valores calculados de AG^ que se dan en la 

Tabla 2.13., revelan que, en las disoluciones de cloruros, disminuye el 

valor absolute de este término de la energfa de interacciôn, pasando de 
-3,5 para la disoluciôn en tampôn fosfato, a -0,6 en ClLi, y siendo 

prScticamente constante para CljMg y CIK, con un valor de ~-l,7.

En relaciôn con estos valores de AG^, los valores de Kj de- 
ben ser inferiores en todas las disoluciones de cloruros, respecte a la 

disoluciôn en tampôn fosfato, siendo mâxima la disminuciôn para ClLi, 

como en efecto ocurre (ver tabla 2.10.). Es decir, cuando AG^ varfa en 
el sentido de desfavorecer la asociaciôn, los valores de las constantes 

de asociaciôn del 1—  efecto hipocrômico disminuyen. Este resultado 

apoyarfa la hipôtesis de que el término AG^, que representarfa fundamen 

talmente las interacciones hidrofôbicas, influye, si bien ligeramente, 

en el sentido de que al disminuir su contribuciôn a la energfa total de 
interacciôn, disminuyen los valores de Kg.

En el caso del AMP en disoluciones de CljMg, se observa un 

comportamiento idéntico.

2° efecto.- De acuerdo con los valores calculados de AG^ 
(tabla 2.13.), al tener signo positive, este tipo de interacciones se 

opondrfan a la asociaciôn de las unidades monoméricas, cualquiera que 
fuera su mécanisme de interacciôn. Unicamente para el ClLi tiene valor 
negative este término de la energfa de interacciôn y, por tanto, en es­
ta disoluciôn debe resultar favorecida la interacciôn. En efecto, el va 

1er de K^ para la adenosina en presencia de iones.Li^, que es de 750,
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résulta notablemente superior al de Kp en tampôn fosfato, que es sola- 

mente de 120. En las disoluciones de los otros cloruros, CljMg y CIK, 

cuyos valores de AG^ son prScticamente iguales a los calculados para la 

disoluciôn en tampôn fosfato, los valores de Kp son también prScticamen 

te iguales en todas las disoluciones.

Résulta significative la correlaciôn entre los valores de 

Kp y la concentraciôn de sal empleada. En efecto, en el caso de la ade­

nosina, cuya interacciôn de asociaciôn se ha estudiado en CIK a dos con 

centraciones diferentes, 0,1 M y 3 M, se pone de manifiesto que, al au­

mentar la concentraciôn de la sal, el valor de AG^ pasa de +2,0 a +2,8; 

es decir, a concentraciôn elevada de sal, la oposiciôn a la autoasocia­

ciôn es raâs 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 AG^ indican que, al aumentar la concentraciôn de la sal, aumen­
ta la oposiciôn a la autoasociaciôn y, en consecuencia, disminuye el va 

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

En la fig. 2.14. se representan los valores de la relaciôn 
K(CIK)/K(tampôn), en funciôn de la concentraciôn de sal, que dan una 
idea grâfica de los ôrdenes de variaciôn que se acaban de comentar.

En resumen, puede deducirse como conclusiôn 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 
ciaciôn correspondientes tanto al 1—  efecto hipocrômico como al 2°, 

disminuyen cuando el valor de AGĵ  no es favorable a la autoasociaciôn.
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Fig. 2.14.- Influencia de sales sobre las constantes 
de autoasociaciôn, y , de Adenosina.
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Sulfatos

Como indicamos en la introducciôn del estudio de la Influen 

cia de sales, el SO^Naj estabiliza la estructura del agua, o mejor di­
cho, se considéra que es un "agente formador" de estructura del agua, 

es decir, aumenta el nûmero y tamano de los "clusters” que ésta forma 

normalmente en estado lîquido.

De acuerdo con las ideas générales de la fenomenologla del 

efecto hidrofôbico, las unidades monoméricas, que ya en disoluciôn de 

agua pura tienen tendencia a asociarse, en una disoluciôn acuosa de sul 

fato sôdico tendrSn mayor facilidad para adoptar una estructura confor- 

macional apilada entre los "clusters" de H^O. Estos "clusters", por la 

acciôn del efecto hidrofôbico, serîan "exclufdos" del conjunto estructu 

ral formado por las unidades monoméricas, resultando con ello un aumen- 

to de la interacciôn de las unidades monoméricas entre si y, en defini­
tive, la résultante global de este proceso séria una mayor tendencia a 
la asociaciôn, a la formaciôn de unidades estructurales complejas (pi­

las) mSs fuertes y, por tanto, en las disoluciones acuosas de sulfato 
sôdico se obtendrian valores mayores para las constantes de asociaciôn.

1—  efecto.- La variaciôn de al pasar de la disoluciôn
en tampôn a las disoluciones en sulfato sôdico, cuyos valores damos en 

la tabla 2.13.; (tampôn) =-3,5; AGjj(SO„Naj 0,1M)=-1,6; ÛGj^(SO»Naj 1M) = 
=+0,1; indican que él SO^Naj desfavorece la interacciôn a la concentra­
ciôn 0,1M, y se opone a ella a la concentraciôn IM. En consecuencia, los 
valores de Kj deben disminuir en este orden. Los resultados expérimenta 
les confirman esta previsiôn, ya que Kj(tampôn)=16.10®; K^(SO^Naj 0,1M)= 

=7.10’ y K (SO^Na 1M)=2,5.10’.
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Este resultado, que es opuesto a la hipôtesis iriicial, ba- 
sada en la acciôn estabilizante del SO^Na;, de que los valores de las 

constantes de asociaciôn deben ser mayores en disoluciôn de esta sal, 

debe ser interpretado en el sentido de que el mecanismo de asociaciôn 

responsable del 1—  efecto hipocrômico, no esté condieionado por el 

efecto hidrofôbico, lo cual puede constituir un argumente en favor de 

la interpretaciôn de que dicho efecto hipocrômico corresponde a la for 

maciôn de enlaces de hidrôgeno o de dimerizaciôn por apilamiento, en 

cuyo caso el efecto hidrofôbico tendria una importancia mucho menor.

2° efecto.- Los valores de 6G^, dados en la tabla 2.13., 

son los siguientes: 6G^(tampôn)=+2,0 ; ÛGj^(S0^Na2 0,1M)=+7,1; AG^^SO^Na^ 
1M)=+1,3. La variaciôn de AG^ con la concentraciôn de sal indica que, 

al.aumentar ésta, se favorece la asociaciôn. En consecuencia, los va­

lores de Kp deben aumentar en este orden al aumentar la concentraciôn 
de SO^Na^, como puede verse en la tabla 2.10.: K^(tampôn)=120 ;

Kp(S0„Na2 0,lM)=60;. Kp(SO^Naj 1M)=400.

Este resultado esté de acuerdo con la hipôtesis de que el
mecanismo de asociaciôn correspondiente al 2" efecto hipocrômico da
lugar a un apilamiento vertical de las unidades monoméricas, en cuyo
caso estaria favorecido por el aumento de la interacciôn hidrofôbica,
tal como revelan los valores de AG, anteriores.h

En la fig. 2.14. se representan gréficamente los valores 
de la relaciôn K(SO^Naj)/K(tampôn), que dan una idea gréfica de los ôr­

denes de variaciôn que se acaban de comentar.

En resumen, los resultados expérimentales permiten estable- 
cer las siguientes conclusiones: 1“) las interacciones hidrofôbicas no
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ejercen una influencia apreciable sobre el mecanismo de asociaciôn co­

rrespondiente al 1—  efecto hipocrômico; 2°) el aumento del valor de la 

constante de asociaciôn Kp, correspondiente al 2® efecto hipocrômico, 
al aumentar la concentraciôn de SO^Nag, es compatible con la hipôtesis 

de que las interacciones hidrofôbicas son el factor condicionante del 

fenômeno de apilamiento.

Percloratos

Como ya indicamos, el ClO^Na "desestabiliza" la estructura 

del agua, y por tanto, en las disoluciones acuosas de ClO^Na deben di£ 

minuir los valores de las constantes de asociaciôn de las unidades mo­
noméricas, tanto mâs cuanto mayor sea la concentraciôn de la sal.

1—  efecto.- La variaciôn de al pasar de la disoluciôn 
en tampôn a las disoluciones en ClO^Na, cuyos valores damos en la tabla 

2.13.: AG^ (tampôn) =-3,5; AGj^(C10^Na 0,lM)=-2,2; AGj^(C10^Na 2M)=-3,2; 
indica que el ClO^Na desfavorece ligeramente la interacciôn a concentra 

ciôn 0,1M, pero a concentraciôn 2M el valor de AG^ es aproximadamente 
el mismo del correspondiente al tampôn fosfato. En consecuencia, los 

valores de K^ deben disminuir ligeramente, siendo menos acusada esta 

disminuciôn a la concentraciôn 2M. Los resultados expérimentales con­

firm an esta previsiôn, ya que (têunpôn) =16 .10 ’ ; Kj (C10,,Na 0,1M)=5.10’ 
y K j (C10„Na 2M)=9.10’.

Este resultado concuerda con la previsiôn de que, en diso­
luciones de ClO^Na, deben disminuir los valores de las constantes de 

asociaciôn. Sin embargo, al aumentar la concentraciôn de ClO^Na, la diŝ  

minuciôn de Kj deberfa ser mayor, en contra de lo observado. Esta con- 
tradicciôn puede interpretarse de una manera anéloga a como se hizo
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para el 1—  efecto de las disoluciones en sulfato sôdico.

2° efecto.- Los valores de dados en la tabla 2.13.,

son los siguientes: AG^ ( tampôn ) =+ 2 ,0 ; AG^(C10JNa 0,1M)=+I2,9r AGĵ  

(ClO^Na 2M)=+15,8. La variaciôn de AG^ con la concentraciôn de ClO^Na 

indica que, al aumentar ésta, se desfavorece la asociaciôn. Por consi- 

guiente, los valores de Kp deben disminuir en este orden, como puede 
verse en la tabla 2.10.: K^(tampôn)=120 ; Kp(C10„Na 0,1M)=30; Kp(C10^Na 

2M)=19.

Este resultado esté de acuerdo con la hipôtesis de que el 
mecanismo de asociaciôn correspondiente al 2® efecto hipocrômico da lu 

gar a un apilamiento vertical de las unidades monoméricas, en cuyo ca­

so estaria desfavorecido por la disminuciôn de la interacciôn hidrofô­

bica, tal como revelan los valores de AGĵ  anteriores.

En la fig. 2.14. se representan gréficamente los valores 

de la relaciôn K(ClO^Na)/K(tampôn), que dan una idea gréfica de los ôr­
denes de variaciôn que se acaban de comentar.

En resumen, los resultados expérimentales permiten estable 
cer las mismas conclusiones que se han comentado para las disoluciones 
en sulfato sôdico, en el sentido de que la influencia del ClO^Na sobre 
el 1—  efecto hipocrômico no es significative, y la que ejerce sobre 

el 2® efecto hipocrômico es coherente con la hipôtesis de que las inte 
racciones hidrofôbicas son el factor condicionante del fenômeno de api­
lamiento, ya que al disminuir éstas, disminuyen paralelamente los valo 
res de Kp.
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Conclusiones générales acerca de la influencia de sales

1) La influencia de cloruros, sulfates y percloratos sobre 

la variaciôn de -en funciôn del efecto de estas sa­

les sobre la estructura del agua- puede considerarse 

que no es significativa. En todo caso, el efecto hidro-

fôbico no parece ser un factor déterminante en el meca-
6 rnismo de asociacidn correspondiente al 1—  efecto hipo- 

crômico.

2) La influencia de cloruros y percloratos sobre el 2® 

efecto hipocrômico estS de acuerdo con que la disminu- 

ciôn de Kp en ambos casos se debe a una disminuciôn de 
las interacciones hidrofôbicas, mâs acusada en el caso 

de los percloratos, que son los que mSs desestabilizan 

la estructura del agua.

3) La influencia de los sulfatos sobre el 2° efecto hipo- 

crômico estS de acuerdo con que el aumento de Kp al au- 
mentar la concentraciôn de sal, se debe a un aumento de 

las interacciones hidrofôbicas. Esta variaciôn de Kp, 
mucho mâs acusada que en cloruros y percloratos, se po- 
drfa interpreter en el sentido de que la acciôn estabi- 

lizadora de la estructura del agua por los sulfatos es 

mucho mâs acusada que la acciôn desestabilizadora de 

percloratos y cloruros.

4) La diferente influencia de las sales utilizadas sobre



137

los dos efectos hipocrômicos, puede constituer una evi- 
dencia Indirecta de que los mecanismos de asociaciôn 

responsables de cada uno de ellos son diferentes, y de 

que el 2 ” efecto se debe, fundamentalmente, al apila- 

miento de las unidades monoinéricas, por lo que debe ser 

especialmente sensible a las interacciones hidrofôbicas.

5) Estas conclusiones son compatibles con las establecidas 

en el estudio de la influencia del disolvente, en rela- 
ciôn con la intervenciôn de las interacciones hidrofôbi 

cas en la autoasociaciôn de las unidades monoméricas.
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2.3. INFLUENCIA DEL pH

Dentro del estudio fisicoqulmico de los Scidos nucleicos en 
disoluciôn acuosa, se ha dedicado una especial atenciôn a la influencia 

que el pH del medio tiene sobre los equilibrios de ionizaciôn, las di­
verses formas tautômeras y los distintos estados conformacionales de 
las unidades monoméricas.

Por el contrario, no ha sido estudiado el efecto que la va 
riaciôn del pH pueda tener sobre la autoasociaciôn de bases, nucleôsi- 
dos y nucleôtidos. Teniendo en cuenta que este estudio puede ser una 

gran ayuda para poder estimar cuantitativamente la contribuciôn que re 

presentan la formaciôn de enlaces de hidrôgeno y el apilamiento de las 

unidades monoméricas a la estructura de los Scidos nucleicos, heroos 
realizado un estudio experimental acerca de la influencia que el pH 

del medio ejerce sobre los parSmetros de asociaciôn de las unidades 

monoméricas de Scidos nucleicos, en disoluciôn acuosa.

Tanto en las bases de los Scidos nucleicos, como en sus nu 
cleôsidos y nucleôtidos respectivos, son varios los lugares posibles 
de ionizaciôn y protonaciôn, a cuya identificaciôn se ha dedicado un 
gran trabajo en los ûltimos anos (1,2). La importancia de este estudio 
es obvia, dada la intima relaciôn 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 polinucleotfdicas, ejerce el pH, que es uno de los factores que 

condicionan la estructura secundaria de las mismas (3,4,5,6).
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Para poder determinar cuSles son las especies prédominan­
tes de las unidades monoméricas, segûn 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 tautomeria y de la protonaciôn de las uni 

dades monoméricas, se ha efectuado por métodos quimicos clâsicos, calo 
rimetrîa, potenciometria, espectroscopia ÜV, IR y RMN, y difracciôn de 

rayos X (1,2,7-14). Estos estudios indican que, tanto en estado crista 
lino como en disoluciôn, las bases se encuentran preferentemente en 

las formas ceto y amino. Tambié'n se ha recurrido a cSlculos por O.M.. 
Pullman (15) llega a la conclusiôn de que el lugar mSs bSsico de la mo 

lécula no esté determinado necesariamente por la mayor densidad elec- 

trônica, sino mâs bien por las condiciones del estado de transiciôn; 
ello ha permitido decidir, en casos dudosos, el lugar mâs probable de 

protonaciôn.

En las fig. 2.15. y 2.16. se recogen los valores mâs repre 
sentativos de los pK de adenina y uracilo, y de sus ribonucleôsidos y 
5'-ribonucleôtidos respectivos, teniendo en cuenta las formas tautôme- 
ras (en la conformaciôn "anti") y los lugares de protonaciôn que actuaj^ 
mente parecen mâs probables. Los nucleôsidos y nucleôtidos, ademâs de 
los pK correspondientes a la base, poseen otros valores de pK que se 
atribuyen a la ionizaciôn de la ribosa o del grupo fosfato. En las fi­
guras mencionadas se indican, entre paréntesis, las referencias biblio 

grâficas que proponen los diversos valores de pK.

Tanto en dichos valores de pK como, sobre todo, en su asig- 

naciôn 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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han conseguido aclarar definitivaraente. Àsl por ejemplo, el pK=4 de 
adenina se ha asignado tanto a la protonaciôn del grupo amino, como a 

la del N'* del anillo hexagonal, aungue parece mSs probable esta ûlti- 

ma alternative (15). Ello es especialmente importante en el estudio de 
la autoasociaciôn, porque el actûa como aceptor y el NH^ como dador

/  \3 2/ \R N =  CH H

Fig. 2.17.- Posible asociaciôn mediante enlace de hidrôgeno, 
segûn el modelo de Watson-Crick, en unidades mo­
noméricas de Adenina.

\  - HI

 {  r “

Fig. 2,18.- Posible asociaciôn mediante enlace de hidrôgeno, 
segûn el modelo de Hoogsteen, de AMP en poli A.



143

de protones en la formaciôn de enlaces de hidrôgeno segûn el modelo de 

Watson-Crick (22) (fig. 2.17.), mientras que, en la doble hélice del 
poli A, la formaciôn de enlace de hidrôgeno entre dos restes de adeni­

na, de cada una de las cadenas, tiene lugar entre el N ’ pentagonal, 
que actûa como aceptor, y el grupo amino, que actûa como dador (2 3) 

(fig. 2.18.). Por consiguiente, a un pH suficienteroente bajo, la proto 

naciôn del N* impedirS el apareamiento de las bases si ésta se produce 
de acuerdo 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 medio rauy Scido y muy alcalino, respectivamente, 
pero no se ha establecido definitivamente el lugar de protonaciôn (por 

ello, en la fig. 2.16. se indica con un signo de interrogaciôn la es­

tructura correspondiente) ni el valor precise de dichos pK, a los que 
se asigna aproximadamente valores inferiores a 0,5 o superiores a 13.

La posibilidad de tautomeria ceto-enôlica ha complicado la asignaciôn 
del pK=9,5, pero al establecerse que el uracilo existe en disoluciôn 
acuosa principalmente en forma dicetônica, y en medio alcalino como una 

mezcla equimolecular de dos formas desprotonadas, se llegô a la conclu­
siôn de que la ionizaciôn del uracilo neutre transcurre simultâneamente 
en N* y N ’ (20). El actûa como dador en la formaciôn de enlaces de 

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

La presencia de un grupo ribosa,. en los nucleôsidos, y de 
un grupo fosfato adicional, en los nucleôtidos, es la causa de que la 
asignaciôn de los pK en estos compuestos sea mSs dificil aûn que la de 
las correspondientes bases. Résulta de interés senalar que en la biblio 

grafla no aparecen valores de pK de los nucleôtidos en medio alcalino.
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que pudieran relacionarse con los observados en las bases y nucleôsi­

dos respectivos.

Se ha realizado un estudio comparativo, por espectroscopia 

UV, de la autoasociaciôn de una base pdrica, adenina, y una base piri- 

midinica, uracilo, y de sus respectivos ribonucleôsidos: adenosina y 

uridina, y 5'-ribonucleôtidos: AMP y UMP, a pH âcido, neutro y alcali­

no. Para ello, se ha medido el espectro ÜV de las disoluciones de to- 

dos estos compuestos en un intervalo de concentraciones de 'v5.10“® a 

'v.lO'̂ M, cuyo limite superior ha estado determinado en cada caso por la 

solubilidad de los compuestos y por su absorciôn en células de cuarzo 

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

Las disoluciones de bases y nucleôsidos a pH Scido (=1) se 

han preparado en ClH 0,1N. Los nucleôtidos se han estudiado en una di­
soluciôn CIH 0,01N-C1K 0,09M (24,25), a un pH ligeramente superior (=2) 

con el fin de reducir la posibilidad de hidrôlisis de los grupos fos­

fato. Las disoluciones a pH neutro se han preparado en tampôn fosfato 
de pH 6,8, como se describe en el cap. 2 de esta Memoria, y las disolu 

clones 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 Merc)t; 

todos los productos restantes han sido también de Merck, de calidad 

"para anSlisis". La fuerza iônica 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 estSn, en general, lo suficientemen 
te aieiados de los pK de los compuestos estudiados como para favorecer, 

en cada caso, la existencia en disoluciôn de una especie iônica prédo­

minante .
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Con el fin de complétât los datos obtenidos y, especialmen 
te, de obtener valores que puedan aplicarse al estudio del poli A en 

doble hélice (cap. 4), se ha realizado una experiencia adicional de au 
toasociaciôn de AMP a pH 4,6, en tampôn acético-acetato, de fuerza iô­
nica 'vO , 1 (25) .

Se ha determinado el pH de todas las disoluciones empleadas, 
comprobândose que su variaciôn al aumentar la concentraciôn de las uni 

dades monoméricas era, en general, muy poco significativa. Las excep- 

ciones mâs importantes corresponden a los 2 nucleôtidos en medio Scido, 
en los cuales fue necesario anadir ClH 0,IN para contrarrestar el aumen 
to del pH de la disoluciôn al aumentar la concentraciôn de los mismos.

Dado que la presencia de una carga sobre el anillo altera 
la distribuciôn de los niveles electrônicos, el espectro UV de las uni 

dades monoméricas dependerS, en general, del pH de la disoluciôn (9, 
10,26). En las fig. 2.19. y 2.20. se muestran los espectros de disolu­
ciones 10”®M de adenina y uracilo, respectivamente, a pH 1,7 y 13. Pue 
de observarse que el pH influye en la posiciôn e intensidad de las ban 
das. En general, la variaciôn observada es mucho mayor para las bases 
que para los nucleôsidos y'nucleôtidos. En la tabla 2.14. se resumen 
los desplazamientos observados en la posiciôn de la longitud de onda en 
el mâximo, al variar el pH y la concentraciôn, para los distintos com­
puestos estudiados. Considérâmes oportuno destacar que, de los diversos 

cambios inducidos en el medio que se estudian en este capitule, solamen 
te se observan desplazamientos significatives de al variar el pH
de las disoluciones.



146

14 pH 7
pH 1 .... 
pH 13 — -

12

10

8

6

4

2

0
200 250 300

> v ( n m )

Fig. 2.19.- Espectros UV de Adenina a diferentes pH.
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Fig. 2.2 0.- Espectros UV de Uracilo a diferentes pH.
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TABLA 2.14.

Desplazamientos observados de respecte de pH 7

COMPUESTO ^max = PH 7
(nm)

^max « P« 1-2 
(nm)

Imax = PH 13
(nm)

Adenina 260,5 262,5 (Bat.) 269 (Bat.)

Adenosina 259 257 (Hips.) Desplazam. nulo
AMP 259 257-258 a c<10-^ 

(Hips.) Desplaz. 
nulo a cilO~^

Desplazam. nulo

Uracilo 259,5 256-258 a c<10"^ 
(Hips.) Desplaz. 
nulo a olQ-*

283 a c<9.10-2 
(Bat.) Desdobl. 
a O9.10-2

Uridina 262 Desplazam. nulo Desplazam. nulo

UMP 262 Desplazam. nulo Desplazam. nulo 
a c(2.10-:.
263 a O3,5.10-* 
(Bat.)

(Bat, = batocrômico; Hips. = hipsocrômico).
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Resultados expérimentales

Para la presentaciôn de los resultados expérimentales, se 

ha adoptado un esguema anSlogo al del apartado 2.1., con las siguien- 
tes particularidades:

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

guientes epigrafes:

2.3.1. Bases.
2.3.2. Nucleôsidos.

2.3.3. Nucleôtidos.

2) Dentro de cada uno de estos epigrafes se dan las grâficas 
que corresponden a la representaciôn semilogarltmica de la absortivi- 

dad molar e frente a la concentraciôn 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 autoasociaciôn de bases

TABLA 2.15.

Resumen de los valores de los parSmetros ob­
tenidos con el programs de cSlculo "HIPOCROM"
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Disolvente Intervalo de 
concentraciones Cl P r

ADENINA

ClH 0,1N 5.10"'-10“’M 13200 13200 ---- — --

1,4.10-3-5.IQ-'M " 11380+80 3,2 ±0,2 0,983

NaOH 0,1N 5.10-S-10-3M 13110 11630150 0,15+0,01 0,986
1,5.10-3-5.10-%M

"
9990+40 1,56+0,06 0,994

URACILO

ClH 0,1N 5.10-3-3.10-=M 9080 7060±50 0,47±0,02 0,983

NaOH 0,1N 5.10-3-9.10"*M 6240 5140+50 0,34+0,04 0,905
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rig. 2.21.- Absortividad molar de Adenina (Ade) 
*0* pH 7 ; —0- pH 1 ; pH 1 3



152

9
E 10 '

8

7

6

5

5-10*'*

Fig. 2.22.- Absortividad molar de Uracilo (üra) 
“0 “ pH 7;—#-pH 1 ; —®-pH 13
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2.3.2. Influencia del pH sobre la autoasociaciôn de nuclegsidos

TABLA 2.16.

Resumen de los valores de los parSmetros ob­
tenidos con el programa de cSlculo "HIPOCROM"

Disolvente Intervalo de 
concentraciones El E. P r

ADENOSINA

ClH 0,1N 5.10"^-3,5.10"’M 15100 15100 —  — —  —  —

5.10"^-5.10~*M " 11400+300 6,2 10,8 0 ,968

NaOH 0,IN 5.10"®-2.IO"’M 16400 14000130 0,22610,005 0 ,998
3,5.10-:-5.10-:M

"
11760160 3,1 10,1 0,994

URIDINA

ClH 0 , IN 5.10"^-10"’m 11350 9630+20 0,11210,004 0 ,997
2.10-^-7.10-^M " 880018 1,14 10,01 0,999

NaOH 0,1N 5.10"'-10~^M 84 30 6940110 0,11310,003 0,996
l,75.10-:-10-'M

"
6310150 1,6 10,2 0,959
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2.3.3. Influencia del pH sobre la autoasociaciôn de nucleôtidos

TABLA 2.17.

Resumen de los valores de los parâmetros ob­
tenidos con el programa de câlculo "HIPOCROM"

Disolvente Intervalo de 
concentraciones El P r

AMP

ClH 0,01N + 5.10"'-2,1.10"^M 14710 12260+90 0,47 +0,04 0 ,966
CIK 0,09M 2,5.10-2-6.10-=M " 7100±600 16 + 2 0,975

Tampôn acëtico- 5.10-'-2.10"2m 15010 11940130 0,63 ±0,01 0,998
acetato (pH 4,6) 3.10-2-6.lO-'M " 7300+600 1312 0,988

NaOH 0,1N 5.10-'-2,5.10~2m 16160 12980+30 0,32610,009 0,995
3.10-2-6.10"2m

"
7100+400 1711 0,992

UMP

ClH 0 ,01N + 5.10-^-3,5.10“ 2M 11260 8960130 0,28010,008 0,997
CIK 0,09M 5.10-3-8.10-2M " 7970150 1,6 10,1 0,986

NaOH 0,1N 5.10-3-2.10-’m 8120 6870130 0,22710,009 0,996
3,5.10-3-1,2.10-'m 6050110 1,45 10,03 0,998
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TABLA 2.18.

Influencia del pH. Parâmetros de auto­
asociaciôn de Adenina, Adenosina y AMP
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COMPUESTO
iSI efecto 2° efecto

K; «2 h(%) Sp (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 7) 4 8.10* 3120 18,6 700 5400 32,0

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



TABLA 2.19.

Influencia del pH. ParSmetros de auto 
asociaciôn de Uracilo, Uridina y UMP.

15 8

COMPUESTO
iSr efecto 2° efecto

Ka «a h(%) Kp '̂P 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
" (pH 7) 420.10* 3140 24,4 500 4600 36,1
" (pH 13) 58.10* 1490 17,7 800 2120 25,1

UMP (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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Interpretaciôn de resultados

Para la interpretaciôn de los resultados obtenidos utiliza- 

remos especialmente los valores de las constantes de autoasociaciôn 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
energies de interacciôn, ya que la ionizaciôn de las unidades monomôr^ 

cas, originada por la variaciôn del pH, puede dar lugar a interacciones 
entre cargas, y por tanto, no puede mantenerse la hipôtesis de que exis 
ten ûnicamente interacciones dipolo-dipolo entre las bases, que es el 

fundamento del câlculo de los mencionados parâmetros.

Los resultados expérimentales revelan que la influencia del 
pH sobre la autoasociaciôn de las unidades monoméricas es diferente en 
las purinas y en las pirimidinas. Por tanto, considérâmes conveniente 
interpreter por separado los resultados correspondientes a uno y otro 

tipo de compuestos.

Unidades monoméricas pfiricas

Las curvas de hipocromicidad de adenina a pH âcido, neutro
y alcalino (fig. 2.21.), son muy diferentes entre si, lo cual evidencia
que el pH ejerce una influencia notable sobre el equilibrio de autoaso­
ciaciôn. Tanto a pH 7 como a pH 13, puede observarse la existencia de 2 
efectos hipocrômicos diferentes. Por el contrario, a pH 1 se observa 
solamente la existencia del 2® efecto, pues a concentraciones inferio­
res a 10“ *M no hay desviaciôn de la ley de Lambert-Beer.

Como a pH 1 la adenina esté protonada en N ' (ver fig. 2.15.) 

este resultado puede interpretarse en el sentido de que a pH âcido, co-
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mo el N* no puede actuar como aceptor de protones, no puede tener lu­
gar una posible autoasociaciôn por formaciôn de enlaces de hidrôgeno se 

gûn el modelo de Watson-Crick (fig. 2.17.), y si éste es el mécanisme 

de autoasociaciôn correspondiente al 1—  efecto hipocrômico, evidente- 

mente no puede existir tal efecto a pH 1, lo cual apoya la hipôtesis 

de que el 1—  efecto hipocrômico, observable a pH neutro y alcalino, 
es debido a la formaciôn de enlace de hidrôgeno entre las bases corres 

pondientes.

A pH neutro y alcalino, como se observa en la fig. 2.15., 

los lugares N* y NH^ pueden actuar como aceptor y donor, respectiva­

mente, en la formaciôn de enlaces de hidrôgeno, y a ambos pH se presen 

ta un doble efecto hipocrômico.

El 2° efecto hipocrômico se observa en todo el intervalo 

de pH estudiado. Si el proceso de apilamiento estâ condicionado por la 
interacciôn de las corrientes electrônicas de anillo de las molôculas 

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, respectivamente, a un valor mu­
cho mâs elevado, de 1300, a pH 13 (tabla 2.18.), ya que a este pH que- 
da cargado negativamente el anillo pentagonal.

En la adenosina, la curva a pH 1 es prâcticamente horizon­

tal en la zona de concentraciones correspondiente al 1—  efecto hipo­
crômico (fig. 2.23.). La interpretaciôn de este hecho séria anâloga a 
la expuesta para la adenina. Las curvas a pH 7 y 13 son muy parecidas, 
lo que puede justificarse por ser idéntico a ambos pH el estado de io­

nizaciôn de la base (fig. 2.15.). En consecuencia, los valores de K% 

(16.10* y 23.10*, respectivamente) varlan menos que en el caso de la 

adenina.
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Respecte al 2° efecto hipocrômico, hay que hacer notar que

en la adenosina a pH alcaline, queda cen carga negativa el ciclo de la
ribosa, le cual influye en el pesible mécanisme de apilamiento en mener 

grade que la carga negativa en la base, y per tante el valer de Kp au-
menta seleunente en un facter 4 al pasar de pH Scide o neutre a pH alca

lino.

En el AMP, el resultado mâs significative es que a pH Sci- 

do, se observa la presencia de 2 efectes hipocrômices, a diferencia de 

le que ocurre en la base y el nucledsido (fig. 2.24.). Elle podria in- 

terpretarse en el sentide de que la auteaseciaciôn de AMP per fermaciôn 

de enlace de hidrôgene estâ especialmente faverecida a este pH respec­

te de adenina y adenesina, pero segûn un medele de apareeuniente dife- 
rente, que no implica al n ', y que podria ser el misme que se ha pro- 

pueste para el poli A a pH Scide (fig. 2.18.), que corresponde al mede­

le de Heegsteen de fermaciôn de enlaces de hidrôgene entre el n ’ y el 
NHj, cen la fermaciôn adicienal de enlace de hidrôgene entre une de les 
OH sin esterificar del grupe fesfate y el grupe NH, de la etra base 
(23). El valer de Kj para el AMP, que résulta ser del orden de 5.10* a 
pH 2 y a pH 5, frente al valer nule de Kj para adenina y adenosina, que 
darla justificade de acuerde cen esta interpretaciôn.

Asimisme, este modèle de apareamiente del AMP justificarfa 
que, a pH 7, el valer de Kj sea de 48.10* en el AMP, netablemente supe 

rier al de adenina (Kj=12.10*) y adenesina (Kj=16.10*), al misme pH.

Respecte al 2“ efecte hipocrômico, hay que destacar que en 

el AMP, a pH alcaline, el valer de Kp es 31, muy inferior a les valeres 
de Kp de adenina y adenesina a este pH, que son 1300 y 480, respective 

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

te.

Unidades monomëricas pirimidlnicas

La interpretaciôn de los procesos de interacciôn de las un^ 

dades monomëricas pirimidlnicas: uracilo, uridina y 5'-UMP, no es tan 
esclarecedora como la de la serie de unidades monomëricas pûricas, que 

acabamos de exponer. ^

De acuerdo con la idea directriz de este trabajo, de reali- 

zar un estudio sistemStico de las propiedades fisicoqulmicas de las un^ 

dades monomëricas de los âcidos nucleicos, para obtener una informaciôn 

evidentemente valiosa, que permita interpreter los principios bSsicos 

que gobiernan las propiedades de los âcidos nucleicos y polinucleôtidos, 

hemos elegido intencionadamente esta serie de unidades monomëricas pi­

rimidlnicas con el objeto de investigar si, realmente, se pone ya en 
ellas de manifiesto un coroportamiento anômalo que pueda relacionarse 
con las singularidades estructurales del Scido poliribouridîlico.

El âcido poliribouridîlico (poli U) es un polinucleôtido 
que, segûn todas las referencias bibliogrâficas consultadas, tiene pro 
piedades singulares que le diferencian notablemente de los otros polinu 
cleôtidos. Al parecer, tiene muy poca estructura local, aparté de la 

que impone el esqueleto azûcar-fosfato. Sus propiedades ôpticas se 
aproximan a las propiedades del monômero, en contra de lo que ocurre en 

el poli A y en el poli C. Asî, por ejemplo, las curvas de DOR del poli 
U son similares a las de su monômero UMP (27). El poli U tiene, proba- 
blemente, una estructura de cadena plegada sobre sî misma, es decir, una 

"horquilla" de ramas antiparalelas, que desde el punto de vista de su
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simetrîa no son équivalentes, lo cual présenta un problems topolôgico 

de difîcil interpretaciôn (28).

Como se expone en el capîtulo correspondiente a los dinu- 

cleôsidos-fosfato, ya a nivel de los oligonucleôtidos mâs sencillos, he 
mos obtenido una evidencia experimental de este comportamiento anômalo 

de la serie de unidades monomëricas del uracilo. De los experimentos 

realizados para poner de manifiesto la interacciôn de los dinucleôsidos 
fosfato con los nucleôsidos complementarios, el UpU da lugar a una in­

teracciôn diferente. Por otra parte, las experiencias realizadas para 
el estudio de la interacciôn monômero-polimero, indican que ësta tiene 

lugar ûnicamente si el polinucleôtido utilizado es el poli U.

Segûn se expone a continuaciôn, el estudio del uracilo, ur^ 
dina y UMP confirma la previsiôn que acabamos de apuntar de que, a ni­
vel de unidades monomëricas, se pone ya de manifiesto la singularidad 
de los fenômenos de asociaciôn que se reflejan ulteriormente en las es 
tructuras mâs complétas de sus polinucleôtidos correspondientes y, en 
ûltimo tërmino, en las propiedades singulares de estructura y funciôn 
de los âcidos ribonucleicos.

En el uracilo, las curvas de hipocromicidad a pH 1 y 7, son 
muy semejantes entre si, como ya en principle se podia prever debido a 

la existencia de un estado de ionizaciôn ûnico a ambos valores de pH, 
en tanto que la curva a pH alcalino, si bien estâ desplazada a valores 
de absortividad mâs bajos, présenta tambiën un hâbito muy parecido a 
los anteriores (fig. 2.22.). Los valores de K; son prâcticamente igua- 
les a los 3 pH, y por tanto, el mecanismo de autoasociaciôn puede ser 
el mismo en todo el intervalo de pH estudiado. Como el N*, que actûa 

como dador de protones en la formaciôn de enlaces de hidrôgeno segûn el
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modelo de Watson-Crick, estâ protonado a los tres pH (fig. 2.16.), el 
mecanismo responsable del 1—  efecto en el uracilo serla la formaciôn
de enlaces de hidrôgeno entre el N* y el C'*=0 como aceptor.

No se ha detectado el 2“ efecto hipocrômico en ningûn caso, 
lo.que puede interpretarse en el sentido de que en el uracilo no existe

tendencia a la autoasociaciôn por apilamiento en el intervalo de concen

traciones accesible. Este hecho confirma lo observado para las bases 

pirimidlnicas a pH neutre y autoriza a concluir, como ya se dijo, que 
el apilamiento de las bases pirimidlnicas estâ menos favorecido que el 

de las bases pûricas (ver capitule anterior).

En la uridina, aparece doble efecto hipocrômico 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 mâs altos que los de adenosina, lo 
cual puede indicar una mayor tendencia a la asociaciôn en la uridina, 
pero debe hacerse notar que, al tener un valor pequeno la pendiente de 

las curvas de hipocromicidad de este nucleôsido, el valor de las cons­
tantes de asociaciôn, obtenido segûn nuestro método de câlculo, puede 
Iestar afectado de una indeterminaciôn considerable (comparer las curvas 
de hipocromicidad de adenosina y uridina de la fig. 2.23.).

Ahora bien, la notable variaciôn del valor de Kj con el pH 
(68.10* a pH 1 y 420.10* a pH 7), no es consistante con el hecho de que 
el estado de ionizaciôn de la uridina es idéntico a ambos pH. Si el me­
canismo responsable del 1—  efecto de la uridina fuera la formaciôn de 
enlace de hidrôgeno entre N* y C‘*=0, la tendencia a la asociaciôn debe- 
ria ser muy parecida a pH âcido y a pH neutro, pues en ambos casos se 
encuentra protonado el N*, y sin embargo, los valores de K, son muy di- 

ferentes. Por otra parte, la formaciôn de enlace de hidrôgeno estaria
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impedida a pH 13, pues el N* estS desprotonado a este pH, pero el valor 
de K j a pH 13 (58.10*) es muy parecido al correspondiente a pH Scido.

Consideramos tambiën que la variaciôn de Kp (1960 a pH 1 y 
500 a pH 7) se encuentra en contradicciôn con la existencia de un ûni­

co estado de ionizaciôn a pH Scido y pH neutro.

Estas anomallas pueden interpretarse en el sentido de que 

la agregaciôn de la uridina tiene lugar segûn un mecanismo diferente 
del de la serie adenina-adenosina-AMP. En todo caso, los valores de Kp 
indican que el pH no es un factor condicionante en el mecanismo de api­

lamiento de esta unidad monomërica pirimidïnica.

En el UMP se observa tambiën la existencia de doble efecto 

hipocrômico, como en el caso de la uridina. Las curvas de hipocromici­
dad a pH Scido y neutro se diferencian mSs aûn que en la uridina, lo que 
podria atribuirse a la protonaciôn del grupo fosfato, pero el salto hi­
pocrômico que sépara ambos efectos en el UMP se produce aproximadaunente 
en la misma regiôn en todas las curvas (fig. 2.24.).

El valor de Kj a pH neutro se ha indicado en la tabla 2.19. 
con un signo— , ya que, debido al hâbito de la curva de hipocromicidad, 
que révéla un efecto hipocrômico muy reducido, el câlculo de dicho va­
lor estâ afectado de una notable indeterminaciôn. Los valores de Kj co- 
rrespondientes a pH Scido y alcalino son del mismo orden (15.10* y 
12.10*, respectivamente). Este hecho experimental no es compatible con 
la hipôtesis de que el mecanismo responsable del 1—  efecto sea la for­

maciôn de enlace de hidrôgeno entre moléculas de UMP, por las razones 
que acabamos de comentar para la uridina.

La variaciôn con el pH de los valores de Kp puede considerar
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se anSloga a la observada en el AMP. Sin embargo, la magnitud de la 
constante de asociaciôn es mayor en el UMP que en el AMP, lo cual no 

concuerda con la hipôtesis de que el mecanismo de asociaciôn correspon­

diente al 2® efecto sea el apilamiento de las bases, pues en este caso, 

el apilamiento del UMP, que es un nucleôtido pirimidinico, estaria des- 

favorecido respecto del AMP, que es purinico, y el valor de Kp séria 
inferior en el UMP.

Nuestros resultados parecen indicar que el comportamiento 

frente a la variaciôn del pH del proceso de asociaciôn del uracilo, es 

comparable al observado para las unidades monomëricas pûricas. Por el 

contrario, la asociaciôn de uridina y UMP es "anômala", segûn indican 

los valores absolûtes de Kj y Kp, en comparaciôn con el uracilo y el 
sistema adenina-adenosina-AMP, y la variaciôn de dichas constantes con 

el pH, que no concuerda con los estados de ionizaciôn de la molëcula.

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

vel de los procesos de asociaciôn correspondientes al nucleôsido y al 

nucleôtido.

Conclusiones générales acerca de la influencia del pH

1) De los valores de los parâmetros de autoasociaciôn en ade 

nina, adenosina y AMP a pH Scido, neutro y alcalino, se 
deduce que el mecanismo de asociaciôn correspondiente al 

1—  efecto hipocrômico es la formaciôn de enlace de hidrô 
geno; en adenina y adenosina, segûn el modelo de Watson- 

Crick, y en AMP, segûn el modelo de Hoogsteen, anSlogo al
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propuesto para el poli A a pH Scido.

2), El orden de variaciôn de los valores de la constante de 

asociaciôn correspondiente al 2° efecto hipocrômico, apo 
ya la hipôtesis de que el mecanismo de asociaciôn respon 

sable del mismo, es un mecanismo de apilamiento, ya que 

esta asociaciôn es mSxiroa para la adenina a pH alcalino, 

donde estS favorecida la interacciôn de las corrientes 

electrônicas de anillo, que es uno de los principales 

factores condicionantes del apilamiento.

3) Las experiencias realizadas en la serie uracilo-uridina- 

UMP, ponen de manifiesto el comportamiento anômalo de e£ 

tas unidades monomëricas respecto de los mecanismos de 
asociaciôn, en concordancia con la evidencia experimental 
de las caracterfsticas estructurales singulares de los 
âcidos oligouridilicos y poliuridîlicos.

4) Los resultados expérimentales obtenidos muestran que los 
' equilibrios de ionizaciôn y protonaciôn de las unidades
monomëricas, 'pese a su importancia, no bastan por si so­
los para condicionar el mecanismo de asociaciôn de las 
mismas, ya que dicho mecanismo tambiën es funciôn de 
otras interacciones mâs diffciles de cuantificar, como 
son las interacciones hidrofôbicas.
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2.4. INFLUENCIA DE LA UREA

El estudio experimental de la influencia que, sobre la au­

toasociaciôn de las unidades monomëricas, ejercen diverses disolventes 

y sales, as! como el pH del medio, ha permitido précisât la naturaleza 
de las interacciones que gobiernan el fenômeno de la autoasociaciôn, y 

ha puesto de manifiesto la notable importancia que, en el conjunto de 

estas interacciones, tiene el efecto hidrcfôbico. De acuerdo con ello, 
hemos considerado de interës estudiar la influencia que, sobre la auto 
asociaciôn en disoluciôn acuosa, puede tener un corapuesto como la urea, 

que en principio, puede afectar tanto a los posibles enlaces de hidrô­

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 

soluciôn acuosa (1,2). Por el contrario, su acciôn sobre los âcidos nu 
cleicos parece reducirse solamente a una disminuciôn en el valor de T^, 

es decir, de la temperatura en el punto medio de la transiciôn hëlice- 
cadena estadistica (3,4). Como la urea puede tener cierta capacidad comI
petitiva en la formaciôn de enlaces de hidrôgeno, debido a su posibili- 
dad de donar y aceptar protones (2), su pequena acciôn sobre los âcidos 
nucleicos podria significar que dichos enlaces no son los principales 
responsables de la estabilidad de la estructura de los âcidos nucleicos 
en disoluciôn acuosa (5).

Sin embargo, la acciôn desnaturalizante de la urea sobre 

las proteinas globulares se ha atribuido, mâs que a su competitividad 
en la formaciôn de enlaces de hidrôgeno entre los grupos de la macromo- 

lécula, a un efecto sobre las interacciones soiuto-disolvente, que con-
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siste en que, por una parte, la urea disminuye la interacciôn hidrofô- 
bica entre los grupos no polares y el agua; y por otra, aumenta la af^ 
nidad del agua por los grupos polares (6,7) . De acuerdo con estas ideas, 

el pequeno efecto observado en los âcidos nucleicos se explicarla por 
un aumento de la solubilidad de las bases en disoluciôn acuosa, debido 
a la adiciôn de urea (8).

La diferente importancia de los efectos que produce la 

urea en proteinas y en âcidos nucleicos, se justificarla teniendo en 

cuenta que la urea afecta en mayor grado las interacciones de restos 

no polares con el agua, en el caso de las proteinas, que las interac­
ciones de las bases con el agua, en el caso de los âcidos nucleicos 
(4) .

El debilitamiento de las interacciones hidrofôbicas por ac­
ciôn de la urea, puede relacionarse con la capacidad dé este compuesto 

de alterar la estructura del agua, pues desplaza el equilibrio de auto 
asociaciôn de ësta en el sentido de la formaciôn de estructuras acuosas 

no unidas por enlace de hidrôgeno (9). Una observaciôn experimental que 
apoya esta interpretaciôn es que la urea a alta concentraciôn disminuye 
significativamente la tensiôn superficial del agua, aproximadamente en 
un 12% (2) .

Otra propiedad de la urea que puede ser de interës en rela- 

ciôn con la estructura del disolvente es que, como consecuencia de su 
capacidad de formaciôn de enlaces de hidrôgeno consigo misma (10), la 
urea puede dar lugar a estructuras cristalinas con grandes cavidades 
(clatratos), de un diâmetro aproximado de 5 Â, cuya estabilidad depende 

de la presencia de otras molëculas alojadas en ellas (11). Por consi- 
guiente, en disoluciones acuosas de alta concentraciôn de urea, podrian
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rig. 2.25.- Equilibrios de asociaciôn de la urea con agua 
y consigo misma. Segûn S. Lewin (2).

formarse dichas cavidades y alojar cadenas de otras molëculas.

Con el fin de obtener resultados expérimentales que permi-
tan precisar la contribuciôn relative de los mecanismos posibles de au

toasociaciôn de las unidades monomëricas, se han obtenido, en disolu-
ciën acuosa 7M de urea, las curvas de hipocromicidad de la serie cons-

1-
tituîda por adenina, adenosina y AMP. Si la urea, en principio, fuera 
capaz de debilitar tanto los enlaces de hidrôgeno como las interaccio­

nes hidrofôbicas, podria esperarse que desfavoreciera la asociaciôn 

entre unidades monomëricas de los âcidos nucleicos, tanto si el meca­
nismo responsable de dicha asociaciôn es la formaciôn de enlace de hi­

drôgeno, como si es el apilamiento de las bases, en cuyo caso los valo 

res de las constantes de asociaciôn serlan menores que en tampôn fosfa 
to. Por el contrario, si la influencia de la urea sobre la autoasocia­
ciôn de estos compuestos es pequena, este hecho podria justificar que
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el efecto que produce la urea en los âcidos nucleicos sea tambiën de 
poca importancia.

Las experiencias se ban efectuado en las mismas condiciones 
que las realizadas en tampôn fosfato. La urea utilizada ha sido de 

Merck, de calidad "para anâlisis".

Resultados expérimentales

Los resultados obtenidos se exponen de acuerdo con el mismo 

esquema que se ha utilizado en los subcapitulos anteriores, y se compa- 

ran con los correspondientes a las disoluciones en tampôn fosfato.

TABLA 2.20.

Resumen de los valores de los parâmetros ob­
tenidos con el programs de câlculo "HIPOCROM"

Sistema Intervalo de 
concentraciones El E = P r

Adenina en 5.10~'-3,75.10~*M 13780 11710+60 0,30+0,02 0,973
urea 7M 5.10"*-2.10"^M " 9600+200 3,2 +0,4 0,976

Adenosina en 5.10"'-3,5.10” *M 15880 12900+100 0,35±0,03 0,980
urea 7M 5.10"*-5.10"^M " 111001100 2,5 +0,2 0,964
AMP en 10“®-1,5.10"^M 15090 11910+50 0,53+0,02 0,990
urea 7M 2.10"*-5.10~*M 10100+200 4,9 +0,6 0,978
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TABLA 2.21.

Influencia de la urea. Parâmetros de au­
toasociaciôn de Adenina, Adenosina y AMP

SISTEMA
iSZ efecto 2° efecto

K, «2 h (%) Kp h(%)

Adenina en t. fosf. 12.10’ 2190 15,4 220 5700 40,1
" Urea 7M 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 18,9 800 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

Interpretaciôn de resultados

Para la interpretaciôn de resultados, utilizaremos los va­
lores de las constantes de asociaciôn del 1° y 2" efecto, que se resu­
men en la tabla 2.21.. Como complemento,de estos parâmetros de asocia­

ciôn, hacemos uso tambiën de las distancias entre bases (tablas 2.22. 
y 2.23.) y de las energies de interacciôn (tabla 2.24.).



TABLA 2.22.

Influencia de la urea. Distancia entre bases apiladas 
(Teoria de Tinoco-Rhodes)
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SISTEMA Grado de 
asociaciôn h(%) A.a(&) f.a' d(&)

Adenina Dfmero 15,4 2605 2070 0,27 4,4
(t.fosf.) Polfmero 40,1 " " " 4,3
Idem Dfmero 15,0 2620 2140 " 4,7

(Urea 7M) Polfmero 30,3 " " " 5,0

Adenosina Dfmero 11,5 2590 2060 0,30 5,0
(t.fosf.) Polfmero 34,1 " " " 4,7
Idem Dfmero 18,9 2600 2140 " 4,6

(Urea 7M) Polfmero 30,2 " " " 5,2

AMP Dfmero 18,6 2590 2060 0,31 4,3
(t.fosf.) Polfmero 32,0 " " " 4,9
Idem Dfmero 21,1 2600 2140 " 4,5

(Urea 7M) Polfmero 33,1 5,1



TABLA 2.23.

Influencia de la urea. Distancia entre bases apiladas 
(Teorïa de Bolton-Weiss)
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SISTEMA Grado de 
asociaciôn X(A) f 6 d(A)

Adenina Dfmero 2605 0 ,27 12010 2190 3,4
(t.fosf.) Polfmero " " 8500 5700 3,7

Idem Dfmero 2620 " 11710 2070 3,4
(Urea 7M) Polfmero " " 9600 4200 4,0

Adenosina Dfmero 2590 0,30 14000 1820 3,8
-Lt^osf. ) Polfmero " " 10400 5400 4,0

Idem Dfmero 2600 " 12900 3000 3,4
(Urea 7M) Polfmero " " 11100 4800 4,1

AMP Dfmero 2590 0,31 13640 3120 3,5
(t.fosf.) Polfmero " 11400 5400 4,1
Idem Dfmero 2600 11910 3180 3,4

(Urea 7M) Polfmero 10100 5000 4,1



TABLA 2.24.
I n f l u e n c i a  do la uaroa. E n c r g f a  l i b r e  de a p i l a m i e n t o  (kcal/mol)

SISTEMA Grado de 
asociaciôn d(Â) AGi. ^*fbase-base AGexp ^*^otr.int.

Adenina Dïmero 3,9 -0,82 -0,23 -3,08 -4,1 -5,6 -1,4
(t.fosf.) Polfmero 4,0 -1,37 -0,41 -5,39 -7,2 -3,2 +4,0

Idem Dfmero 4,0 -0,76 -0,20 -2,65 -3 ,6 -5,6 -2,0
(Urea 7M) Polfmero 4,5 -0 ,96 -0,20 -2,66 -3,8 -3,5 +0,3

Adenosina Dfmero 4,4 -0,57 -0,11 -1,50 -2,2 -5,7 -3,5
(t.fosf.) Polfmero 4,3 -1,10 -0,26 -3,49 -4,8 -2,8 + 2,0

Idem Dfmero 4,0 -0,76 -0,20 -2,65 -3,6 -5,6 -2,0
(Urea 7M) Polfmero 4,6 -0 ,90 -0,18 -2,33 -3,4 -4,0 -0 ,6

AMP Dfmero 3,9 -0,82 -0,23 -3,08 -4,1 -6,4 -2,2
(t.fosf.) Polfmero 4,5 -0,96 -0,20 -2,66 -3,8 -3,9 -0,1
Idem Dfmero 4,0 -0,76 -0,20 -2,65 -3,6 -5,1 -1,5

(Urea 7M) Polfmero 416 -0,90 -0,18 -2,33 -3,4 -3,2 +0,2
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Los resultados expérimentales muestran que la adiciôn de 
urea, a concentraciôn 7M, a las disoluciones acuosas de las unidades mo 

nomëricas, no origina, en general, una disminuciôn significativa de los 

valores de las constantes de autoasociaciôn de estos compuestos, en con 

tra de lo que cabrîa esperar teniendo en cuenta la competitividad de la 

urea en la formaciôn de enlaces de hidrôgeno y su capacidad de disminuir 

las interacciones hidrofôbicas, factores que dificultarian la asociaciôn 

de las unidades monomëricas en uno y otro efecto hipocrômico.

1—  efecto.- Los valores de las constantes de asociaciôn K, 

de adenina y adenosina son del mismo orden en tampôn fosfato y en diso­

luciôn de urea 7M, lo cual indica que la urea no afecta notablemente al 

mecanismo responsable de la asociaciôn de estos compuestos. Sin embargo, 
la constante Kj dei AMP disminuye al pasar de tampôn fosfato (48.10’) a 

urea 7M (6.10’). Esta observaciôn puede apoyar indirectamente la hipô­

tesis de que el mecanismo de asociaciôn del AMP, aunque implique la fer 
maciôn de enlaces de hidrôgeno, es diferente del de adenina y adenosina, 

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

Es de destacar que la energîa de interacciôn ent^e las ba­

ses, asî como la energîa de las interacciones hidrofôbicas, tiende a un 
valor ûnico en urea 7M para las tres unidades monomëricas: base, nucleô 

sido y nucleôtido (tabla 2.24.). Ello puede significar que, en disolu­
ciôn de urea 7M, las condiciones del medio son taies que la tendencia 
a la asociaciôn es prâcticamente igual en la base, en el nucleôsido y 

en el nucleôtido.

Para la interpretaciôn de este fenômeno, que aquî apuntamos 
ûnicamente como hecho experimental, podria ser esclarecedor tener en 

cuenta que, en una disoluciôn de urea 7M, la fracciôn molar de agua se
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reduce en un 80% (12), con su repercusiôn correspondiente, fundamental- 

mente en relaciôn con las interacciones hidrofôbicas.

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

mientras que la Kp del AMP disminuye (tabla 2.21.) . El signo de estas 
variaciones depende del balance entre las contribuciones debidas a la 

energîa de interacciôn entre bases y a "otras interacciones", entre las 

cuales desempenan un papel principal las interacciones hidrofôbicas. Co 

mo indican los valores recogidos en la tabla 2.24., la energîa de inte­

racciôn entre bases disminuye significativamente en urea 7M, respecto 

del valor que tiene en tampôn fosfato, para las très-unidades monomëri­
cas, siendo su magnitud en urea 7M del mismo orden en todas ellas, de 

^,-3,5 kcal/mol. Sin embargo, la contribuciôn debida fundamentalmente a 

las interacciones hidrofôbicas, que en tampôn fosfato tiene signo posi­
tive en adenina y adenosina y por tanto se opone a la asociaciôn, tien­

de a anularse en urea 7M. Este hecho révéla que la estabilidad de la au 
toasociaciôn en urea estâ condicionada ûnicamente por la interacciôn 
entre las bases, las cuales, de algûn modo, se encuentran "resguardadas 
de las interacciones que puedan perturber su asociaciôn.

Por otra parte, puede considerarse como significativo el 

hecho de que las distancias entre las bases tienden a igualarse en diso 
luciôn 7M de urea, adquiriendo en las 3 unidades monomëricas, un valor 
de 4,0 Â en el 1—  efecto hipocrômico y de 'v4,6 Â en el 2° efecto hipo­

crômico. Ello puede hacer pensar que la capacidad de la urea de formar 

celdillas (clatratos), le permita, cuando se encuentra a alta concentra 
ciôn, constituir un "molde" en el que se alojen las unidades monomëri­

cas déntro de una estructura geomëtrica fija; si bien résulta dudoso
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hasta qué punto esta predicciôn, que es aplicable a cadenas lineales de 

hidrocarburos, puede extenderse a unidades monomëricas de âcidos nucle^
COS .

En el capîtulo de esta Memoria correspondiente a los polinu 

cleôtidos se expone un estudio experimental sobre la influencia de la 

urea en las transiciones tërmicas del poli A en las conforméeiones de 

cadena simple y de doble cadena, que révéla que el efecto desnaturali­

zante de la urea es bastante reducido, menor que el producido por los 

disolventes orgânicos, lo cual estâ en cierto modo de acuerdo con las 

conclusiones obtenidas sobre la pequena influencia de la urea en la au­

toasociaciôn de las unidades monomëricas.

Por otra parte, teniendo en cuenta que los enlaces hidrofô- 
bicos son menos estaÜDles a bajas temperaturas (6) y que, por otra parte, 

la urea tiene un efecto directo, pero pequeno, en el debilitamiento de 
los efectos hidrofôbicos, podrîa ser interesante la realizaciôn de estas 

mismas experiencias a 5°C, ya que, como se expondrâ en el apartado si- 
guiente, las constantes de asociaciôn en disoluciôn acuosa son menores 
a esta temperature. Este estudio serâ el objeto de un trabajo ulterior 
complementario.

Conclusiones generates acerca de la influencia de la urea

1) La influencia de la urea sobre la asociaciôn de las unida 
des monomëricas es menos significativa que la de disolven 
tes y la de sales.
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2) La adiciôn de urea a las disoluciones acuosas de las un^ 

dades monomëricas, no impide la manifestaciôn de los dos 

efectos hipocrômicos.

3) Estas dos conclusiones pueden relacionarse con las obser 

vaciones expérimentales que revelan que el efecto que 

produce la urea sobre la estructura de los âcidos nuclei 
cos es de poca importancia, y apoyan la idea directriz 

de este trabajo de que el estudio fisicoquimico de las 

unidades monomëricas, proporciona una informaciôn valio­
sa acerca de los principios bâsicos que gobiernan las 

propiedades de los âcidos nucleicos.

4) Los valores de Kj de adenina y adenosina no experimentan 

variaciones apreciables, si bien el de AMP disminuye en 

un factor 9, por lo que pueden apoyar la hipôtesis de 
que la asociaciôn por enlace de hidrôgeno en el AMP se 

verifique segûn un mecanismo distinto al de adenina y 
adenosina, como comentamos al tratar de la influencia 

del pH.

5) La interpretaciôn del hecho de que los valores de Kp de 

adenina y adenosina aumenten en un factor 2 y 7, respect^ 
vamente, mientras que el valor de Kp del AMP se reduzca 
aproximadsunente a 1/3, no es inmediata, pero lleva a la 

consideraciôn de que el balance de las energies de inte­
racciôn base-base e hidrofôbicas, tiene como résultante 

esta anomalia en el comportamiento del nucleôtido respec 
to de la base y nucleôsido correspondientes.
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6) No es superfluo comparar la acciôn de la urea con la del 
etanol, ya que ambos pueden influir sobre la formaciôn 

de enlaces de hidrôgeno en la autoasociaciôn de las uni­

dades monomëricas. En efecto, la influencia de urea y 
etanol sobre los valores de K; es prâcticamente igual; 

la diferencia fundamental estâ en que en las disolucio­

nes en etanol estâ impedido el mecanismo de asociaciôn 

correspondiente al 2° efecto.
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2.5. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

Para compléter el estudio experimental acerca de la influa 

cia que pueden ejercer diversos cambios en el medio, en los mecanismos 
de autoasociaciôn de las unidades monomëricas en disoluciôn acuosa, he­

mos analizado la dependencia con la tempe ratura de las constantes de auto 

asociaciôn de una serie de unidades monomëricas: adenina, adenosina y 
5 '-AMP.

En principio, la temperatura puede actuar tanto sobre el 

disolvente como sobre el soluto. Su variaciôn puede modificar las inte­
racciones entre las molëculas del disolvente, alterando sus propiedades 

estructurales; en el caso particular del agua, la temperatura afecta al 
nûmero y a la disposiciôn de los enlaces de hidrôgeno entre sus molëcu­
las . Por otra parte, la temperatura puede influir tambiën en las inte­

racciones entre las molëculas del soluto, condicionando la existencia de 
estados conformacionales de diferente energia. En general, puede pre- 

decirse que un aumento de la temperatura darS lugar a un efecto desor- 

ganizador en el disolvente y en el soluto.

Ahora bien, en la asociaciôn de las unidades monomëricas en 
disoluciôn, no pueden considerarse aisladamënte 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 molëculas 

del soluto. Por consiguiente, résulta dificil predecir de una manera 
global la influencia que puede tener la variaciôn de la temperatura en 

la tendencia a la asociaciôn por parte de las unidades monomëricas, ya 

que dicha influencia se ejercerS, simultSneamente, sobre el complejo
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conjunto de interacciones que hemos mencionado. A cada temperatura, la 
fuerza inductora de la asociaciôn serâ consecuencia del balance de to­

das las interacciones présentes: disolvente-disolvente, soluto-soluto 

y soluto-disolvente. En otras palabras, la comprensiôn profunda del 
efecto de la temperatura sobre la asociaciôn requiere un conocimiento a 

nivel molecular de los çiecanismos implicados en el fenômeno de la aso­
ciaciôn.

Aunque en el estudio de la influencia de la temperatura no 

se consiga alcanzar este grado ôptimo de conocimiento acerca de la na­
turaleza de la asociaciôn, puede obtenerse una informaciôn, intrinseca- 

mente valiosa, sobre el signo y la magnitud de los parâmetros termodinâ 

micos caracteristicos del fenômeno: AG°, AH ° y AS”, que por si mismos 
pueden contribuir a aclarar cuâles son los factores condicionantes del 

mismo.

El estudio de la influencia del disolvente y de sales, des­
cribe en este capîtulo, ha puesto de manifiesto que las interacciones 
hidrofôbicas desempenan un papel fundamental en la estabilizaciôn de 
las estructuras ordenadas de las unidades monomëricas. Por consiguiente, 
résulta de interës conocer, aunque sea de forma aproximada, los parâme­
tros termodinâmicos caracteristicos de este tipo de interacciones, ya 
que pueden tener una importante contribuciôn a los parâmetros globales 
de la asociaciôn, que son, en definitive, los que justifican termodinâ- 
micamente que este fenômeno se lleve a cabo.

Se han efectuado hasta ahora varios intentos para predecir 
las magnitudes termodinâmicas de la interacciôn hidrofôbica (1-6). Las 
conclusiones obtenidas se fundan principalmente en datos indirectes, 

porque no se ha conseguido desarrollar un método que permita medir di-
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rectamente las interacciones hidrofôbicas. Un procedimiento experimen­
tal indirecte, ampliamente utilizado, se basa en determinar les parSme 

tros termodinâmicos del proceso que consiste en transferir los de cier 
tes compuestos modèle (generalmente hidrocarburos) desde un disolvente 

apolar a aqua. La hipdtesis bSsica es que en este cambio de disolvente, 
el compuesto pasa de un entorno apolar a otro polar, y por tanto dicha 

transferencia supone, en cierto modo, un proceso inverso al que tiene 

lugar cuando se présenta un efecto hidrofôbico. Las magnitudes termodi- 

nSmicas de transferencia serân, por consiguiente, comparables en valor 

absoluto, pero de signo contrario a las de la interacciôn hidrofôbica.

Kauzmann (2), basândose en estudios de este tipo realizados 
en cadenas apolares de proteinas, propuso que el efecto hidrofôbico se 

debe principalmente a la contribuciôn entrôpica, de signo positive 

(AS=+20 cal/mol grado), siendo comparativeimente de menor importancia la 
contribuciôn entSlpica, también de signo positive (AH=+l-2 kcal/mol).
El balance entre ambas contribuciones, dominado por el término entrôpi- 

co, conduce a un valor negative de la funciôn de Gibbs a temperature 
«unbiente (AG=AH-TAS=-3 a -5 kcal/mol), que justifica termodinâmicamente 
que la interacciôn hidrofôbica se produzca de forma espontânea. Como in 
dica el signo de la entalpfa, esta interacciôn es endotérmica, y por 

ello résulta mâs favorecida a temperatura ambiante que a temperatures 
inferiores.

Estas predicciones tienen sôlo una validez limitada, porque 
no consideran la posible existencia de grupos polares. Para poder expl^ 
car, en términos de interacciones hidrofôbicas, la asociaciôn de las ba 

ses de los Scidos nucleicos en disoluciôn acuosa, ha de suponerse que 
dichas bases, que de hecho tienen cierto carScter polar, son suficiente
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mente no polares.

La teorïa que hasta ahora intenta explicar de un modo roâs 
general la asociaciôn entre las bases de los Scidos nucleicos, es la de 

Sinanoglu y Abdulnur (7,8). Segfin estos autores, la principal fuerza in 

ductora del api1amiento de las bases, es la creaciôn de cavidades capa- 

ces de alojarlas en el seno del disolvente, estabilizadas por la ener- 

gia superficial de éste. Este modelo conducirla a una entropfa negati­

ve , y como la energfa superficial disminuye al aumentar la temperatura, 
la entalpfa serS también negativa. El factor condicionante del apila-■ 

iento serS el término entSlpico, lo cual se encuentra en contradicciôn 
on el punto de vista clSsico de que las interacciones hidrofôbicas son 

naturaleza entrôpica.

Esta interpretaciôn parece estar de acuerdo con numerosas 
eterminaciones expérimentales de los parSmetros termodinâmicos de 

ransferencia (9,10), de autoasociaciôn o de interacciôn de apilamiento 
'ntramolecular, en disoluciôn acuosa, de unidades monoméricas (11-15), 

ligonucleôtidos (16-18) y polinucleôtidos (16,17,19), efectuadas a par 

ir de medidas de solubilidad, calorimetrfa, osmometrfa y espectroscopia 
, DC y DOR. Para dar cuenta de los resultados obtenidos, en los que 

os valores de AH y AS no concuerdan con los que cabrla esperar para 

na interacciôn hidrofôbica, se ha argumentado que la interacciôn global 
e las bases con el agua no puede ser hidrofôbica (9), o bien que exis- 
e una contribuciôn "oculta" dentro de las magnitudes anteriores, cuyo 

alor estarfa de acuerdo con lo esperado para una interacciôn hidrofô- 
ica (20).

En todo caso, parece existir general acuerdo en que, por 
hora, no se conoce aûn gué es lo que détermina el carScter hidrofôbico
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de una molécula dada, ni cuSles son exactamente las condiciones de for 
maci6n.de cavidades en el seno del disolvente. Por consiguiente, no se 

pueden realizar predicciones cualitativas, ni mucho menos cuantitativas 

sobre las interacciones hidrofôbicas. Lo que parece ser mSs razonable 
es que el equilibrio de asociaciôn de las bases résulta de un balance 

de todas las fuerzas présentes, y que una teorla que pretenda describir 

este fenômeno debe tener en cuenta tanto las interacciones intrfrisecas 

entre las bases, como la influencia que sobre ellas pueda ejercer el 

disolvente.

Con objeto de comprobar de forma directe los efectos que la 

variaciôn de la temperatura pueda tener sobre los mecanismos de asocia­

ciôn responsables de los dos efectos hipocrômicos de las unidades mono­

méricas, se han comparado los valores de las constantes de asociaciôn, 

K; y Kp de adenina, adenosina y 5'-AMP en tampôn fosfato, a varias tem- 
peraturas. Para ello, se han obtenido las curvas de hipocromicidad de 

estos compuestos en el interval© 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 que el valor de las absortividades correspon- 
dientes al 1—  efecto da lugar a curvas de hipocromicidad prScticament 

paralelas y muy prôximas entre si, por lo que los parSmetros de autoa­
sociaciôn, en este intervalo, reéultan ser independientes de la temper 

tura. Para el 2® efecto, no se han podido obtener medidas a temperatur 
superiores a la del ambiente, debido a que las células de 25 ym, 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 experiencias para cada nna de las unidades 

monoméricas, a la temperatura de 5°C. Si bien la variaciôn de la absor- 

tividad molar con la temperatura es pequena, las curvas de hipocromici­

dad son lo suficientemente diferentes como para permitir la comparaciôn 
de los parSmetros de asociaciôn calculados a partir de ellas.

Los espectros UV se registraron en el espectrofotômetro PE 
124, equipado con un portacélulas termostatizable, disenado por noso- 

tros. El control de temperatura se efectuô, con una precisiôn aproxima- 

da de ±0,2°C, mediante un criostato "Lauda" TK-30 D, conteniendo un ba- 

no constituldo por una mezcla al 50% de glicerina y agua. Las células 

utilizadas fueron las descritas en el capitulo anterior, taponadas her- 

méticamente. Para comprobar que la temperatura dentro del portacélulas 

era la corrects, se utilizô un te1e te rmôme t ro YSI 42SC, introduciendo 

una sonda termométrica en una célula, idéntica a las utilizadas para el 

registre de los espectros y llena de agua bidestilada, contenida en el 

portacélulas, ya que la temperatura en todo el conjunto del portacélu­
las es homogénea. El empanamiento de las células que se produce al dis- 

minuir la temperatura hasta 5°C, se evitô mediante el paso de una co- 
rriente de nitrôgeno en el portacélulas. Los valores de absorbancia fue 
ron corregidos teniendo en cuenta la contracciôn de volumen del disol­

vente al disminuir la temperatura.

La variaciôn con la temperatura de las constantes de asocia 
ciôn, permite determinar las magnitudes termodinSraicas del proceso, ÛG°, 

AH® y AS®. La expresiôn:

AG® = -RT InK {15}

proporciona la variaciôn de la funciôn de Gibbs, AG®, correspondiente a
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la asociaciôn, a partir de los valores de Kj y de Kp a cada temperatura.

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

pendiente de la temperatura, puede obtenerse segûn la ecuaciôn de van't 
Hoff :

+ I I # ; ,

de donde:
T .Tj K(Tj)

AH® = -2 ,303R log jl7|

siendo K(Tj) y KIT;) los valores de la constante de autoasociaciôn a 
las temperaturas T, y Tj, respectivamente.

Por ûltimo, la expresiôn:

AS® = (AH®-AG®)/T jl8|

permite calculer la variaciôn de entropfa AS® correspondiente a la aso­
ciaciôn.

Evidentemente, para obtener con mayor precisiôn el valor de 
AH® y para comprobar que, efectivamente, es independiente de la tempera 
tura, serfa conveniente representar grSficamente un nûmero suficiente 
de valores de log K frente a 1/T, de acuerdo con la ecuaciôn 116j . Sin 
embargo, como ya se ha comehtado anteriormente, las limitaciones experi 
mentales y las impuestas por la pequena variaciôn del efecto hipoc'rômi- 
co con la temperatura, dificultan la determinaciôn de K a otras tempera 
turas.

Resultados expérimentales

Los resultados expérimentales obtenidos se resumen segûn un 
esquema anSlogo al utilizado en los apartados anteriores de este capftu
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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 semilogaritmicas de la absor 
tividad molar, e, frente a la concentracidn molar, c , para cada una de 
las unidades monoméricas estudiadas.

3) Se dan también las tablas conjuntas de los parSmetros de 

autoasociaciôn (K, S, h) y los parSmetros termodinSmicos (AG°, AH®, AS®), 

correspondientes a ambos efectos hipocrômicos.

4) Seguidamente, .se incluyen las tablas con los valores de 

distancias entre bases y energies libres de apilamiento, y se expone la 

interpretaciôn de los resultados obtenidos.

TABLA 2.25.
Resumen de los valores de los parSmetros ob­
tenidos con el programa de cSlculo "HIPOCROM"

Sisteroa Intervalo de 
concentraciones E; E. P r

denina a 5®C 5.10"‘-2.10"5m 13660 12500+200 0 ,31±0,07 0,?02
3,5.10"’-2.10~^M " 7100+500 8 + 1 0,969

denosina a 5°C 5.10"®-5.10"’M 15680 13850+90 0,42+0,04 0,968
7.10"’-3.10“^M " 8600+500 10±1 0,972

P a 5°C 5.10~'-7.10"’M 15810 13110±90 0,55+0,03 0,985
10-2-4.10-:M " 10300+300 5,5 ±0,7 0,982
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rig. 2.29.- Absortividad molar de Adenina (Ade) y Adenosina 
(Ado) en tampon fosfato. -0"25°C.
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TABLA 2.26.
Influencia de la temperatura. ParSmetros de autoaso­
ciaciôn de Adenina, Adenosina y AMP en tampÔn fosfato

194

Compuesto
1 ^ efecto 2° efecto

' Kz «2 h (%) Kp 4p h(%)

Adenina a 25 °C 12.10: 2190 15,4 220 5700 40,1
5°C 6.1Q: 1200 8,8 100 6600 48,3

Adenosina a 25°C 16.IQ: 1820 11,5 1.20 5400 34,1
" 5°C S.IQ: 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.
ParSmetros termodinSmicos de autoasociaciôn 
de Adenina, Adenosina y AMP en tampôn fosfato

l^r efecto 2° efecto

Compuesto AG"
(kcal/
mol)

AH°
(kcal/
mol)

AS °
(cal/ 
mol K)

AG"
(kcal/
mol)

AH °
(kcal/
mol)

AS°
(cal/ 
mol K)

Adenina a 25“C 
a 5°C

-5,6
-4,8

+ 5,7 + 38 -3,2
-2,6

+ 6,5 + 33

Adenosina a 25°C 
a 5 “C

-5,7
-4,7

+ 9,6 +51 -2,8
-2,3

+ 4 ,4 + 24

AMP a 25°C 
" a 5®C

—6,4
-4,6

+ 19,5 +87 -3,9
-2,9

+ 11,2 +51
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Fig. 2,31,- Influencia de la temperatura sobre la cons­

tante de asociaciôn Kg en Adenina (Ade), 
Adenosina (Ado) y AMP,
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Fig. 2.32.- Influencia de la temperatura sobre la cons­
tante de asociaciôn 
Adenosina(Ado) y AMP.
tante de asociaciôn en Adenina(Ade),
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TABLA 2.28.

Influencia de la temperatura. Distancia entre bases api 
ladas para Adenina, Adenosina y AMP en tarapdn fosfato. 

(Teorla de Tinoco-Rhodes)

COMPUESTO Grado de 
asociaciôn h(%) f.a' d(Â)

Adenina (25°C) Dfmero 15,4 2610 2070 0,27 4,4
" Pollmero 40,1 " " " 4,3

( 5°C) Dfmero 8,8 " " " 5,3
" Pollmero 48,3 " " " 4,0

Adenosina (25"C) Dfmero 11,5 2590 2060 0,30 5,0
" Polfmero 34,1 " " 4,7

( 5*0 Dfmero 11,7 " " " 5,0
" Polfmero 45,3 " " " 4,3

AMP (25°C) Dfmero 18,6 2590 2060 0,31 4,3
" Polfmero 32,0 " " " 4,9
" ( 5*0 Dfmero 17,1 " " " 4,5

Polfmero 34,8 4,7



TABLA 2.29.

Influencia de la temperatura. Distancia entre bases api 
ladas para Adenina, Adenosina y AMP en tampôn fosfato. 

(Teorla de Bolton-Weiss)
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COMPUESTO Grado de 
asociaciôn X(Â) f G» 6 d('Â)

Adenina (25®C) Dfmero 2610 0,27 12010 2190 3,4
" Polfmero " 8500 5700 3,7

( 5*0 Dfmero " 12500 1200 3,8
" Polfmero " " 7100 6600 3,5

Adenosina (25°C) Dfmero 2590 0 ,30 14000 1820 3,8
" Polfmero " 10400 5400 4,0

( 5*0 Dfmero " 13850 1830 3,7
" Polfmero " " 8600 7100 3,7

AMP (25°C) Dfmero 2590 0,31 13640 3120 3,5
" Polfmero " " 11400 5360 4,1
" ( 5*0 Dfmero " " 13110 2700 3,5

Polfmero 10300 5500 4,0



TABLA 2.30.

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

COMPUESTO Grado de 
asociaciôn d(Â) ^*^base-base AGexp AGh

Adenina (25°C) Dfmero 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

( 5*0 Dfmero 4,5 -0,54 -0,10 -1,31 -1,9 -4,8 -2,9
" Polfmero 3,7 -1,73 -0,65 -8,60 -11,0 -2,6 + 8,4

Adenosina (25°C) Dfmero 4,4 -0,57 -0,11 -1,50 -2,2 -5,7 -3,5
" Polfmero 4,3 -1,10 -0 ,26 -3,49 -4,8 -2,8 + 2,0

( 5*0 Dfmero 4,3 -0,61 -0,13 -1,72 -2,5 -4,7 -2,2
" Pollmero 4,0 -1,37 -0,41 -5,39 -7,2 -2,3 + 4,9

AMP (25*0 Dfmero 3,9 -0,82 -0,23 -3,08 -4,1 -6,4 -2,2
" Polfmero 4,5 -0,96 -0,20 -2,66 -3,8 -3,9 -0,1
" ( 5*0 Dfmero 4,0 -0,76 -0,20 -2,65 -3,6 -4,6 -1,0

Polfmero 4,3 -1,10 -0,26 -3,49 -4,8 -2,9 + 1,9
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Interpretaciôn de resultados

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

y 25°C, revelan que las constantes de asociaciôn Kj y Kp aumentan al au 

mentar la temperatura (tabla 2.26. y fig. 2.31. y 2.32.), siendo mSxima 

esta variaciôn en el AMP. Este resultado se podrla interpreter en el 

sentido de que el fenômeno de autoasociaciôn de las unidades monoméri­

cas se encuentra condicionado, fundamentalmente, por las interacciones 

hidrofôbicas, ya que éstas son mâs intenses al aumentar la temperatura 

y por tanto, las constantes de asociaciôn serlan mayores a temperaturas 

mâs elevadas.

En esta interpretaciôn 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, 

que serân comentados en el capftulo siguiente, al tratar de la determi­

naciôn de los parâmetros termodinâmicos de los dinucleôsidos-fosfato, 

pero s£ consideramos oportuno senalar en este momento que la influencia 
de la temperatura sobre taies equilibrios puede afectar, naturalmente, 
al fenômeno de asociaciôn intermolecular.

Los valores de las distancias entre bases (tablas 2.28. y 
2.29.) y de las enerqîas de interacciôn (tabla 2.30. y fig. 2.33.) de 

las unidades monoméricas, calculados a partir de los parâmetros de aso­
ciaciôn que figuran en la tabla 2.26., son ûtiles para la interpreta­

ciôn de la dependencia de las constantes de asociaciôn con la temperatu 
ra.

En el 1—  efecto hipocrômico, la distancia entre bases para 

la adenina es notablemente mayor a 5® .(4,5 Â) que a 25°C (3,9 A), por
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lo que la energia de interacciôn entre las bases (-1,9 a 5°C y -4,1 a 

25°C) y la constante de asociaciôn (6.10* a 5°C y 12.10* a 25®C) son 
menores a 5°C. Sin embargo, conviens tener en cuenta que, si el mecanis 

roo de asociaciôn correspondiente al 1—  efecto es la formaciôn de enla­

ce de hidrôgeno, los valores de las distancias entre bases, calculados 

a partir de la hipôtesis de que dicho mecanisnio es el apilamiento, de- 

ben interpretarse con las debidas réservas.

Para adenosina y AMP, la distancia entre bases es aproxima- 

dcunente igual a 5® y a 25®C (4,4 A en adenosina y 3,9 A en AMP), pero 1 

energia libre de las interacciones hidrofôbicas (AG^) résulta menos fa­

vorable a la asociaciôn al disminuir la temperatura (AG^=-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 asociaciôn también es menor a 5°C. En este sentido, la

adenina présenta un comportamiento singular, ya que AG^ es mâs favora­
ble a la asociaciôn a 5 ®C (-2,9) que a 25°C (-1,4), es decir, en este 

caso, la contribuciôn de las fuerzas hidrofôbicas tendria menor impor- 
tancia que la energia de interacciôn base-base.

En el 2° efecto hipocrômico, la distancia entre bases para 
las très unidades monoméricas, disminuye al disminuir la temperatura, y 
por tanto la energia de interacciôn entre bases es mayor a 5° que a 25® 
C. Sin embargo, las constantes de asociaciôn son mayores a 25° que a 5°
C. Para aclarar esta aparente contradicciôn, conviens recorder que la
energia libre de asociaciôn représenta la contribuciôn de dos factores 
principales: la energia de interacciôn entre bases y el conjunto de 
otras energlas de interacciôn, entre las cuales se encuentran, fundamen 
talmente, las interacciones hidrofôbicas. Al disminuir la temperatura, 
aumenta la interacciôn entre las bases facilitando la asociaciôn, con 1
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cual disminuye la distancia entre ellas, como acabamos de decir. Por 
otra parte, al disminuir la temperatura, las energlas de las interaccio 

nés hidrofôbicas, si bien son positivas en todos los casos, aumentan en 
valor absoluto, es decir, tienden a oponerse a la asociaciôn. El resul­

tado global, que es el balance de estos dos factores, es que la asocia­

ciôn de las unidades monoméricas résulta desfavorecida a temperaturas 

ajas, y por tanto la constante es mâs pequena.

La importancia de las interacciones hidrofôbicas en el proce 

30 de la autoasociaciôn se refleja igualmente en los parâmetros termodi­

nâmicos recogidos en la tabla 2.27.. Puede observarse que, en todos los 

casos, AH“>0. Por consiguiente, para que se satisfaga la condiciôn de 

espontaneidad 6G°<0, el término AS® ha de ser positive y suficientemente 
elevado, como en efecto ocurre. Ello indica que, en el intervalo de tero 
peraturas estudiado, la reacciôn esté favorecida ûnica y exclusivamente 

porque el aumento de entropia es suficientemente grande. Consideramos 
igno de ser destacado que el signo de estas magnitudes termodinâmicas 
oncuerda con los conceptos clâsicos de la interacciôn hidrofôbica (2).

Ahora bien, la,asociaciôn de las unidades monoméricas, con- 
ideradas aisladamente del disolvente, debe dar lugar a una disminuciôn 
e la entropia, sea cual sea el mécanisme responsable, porque conduce a 
na estructura ordenada. Por tanto, el aumento global de entropia obser- 
ado debe procéder de una desordenaciôn del disolvente.

La interpretaciôn de este resultado conducirla a un posible 
odelo del fenômeno de la asociaciôn en disoluciôn acuosa. El agua llqu^ 
a tiene una estructura constitulda por molêculas de H^O unidas entre si 
ediante enlaces de hidrôgeno (1). Si se introduce en ella un compuesto 

el tipo de las unidades monoméricas de los âcidos nucleicos, como la su
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perfide de las bases es hidrofôbica, las molêculas de agua tenderân a 
alejarse de las otras molêculas, favoreciéndose por tanto de forma ind^ 
recta la autoasociaciôn de la unidad monomérica.

Desde un punto de vista estructural, êl proceso de asocia­

ciôn de estos compuestos equivaldrîa a crear "cavidades" del tamano ade 
cuado en el seno del disolvente. Estas cavidades exigen la ruptura de 

enlaces de hidrôgeno entre molêculas de HjO, lo que tiene como resulta­

do un valor positivo de AH®, que sumado al AH®- correspondiente a la aso 
ciaciôn de las unidades monoméricas, darfa un valor global positivo pa­

ra la entalpfa del proceso.

Esta interpretaciôn puede contribuir a aclarar la aparente 

paradoja de que las unidades monoméricas tiendan a formar espontSneamen 
te una estructura ordenada, es decir, un sistema con menos entropia que 
el correspondiente a estos mismos compuestos sin asociar, lo cual, en 
principio, estarla en contradicciôn con el 2® Principio de la TermodinS 
mica. Ahora bien, este Principio establece que los procesos tienden a 
alcanzar un estado de equilibrio en el que la entropia del sistema (en 
nuestro caso, las unidades monoméricas), sumada a la entropia del entor 
no (el agua), sea mâxima. Para que pueda producirse la asociaciôn, la 
variaciôn total de entropia debe ser positiva, como hemos dicho anterio 
mente, pero esto solamente es posible si la contribuciôn entrôpica debi 
da a la ruptura de los enlaces de hidrôgeno entre molêculas de agua y 
la formaciôn de cavidades, que es positiva, supera en valor absoluto a 

la contribuciôn debida a la asociaciôn del soluto, que es negativa.

El hecho experimental de que esta asociaciôn se encuentre 
dificultada a temperaturas prôximas a 0®C respecte de 25®C, puede indi- 

car que la ruptura de enlaces de hidrôgeno y la creaciôn de cavidades en
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na estructura prôxima a la del hielo es mSs diflcil qua en agua lîqul- 

a .

La importancia de las interacciones hidrofôbicas en la fuer 
a inductora de la asociaciôn, puesta de manifiesto en los signos de 

os parSmetros termodinSmicos obtenidos, podrla ser mSs 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 disminuciôn de la energia superfi- 
ial del agua, podrlan llegar a superar al efecto hidrofôbico descrito. 

n este caso, la tendencia a la asociaciôn disminuirla, en concordancia 
on los datos relativos a la desnaturalizaciôn de Scidos nucleicos y 

olinucleôtidos por efecto de la temperatura.

Es obvia la trascendencia que represents la conclusiôn obte 

ida respecte a la importancia de las interacciones hidrofôbicas en el 
enômeno de autoasociaciôn de las unidades monoméricas. Con objeto de 
btener informaciôn complementaria respecte a este problems, se ha rea- 
izado un estudio previo para determinar las constantes de asociaciôn de 
stas mismas unidades monoméricas en disoluciôn de etanol, en cuyo diso^ 
ente las interacciones solvofôbicas serlan nulas o tendrian un carScter 
iferente al correspondiente a las disoluciones en que se emplea el agua 
omo disolvente. Los primeros resultados expérimentales obtenidos pare- 
en indicar que la variaciôn de Kj respecte a la temperatura es inversa 

la observada en disoluciones acuosas.

Conclusiones générales acerca de la influencia de la tempe­

ratura

1) Las constantes de autoasociaciôn Kj y Kp disminuyen al dis-
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minuir la temperatura, en el intervalo de 25° a 5°C.

2) La disminuciôn de las constantes de asociaciôn al disminuir 

la temperatura va acompanada de un descenso paralelo de las 

interacciones hidrofôbicas tal que la asociaciôn resultarla 
menos favorecida a 5° que a 25°C. Este resultado autorisa a 
concluir que las interacciones hidrofôbicas son el factor 

condicionante de la autoasociaciôn de las unidades monomé­
ricas en medio acuoso (ûnicamente en el caso de la adenina, 

en su 1—  efecto hipocrômico, la variaciôn de las fuerzas 
hidrofôbicas parece tener menos importancia que la de la 

energfa de interacciôn base-base).

3) Las magnitudes termodinâmicas de la autoasociaciôn son 
AG°t0, AH°>0 y AS°>0.

4) Los valores de los parâmetros termodinâmicos AH ° y AS® reve 

lan que el factor condicionante de la asociaciôn de adenina, 
adenosina y 5 '-AMP, en medio acuoso, es el término entrôpic 
tanto en el 1° como en el 2® efecto hipocrômico.

5) Los signos de los parâmetros termodinâmicos obtenidos, estâ 
de acuerdo con los que era prévisible obtener si las intera 
clones hidrofôbicas fueran el factor condicionante de la as 
ciaciôn y permiten concluir, por tanto, que la fuerza direc 
trlz de la asociaciôn de las unidades monoméricas parece se 
la reordenaciôn de las molêculas del disolvente. Desde este 
punto de vista, la estructura del disolvente desempena un 

papel principal en la estabilidad del sistema.



3.- DINUCLEOSIDOS-MONOFOSFATO
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Como se ha expuesto en los capltulos 1 y 2 de la presente 

Memoria, el estudio de la interacciôn directa entre las bases, puesta 
de manifiesto en las disoluciones acuosas de las unidades monoméricas 
libres, puede constituir una importante contribuciôn al conocimiento 

de la estructura y estabilidad de los âcidos nucleicos. Ahora bien, en 
los âcidos nucleicos, las unidades monoméricas nucleotîdicas se encuen 

tran fomando una cadena covalente, unidas entre sf a través de enlaces 

fosfodiéster 3'-5'. La existencia de este tipo de enlaces da lugar a 

una diferencia significativa entre las propiedades de los monômeros, 

por un lado, y las de los dîmeros, oligômeros y pollmeros por otro. 

Consideramos, por tanto, que puede ser de gran interés comprobar si 
existe alguna contribuciôn a la asociaciôn que se deba a la existencia 

del esqueleto covalente ribosa-fosfato entre las bases, del tipo del 

existante en los âcidos nucleicos, y para ello es preciso determinar 
parâmetros de autoasociaciôn en sistemas de mayor complejidad que las 

propi as unidades monoméricas libres. En este sentido, hemos reallzado 
un estudio de diversos dinucleôsidos-monofosfato, oligonucleôtidos y 
polinucleôtidos, cuyos resultados exponemos en este capitule y en el 
siguiente.

Los dinucleôsidos-monofosfato son compuestos de fôrmula ge 

neral XpY, siendo X e Y nucleôsidos, que pueden ser iguales (ApA, UpU, 
etc.) o distintos (Apü, CpG, etc.); la pentosa puede ser ribosa o deso 
xiribosa.

Los dinucleôsidos-monofosfato son las mâs peguenas unidade 

estructurales que contienen el enlace fosfodiéster 3'-5', y por consi­

guiente, const!tuyen los oligonucleôtidos mâs sencillos que pueden ut^
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Izarse como modèles para el estudio de los âcidos nucleicos y polinu- 

leôtidos (1). De hecho, los dinucleôsidos-fosfato contienen, en poten 

ia, toda la informaciôn necesaria para predecir las propiedades y es- 
ructura de un âcido nucleico, si estas propiedades dependiesen sola- 

ente de la interacciôn entre las unidades adyacentes de la cadena (2).

Estos compuestos han sido objeto de numerosos estudios, 

rincipalmente por técnicas espectroscôpicas: UV, DOR y DC (1-5), y 

N (4,6-8), cuyos resultados indican, en general, la existencia de in- 

eracciôn entre ambas bases en disoluciôn acuosa. La interpretaciôn de 
os datos obtenidos se ve dificultada, sin embargo, por la posibilidad 

e que coexistan interacciones intra- e intermoleculares entre las ba- 

es. Es razonable pensar que las primeras predominen a concentraciones 

ajas de estos compuestos (6), y las segundas a concentraciones altas, 

ero la separaciôn de unas y otras constituye una labor de gran coraple- 

idad.

Los espectros UV pueden indicar solamente la magnitud de la 

nteracciôn, mientras que los espectros de DC y RMN proporclonan una in 

ormaciôn algo mâs detallada sobre la conformaciôn del dfmero. Por con- 
iguiente, las diferentes técnicas utilizadas en el estudio de los dinu 
leôsidos-fosfato se complementan entre sf, no sôlo para tratar de es- 

ablecer un modelo conformacional de estos compuestos, sino también 
ara interpretar sus posibles mecanismos de interacciôn intermolecular.
be tenerse en cuenta, sin embargo, que en disoluciôn existe equili- 
rio entre diversos estados conformacionales, lo cual complfca noteible- 
ente tanto la descripciôn de éstos, como la de sus interacciones (9).

Se admite actualmente que las unidades nucleosidicas de los
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dinucleôsidos-fosfato adoptan la conformaciôn "anti" y que las hélices 

de los dfmeros son dextrôglras (7), apilândose las bases paralelamente 
entre sf. La magnitud del apilamiento Intramolecular depends mucho del 

tipo de bases, siendo menor, en general, en aguellos dfmeros que confie 

nen uracilo (2). Como posibles causas de estas diferencias en el apila­

miento, se ha sugerido el hecho de que las fuerzas electrostéticas en­

tre las bases son diferentes, o lo que es probablemente mâs importante, 

que las bases deben tener distintos efectos sobre la estructura del 

agua que las rodea (2,4). En todo caso, el modelo conformacional de los 

dinucleôsidos-fosfato sugiere que estos compuestos representan el paso 
inicial en la formaciôn de una cadena hélicoïdal de âcido nucleico (10).

Teniendo en cuenta la idea directriz del presents trabajo 

de que las propiedades de los âcidos nucleicos son funciôn de sus uni­
dades constituyentes, trataremos de estimar hasta qué punto la asocia­

ciôn de las bases en el dfmero puede predecirse a partir de la asocia­
ciôn de los monômeros libres. Con este objeto, hemos extendido la apli- 
caciôn de nuestro método de estudio de asociaciones intermoleculares, 
descrito en el cap. 1 para las unidades monoméricas, a la investigaciôn 

de las interacciones de los dinucleôsidos-fosfato.

Se presentan a continuaciôn los resultados del estudio ex­

perimental, mediante espectroscopfa DV, de la autoasociaciôn en disolu­
ciôn acuosa de dos dinucleôsidos-fosfato, uno pûrico (ApA) y otro piri- 

midfnico (UpU), y se comparan con los datos relativos a la autoasocia­
ciôn de sus componentes libres, es decir, de los nucleôsidos y nucleôti 
dos correspondientes.

Estos compuestos se han elegido intencionadamente con obje­

to de comprobar si presentan diferencias de comportamiento, anâlogas a
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las ya indicadas en el estudlo de las unidades roonoméricas (cap. 1 y
2), y establecer una correlacifin con las propiedades estructurales de 
Id s polinucledtidos respectives.

Seguidaroente, se exponen los resultados obtenidos en el es 

tudio de la heteroasociaci6n de estes cempuestes, entre si y cen el nu 

cleôside cemplementario respective, cen el fin de determiner si a este 

nivel de cemplejidad estructural se penen ya de manifieste las interac 

clones especificas entre bases compleraentarias, que son de impertancia 

fundcunental en la estructura y funciôn de les âcides nucleices.

Dentre de cada une de estes apartades, se examina la in- 

fluencia que sobre las interaccienes de dinucleôsides-fesfato ejercen 

la cencentraciôn de les cempuestes y la temperature, que son les des 

factores que pueden afectar de mode mâs significative a las interaccio 

nés Implicadas.

—  ApA '’" °"  UpU



212

3.1. AUTOASOCIACION

Los parSmetros de autoasociaciôn de ApA y de OpO se han de- 

tennlnado de forma anâloga a los de las unidades monomêricas, es decir, 
a partir de la variaciôn de la absortividad molar en el mâximO con la 

concentraciôn de cada connuesto (tablas 3.1. y 3.3.).

Los productos utilizados son las sales monoamônicas de ade- 

nilil-(3’-5')-adenosina (ApA) y de uridilil-(3’-5')-uridinà (UpU), de 
"Boehringer", desecados a vacio, con gel de silice, hasta peso constan­
te. Las disoluciones se han preparado en tampdn fosfato.

Se ha medido también la variacidn con la temperatura de la 

absortividad molar en el mâximo de una disoluciôn patrôn de cada uno de 

los compuestos estudiados. Los espectros UV a temperatura inferior a la 

del ambiante se han obtenido con ayuda de un criostato, segûn el método 
experimental descrito en el apartado 2.5.. Las medidas a temperatura su 
perior a la del ambiante se han realizado en el espectrofotômetro SP 

1800, acoplado a un controlador de progretma de temperatura Unicam SP 
876, regulado a una velocidad de calentamiento de l°C/min.. Este siste- 
ma parmite obtener directamente, en un registrador Xï, la variaciôn de 
la absorbancia con la temperatura, a una longitud de onda determinada. 
Los resultados obtenidos por ambos procedimientos concordaron perfecta- 
mente y fueron corregidos, en todo caso, teniendo en cuenta la variaciô 
de volumen del disolvente con la temperatura. Tanto en la tabla 3.2. 
como en la 3.4., correspondientes a ApA y UpU respectivamente, se dan, 
en funciôn de la temperatura, los valores de absortividad molar del dî­
me ro y sus respectivas hipocromicidades respecto del valor de e, de ca­

da uno de estos dinucleôsidos-fosfato.
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Teniendo en cuenta que un dinucledsido-fosfato se puede con 

siderar formado por la uniôn, mediante un enlace fosfodiéster 3'-5', de 
un nucleôsido y un nucleôtido, se comparan los parSmetros de autoasocia 

ciôn expérimentales de ApA y de UpU, con los obtenidos aplicando tam- 
bién nuestro método de câlculo a ]a curva résultante 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 asociaciôn de los dinucleôsidos- 

fosfato se puede predecir solamente a partir de sus componentes, o bien 
si existe alguna contribuciôn adicional debida a la presencia del esque 

leto ribosa-fosfato (tabla 3.5.).

La estimaciôn de la hipocromicidad de los dinucleôsidos-fo£ 

fato se ha realizado segûn très procedimientos diferentes, basados en 

la ecuaciôn:
h„ = — - 100 |19|

^ref

en donde h^ es la hipocromicidad correspondiente a la concentraciôn x 
del dinucleôsido-fosfato, es la absortividad molar a dicha concentra 
ciôn y es la absortividad que se toma como referenda, resultando
ara cada uno de los procedimientos utilizados, en el caso del ApA, las 

Biguientes expresiones:

1 ° >' e,(ApA)-e
h = ----------- 100 |20|

e1(ApA)
20)

[e . (Ado) +E , (AMP)I-e .̂
h' = ---------- !-------- ^ 100
* [e , (AdO)+Ej(AMP)]
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3® ̂ e„(A+pA)-E
h" = — -------- - 100 I 22 I

E^(A+pA)

Los valores de hipocromicidad h(%), que figuran en la tabla

3.5., se han calculado segûn el 1—  procedimiento, y corresponden a la 

hipocromicidad de la molécula asociada con respecto a la molécula libre 

con» se estëüsleciô en el desarrollo del método de câlculo (ec. |8|). En 

la mlsma tabla figuran los valores de h (%) del sistema nucleôsido+nucl 

tido, calculados respecto del valor que résulta al sumar los E j de di- 

chas unidades monoméricas.

Los valores de hipocromicidad h'(%) y h" (%) de la tabla

3.6., se han calculado segûn los procedimientos 2° y 3®, respectivamen 

te. Se ha determinado, por tanto, la hipocromicidad correspondiente a 

diverses grados de asociaciôn de los dinucleôsidos-fosfato; a diluciôn 

infinita, en el punto de separaciôn de los efectos hipocrômicos y a con 
centraciôn infinite, tomando como referenda el valor suma de los E , 
del nucleôsido y nucleôtido respectives (£^^^=32580 para ApA y E^^g= 
=25120 para UpU), para obtener los valores de h]̂ . Estos valores dan una 
idea de como progress la asociaciôn al aumentar la concentraciôn del d^ 

nucleôsido-fosfato, en relaciôn al estado de minima agregaclôn poslble, 
que es el que corresponde a las unidades monoméricas no asocladas: nu­
cleôsido y nucleôtido.

Anâlogamente, los valores de h]̂  se han obtenido tomando co­
mo referenda los valores de absortividad molar de la mezcla nucleôsi- 
do+nucîeôtldo, a las mismas concentradones que para hÿ.
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Resultados expérimentales

Los resultados obtenidos se exponen a continuaciôn, de 

acuerdo con el siguiente esguema:

1) Se agrupan los resultados en los siguientes epigrafes:

3.1.1. Autoasociaciôn de ApA.
3.1.2. Autoasociaciôn de UpU.

2) Dentro de cada epigrafe, se resumen en una tabla los va­

lores de la absortividad molar en el mSximo, en funciôn de la concentra 

ciôn molar de soluto, asi como los valores de los parâmetros mâs 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 grâfica la curva de hipocromicidad experimental del 

dinucleôsido-fosfato y la curva calculada a partir de los ajustes obte­

nidos en el cap. 1 para los nucleôsidos y nucleôtidos correspondientes
(fig. 3.1. y 3.2.).

4) A continuaciôn, se expone la variaciôn de la absortivi­

dad molar en el mâximo con la temperatura, para cada compuesto (tablas 

3.2. y 3.4.).

5) Por ûltimo, se dan las tablas conjuntas de los parâmetros 

de autoasociaciôn correspondientes a los diferentes sistemas estudiados 
(ApA, A+pA, UpU, U+pU), as£ como la hipocromicidad de diferentes esta­

do s de asociaciôn (tablas 3.5. y 3.6.).



3.1.1. Autoasociaciôn de ApA
TABLA 3.1.

ApA en tampôn fosfato (%max=258 nm).
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1—  efecto
c(mol/l) E.10-!

(1/mol.cm)

2° efecto
c (mol/1) E . I O " ’

(1/mol.cm)

4,60.10"' 25,8 3, 50.10"’ 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"’ 21,1
4,50.10"' 24,0 7, 80.10"’ 20,8
4,80.10"' 24,2 9, 70.10"’ 20,7
9,00.10"' 23,8 1, 00.10"’ 20,7
9,60.10"' 23,7 1, 50.10"’ 19,4
1,80.10"' 23,3 2, 00.10"’ 19,9
4,50.10"' 23,1 3, 00.10"’ 18,7
4,80.10"' 23,1
5,00.10"' 22,9
9,00.10"' 22,7
9,60.10"' 22,6
1,00.10” ' 22,7
2,00.10"' 22,7
2,50.10"’ 22,4
2,90.10"’ 22,3

Resumen de los valores obtenidos con
el programs de câlculo "HIPOCROM".

1—  efecto 2® efecto

El 266 30 26630
G. 22180+60 16400+500
P 0,269+0,009 5,2±0,6
r 0,992 0,947
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A + pA

ApA

C ( M )

Fig. 3.1.- Absortividad molar de Adenilil-(3'-5')-Adenosina 
a 25 8 nm. ApA; experimental; A+pA: calculada a 
partir de las unidades monoméricas.
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TABLA 3.2.

Variaciôn con la temperatura de la hipocromicidad de ApA
(c=l,08.10"‘‘M)

t r c ) E.10-> h (%)

5 23,88 10,3
15 24,18 9,2
25 25,00 6,1
30 25,44 4,5

35 , 25,60 3,9
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



3.1.2. Autoasociaciôn de UpU
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TABLA 3.3 •
üpU en tampôn fosfato (lm.x"2G2 nm) .

1—  efecto 2° efecto .
c(mol/l) e.lO”’

(1/mol.cm)
c(mol/1) e.l0“ ®

(1/mol.cm)

4,30.10"® 18,7 1,00.10"® 16,8
8,60.10"® 18,5 1,40.10"® 16,7
9,60.10"® 18,4 2, 10.10"® 16,6
1,90.10"® 18,3 2,60.10"® 16,4
4,80.10"® 17,9 4, 70.10"® 16,4
8,60.10"® 17,6 5, 10.10"® 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"® 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 câlculo "HIPOCROM

"•

1—  efecto 2® efecto

G, 19110 19110
16940+60 16040±50

P 0,18±0 ,01 0,48±0, 05
r 0,982 0,956
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21

U + pU

19

CD17 UpU

15

5 10 2C (M )

Fig. 3.2.- Absortividad molar de Uridilil-(3'-5')-Uridina 
a 262 nm. UpUf experimental; U+pU; calculada a 
partir de las unidades monoméricas.
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TABLA 3.4.
Variaciôn con la temperatura de la hipocromicidad de UpU

(c= 8,6.10"'M)

t("C) c.10-3 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.
Parâmetros de autoasociaciôn de dinucleôsidos-fosfato

Sistema
efecto 2' efecto

%: h(%) Kp 4p 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 dinucleôsidos-fosfato, respecto del valor de 
calculado para las unidades monoméricas correspondientes.

Sistema Concentraciôn e ^ref h' (%) Cref h" (%)

ApA c=0 26630 32580 18,3 32580 18,3
0=3.10"’M 22180 " 31,9 27710 20,0

c= =* 16400 " 49,7 22350 26,6

UpU c=0 19110 25120 23,9 25120 23,9

c=6,4.iO"“M 16940 " 32,6 19800 14,4
c=® 16040 36,1 17070 6,0
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Interpretaciôn de resultados

1) ApA

Curva de hipocromicidad

La curva de hipocromicidad experimental del ApA es de hSbi- 

to muy parecido al de la curva que se obtiene sumando las respectivas 

curvas de hipocromicidad de Adenosina y de AMP (A+pA), si bien se en- 

cuentra desplazada hacia valores mâs bajos de la absortividad molar, y 

por tanto présenta un efecto hipocrômico adicional (fig. 3.1.).

El hecho mâs destacable de la curva de hipocromicidad del 

ApA es que, anâlogamênte a las unidades monoméricas, este dinucleôsido- 

fosf ato présenta un doble.efecto hipocrômico. Para hacer compatible la 

existencia de este doble efecto con nuestra hipôtesis inicial de que el 

1—  efecto puede ser atribuido a la formaciôn de dimeros, bastaria admi 
tir, como hipÔtesis plausible, que en las disoluciones diluidas de los 

dinucleôsidos-fosfato hay un primer paso de agregaciôn a estructuras d^ 
méricas, siendo cada una de las unidades de este dlmero un dinucleôsido 
fosfato; es decir, cada molécula de este compuesto, aunque estructura^ 
mente es dimérica, se comporta como especie qufmica de manera an&loga a 

las que hemos designado como "unidades monoméricas". Si ello es asI, po 

drfan admitirse las dos alternatives de mecanismos de asociaciôn senala 
das para el 1—  efecto en dichas unidades monoméricas, y que son la for 
maciôn de enlaces de hidrôgeno intermoleculares o la formaciôn de dime­

ros por apilamiento de 2 moléculas de dinucleôsido-fosfato.

Conviens destacar que la concentraciôn a que tiene lugar la 

separaciôn de los 2 efectos hipocrômicos es aproximadamente la misma en
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el ApA y en el sistema A+pA.

Parâmetros de asociaciôn e hipocromicidad

Los valores de los parâmetros de asociaciôn para una y otra 
curva concuerdan, dentro de los limites del error experimental (tabla 
3.5.). Esta concordancia de resultados podria interpretarse en el sen- 
tido de que la autoasociaciôn del ApA puede predecirse a partir de los 

dates obtenidos previamente para las unidades monoméricas correspondien 

tes, a excepciôn del efecto hipocrômico adicional citado anteriormente. 
Hay que subrayar, no obstante, que esta conclusiôn represaita una prime 

ra aproximaciôn a la interpretaciôn de los complejos mecanismos implica 
dos en el fenômeno conjunto de la asociaciôn, ya que tal concordancia 
de los valores de los parâmetros de asociaciôn puede ser la résultante 

de los valores correspondientes, no sôlo a la asociaciôn de los dinu­

cleôsidos-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 dinucleôsidos-fosfato que en las unidades monoraé 
ricas, como exponemos mâs adelante.

El câlculo de la hipocromicidad h'(%) del ApA a diferentes 
concentraciones (tabla 3.6.) révéla que, a diluciôn infinita del dinu- 
cleôsido-fosfato, la hipocromicidad respecto de las unidades monoméricas 
no asociadas es del 18,3%; por consiguiente, la presencia de la cadena 
ribosa-fosfato induce por sî sola una ordenaciôn de las bases. El valor 
de h ' aumenta graduaImente hasta un valor mâximo del 49,7%, a concentra 
ciôn 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 diluciôn infinita es, naturalmente, el 

mismo obtenido para h' de 18,3%. A la concentraciôn correspondiente a 

la separaciôn entre el 1° y el 2“ efecto hipocrômico, es del 20,0%; por 
tanto, en el 1—  efecto se mantiene prScticamente constante la hipocro­

micidad del dinucleôsido-fosfato respecto de la mezcla de nucleôsido y 
nucleôtido. Sin embargo, en el 2“ efecto, la hipocromicidad asi calcula 

da aumenta hasta un 26,6%, lo cual indicarla que el enlace fosfodiéster 

3 ’-5' represents una contribuciôn especialmente significativa en el mé­

canisme de apilamiento; de acuerdo con ello, este tipo de enlace séria, 
estructuralmente, el factor condicionante fundamental para la formaciôn 

de "cadenas" (polinucleôtidos y âcidos nucleicos). Esta conclusiôn apo- 

ya la idea general, expuesta por algunos autores (11), de que el apila­

miento de las bases es una consecuencia de la conformaciôn relativamen- 

te rigida del esqueleto de las cadenas polinucleôtidas.

En resumen, la diferencia fundamental de comportamiento en­

tre las unidades monoméricas y los dinucleôsidos-fosfato estarla en la 
mayor ordenaciôn de la forma polimérica (2® efecto hipocrômico), de 
acuerdo con los comentarios expuestos sobre la variaciôn de la hipocro­
micidad con la concentraciôn.

Influencia de la temperatura

No es posible llevar a cadjo una interpretaciôn adecuada de 

los resultados obtenidos acerca de la influencia de la temperatura sobre 
las propiedades de los dinucleôsidos-fosfato en disoluciôn, sin tener 
présente la idea fundamental de que dicha influencia puede afectar si- 

multâneamente, .como minimo, a dos procesos fisicoqulmicos diferentes:
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1”) A los equilibrios de asociaciôn intermolecular entre 

las diversas moléculas de dinucleôsido-fosfato présentes en la disolu­
ciôn.

2“) A los equilibrios entre los diverses estados conforma- 
cionales posibles de dichas moléculas. Dentro de éstos, afectarfa funda 

mentalmente a los equilibrios entre las conformaciones apiladas y no- 

apiladas de las bases de una misma molécula de dinucleôsido-fosfato 

(que se designan como equilibrios de apilamiento intramolecular, para 

distinguirlos de los procesos de apilamiento intermolecular que tienen 

lugar en el fenômeno de asociaciôn), y en menor grado, en todo caso, a 

los equilibrios de las conformaciones "sin" y "anti" de los nucleôsidos 

y a los de las conformaciones "endo" y "exo" de los anillos de ribosa.

Hay que tener présente que los equilibrios conformacionales 

citados no son independientes entre si. los estudios realizados por RMN 

permiten concluir que la interacciôn intramolecular dé apilamiento de 
bases condiciona, preferentemente, las conformaciones "anti" y "3'-endo" 
(6).

De acuerdo con estas ideas, la mayor dificultad que presen- 
tan los estudios de los dinucleôsidos-fosfato en disoluciôn, es, preci- 
samente, la separaciôn cuantitativa de los equilibrios de asociaciôn y 
de los equilibrios conformacionales.

El modo mSs directo de investigar los equilibrios conforma­

cionales y, en consecuencia, la interacciôn intramolecular, es estudiar 
la influencia de la temperatura sobre alguna propiedad molecular sensi­

ble a la conformaciôn. En este sentido, se han realizado numerosos estu 
dios por RMN de los desplazamientos quîmicos de los protones de las ba-
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ses y de la ribosa, asf como de las constantes de acoplamiento, a dive£ 
sas temperatures (4,6,7,12-14). Teniendo en cuenta la complejidad del 

problema que se plantea al intenter separar los efectos debidos a la in 
teracciôn intra- e intermolecular, se ha adoptado, como soluciôn mâs 

razonable, la de trabajar con una concentraciôn de dinucleôsido-fosfato 

tan baja como sea posible, con el fin de minimizar los efectos debidos 

a la interacciôn intermolecular, que son tanto mâs notables cuanto ma­

yor es la concentraciôn del compuesto. En efecto, puesto que el proceso 
de asociaciôn intermolecular depende también de la temperatura, éste 
podrfa llegar a enmascarar completamente la interacciôn intramolecular 

si la concentraciôn del compuesto fuera apreciadile. Ahora bien, debido 
a la limitada sensibilidad de la espectroscopia de RMN en el estudio de 

disoluciones muy diluidas, las concentraciones mâs pequenas con las que 
se suele trabajar son del orden de 5.10”’-10~’m , pero a estas concentra 

clones ya existe un grado apreciable de asociaciôn, como revelan nues- 
tros datos de UV (fig. 3.1. y 3.2.), por lo que los efectos debidos a 
la asociaciôn pueden predominar sobre los que se deben a la interacciôn 
intramolecular.

Se comprends, por tanto, lo dificil que résulta estudiar 
independientemente, por métodos expérimentales directes, los diferentes 
equilibrios mencionados. Por ello, los ûltimos trabajos realizados en 
este campo estân orientados a determiner los parâmetros termodinâmicos 
de interacciôn intra- e intermolecular, mediante câlculos numéricos ite 
rativos, basados en la hipôtesis de que determinadas senales de los pro 
tones pueden asignarse especificamente a los procesos de asociaciôn in­

termolecular, o bien a los de apilamiento intramolecular (15).



228

No entra dentro de los propôsltos del présente trabajo efec 

tuar un estudio de los equilibrios conformacionales de los dinucleôsi­
dos-fosfato, que constituirfa por si mismo otro ârea de investigaciôn, 

pero queremos destacar la oportunidad que ofrece la espectroscopla UV 

de estudiar disoluciones mucho mâs diluidas de las que permite investi­
gar la espectroscopla de RMN, en las cuales se minimiza muy notablemen­

te el grado de asociaciôn. Por consiguiente, hemos estudiado la dependen 

cia con la temperatura de la absortividad molar de diversas disoluciones 

muy diluidas de ApA.

El estudio de la absorciôn UV de las disoluciones de ApA en 

funciôn de la temperatura, permitirla evaluar, en principio, las magni­

tudes termodinâmicas de la asociaciôn intermolecular y de la interac­

ciôn intramolecular. Para obtener las primeras, séria necesario calcu­

ler a diversas temperatures las constantes de asociaciôn, determinadas 

a partir de las curvas de hipocromicidad en todo el intervalo de concen 

traciones accesible, y aplicar la ecuaciôn de van't Hoff (ec. |16|), 

como se ha realizado en el estudio de adenina, adenosina y 5 '-AMP, cu- 
yos resultados se exponen en el cap. 2.5.. Sin embargo, este procedi­
miento no ha podido llevarse a cabo por requérir una cantidad de produc 
to de la que no hemos dispuesto en el momento de la realizaciôn de este 
trabajo, y dado su interës, serâ 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 fusiôn" (absortividad molar frente a 

temperatura) de las mencionadas disoluciones diluidas de ApA, puede ha- 

cerse una estimaciôn de la influencia de la temperatura sobre el grado 
de asociaciôn. Segûn se deduce de la curva de fusiÔn de una disoluciôn
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de ApA (tabla 3.2.), la hipocromicidad calculada respecto del 
valor de e, (a diluciôn infinita y que corresponde, por tanto, al dinu 

cleôsido-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 

grade de asociaciôn, la elevaciôn de temperatura producirfa un efecto 

desorganizador sobre la estructura del ApA, alcanzândose a 75“C un es­

tado équivalente al del dinucleôsido-fosfato libre.

A partir de la citada curva de fusiôn pueden estimarse tam- 

bién unas constantes aparentes de apilamiento intramolecular, segûn un 
método que se basa en el llamado "modelo de 2 estados” (9,16,17), y es 

anâlogo al utilizado por otros autores en el estudio de los equilibrios 

conformacionales de los dinucleôsidos-fosfato (3-5, 18r22).

El modelo de 2 estados es el mSs simple que se ha utilizadc 

para explicar el equilibrio conformacional de apilamiento intramolecular 
de los dinucleôsidos-fosfato. Este modelo supone que las moléculas de 
dinucleôsido-fosfato pueden tener solamente una de dos conformaciones 

posibles, bien la conformaciôn "apilada”, en la cual las dos bases se 
disponen paralelamente entre si, solapândose sus anillos correspondien­
tes, 6 bien la conformaciôn "no apilada". La variaciôn de la absorciôn 
UV con la temperatura representarîa una medida de la fracciôn de molé­
culas "apiladas"; en este sentido, el modelo de 2 estados se ha emplea- 
do para el câlculo, a partir de espectros UV, de las magnitudes termodi 
nâmicas de apilamiento intramolecular de dinucleôsidos-fosfato, oligo- 

y polinucleôtidos (4,19,20,22). Las constantes aparentes de apilamiento 
intramolecular, segûn este modelo, se definen por la expresiôn;

K(T) = |23|
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siendo £(T) la fracciôn de moléculas no apiladas a cada temperatura, 

que se calcula a partir de los espectros UV mediante la fôrmula:

f(T) = |24|
max min

siendo e (T) la absortividad molar aparente a céda temperatura T, y 

y las absortividades iholares correspondientes a las moléculas de

conformaciôn "apilada" y "no apilada", respectivamente.

La dificultad experimental mâs importante que présenta este 

método, es la determinaciôn de los valores de y que, en ge­
neral, no son accesibles a una roediciôn directs. En consecuencia, se 

suele recurrir a la extrapolaciôn de estos valores en las "curvas de

fusiôn"; es decir, se toma como e . el valor de e correspondiente almin
limite inferior del intervalo de temperatura, y como E^^^, el valor co­

rrespondiente al limite 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 disoluciôn de ApA tiende a coincidir en el limite supe­

rior experimental de temperatura con el valor de E ̂ de este compuesto 
(tabla 3.1.). Por el contrario, en el limite inferior de temperatura, la 
variaciôn de la absortividad es aûn relativamente grande, y en conse­

cuencia, no puede determinarse él valor a que tiende (fig. 3.3.); una 
aproximaciôn razonable consistiria en tomar el valor de del efecto 
hipocrômico que aparece en el intervalo de concentraciones al que perte 

nece la disoluciôn estudiada, es decir:

W  - c, = 26630
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"min = (".'d = 22180

Esta aproximaciôn de ambos valores limites de absortividad 
no presupone la identificaciôh de los procesos que subyacen a la curva 

de fusiôn (apilamiento intramolecular) y a la curva de hipocromicidad 

(asociaciôn intermolecular).

Se ha calculado, segûn este procedimiento, la constante apa 

rente de apilamiento intramolecular a cada temperatura, utilizando la 
ecuaciôn

I25|

En la fig. 3.4. se representan los valores de logK asi ca^ 
culados frente a los de 1/T, a los que puede ajustarse una ecuaciôn li­

neal, lo cual supone una confirmaciôn de la validez del modelo empleado 

(20). A partir de la recta ajustada, se han estimado las magnitudes AH” 

y AS” de la interacciôn intramolecular de apilamiento, mediante la ecua 
ciôn I16I dada en el cap. 2.5., resultando:

AH” = -9,4 kcal/mol

AS” = - 33 cal/mol K

Este valor de AH” concuerda con los obtenidos por otros au­

tores a partir de valores de hipocromisrao de espectros UV (4,19,23).

A la vista de estos resultados, es obvio el interës que pre 

senta el tratar de comparer el comportamiento de los dinucleôsidos-fos­
fato con los de las unidades monoméricas, en relaciôn con la temperatu­

ra. Con este objeto, se han obtenido las "curvas de fusiôn" de disolucio
nés de adenina, adenosina y 5 '-AMP a una concentraciôn équivalente 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, leidos sobre dichas curvas, 

se han calculado los valores de y AS” aplicando el mismo método que
acabamos de citar para el ApA, basado en el modelo de 2 estados. En la 

fig. 3.4. se da la representaciôn de van't Hoff correspondiente a la 

"curva de fusiôn" del AMP, como ejemplo representativo. Los valores de 
AH” y AS” calculados para estas unidades monoméricas son:

Adenina AH” = +4,8 kcal/mol AS” = +16 cal/molK
Adenosina AH” = +2,5 " AS” = +10

AMP AH” = +2,0 " AS® = +10

Comparando estos valores con los de los parâmetros termodi­

nâmicos de autoasociaciôn de adenina, adenosina y AMP, dados en la tabla 

2.27., se observa que el signo de estas magnitudes termodinâmicas es po 
sitivo, tanto si se calculan a partir de las curvas de hipocromicidad, 
como de las curvas de fusiôn.

Teniendo en cuenta que, en el caso de la adenina, no hay lu 

gar a considérât los equilibrios conformacionales sin-anti y endo-exo, 
ûnicamente se podrian tomar en consideraciôn los equilibrios de forma­
ciôn de dimeros, bien por formaciôn de enlace de hidrôgeno o por apila­
miento de bases, que, en todo caso, corresponderlan a asociaciones inter 

moleculares.

Un razonamiento anâlogo para adenosina y 5'-AMP, sugiere 

que estas magnitudes termodinâmicas no pueden asignarse aquî al tipo de 
equilibrios conformacionales citados para los dinucleôsidos-fosfato, y 
por tanto, esta concordancia de signo podria indicar que los procesos 

fisicoqulmicos estudiados en las unidades monoméricas mediante las cur-
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vas de hipocromicidad y las curvas de fusiôn, son fundamentalmente, de 

la misma naturaleza; es decir, de autoasociaciôn intermolecular y no de 
transiciones conformacionales.

Esta deducciôn revalorisa la interpretaciôn de los signes 

de las magnitudes termodinâmicas en funciôn de la importancia de las 
interacciones hidrofôbicas en el proceso de la autoasociaciôn, expuesta 

en el cap. 2.5.; es decir, el signo de AH” y AS” se hace positive cuan- 

do el proceso fisicoquîmico que describes estâ condicionado, fundamen­

talmente, por las interacciones hidrofôbicas, de acuerdo con la aparen 

te paradoja termodinâmica discutida en los procesos de desnaturaliza- 

ciôn de proteinas y âcidos nucleicos.

2) UpU

Curva de hipocromicidad

La curva de hipocromicidad experimental del UpU es de hâbi- 

to anâlogo 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 
mâs bajos de la absortividad molar, y por consiguiente, présenta un efec 
to hipocrômico adicional, anâlogo al observado en el ApA (fig. 3.1.).

2.- En la curva de U+pU existen dos inflexiones. Esta apa­

rente anomalie respecto a todas las curvas de hipocromicidad obtenidas 

experimentalroente, no refleja un nuevo fenômeno de interacciôn, sino que 
es, simplemente, el resultado "grâfico" 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 transiciôn del doble efecto hi­
pocrômico (v. tablas 1.2. y 1.3.).

3.- En la curva de UpU existen dos efectos hipocrômicos, co 

mo en el caso del ApA. Ahora bien, la concentraciôn de UpU a la que tie 

ne lugar la transiciôn entre estos 2 efectos, es notablemente inferior 
a la de sus componentes, y es, por otra parte, el valor mâs bajo obser­

vado en todos los sistemas estudiados por nosotros. Ello podria indicar 

que la asociaciôn del UpU tiene, en conjunto, una naturaleza diferente 
a la de los otros compuestos.

Parâmetros de asociaciôn e hipocromicidad

El valor de la constante Kj es muy diferente en los dos sis 
temas que estâmes comparando, siendo 33.10* para el UpU y 740.10* para 

U+pU. El valor de Kj de U+pU es muy alto, como corresponde a la "aditi- 

vidad" de los valores de Kj excepcionalmente elevados de uridina (420. 
.10*) y 5 '-UMP (2000.10*), que fueron comentados expllcitamente en el 

cap. 1. Sin embargo, el valor de Kj del dinucleôsido-fosfato UpU es del 
mismo orden que el obtenido para el ApA.

Por el contrario, los valores de Kp concuerdan prâcticamen 
te en los dos sistemas.

El câlculo de la hipocromicidad h'(%) del UpU (tabla 3.6.) 
révéla que, a diluciôn infinita de este compuesto, la hipocromicidad reŝ  
pecto a sus unidades monoméricas, no asociadas, es del 23,9%, y confir­
ma la conclusiôn obtenida para el ApA de que la cadena ribosa-fosfato 
induce ya una ordenaciôn intramolecular, que es la responsable de esta 

hipocromicidad adicional. La magnitud de h ' aumenta gradualmente hasta
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un valor mâximo de 36,1%, a concentracidn infinite, que es comparable 

al de uridina (36,1%) y de UMP (27,7%), considerados alsladamente.

El valor de h”(%), disminuye desde 23,9 a diluciôn infinlta 

hasta 14,4 a la concentraciôn correspondiente a la transicidn entre los 
2 efectos hipocrômicos. En el 2® efecto, h" sigue disminuyendo hasta un 

valor de 6,0%, notablemente inferior al valor inicial. Este comporta- 

miento es inverso al que présenta el ApA. Como se ha indicado en la in- 

troducciôn de este capftulo, el apilamiento intramolecular es poco im­

portante en los dinucleôsidos-fosfato que contienen uracilo (2), y ello 
podria condicionar que la ordenacidn del üpU en el estado correspondien 

te al 2® efecto hipocrômico, sea notablemente inferior a la de sus com- 
ponentes, uridina y UMP. Esta situaciôn podria estar relacionada con la 

conformaciôn singular de los oligo-Us y poli U, que segûn todos los es- 
tudios realizados sobre ellos, es muy diferente a la de la serle del 
Scido adenilico, y ha exigido el establecimiento de la hipôtesis de una 
conformacidn especial de lazos en forma de horquilla (24).

Influencia de la temperatura

Segûn se deduce de la "curva de fusidn" de una disoluciôn 
'v̂ 9.10~®M de ÜpU, la hlpocromicidad calculada respecte del valor de e, 

correspondiente al dinucleôsido-fosfato libre, es del 8,5% a 5 ®C y dis­
minuye hasta un 3,5% a 90®C (tabla 3.4.). Ello puede indicar que la tera 
peratura ejerce una influencia desorganizadora sobre la estructura del 

UpU, si bien en el limite superior de temperatura no llega a alcanzarse 
un estado comparaüsle al de minima asociaciôn, como en el caso del ApA 

(fig. 3.5.).
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A partir de la citada "curva de fusiôn" se han estimado, 

basândose en el modèle de 2 estados, unas constantes aparentes de api­

lamiento intramolecular, a partir de la ecuaciôn:

19110-e(T) |26|K(T) = e(T)-16940

en donde 19110 y 16940 son, respectivamente, los valores de e, y de 

(E^>d» obtenidos en el ajuste de la absortividad molar del UpU en fun- 
ciôn de la concentraciôn.

En la fig. 3.6. se representan los valores de log K asf cal̂  

culados frente a los de 1/T. A partir de la recta ajustada, se han esti^ 

mado las magnitudes AH ° y AS® de la interacciôn intramolecular de apila 

miento, obteniéndose:

AH® = -4,6 kcal/rool

AS® =, -14 cal/mol K

Estos parâmetros termodinSmicos son del mismo signo que los 

obtenidos para el ApA, pero de valor inferior. Este resultado permite 

concluir, dentro de las limitaciones irapuestas por el modelo utilizado, 
que en el UpU la interaccifin intramolecular es menos intensa que en el 
ApA, de acuerdo con las observaciones coroentadas en la introducciôn de 

este capltulo (2).

En un reciente trabajo sobre la separaciôn cuantitativa de 

los procesos de apileuniento y autoasociaciôn del dinucleôsido-fosfato 
ApU por RMN (15), se calculan las magnitudes termodinâmicas de ambos 

procesos, obteniéndose los valores:

AH® = -8,6 )ccal/mol
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AS® = -24,8 cal/mol K

para la autoasociaciôn, y:

AH® = - 6,4 kcal/mol 

AS® = -20,7 cal/mol K

para el apilamiento intramolecular. Estos ûltimos 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. HETEROASOCIACION

En la asociaciôn de los componentes de los Scidos nucieicos 

pueden distinguirse dos fenômenos distintos; autoasociaciôn y hetero- 
asociaclôn.

En los capftulos anteriores y en la 1- parte de este capitu 

lo, se ha tratado solamente de la autoasociaciôn, proceso segûn el cual 
los componentes de los Scidos nucieicos interaccionan entre sf, dando 

lugar a la formaciôn de dïmeros o polfmeros de moléculas idënticas. Los 

resultados obtenidos en este estudio respecto al proceso de apilamiento 
de bases constituyen una aportaciôn experimental importante para el co- 

nocimiento fisicoqulmico de los Scidos nucieicos, ya que, como se reco- 
noce unSnimemente en la actualidad, los fenômenos de apilamiento supo- 

nen una contribuciôn fundamental a su estructura y estabilidad.

Sin embargo, el factor déterminante de la estructura de los 
Scidos nucieicos, es la especiflcidad de las interacciones entre bases 
complementarias por formaciôn de enlace de hldrôgeno, designada genSri- 
Ccimente con el nombre de "heteroasociaciôn". Como es sabido, la hetero- 
asociaciôn entre bases complementarias ha sido demostrada en disolventes 

no polares, haciéndose mSs dSbil esta asociaciôn a medida que aunenta 
la polaridad del disolvente. Su estudio résulta especialmente diîlcil 
en disoluciones acuosas. Existe, sin embargo, evidencia experimental, 
lograda por aplicaciôn de la técnica de RMN, de la asociaciôn por apa- 
reamiento de bases complementarias, en disoluciôn acuosa, de 5'-ribonu- 
cleôtidos (AMP.CMP, UMP.CMP, UMP.GMP, GMP.CMP y AMP.UMP) (25) y de dinu 

cleôsidos-fosfato (CpG.GpC y Gpü.ApC) (8). No obstante, puede aftrmarse 
que, en general, la heteroasociaciôn en disoluciôn acuosa ha sido estu-
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diada inucho mènes intensaunente que la autoasociaciôn, debido a las dif^ 
cultades expérimentales y de interpretaciôn teôrica que implica su in- 

vestigaciôn. Concretamente, por espectroscopla uv se han estudiado so- 
launente la interacciôn entre polinucleôtidos complementarios y la inte 

racciôn monômero-pollmero.

Considérâmes, por tanto, que puede ser de gran interës efec 

tuar algunas experiencias, de carScter exploratorio, encaminadas a po- 
ner de manifiesto, por espectroscopla UV, la interacciôn entre bases 

complementarias en disoluciones acuosas de compuestos mSs sencillos 
que los polinucleôtidos,

Como hemos indicado anteriormente, dada la conformaciôn de 

las molëculas de los dinucleôsidos-monofosfato (9), estos compuestos 

constituyen, por si mismos, la unidad estructural primaria de una cade- 
na hélicoïdal. Teniendo en cuenta que la uniôn de dos cadenas complemen 
tarias por formaciôn de enlaces de hidrôgeno supone una interacciôn de 
carâcter coopérative (8), en la cual desempena un papel importante la 

existencia de enlaces fosfodiéster 3'-5', la interacciôn entre dinucle^ 
sidos-fosfato de bases complementarias représenta un sistema modelo ade 
cuado para el estudio de los mécanismes que determinan la formaciôn de 

dos cadenas complementarias.

De acuerdo con estas ideas, hemos realizado un estudio de 
la heteroasociaciôn de ApA y UpU, entre si y de cada une de ellos cor. 
su nucleôsido complementarie (uridina y adenosina, respectivamente) . Los 
dates obtenidos se exponen e interpretan a continuaciôn.
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3.2.1. Metodologla experimental

Para poner de manifiesto la asociaciôn entre dos compuestos 

di'ferentSS'T el método que hemos considerado mSs sensible consiste en 

comparer la absorbancia UV en el mâximo, correspondiente a la mezcla 
de ambos compuestos en tampôn fosfato, con la suma de las absorbancias, 

a dicha longitud de onda, de los componentes libres, a la misma concen- 

traciôn a que se encuentran en la mezcla. La aplicaciôn de este rétodo 

queda limitada a aquellos casos en los que las longitudes de onda del 
mâximo de la banda de los componentes y del complejo résultante de su . 

interacciôn sean, aproximadamente, coïncidentes. Tal es el caso de los 

très sistemas que se estudian a continuaciôn.

La hipôtesis bâsica de este método es que la existencia de 

un efecto hipocrômico en el espectro de la mezcla con respecto a los 
componentes, se considéra como una medida de la interacciôn entre ambos 
compuestos, para dar lugar a una estructura ordenada. Definimos la hipo 
cromicidad como:

h(%) = - 2 5 ^ — —  100 |27|
*calc

siendo la absorbancia de la mezcla y la suma de las absorban
cias de los componentes.

Para el estudio de la interacciôn de heteroasociaciôn monô­
mero-pollmero , se ha utilizado el método de medir una propiedad sensible 

a dicha interacciôn, variando la relaciôn molar de ambos compuestos y 
manteniendo constante la concentraciôn de uno de ellos (26). De acuerdo 
con este método, hemos seguido el proceso de heteroasociaciôn midiendo 
la hlpocromicidad de una serie de disoluciones, en las cuales se mantie



243

ne constante la concentraciôn de uno de los componentes y se varia la 
del otro.

Para estudiar la influencia de la temperatura sobre la hete 

roasociaciôn, se han obtenido los espectros UV a diferentes températu­
res, tal como se describe en el apartado 3.1. de esta Memoria. La medi­

da de absorbancias debe efectuarse con la mSxima precisiôn posible, de­

bido a que el efecto hipocrômico observado es de pequena magnitud.

De acuerdo con esta metodologla, se ha realizado el estudio 
de los 3 sistemas siguientes: UpU.Adenosina, ApA. Uridina y ApA.UpU. A 

continuaciôn, se exponen los resultados expérimentales obtenidos, de 

acuerdo con el siguiente esquema;

1) En cada apartado se da una tabla en la que se resenan 

las concentraciones de los compuestos utilizados, las relaciones molares 
de los 2 componentes présentes en las diferentes disoluciones, la longi 

tud de onda del mâximo de absorciôn de cada disoluciôn, y la hipocromi- 

cidad calculada, a dicha longitud de onda, a diferentes temperaturas 

(tablas 3.7.-3.10.).

2) A continuaciôn, se dan las representaciones grâficas de 

los datos resenados en las tablas anteriores, de la hlpocromicidad de 
cada sistema, en funciôn de la relaciôn molar de los componentes, a ca­
da una de las tempe raturas estudiadas (fig. 3.7.-3.9.). La variaciôn de 
la hlpocromicidad en funciôn de la relaciôn molar, es diferente en los 
distintos sistemas, y se discute con detalle en cada uno de ellos.
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3.2.2. Interacciôn UpU.Adenosina

TABLA 3.7.
Hipocromicidad de mezclas UpU.Adenosina, con respecto a los 
componentes libres (conc. de UpU=2,57.1Ô~®M; [ü]=5,13.10"*M)

[Ado]
(mol/1)

[Ado]/[u] ^max(nm)
h(%)

t=25°C t=15®C t=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

2,5.10": 0,49 260 2,67 2,67 3,56 4,44
5.10": 0 ,97 260 3,97 4,28 4,89 5,50

10": 1,95 260 4,26 5,04 6,20 7,17

2,10": 3,90 260 4,00 5,48 6,28. 6,85

Interpretaciôn de resultados

Los resultados expérimentales obtenidos manteniendo oonstan 
te la concentraciôn de UpU=2,57.10“ ’M, revelan que, cuando la concentra 
ciôn de adenosina es superior a 5.10~‘*M, las mezclas son hipocrômicas 
con respecto a los componentes puros, y por tanto, existe interacciôn 
entre ambos compuestos.

La hipocromicidad aumenta con la concentraciôn de monômero, 

tendiendo a alcanzarse, a cada temperatura, un valor constante (fig. 
3.7.), lo cual puede interpretarse en el sentido de que, en el intervalo 

de relaciones molares estudiado, se alcanza la saturaciôn en la forma­
ciôn del posible conplejo. La hipocromicidad también aumenta al dismi-
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Fig. 3.7.- Interacciôn U p U .Adenosina.

nuir la temperatura. Este resultado autoriza a afirmar que la formaciôn 

de dieho complejo estS mSs favorecida a temperaturas bajas. La mSxima 
hipocromicidad observada, a 5^C, es del orden del 7%.

Estos resultados pueden interpretarse como reveladores de
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que se produce interacciôn entre ÜpU y adenosina para dar lugar a una 
estructura roâs ordenada que la correspondiente a ambos compuestos li­
bres . Por otra parte, las curyas de la fig. 3.7. se pueden interpretar 

en el sentido de que, en los intervales de 5 a 10°C y de 15 a 25°C, 

estas curvas de hipocromicidad estân poniendo de manifiesto la existen­

cia de dos procesos distintos de asociaciôn, anâlogos a los que tienen 

lugar en la interacciôn poli U.adenosina, en el mismo intervalo de tem­
peratura (26).

3.2.3. Interacciôn ApA.Uridina

TABLA 3.8.
Hipocromicidad de mezclas ApA.Uridina, con respecto a los 
componentes libres (conc. de ApA=2,5.10“ *M; [A]=5,0

[Urd]
(mol/1) [Urd]/[A] ^max(""")

h (%)

t=25”C t=5°C

5.10“' 0,10 258 4,02 2,96
2,5.10“ ’ 0,50 258 3,98 3,17
5.10“’ 1,00 259 4,08 3,14

10“: 2,00 259 6,56 6,20
2.10“: 4,00 260 4,43 5,68
4.10“: 8,00 261 4,36 5,88

Interpretaciôn de resultados

Los resultados obtenidos revelan que, dentro del intervalo 

de concentraciones utilizado, las mezclas son hipocrômicas con relaciôn
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a los componentes puros. Las curvas de hlpocromicidad a 25“C y 5°C mues 
tran un valor mâximo para una relaciôn molar [Urd]/ [a ]=2. Este resulta­

do es comparable al obtenido en una experlencia exploratoria realizada 
por nosotros, sobre la interacciôn poli A.Uridina, si bien en este ûlti 
mo caso la hipocromicidad es menor. El efecto hipocrômico observado es 

del orden del 7%, comparable al detectado en el sistema UpU.Adenosina.

De la fig. 3.8. pueden destacarse dos diferencias fundamen 
taies respecto al sistema UpU.Adenosina:

1) Aun en las disoluciones mâs dilufdas, se observa una hi­

pocromicidad del orden del 3-4%.

2) La curva de hipocromicidad en funciôn de la relaciôn mo­
lar, correspondiente a 5®C, es de hâbito anâlogo a las del sistema 

UpU.Adenosina. La hipocromicidad de las disoluciones aumenta al aumen- 

tar la concentraciôn del nucleôsido, hasta que llega a un valor mâximo 
para la relaciôn molar [Urd]/[A]=2, que se mantiene constante si sigue 

aumentando la concentraciôn de nucleôsido, lo cual puede interpretarse, 
anâlogamente a como se ha expuesto en el caso de UpU.Adenosina, en el 
sentido de que, en el intervalo de relaciones molares estudiado, se al­
canza la saturaciôn en la formaciôn del complejo ApA.Uridina. Por el 
contrario, a 25°C, la curva de hipocromicidad en funciôn de la relaciôn 

molar es de hâbito diferente, pues si bien dicha hipocromicidad aumenta 
también hasta alcanzar un valor mâximo para [Urd]/[A]=2, su valor dism^ 
nuye si se sigue aumentando la concentraciôn de nucleôsido. Esta obser- 

vaciôn indica que la interacciôn a esta temperatura tiene lugar en un 

intervalo critico de concentraciones. Una interpretaciôn en profundidad 
de este hecho requeriria una investigaciôn complementaria para diluci-
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Fig. 3.8.- Interacciôn ApA.Uridina.

dar la naturaleza del complejo formado y la influencia que 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 interacciôn monômero-pollmero se encuentrà 

muy desfavorecida cuando el monômero es pirimidfnico (27).
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3.2.4. Interacciôn ApA.ÜpU

TABLA 3.9.

Hipocromicidad de mezclas ApA.UpU, con respecto a los corn 
ponentés libres (conc. de UpU=l,03.10~*M; [u]=2,07.10"*M)

[A]
(mol/1) [A]/[U]

h(%)

t=25°C t=5°C

’5.10"" 0,24 262 0,0 0,0

10": 0,48 261 0,0 0,0

2,5.10": 1,21 260 0,78 0,79
5.10": 2,41 260 0 ,97 1,00
10": 4,83 259 1,67 1,98

.2.10": 9,66 258 2,00 2,06

TABLA 3.10.

Hipocromicidad de mezclas ApA;UpU, con respecto a los corn 
ponentes libres (conc. de UpU=2,5 3.10”’M; [u]=5,06.10” M̂)

[Aj
(mol/1) [A]/[U]

h (%)
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-: 0,50 260 0,0 0,0

5,1.10": 1,00 260 1,82 1,85

1,0.10": 2,01 259 2,13 1,93

2,0.10": 4,01 258 2,23 2,58
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Interpretaciôn de resultados

Se han efectuado dos experiencias, manteniendo la concen­
traciôn de UpU igual a 10“’ y» 2,5.10“ ’M, respectivamente. Las curvas 
de hipocromicidad (fig. 3.9.) muestran, en ambos casos, una inflexiôn 

correspondiente a la relaciôn molar [A]/[u ]=1, y son del mismo hâbito 

que las curvas de hipocromicidad del sistema UpU.Adenosina (fig. 3.7.), 
La mSxima hipocromicidad observada es sôlo de! orden del 2%, muy infe­

rior a la detectada en las experiencias de interacciôn de UpU.adenosi­

na y ApA.uridina

La curva de hipocromicidad es mSs abrupta cuando es mayor 
la concentraciôn de U, lo que indica que la formaciôn del posible com­
plejo ApA.UpU se favorece aumentando la concentraciôn de UpU. Por otra

h (%)

h(%)

2

0

2

0
10

[A]/[U]
Fig. 3.9,- Interacciôn ApA.UpU. a) [Üb2.10  ̂ M ;

b) [lî=5.10  ̂ M. (o25°C; #5°C)
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parte, la forma sigmoidal de la curva correspondiente a la concentra­

ciôn de U=5.10"’m , podria indicar que este proceso de heteroasociaciôn 

es de naturaleza cooperativa, anâlogamente a lo observado en la interac 
ciôn poli ü.adenosina (26).

A diferencia de lo observado en los sistemas UpU.adenosina 
y ApA.uridina, la hipocromicidad del sistema ApA.UpU no varia signifi- 

cativamente al disrainuir la temperatura.

En resumen, los resultados obtenidos revelan que, aunque 

existe interacciôn entre los dinucleôsidos-fosfato complementarios ApA 
y UpU, dicha interacciôn es mâs débil que la que se produce entre cada 

uno de ellos y el nucleôsido complementario correspondiente. En todo ca 

so, estos resultados pueden apoyar la hipôtesis de que el mécanisme de 
interacciôn entre poli A y poli U (28), se inicia ya a nivel de dîmeros.

Conclusiones générales acerca de la autoasociaciôn y he­

teroasociaciôn de dinucleôsidos-monofosfato en disolu­
ciôn acuosa

1) El estudio de los espectros UV de los dinucleôsidos-mono 
fosfato ApA y UpU, en disoluciôn acuosa, en un amplio in 
tervalo de concentraciones, pone de manifiesto la exis­

tencia de un doble efecto hipocrômico, anâlogo al descr^ 
to para las unidades monoméricas.

2) Los espectros UV de los dinucleôsidos-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 diluciôn infini- 

ta. Por tanto, la presencia de la cadena ribosa-fosfato 

induce por sf sola una ordenacidn de las bases.

3) La concordancia de los parâmetros de autoasociaciôn ob­

tenidos para el ApA y para la mezcla adenosina+5'-AMP, 

puede interpretarse en el sentido de que los mécanismes 

que determinan la autoasociaciôn en el ApA y en sus uni 

dades monoméricas, adenosina y 5 '-AMP, son de la misma 

naturaleza, si bien la forma polimérica del dinucleôsi- 

do-fosfato tiene un mayor grado de ordenaciôn que la de 
dichas unidades monoméricas.

4) La discrepancia de los parâmetros de autoasociaciôn ob­

tenidos para el UpU y para la mezcla uridina+5'-UMP, en 

el 1—  efecto hipocrômico, indica que el proceso de aso 
ciaciôn correspondiente es distinto en ambos sistemas. 
Asf mismo, la variaciôn de la hipocromicidad con la con 

eentraciôn révéla que, en el estado correspondiente al 
2® efecto hipocrômico, la ordenaciôn del UpU es notable 
mente inferior a la que se podrfa predecir a partir de 
sus componentes, uridina y 5 '-UMP. Estos resultados con 
firman que las propiedades fisicoqufmicas singulares ob 

servadas originariamente en los polinucleôtidos de la 

serie del uracilo, se ponen ya de manifiesto en las uni 
dades monoméricas correspondientes (cap. 1 y 2), asf co 

mo en sus dinucleôsidos-monofosfato.
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5) Ya en los dinucleôsidos-fosfato, el enlace fosfodiéster 
3'-5' contribuye especialmente al mécanisme de asocia­

ciôn que da lugar a la formaciôn de cadenas helicoidales.

6) Las magnitudes termodinâmicas de apilamiento intramole­
cular, deducidas de las curvas de fusiôn de ApA y de UpU 

segûn el modelo de dos estados, utilizando los valores 
de Ej y de nuestras curvas de hipocromicidad, con
cuerdan, en magnitud y signo, con los valores dados en 

la bibliograffa, y revelan que la tendencia al apilamien 
to intramolecular es mayor en el ApA que en el UpU.

7) Se ha demostrado experimentalmente, por espectroscopla 
UV, la existencia de procesos de heteroasociaciôn 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 heteroasociaciôn en eŝ  
tos sistemas, que pueden considerarse como modelos ade- 
cuados para el estudio de procesos de heteroasociaciôn 

en moléculas de mayor complejidad estructural.

8) La variaciôn de la hipocromicidad en funciôn de la con­
centraciôn, expresada como relaciôn molar de los dos corn 
ponentes de cada sistema, révéla que el proceso de hete­
roasociaciôn es distinto en los très sistemas estudiados.



4.- OLIGONOCLEOTIDOS Y POLINUCLEOTIDOS



255

En los capitulos 1 y 2 de esta Memoria, se han expuesto los 
resultados de la investigaciôn realizada sobre la autoasociaciôn de 16 

unidades monoméricas de Scidos nucieicos, y en el capftulo 3, los rela 

tivos a la autoasociaciôn y heteroasociaciôn de dos dinucleôsidos-mono 

fosfato, ApA y UpU.

En este capftulo, y siguiendo el orden creciente de comple 

jidad estructural de los compuestos que hemos designado, de una manera 

general, como "componentes de Scidos nucieicos", se ha realizado un e£ 

tudio, de carScter anâlogo, de los primeros términos de dos series de 

oligonucleôtidos: los Scidos oligoriboadenflicos, A (pA)^, A(pA), y 
A(pA)^, y los Scidos oligoribouridflicos, U(pü)j, U(pU), y ü(pU)^.

En esta misma Ifnea de trabajo, y de acuerdo con la idea 
directriz de explorer las posibilidades que ofrece la hipocromicidad de 

las bandas de absorciôn de los espectros ultraviolets para el conoci- 
miento de las interacciones intermoleculares e intraunoleculares, se ha 

extendido este estudio a los polinucleôtidos poli A y poli U. Con ello, 
se lleva a térraino la investigaciôn de las interacciones moleculares de 

componentes de Scidos nucieicos, iniciada en el nivel de minima comple­
jidad, que es el correspondiente a las unidades monoméricas libres, y 
continuada con la secuencia dinucleôsidos-fosfato, oligonucleôtidos y 
polinucleôtidos, en orden creciente de aproximaciôn a la estructura de 

los âcidos nucieicos.
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4.1. OLIGONÜCLEOTIDOS

Como es sabido, se ha propuesto el modelo de estructura hé­

licoïdal de cadena simple para polinucleôtidos taies como poli A y poli 

C, en determinadas condiciones de pH y temperatura. Esta conformaciôn, 

debida al apilamiento de las bases consécutives en la cadena polimérica, 
no es estética, como la estructura en doble hélice del DNA, en la que 

las bases complementarias se encuentran unidas por enlace de hidrôgeno, 
sino que es una estructura dinâmica con secuencias fluctuantes de regio 

nés mâs o menos ordenadas. Como resultado de ésto, la molécula tiene 

poca rigidez hidrodinâmica y se comporta, en algunos aspectos, como una 
cadena estadistica. Es importante determiner a qué nivel de polimeriza- 

ciôn aparecen los diferentes parâmetros fîsicos relacionados con la 
existencia de una estructura ordenada. Diverses estudios han estableci- 
do que las interacciones esenciales surgen ya a nivel de dimero, habien 

do sido especialmente estudiadas en series homôlogas de oligonucleôti­
dos, en funciôn del efecto hipocrômico de los espectros UV (1).

En el ârea de las interacciones de los oligonucleôtidos (1- 
4), son numerosos los trabajos publicados sobre très temas principales :

a) Asociaciôn de homo-oligonucleôtidos en disoluciôn acuo­

sa (5-16) .
b) Autoasociaciôn de oligonucleôtidos que contienen dos ba­

ses complementarias en secuencia alternante (oligôraeros d(T-A)) (17) o 

en secuencias sucesivas (oligômeros A(pA)^_^^(pU)^) (18).

c) Asociaciôn de oligonucleôtidos complementarios en disolu 
ciôn acuosa (15, 19-21).
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4.1.1. Acidos oligoriboadenf11cos

Se ha utilizado la serie de Scidos oligoriboadenflicos ApA, 

A(pA)j, A(pA) 3 y A(pA),, suministrados por "Boehringer" (Mannheim) con 
el nombre de "Combithek". Cada uno de los viales de esta colecciôn con­

tiens de 2 a 3 mg de producto, en forma de sal amônica liofilizada, que 

se utilizaron sin purificaciôn adicional. Se desecaron a vacfo, con gel 

de sflice, hasta peso constante. Las disoluciones de estos compuestos 

se han preparado en tampôn fosfato.

Asociaciôn intermolecular

El trabajo experimental realizado con los oligo-As ha esta­
do condicionado y limitado por la pequena cantidad de producto disponi­

ble. El objetivo de este trabajo era, en principio, determiner los parS 

metros de asociaciôn intermolecular, para lo cual hubiese sido necesa- 
rio obtener las curvas complétas de absortividad molar frente a la con­

centraciôn, en un amplio intervalo de concentraciones, anâlogamente al 

método utilizado en el estudio de las unidades monoméricas y de ApA y 
UpU. Sin embargo, al disponer ûnicamente de cantidades muy limitadas de 

producto, este estudio se ha tenido que reducir a dos disoluciones, de 
concentraciones Cj=5.10“‘M y C j==5.10”’m .

En la tabla 4.1. se dan los valores de absortividad molar 

correspondientes a las concentraciones citadas, para los diverses oligo- 
As. En la 4® columna de la tabla se dan los valores de absortividad mo­

lar, E[A+n(pA)], calculados mediante la suma de las absortividades de 
adenosina (A) y 5'-AMP, (pA), a la misma concentraciôn que cada una de 

las disoluciones de la serie de oligonucleôtidos 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 si£ 
tema A+n(pA), donde n varia desde 1 hasta 4, En la 5- columna se dan 

los valores de hipocromicidad h^(%), obtenidos a partir de los valores 

de E, a cada concentraciôn x, mediante la ecuaciôn:

h- ■ I : , I
* E^ [A+n (pA) ]

La tabla 4.1. permite realizar una interpretaciôn de resul­

tados anâloga a la descrita para el ApA en el capltulo anterior. Se in- 

cluyen en ella los resultados obtenidos para el.ApA, procédante del 

mismo lote de "Combithek", con objeto de comprobar la reproducibilidad 

de las medidas de este compuesto con las obtenidas en el estudio espe- 

clfico del ApA, descrito en el cap. 3.

Por las razones expuestas anteriormente, no ha sido posible 

obtener las curvas de hipocromicidad complétas de los oligo-As, como se 
hizo en el ApA, y por tanto, la interpretaciôn de resultados se limita 
al intervalo de concentraciones estudiado.

La variaciôn de la absortividad molar con la concentraciôn 
de los âcidos oligoadenllicos es anâloga a la que se puede predecir, a 
partir de sus componentes correspondientes adenosina+n AMP, como se po­

ne de manifiesto grâficamente en la fig. 4.1., en la que dicha varia­
ciôn, en este reducido intervalo de concentraciones, se représenta por 
sendas llneas rectas, que resultan ser paralelas. Es razonable pensar 
que las curvas complétas de hipocromicidad de todos los oligo-As estu­
diados serlan del mismo hâbito que la del ApA.
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TABLA 4.1.
Absortividad molar e hipocromicidad de âcidos oligoadenllicos

Compuesto c (mol/1)
e[A(pA)n] .10“’ 

(1/mol cm)
E [A+n(pA)] .10“’ 

(1/mol cm)
h" (%)

ApA 4,6 .10-’ 25,80 31,62 18,4
4>5 .10-: 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)3 4,67.10“’ 43,47 63,51 31,5
4,67.10“’ 39,26 59,40 33,9

A(pA)^ 4,24.10“’ 52,59 79,71 34 ,0
4,24.10“’ 47,60 74,43 36,0

Comparando entre si las rectas expérimentales de los âcidos 
oligoadenllicos (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 nûroero de cromôforos 
que forman la cadena. Sin embargo, estas rectas, para cada oligonucleô- 
tido", se encuentran desplazadas hacia valores mâs bajos de absortividad 
molar en relaciôn a las correspondientes rectas calculadas, lo cual ré­
véla la existencia dé un efecto hipocrômico adicional, anâlogamente a 
lo expuesto para el ApA en el cap. 3.

Es, por tanto, interesante examinar la variaciôn de la hi­

pocromicidad de estos sistemas, para lo cual hemos calculado los valo­
res de h"(%) que figuran en la tabla 4.1.. En la fig. 4.2. se represen-
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Fig. U.I.- Absortividad molar de âcidos oligoadenllicos a 
258 nm, experimental (O) y calculada a partir 
de las unidades monoméricas (#).
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tan las hipocromicidades de los oligo-As en funciôn de la concentraciôn. 

Como puede observarse, las rectas obtenidas son, aproximadamente, para- 

lelas, lo cual indica que la hipocromicidad varia con la concentraciôn 

en la mlsma forma para todos los sistemas. La hipocromicidad, con res- 

pecto a los composantes, aumenta con la longitud de la cadena. Conside 

rando que la hipocromicidad ÜV es una medida de la interacciôn entre 

las bases, y por tanto, de la ordenacidn de la cadena, este resultado 

se puede interpreter en el sentido de que la ordenaciôn de los âcidos 

oligoadenilicos aumenta al aumentar la longitud de la cadena. El resul­

tado mâs significativo es que la diferencia de hipocromicidad al pasar 

de un oligômero A(pA)^ al &(pA)n+l' disminuye a medida que aumenta el 
valor de n, de tal modo que es razonable prever que se llegaria a un 

valor limite de hipocromicidad para una determinada longitud de cadena, 

para la cual se alcanzaria, por tanto, un mâximo de ordenaciôn de sus 

unidades monoméricas constituyentes.

Para una concentraciôn de oligômero de 5.10~^M, las hipocro 

micidades de los âcidos oligoadenilicos respecto a la del poli A, cuyo 

valor es, aproximadamente, del 40%, son:

ApA 49%
A(pA)j 69%
A(pA); 85%
A(pA), 91%

Segûn Eigen y Pôrschke (14), las hipocromicidades correspon 

dientes a los siguientes oligômeros de esta serie, a pH âcido, son:

(pA)g 92%
(pA), 92%
(pA), 97%
(pA), 97,5%
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30
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ApA
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C(M)
Fig. 4,2.- Hipocromicidad de âcidos oligoadenilicos.

Por eonsiguiente, puede estlraarse que para una determinada 
longitud de cadena, del orden de unos 10 nucledtidos, tiende a alcanzar 

se el mismo valor de hipocromicidad que présenta el poli A.

Interaccidn intramolecular

Se ha realizado un estudio acerca de la influencia de la 
temperature sobre las interacciones intramoleculares de los oligonucled 
tidos, anâlogo al descrito en el capltulo dedicado a los dinucledsidos- 
monofosfato. Para ello, se han obtenido las curvas de fusifin de disolu- 
ciones diluldas de los âcidos oligoadenilicos, a una concentracidn del 
orden de 2.10“'‘M, por mondmero, en todas ellas. A partir de estas cur­
vas de fusidn, se han calculado las constantes aparentes de apilaniento 
intramolecular, de acuerdo con el modelo de 2 estados, y con ellas se 
han estimado las magnitudes AH® y AS® de la interaccidn intramolecular 

de apilcuniento mediante la ecuacidn de van't Hoff.
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En estos sistemas, no se han podido obtener directamente

los valores de E j y (e^)^, utilizados en las ecuaciones del modelo de
2 estados, por no disponer de las curvas complétas de hipocromicidad.
Por eonsiguiente, se han estimado dichos valores por extrapolacidn, su-

poniendo que es vSlida la aproximacidn siguiente:

E.(ApA) e (ApA)
^ 129

, Ej(oligo A) E^Xoligo A)

siendo E^ la absortividad molar correspondiente a una concentracidn x.

En la tabla 4.2. se dan los valores de absortividad molar, 

correspondientes a un intervalo de temperatura de 5 a 90®C, para A(pA)., 

A(pA)j y A(pA)^, a las concentraciones respectivas de 6,67.10“^M; 4,67. 

.10“^M y 4,2 4.10“®M, que corresponden a una concentraciôn aproximada de 

2.10”'*M, por monômero, en todos ellos.

En las fig. 4.3., 4.5. y 4.7. se representan las curvas de 
fusiôn de A(pA)j, A(pA), y 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 lînea 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.
Varlaciôn con la temperatura de la absor 
tividad molar de âcidos oligoadenilicos.

t(”C)
A(pA)2

£.10"’
A(pA), 

£.10-:

A(pA)t 
£.10-:

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 terroodinâmlcas aparen­
tes de apilamiento intramolecular

Compuesto AH®(kcal/mol) AS®(cal/mol K)

A(pA)j - 9,7 -31
A(pA), -11,3 -36
A(pA)^ -13,1 -41

Los valores de los parâmetros terroodinSraicos y AS ° de
A(pA)j son comparables, en magnitud y signo, a los de ApA (AH°=-9,4; 

AS°=-33), comentados en el capltulo anterior. Dentro de la serie de 
oligonucleôtidos A(pA)j, A(pA), y A(pA)^, se observa una variacidn muy 
regular de estos parâmetros, que 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 aplicacidn de nues 
tros datos expérimentales al modelo de dos estados, los resultados obte 
nidos podrian interpretarse en funcidn de un mecanismo de interacciôn 
con cierto carâcter coopérativo, a medida que la longitud de la cadena 
permite el establecimiento de una conformacidn mâs hélicoïdal. Los da­
tos obtenidos por otros autores mediante DC (11), indican que, en estos 
compuestos, el valor de AH® es aproximadamente constante, pero de la pe 
quena variaciôn de AS®, detectada por ellos, deducen que la hipdtesis 
de que el proceso de fusiôn sea no-cooperativo es, probablemente, una 

simplificaciôn excesiva del fenômeno global.
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4.1.2. Acidos oligoribouridtlicos

Se ha utilizado la serie de âcidos oligoribouridflicos 

U(pU)j, U(pU)g y U(pU)^ -sales amônicas liofilizadas- de "Boehringer" 

(Mannheim), sin purificaciôn adicional, desecados a vacfo con gel de si 

lice hasta peso constante. Las disoluciones de,estos compuestos se han 

preparado en taunpôn fosfato.

Asociaciôn intermolecular

Debido a la limitada cantidad de producto de que se dispo- 

nla, para el estudio de la autoasociaciôn se ha medido ûnicamente la ab 

sortividad molar correspondiente a dos disoluciones, cuyas concentracio 

nés son c,=5.10”*M y Cj=5.10“®M, en una experiencia anâloga a la de los 

âcidos oligoadenilicos.

En la tabla 4.4. se dan los valores de absortividad molar 
para los diverses âcidos oligouridilicos utilizados, as! como los valo­

res de absortividad molar, e[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 âcidos oligoadenili­
cos .

En la fig. 4.9. se representan estos valores frente a las 

concentraciones de las disoluciones utilizadas. Anâlogamente a lo ex- 
puesto en el caso de los oligo-As, se observa que la absortividad molar 
de los oligo-Us aumenta al aumentar la longitud de la cadena y tiene un 

valor inferior al calculado para la suma del nucleôsido y nucleôtidos 
correspondientes, lo cual révéla la existencia de un efecto hipocrômico 
adicional. La diferencia de absortividad molar entre las rectas calcu- 

ladas y las expérimentales de los oligo-Us, es inferior a la observada
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en los oligo-As, lo que da lugar a valores mâs bajos de h"(%) en los 

âcidos oligouridilicos.

TABLA 4.4.

Absortividad molar e hipocromicidad de âcidos oligouridilicos.

Compuesto c(mol/1)
e[U(pU)J.10"" 

(1/mol cm)
c[ü+n(pU)].10"" 

(1/mol cm)
h" (%)

UpU 8,64.10~' 18,52 20,96 11,6
8,64.10"" 17,63 20,07 12,2

U(pU)2 5,73.10"" 26,53 31,59 16,0
5,73.10"" 25,50 30,20 15,6

U(pU)3 4,20.10"" 34,29 42,34 19,0
4,20.10"" 32,83 40,42 18,8

U(pU)^ 3,06.10"* 42,48 5 3,-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 funciôn de la concentraciôn. Las rectas que représenta 
la variaciôn de la hipocromicidad tienen una pendiente prâcticamente n 
la; es decir, en este intervalo de concentraciones, la hipocromicidad 
depende muy poco de la concentraciôn. La hipocromicidad aumenta con la 
longitud de la cadena, apreciândose una disminuciôn regular de las di 
ferencias de hipocromicidad entre cada dos oligômeros consecutivos, co 
mo en el caso de los oligo-As. Por tanto, dentro de la serie estudiada 
podria tambiën alcanzarse un mâximo de ordenaciôn, con respecto a las 
unidades monomëricas, para una determinada longitud de la cadena.
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Fig. M.9.- Absortividad molar de acidos oligouridilicos a 
261 nm, experimental (O ) y calculada a partir 
de las unidades monoméricas (•).

Comparando estos resultados con los obtenidos en la serie 
de âcidos oligoadenilicos, se puede afirmar que los âcidos oligouridi­
licos presentan caracterlsticas singulares, que se inician ya en los 

dinucledsidos-monofosfato e incluso en las unidades monoméricas, de 
acuerdo con las ideas expuestas en el cap. 2 (pâg. 162). Esta conclu­
sion apoya la idea de que el origen de la estructura singular del poli 

Ü podria situarse ya a nivel de sus componentes mâs elementales; uridi- 
na, UMP, UpU y âcidos oligoribouridilicos.
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InteracclCn intramolecular

Con el fin de realizar un estudio anSlogo al que se ha lie 

vado a cabo con los âcidos oligoadenilicos, acerca de la influencia de 

la temperatura sobre las interacciones intramoleculares, se han obteni

20

UpU10

C (Ml
Fig. U.IO.- Hipocromicidad de âcidos oligouridilicos.

do las curvas de fusidn de disoluciones diluldas de los âcidos oligou­
ridilicos, a una concentraciôn del orden de 'vl,7.10~“M, por monômero, 

en todos ellos.

En la fig. 4.11. se representan las curvas de fusiôn de 
U(pU)j, U(pU), y U(pU)%, que revelan que, en el intervalo de temperatu 
ras estudiado, de 6 a 90“C, la variaciôn de la absortividad molar de 
estoS compuestos estâ dentro del error experimental. Es obvio, por tan 
tb, que en dicho intervalo, la temperatura no influye en el grado de 

ordenaciôn de los âcidos oligouridilicos.

El distinto comportamiento frente a la temperatura de los 
âcidos oligoadenilicos y de los âcidos oligouridilicos, es una roanifes
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taciôn mâs de que los procesos de asociaciôn, y por eonsiguiente, las 

estructuras que de ellos resultan, son notablemente distintos en ambas 
series.

Concluslones générales acerca de las interacciones in- 
termoleculares e intramoleculares de los âcidos oligo- 

rlboadenilicos y oligoribouridfllcos

1) La variaciôn de la aüjsortividad molar con la concentra 
ciôn de los âcidos oligoadenilicos y oligouridilicos, 

es anâloga a la que podria predecirse a partir de sus 

componentes adenosina+nAMP y uridina+nUMP, respectiva 
mente, pero todos ellos presentan un efecto hipocrômi­

co adicional, que se interpréta como consecuencia del 

enlace covalente 3 ’-5' ribosa-fosfato, establecido en­
tre las unidades monoméricas.

2) La hipocromicidad, y por tanto, el grado de ordenaciôn 
de las bases, de los âcidos oligoadenilicos y oligouri 

dîlicos, con respecto a sus componentes, aumenta al au 
mentar la longitud de la cadena, si bien en los âcidos 
oligouridilicos la hipocromicidad depende muy poco de 
la concentraciôn.

3) La hipocromicidad de los âcidos oligoadenilicos es ma­
yor que la de los âcidos oligouridilicos homôlogos.

4) La diferencia de hipocromicidad al pasar de un oligôme 
ro A(pA)jj al A(pA)^^^, disminuye a medida que aumenta
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el valor de n. Este hecho se interpréta en el sentido 

de que, para una determinada longitud de cadena, que 

puede estimarse del orden de 10 nucleôtidos, se alcan 

za un mâximo de ordenaciôn de las unidades monomôri- 

cas constituyerttes. En la serie de âcidos oligouridi­

licos se observa un comportamiento anâlogo.

5) Las magnitudes termodinâmicas aparentes, AH® y AS®, 

correspondientes al apilamiento intramolecular de las 

bases en los âcidos oligoadenilicos, son de signo ne­
gative y aumentan gradualmente, en una cantidad aprox^ 

madamente constante, al aumentar la longitud de la ca 

dena. Este resultado podria interpretarse en funciôn 

de un mécanisme de asociaciôn de cierto carâcter coo­
pérative .

6) Las "curvas de fusiôn" de los âcidos oligouridilicos 

no revelan una variaciôn detectable de la absortivi­
dad molar con la temperatura, en el intervalo de 6 a 
90®C. Atribulmos esta diferencia llamativa respecto a 

los âcidos oligoadenilicos, al comportamiento singular 

que, a todos los niveles de complejidad estructural, 
presentan los componentes de âcidos nucleicos que con 

tienen uracilo.
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4.2. POLINUCLEOTIDOS

Inmediatamente después de que, en 1955, Ochoa y colaborado 

res (22,23) aislasen la poliribonucleôtido fosforilasa, que cataliza 
la reacciôn de condensaclôn de los ribonucleôsidos-difosfato para dar 

poliribonucleétidos, fueron slntetlzados el écido poliadenîlico (poli 

A) y el âcido poliuridilicb (poli U). A partir de entonces, estos y 
otros polinucleôtidos, de las mâs diversas estructuras, han sido obje- 

to de numérosas investigaciones, por constituir los sistemas modelo 
mâs adecuados para el estudio de los âcidos nucleicos, habiéndose pub 11 
cado diversas revisiones de los trabajos de tipo fisicoquimico que se 

han realizado sobre este tema (2,24-31).

4.2.1. Acido pollrlboadenïlico (poli A)

Se ha utilizado âcido poliriboadenflico (sal potâsica lio- 
filizada) de "Boehringer" (Mannheim), sin purificaciôn adicional. Se 
han preparado sendas disoluciones de este polinucleôtido en tamgôn fo£ 
fato (pH 6,8) y en tampôn acetato (pH 4,6), con objeto de comparer 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 une de los pH mencionados.

Asociaciôn intermolecular

En el estudio de âcidos nucleicos y polinucleôtidos por es 

pectroscopia OV, se utiliza usualmente el valor de la absortividad mo-
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lar e (P), que corresponde a una absortividad media por mol de nucleô- 
tido (35,36). Esta absortividad molar, e (P), del poli A de cadena sim­
ple a 25“C, puede çalcularse a partir de los datos obtenidos mediante 

la hidrôlisis alcalina del poli A, en la cual se escinden los enlaces 

fosfodiêster de la cadena polinucleotldica, con la subsiguiente libera 
ciôn de AMP. (32,43) .

El fundament© de este método es el siguiente: si se désig­

na por e(P) la absortividad molar en el mâximo (257 nm), por monômero, 
del poli A de cadena simple a pH neutre y una temperatura dada, al con 

sumarse la hidrôlisis alcalina del poli A se verifica la siguiente re- 
laciôn:

E (P) (2 57 nm) _ ■ A(poli A) (257 nm)_______ , ,
E (AMP) (259 nm) A (Poli A hiôirolizado) (259 nm) ' '

en donde e (P) y A(poli A) se miden a pH neutre, y e (AMP) y A (Poli A 
hidrolizado) pueden medirse a pH alcaline. Por tanto, para determinar 
el valor de e (P) mediante la anterior relaciôn, basta medir la absorban 
cia de una disoluciôn de poli A a 257 nm a pH neutro, antes de ser hi­

drolizado, y a pH alcaline, una vez que se ha producido la hidrôlisis 
compléta del poli A a AMP. El criterio que permite decidir que la hidrô 
lisis se ha completado, es que la absorbancia de la disoluciôn no va­
rie con el tiempo (36).

Puesto que el poli A se hidroliza a AMP, la absorbancia de 
la disoluciôn hidrolizada es una medida de la concentraciôn de este nu 

cleôtido, a la cual, teniendo en cuenta el espesor de la célula utili- 
zada, corresponde un determinado valor de e (AMP), que puede deducirse 
a partir de la curva de e frente a concentraciôn molar del AMP. La ab 
sorbancia del poli A hidrolizado puede medirse directamente en la di-
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soluciôn alcalina, o bien en esta disoluciôn una vez neutralizada. Se­
gûn se adopte uno u otro procedimiento, deberS utilizarse la curva de 

hipocromicidad del AMP a pH 13 (fig. 2.24.) o a pH 7 (fig. 1.12.), re£ 
pectivamente. Los valores que heroos obtenido mediante ambos métodos son 
concordantes. Para el poli A de cadena simple, a pH neutre y 25“C, e(P‘ 

=10,1.10’ 1/mol cm, que concuerda con los de la bibliografia (35,36).

Una vez calculado, segûn este método, el valor de c(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 eLbso^ 

bancia a esta temperatura, asî como calcular la concentraciôn molar, 
por monômero, de la disoluciôn de poli A.

La absortividad molar e(P) del poli A, en el mâximo de ab- 
sorciôn (257 nm a pH neutro y 252 nm a pH âcido), no varia con la con­

centraciôn, en el intervalo 5.10“’-4.10~’M, a diferencia de lo observa 
do en las unidades monoméricas de adenina y en los âcidos oligoadenili 
COS. Este resultado puede interpretarse en el sentido de que, a estos 
valores de pH, el poli A no se autoasocia al aumentar la concentraciôn 
o bien de que, al nivel de complejidad estructural de este polinucleô­
tido, la posible autoasociaciôn debida al aumento de la concentraciôn 
no da lugar a un efecto hipocrômico como el observado en sus componen­
tes. Esta ûltima deduceiôn implicarla que, una vez alcanzada una deter 
minada longitud de cadena, se obtendrfa un valor mâximo del hipocromi£ 
mo del sistema, que ya no aumentaria aungue siguiera aùmentando la Ion 
gitud de la cadena.

Por otra parte, al disminuir el pH a un valor inferior a 6 

se produce una transiciôn estructural segûn la cual se asocian dos ca-
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denas hélicoïdales de poli A para constituir una doble hélice (7,33,34, 
36). La formaciôn de esta doble hélice puede considerarse como un pro­
ceso de asociaciôn intermolecular en el poli A de cadena simple, y se­

gûn nuestros resultados expérimentales, esté acompanada por una dismi­
nuciôn del valor de e{P) desde 10,1.10’ a 9,1.10’ a 25®C, lo cual supo 

ne un efecto hipocrômico aparente del 10%.

Interacciôn intramolecular

Hemos llevado a cabo un estudio de la influencia de la tem 
peratura sobre las interacciones intramoleculares en el poli A, anâlo­
go al descrito para los âcidos oligoadenilicos. Para ello, se midiô la 

variaciôn de la absortividad molar en el mâximo de disoluciones de poli 
A, a pH neutro y a pH âcido, en funciôn de la temperatura. En las fig. 
4.12. y 4.13. se dan las "curvas de fusiôn" correspondientes. Los es- 
pectros a diferentes temperaturas se obtuvieron mediante el procedimien 
to experimental descrito en el cap. 3. Al aumentar la temperatura se 
observé, tanto a pH neutro como a pH âcido, un notable efecto hipercrô- 

mico que acompana a la transiciôn orden-desorden de este polinucleôti­
do.

Se han dedicado numerosos trabajos al estudio de la transi 
ciôn hélice-cadena estadistica de polinucleôtidos (44) . No entraremos 
aquî, por tanto, en la discusiôn en profundidad del significado de este 
fenômeno, cuyo trataraiento no es el objeto del présente trabajo. Utili 
zareraos ûnicamente las "curvas de fusiôn" del poli A, en sus dos confor 
macionee de hélice Simple y de doble hélice, 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. U.12.- Curvas de fusion de poli A a pH neutro. 
O  T. fosfato; 3  Etanol (50%) ; #  DMSO (50%).
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Fig, U.13.- Curvas de fusion de poli A a pH acido. 
O  T. acetato; 3  Etanol (50%); #  DMSO (50%).
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méricas y de los âcidos oligoadenilicos, con objeto de establecer una 

correlaciôn acerca del estado de ordenaciôn de los diferentes sistemas.

Las curvas de fusiôn del poli A a pH neutro (fig. 4.12.), 
se han obtenido, con idënticos resultados, en tampÔn fosfato, de pH 6,8 

y en tampôn cacodilato 0,05 M, de pH 6,9. El cacodilato, como tampôn, 

ha sido utilizado por diversos autores (8,15,21) sin justificar expll- 

citamente las razones de su empleo, que inicialmente, segûn Fresco y 

Alberts (43), fue impedir la contaminaciôn 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 tampôn fosfato.

En estas curvas de fusiôn a pH neutro, se observa un efecto 

hipercrômico, que aumenta gradualmente al aumentar la temperatura, aso 

ciado con la transiciôn no-cooperativa de la hélice simple a la cadena 

estadistica (7,8,11,34). Las curvas presentan un punto de inflexiôn 

(Tp,), poco definido, hacia 45®C, pero en el intervalo de temperaturas 
estudiado no se compléta la transiciôn. Es de interés destacar, por otra 

parte, que ' la curva de fusiôn a pH neutro no depende de la concentra­
ciôn de poli A, pues, al représenter la absortividad molar en funciôn 

de la temperatura, se ha obtenido la misma curva para disoluciones de 

poli A de concentraciones 5.10“', 5.10“'* y 5.10“’ M.

La curva de fusiôn del poli A a pH âcido (fig. 4.13.) se ha 
obtenido, a una concentraciôn de 6.10“' M, en tampôn acetato, de pH 4,6. 

Con el fin de impedir la formaciôn de agregados insolubles de poli A, 
que se produce si se disuelve directcimente este polinucleôtido en el 

tampôn, fue necesario disolver previamente el poli A en agua y anadir a
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continuaciôn, por separado, los componentes del tampôn en la proporciô 

adecuada (36) . La curva de fusiôn obtenida révéla también un efecto hi 
percrômico, pero la transiciôn es mucho mSs abrupta que a pH neutro, de 

bido a la coopératividad de la disociaciôn de la doble hélice (7,33,34) 
Existe en dicha curva un punto de inflexiôn a una temperatura de 82®C, 
notablemente superior a la detectada a pH neutro, lo cual révéla que, 

a pH âcido, la transiciôn conformacional requiere alcanzar una tempera 

tura mâs elevada. Por otra parte, la longitud de onda del mâximo se des 

plaza desde 252 hasta 259 nm en el curso de la transiciôn.

Las curvas de fusiôn se obtienen representando el valor de 

la absorbancia frente a la temperatura, pero pueden representarse tam­

bién, mâs rigurosamente, en términos de absortividad molar frente a 

temperatura, o bien de hipocromicidad frente a temperatura.

El câlculo de la hipocromicidad del poli A , con res­
pecto al monômero libre (AMP), puede realizarse a partir de 
los valores de e (P) del poli A a diferentes temperaturas. 
Para ello, hacemos uso de una ecuaciôn anâloga a la |2l|:

£,(AMP)-e 
h^ = -----------  100 |3ll

e,(AMP)

en donde h ' es la hipocromicidad de una disoluciôn de poli 
A de absortividad E^.

Para calcular los valores de la hipocromicidad h'(%) 
del poli A a pH neutro y a pH âcido, que se dan en la 4^ c 
lumna de la tabla 4.5,, se toman como referenda los valo­
res de El del AMP a esas mismas coridiciones de pH, Ei=1676 
(tabla 1.3., pâg. 39) y E j=15010 (tabla 2.17., pâg. 155), 
respectivamente. Mediante este procedimiento, y consideran 
do que la hipocromicidad es una medida de la interacciôn d 
las bases, se puede estimar el grado de ordenaciôn del pol 
A, sometido a diferentes condiciones de pH y temperatura, 
en relaciôn al estado de minima asociaciôn posible, que es 
el que corresponde al monômero libre, caracterizado por el 
valor de E,.
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La fig. 4.14. muestra los resultados obtenidos representan 
do la hipocromicidad en el mâximo del poli A a pH neutro y a pH âcido, 

frente a la temperatura. Esta representaciôn ofrece las ventajas, fren 

te a las representaciones clâsicas, de que proporciona directcunente una 

medida del desordenamiento del sistema al aumentar la temperatura, y 

de que permite comparer fâcilmente el grado de ordenaciôn de ambas con 

formaciones de poli A, con respecto al monômero. Por otra parte, con 

este tipo de representaciôn aparece algo mâs abrupta la transiciôn con 

formacional.

El modelo de dos estados es aplicable solamente a transicio 

nés no-cooperativas, y por ello, no puede utilizarse para el câlculo 

de magnitudes termodinâmicas de la transiciôn del poli A a pH âcido (8, 

35). Sin embargo, a partir de la curva de fusiôn a pH neutro pueden ca^ 

cularse las constantes aparentes de apilamiento intramolecular, de a- 
cuerdo con el modelo de dos estados, y mediante la variaciôn con la tem 

peratura de dichas constantes hemos estimado las magnitudes termodinâ­

micas aparentes de la interacciôn intramolecular de apilamiento, utill- 
zando la ecuaciôn de van't Hoff. Los valores de y se han ob­

tenido directamente de la curva de fusiôn, a las temperaturas de 5° y 

90“C, respectivamente.

En la fig. 4.15. se da la representaciôn de van't Hoff para 

el poli A. A partir de la recta obtenida, se han calculado los siguien­

tes parâmetros termodinâmicos aparentes:

AH° = -14,4 kcal/mol

AS® = - 4 5 cal/mol K

que tienen el mismo signo que los obtenidos para ApA, A(pA)^, A(pA), y
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H (%)

40

1000 806020 40

Fig. M.IU.- Hipocromicidad de poli A, respecto de
AMP, a pH neutro (O  ) y a pH âcido (#)



285

A(pA)i,, comentados anteriormente. Por otra parte, la magnitud de estos 
parâmetros parece representar el valor limite a que tienden los calcu- 
lados para los citados oligonucledtidos (tabla 4.3.). Este limite de 
las magnitudes termodinâmicas de las cadenas de longitud creciente de 

los compuestos A(pA)^ podria tener una relaciôn causal con el valor II 
mite de hipocromicidad que se ha discutido al exponer los resultados 
de la interacciôn intermolecular de los oligonucleôtidos en funciôn de 

la hipocromicidad.

Discusiôn conjunta de la variaciôn de la hipocromicidad de
5 '-AMP, âcidos oligoriboadenilicos y poli A

En la tabla 4.5. se dan conjuntamente los resultados de las 
medidas de hipocromicidad correspondientes a AMP y âcidos oligoadenlli-

log K

♦ 1.0

0,0

- 1,0

1/T 1033.43,23,0

Fig. Ü.15.- Representaciôn de van't Hoff para 
poli A , a pH neutro.
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cos, asf como las del Scido poliadenïlico, en sus dos conformaciones de 

hélice simple a pH neutro y de doble hélice a pH écido.

La 2® columna de esta tabla se refiere a los diferentes 

grados de interaccién entre las bases, para los que se ha determinado, 
en cada caso, el valor de la absortivldad molar. En ella se da la con- 

centracién de las disoluciones, en el AMP y en los oligonucleôtidos, y 
la temperatura, en las disoluciones de poli A.

La 3- columna resume los valores de la absortivldad molar, 

en el mSximo, que corresponden a cada grado de interaccién; en AMP y 

ApA, se dan los valores de e,, y (e„)p obtenidos a partir del mé
todo de câlculo de parâmetros de autoasociacién; en A(pA)j, A(pA), y 
A(pA)^, se dan los valores expérimentales de absortivldad molar a las 

concentraciones citadas y en el poli A, los valores de e(P) obtenidos 

directamente de las curvas de fusifin a las temperaturas correspondient 
teniendo en cuenta el desplaz2uniento del mSxlmo de absorciôn al aumen- 
tar la temperatura.

Finalmente, la 4- columna recoge los valores de la hipo- 
cromicidad. Para hacer comparables entre si los valores de la hipocro- 
micidad de los diferentes compuestos, se ha realizado su câlculo adop- 
tando como "criterio de normalizaciôn" el referir la hipocromicidad de 
AMP al valor de e , del mismo; la de los oligonucledtidos, a la suma 
ej(Ado)+nEi(AMP), ^°"de n varia desde 1 hasta 4; y la del poli A, a pH 
neutro y a pH âcido, al valor de s, del AMP a cada uno de esos valores 

de pH. En resumen, todas las hipocromicidades estân referidas a la ab- 
sortividad de los monémeros sin asociar.

De los valores de hipocromicidad dados en la tabla 4.5.,
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TABLA 4.5.
Hipocromicidad de 5'-AMF, Scidos oligoriboadenflicos y poli A

Compuesto
Concehtracidn 
o temperatura

E-m
(1/mol.cm) h' (%)

5'-AMP c=0 £,=16760 0,0
(pH 6,8) c=5.10"'m e =15000 10,5

c=4.10“ ’M (e„)^=13640 18,6
c=« (e„)p=11400 32,0

ApA c=0 £,=26630 16,3
(pH 6,8) ' c=4,8.10"*M E =24200 25,7

c=3.10~’M (£„)^=22180 31,9
c=<» (E„)p=16400 49,7

A(pA)j 
(pH 6,8)

c=6,67.10~'M 31930 35,3

A(pA)3 
(pH 6,8)

c=4,67.10~'M 39260 40,6

A(pA), 
(pH 6,8)

c=4,24.10“ 'M 47600 42,5

Poli A t= 5*C 9500 43,3
(pH 6,8) . t=25°C 10100 39,7

t=45*C=Tm 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=T^ 10700 28,7
t=90*C 12900 14,1
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pueden deducirse las siguientes conclusiones:

1") Los valores de hipocromicidad a 25°C del poll A a pH neu­

tro y a pH Scido, con relacl6n al mondmero libre, son aproximadamente 

del 40% en ambos casos. Este resultado representarla que la interaccidn 

de las bases en el poll A respecte al AMP es anSloga en ambas conforma 
clones, pero la hipocromicidad no aporta infbrmacidn especifica, direc 

ta, sobre la naturaleza de éstas. Por tanto, el valor de la hipocromi­

cidad no permite discernir entre las ordénaciones correspondlentes a 

una hélice de cadena simple y a una doble hélice, sino que ûnicamehte 

refleja, de una manera global, el grado de interaccidn entre las bases, 
pero no la contribucidn que cada uno de los nuevos factores que impiica 

la formacidn de una doble hélice, tienen sobre su valor total.

2®) La hipocromicidad del poli A en cadena simple, en su mSs 

alto grado de ordenacién, segûn la curva de fusién obtenida por noso- 
tros, es del 43,3%. La hipocromicidad del AMP, en el 2° efecto hipocrfi 

mico, a concentraciôn infinita (v. cap. 1) es del 32,0%. Esta diferen- 
cia de hipocromicidad puede suponer una estimacién del efecto favorable 
del esqueleto ribosa-fosfato de la cadena polinucleotîdica en el apila- 

miento de las bases.

Este resultado apoyatîa nuestra hipétesis de que el 2® efec^ 
to hipocrômico, observado en las disoluciones acuosas de las unidades 

monomêricas, corresponde a un fenômeno de apilamiento vertical de éstas 
formando pilas de molécules no unidas covalentemente, pero entre las 
cuales existe una évidente interaccién. Cuando estas mismas molécules 

guedan unidas por los enlaces 3'-5' fosfodiéster, formando un polinu- 

cleôtido (poli A), la disposiciôn apilada de las unidades monomêricas
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asa a ser una cadena en la que las interacciones entre las bases son 
Ss intensas, lo cual justificarfa la mayor hipocromicidad del poli A.

3®) La diferencia, de un 10,7%, entre el valor de la hipocromi- 

idad de la conformaciôn en doble hélice del poli A, en el intervalo de 

ajas temperaturas (h’=39,4%), y la del "estado" correspondiente a la 

eraperatura de transiciôn a 82°C, aproximadamente, (h'=28,7%), repré­
senta el aumento de hipocromicidad que debe producirse por el incremen 

to de la interaccién entre las bases, como consecuencia de la formaciôn 

de los enlaces intercatenarios en la doble hélice.

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 limite de hipocromicidad residual, que 
s del 25,4% en el poli A a pH neutro, y del 14,1% a pH âcido.

La interpretaciôn de este resultado se ve dificultada por 

1 hecho de que afin no se ha podido establecer, con carâcter definiti- 
o, la naturaleza real del apilamiento en las cadenas polinucleotidicas 
i la conformaciôn 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 fuslôn, es compatible con la hipôtesis establecida por algunos 
utores (45,46) de que, en la cadena estadistica, la rotacién de los 
nlaces de! esqueleto del polinucleétido esté notablemente restringida, 
on el consiguiente incremento de interaccifin entre las bases con res­

ec to al monâmero.
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5®) En la transiciôn conformacional del poli A a pH âcido, 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%. Asî pues, la formaciôn de la doble hélice da 

lugar a una hipocromicidad adicional del orden del 7,5%. La interpréta 
ciôn obvia de este resultado, es que la hipocromicidad adicional es 

consecuencia del mayor grado de ordenacién y estabilidad de la doble 
hélice respecte a la hélice simple.

6°) Los valores de hipocromicidad h'(%) de los oligonucleôti- 

dos, que varîan segûn la secuencia ApA(25,7)-A(pA)j(35,3)-A(pA),(40,6)- 
-A(pA)^(42,5), confirman la conclusion, deducida en el estudio de los 

âcidos oligoriboadenilicos (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, justcimente, el valor de hipocromicidad 

que corresponde a este limite.

Influencia del disolvente

Con objeto de extender el estudio, descrito en el cap. 2.1. 
acerca de la influencia del disolvente sobre la interacciôn de las uni 
dades monomêricas, adenina, adenosina y 5’-AMP, al âcido poliadenilico, 

hemos obtenido las curvas de fusiôn del poli A, en disoluciones de di- 
solventes orgânicos, a pH neutro (fig. 4.12.) y a pH âcido (fig. 4.13.) 
Para ello, se han utilizado mezclas al 50%, en volumen, de tampôn fos- 

fato y de tampÔn acetato con etanol y con dimetilsulfôxido.

Como puede verse en las fig. 4.12. y 4.13., el valor mâxlm 

de e(P), que en disoluciôn 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 âcido, y en DMSO, 
a 50®C a pH neutro y a 70°C a pH âcido. Por tanto, los resultados obte 
nidoB en ambas condiciones de pH, muestran que el etanol y el DMSO fa- 
vorecen la transiciôn orden-desorden del poli A.

Por otra parte, las curvas de fusiôn obtenidas a pH âcido 
en las mezclas del tampôn con los citados disolventes, pierden su for­

ma abrupta y tienden a adquirir la forma caracterfstica de la curva de 

fusiôn a pH neutro. El valor de T„, disminuye al pasar de tampÔn aceta­
to (82®C) a etanol (65°C) , y mâs afin a DMSO (50°C) .

De acuerdo con los argumentos expuestos en las pâgs. 82 y 
83, los disolventes orgânicos utilizados tenderlan a favorecer la posi 

ble formaciôn de enlaces de hidrôgeno entre las bases de las dos cade­
nas que forman la doble hélice (a pH âcido), lo cual darla lugar a una 

mayor estabilidad de la doble hélice, en contra de la deducciôn que a- 
cabamos de apuntar de que ambos disolventes favorécen la transiciôn 
orden-desorden. En consecuencia, los resultados obtenidos apoyan la 
idea de que la estabilidad de la estructura del poli A a pH âcido estâ 
condicionada, fundamentalmente, por el apilamiento de las bases. Por 
otra parte, el hecho de que tambiën a pH neutro los disolventes orgân^ 
COS favorezcan la transiciôn orden-desorden, podria apoyar las conclu­
siones establecidas en el cap. 2.1. (pâg. 106) acerca"de la importancia 
de las interacciones hidrofôbicas en la estabilidad de las estructuras 

ordenadas de componentes de âcidos nucleicos.

Influencia de la urea

Con objeto de coraprobar si los resultados obtenidos al es-
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tudiar la influencia de la urea en la autoasociacidn de las unidades 
monomêricas de adenina (cap. 2.4.), pueden extenderse al correspondien 

te polinucleêtido, hemos obtenido las curvas de fusiôn del poli A en 
disoluciones de urea 7M, a pH neutro y pH âcido (fig. 4.16.).

La influencia de la urea sobre las curvas de fusiôn del po 

li A es, en conjunto, diferente de la del etanol y DMSO:

a) El valor de la absortivldad molar, tanto a pH neutro co 

mo a pH âcido, es menor en presencia de urea, anâlogamente a lo obser­

vado en las disoluciones de AMP en urea 7M (fig. 2.27., pâg. 173). Por 

el contrario, su valor aumenta, respecte al taunpôn, en etanol y en LMSO

E 10-3

e _

t Ce)
Fig. U.16.- Curvas de fusiôn de poli A en 

urea 7M, a pH neutro (O  ) Y a 
pH âcido ( •  )•
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b) El efecto hipercrômico total, producido en la transiciôn 
térmica, es menor en las disoluciones de urea 7M que en las disolucio­
nes acuosas, tanto a pH neutro como a pH Scido.

c) A pH Scido, la forma de la curva de fusiôn es del mismo 

hâbito que la de la disoluciôn acuosa, y por tanto corresponde a un 
proceso coopérative; es decir, la presencia de urea no parece afectar 
a la transiciôn conformacional.

d) En urea 7M a pH Scido, el valor de disminuye, igual 
que en etanol, de 82® a 62®C, lo cual indica que, en presencia de urea, 

es menor el aporte de energîa necesario para producir la escisiôn de

la doble hélice. Por consiguiente, la urea facilita la desnaturaliza-

ciôn del poli A en la conformaciôn de doble hélice; es decir, en este
sentido, ejerce un efecto anSlogo al del etanol y DMSO.

En resumen, estos resultados son concordantes con las con­

clusiones expuestas en el cap. 2.4. (pSg. 181 y ss.), en el sentido de 
que la urea tiene una influencia menos significative que los disolven­
tes utilizados, sobre las interacciones de las unidades monomêricas.

4.2.2. Acido poliribouridilico (poli U)

De acuerdo con la revisiôn critica de los trabajos publica 
dos acerca de la conformaciôn 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 expérimentales obtenidos 
hasta ahora, no son, en general, concordantes.

El fin que nos proponemos con este trabajo es, por una par 

te, aportar algunos resultados expérimentales que puedan ser ûtiles
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para contribuir al esclarecimiento de estas cuestlones, y por otra pa£ 

te, poner de manifiesto las diferencias existantes entre el poli A, eu 
ya conformaciôn helicoidal de cadena simple o de doble cadena se ha co 

mentado anteriormente, y el poli U, en el cual la conformaciôn y pro- 

piedades fisicoqufmicas, como hemos indicado reiteradamente, tienen un 

carScter singular. Para ello, hemos aplicado los mismos criterios y 

têcnicas de espectroscopfa UV, expuestos en el estudio del poli A.

En este sentido, hemos realizado dos tipos complementarios 

de estudios expérimentales.

Variaclôn de la hipocromicidad con la concentraciôn

Se ha utilizado âcido poliribouridilico (sal potâsica lio- 

filizada) de "Boehringer" (Mannheim), sin purificaciôn adicional. Las 

disoluciones de este polinucleôtido se prepararon en tampôn fosfato. 
Las concentraciones se calcularon teniendo en cuenta el valor de e(P), 

determinado por el mismo roétodo que empleamos para el poli A.

Se ha medido la absortivldad molar e(P) en el mâxlno (259 
nm), de una serie de 10 disoluciones de poli U a pH neutro, en el in­
tervalo de concentraciones comprendido entre 5.10“® y 5.10“ ^M. En la 
tabla 4.6. se dan los valores de absortivldad molar de cada una de 
ellas. Como puede observarse, la absortivldad del poli U varia signify 

cativamente con la concentraciôn.

No consideramos trivial el subrayar esta variaclôn de la 

absortivldad, ya que en la bibliografla revisada no hemos encontrado 
referenda alguna relativa a este hecho experimental. Por otra parte, 
y de acuerdo con la intenciôn de poner de manifiesto las analogies y 
diferencias entre el poli A y el poli U, es oportuno subrayar que, co
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TABLA 4.6.
Absortivldad molar de disoluciones de poli U

c(moles/1)
E.IO"® 

(1/mol cm)

5,00.10"® 11,0
1,00.10-® 10,9
2,50.10"® 10,8
5,00.10"® 10,7
1,00.10"“ 10,5
2,50.10"“ 10,4
5,00.10"“ 10,3
1,00.10"® 10,2
2,50.10"® 10,0
5,00.10"® 9,8

indicamos en el apartado anterior, el comportamiento del poli A es, en 

este sentido, totalmente distinto, ya que la absortivldad molar de sus 
disoluciones es independiente de la concentraciôn.

El descenso de la absortivldad molar del poli U al aumen­
tar la concentraciôn, es del mismo orden que el detectado en el 1—  
efecto hipocrômico de las unidades monomêricas. Por consiguiente, y te 

niendo en cuenta la hipôtesis bSsica de nuestro trabajo, de que el efec 
to hipocrômico se debe a la autoasociaciôn de las unidades monomêricas, 
este fenômeno podria atribuirse, tambiën en el poli U, a un proceso de 

interacciôn entre las bases existantes en êl.

Ahora bien, consideramos que séria arriesgado aplicar nue£ 

tro mêtodo de câlculo de parâmetros de autoasociaciôn a la curva de h^ 

pocromicidad e frente a c correspondiente a los valores de la tabla
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4.6., porque las hipôtesis bâsicas de este mêtodo se refieren a la for 

maciôn de dimeros o polfmeros a partir de unidades monomêricas libres, 
y no a la asociaciôn de éstas formando ya parte de una cadena polinu- 
cleotïdica. Por tanto, la posible concordancia, o discrepancia, de los 
valores obtenidos para los "parâmetros de autoasociaciôn" del poli U y 

de sus unidades monomêricas, podria dar lugar a una interpretaciôn no

C 1 0 -3

11

10

0 20 40 60 80 t Ce)
Fig. U.17.- Curva de fusiôn de poli U 5.10 -6 M.

corrects.

Variaclôn de la hipocromicidad con la temperatura

Se han obtenido las "curvas de fusiôn", en tampôn fosfato, 

de .sendas disoluciones de poli U, de concentraciones 5.10” ® y 5.10”"M. 
Debldo a que la absortivldad molar del poli ü varia con la concentra­

ciôn, las curvas de fusiôn 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 fusiôn 

en el intervalo de 0 a 90“C, de la disoluciôn 5.10~®M. La variaclôn de 

la absortivldad que se produce en el intervalo de 0® a 25°C es mucho 

mâs acusada que la que se observa de 25° a 90°C, y corresponde al ca- 

racterlstico efecto hipercrômico del poli U, observado por otros auto- 
res (47). Sin embargo, la curva de fusiôn compléta no présenta el punto 

de inflexiôn definido de las curvas de fusiôn que caracterizan las tran 

siciones cooperativas, como el que se observa, por ejemplo, en la cur­

va de fusiôn del poli A a pH âcido, y por otra parte, tampoco es de hâ 

bito anâlogo a la curva de fusiôn del poli A a pH neutro. En resumen, 

de la curva de fusiôn del poli U no puede deducirse que su conformaciôn

Fig. ‘*.18.- Representacion esquemâtica de la tran­
siciôn estructural del poli U, segûn 
Thrierr, Dourlent y Leng (50), basada 
en resultados de espectrofotometrîa 
de relajacion.

sea de doble hélice o de hélice simple, lo cual constituye una eviden-
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cia experimental mâs de que los mecanismos de interacciôn que tienen 
lugar en zunbos polinucleôtidos (poli A y poli U) son distintos. Este 

resultado es consistante con las ideas expuestas por diversos autores 

(31,50), que anticipamos ya en la pâg. 162, segün las cuales en el po­
li U tiene lugar un proceso de autoasociaciôn por enlace de hidrôgeno 

entre las bases de la cadena polinucleotîdica, la cual se pliega sobre 
si misma para constituir iazos en forma de horquilla, que de una mane­

ra muy esquemâtica y simplificada, serlan del tipo representado en la 
fig. 4.18..

Para analizar el proceso de fusiôn del poli U, es oportuno 
recorder que esta conformaciôn en horquilla puede ser de dos tipos di£ 

tintos: de cadenas abiertas o de cadenas de forma circular cerradas 
(51). En la fig. 4.19.a. se represents el efecto de la fusiôn de una 

horquilla de bases apareadas en una cadena simple. Cuando se sobrepasa 
la temperatura de fusiôn y se escinde todo el sistema de bases aparea­

das, las dos secuencias complementarias aûn permanecen prôximas en la 

disoluciôn.

El efecto de la fusiôn 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 
simple (fig. 4.19.b.). En estas condiciones, la fusiôn estâ accmpanada 
de un menor aumento de entropla y es, por tanto, menos probable que la 
de una horquilla de cadena êüaierta (51).

De acuerdo con estas ideas, no résulta sorprendente el com 
portamiento del poli U, en relaciôn con la relativa insensibilidad de 
la hipocromicidad de este polinucleôtido al aumento de temperatura en
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Fig. 1.19.- Fusion de una horquilla de bases apa­
readas, a) Cadena abierta; b) Cadena 
circular cerrada.

el intervalo de 25° a 90°C, yà que, si el poli U existe en forma de 
cadena circular cerrada, la fusiôn de esta estructura estaria desfavo- 
recida por el mencionado efecto entrôpico, y en consecuencia, la varia 
ciôn de absortivldad séria menos notable que la correspondiente a la 
transiciôn orden-desorden de las cadenas hélicoïdales que forman otros 
pxolinucleôtidos, como, por ejemplo, el poli A.

Estas referencias a la estructura del poli U y a su compor 
tamiento frente a la temperatura, dan una idea de la complejidad de e£ 
te polinucleôtido y justifican, a nuestro juicio, los resultados expé­

rimentales, aparentemente anômalos, que acabamos de exponer, los cuales 
dentro de sus évidentes limitaciones, pueden representar una pequena 
aportaciôn para el esclarecimiento de las propiedades del poli ü.
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Conclusiones générales acerca de las Interacciones in­

termoleculares e Intramoleculares de los âcidos polia­
denilico y polluridtlico

1) El valor de la absortivldad molar de las disoluciones 
del poli A permanece invariable al aumentar la concen­

traciôn de este polinucleôtido. La posible autoasocia­

ciôn debida al aumento de la concentraciôn, no da lu­

gar a un efecto hipocrômico como el observado en las 

disoluciones de sus componentes.

2) Las curvas de fusiôn de disoluciones de poli A de dis­
tintas concentraciones, son prâcticamente iguales.

3) Los parâmetros termodinâmicos aparentes de la interac­
ciôn intramolecular de apilamiento del poli A a pH neu 
tro, tienen signo negative, lo mismo que los de los â- 
cidos oligoriboadenilicos, y su magnitud es ligeramen- 
te superior a la de éstos.

4) La elevada hipocromicidad del poli A en la conformaciôn 
de hélice simple (a pH neutro) respecto a la de sus 
unidades monomêricas, se interpréta como consecuencia 
de que el esqueleto ribosa-fosfato de la cadena polinu 
cleotldica, favorece el apilamiento de las bases.

5) La transiciôn conformacional correspondiente a la fu­
siôn del poli A a pH âcido, pone de manifiesto que la
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formaciôn de la doble hélice da lugar a un aumento de 

la hipocromicidad, como consecuencia de la formaciôn 

de los enlaces intercatenarios correspondientes.

6) En las disoluciones de poli A en etanol y en DMSO, e£ 

té favorecida la transiciôn orden-desorden, respecto 

a las disoluciones acuosas, Por tanto, las interaccio 

nés hidrofôbicas contribuyen a la estabilizaciôn de 

las estructuras ordenadas de este polinucleôtido.

7) El valor de la absortivldad molar de las disoluciones 

del poli ü disminuye gradualmente al aumentar la con­
centraciôn del polinucleôtido, de una manera anSloga 

a la observada en las unidades monomêricas. De acuer­
do con esta variaclôn, las curvas de fusiôn de disolu 

clones de poli U de distintas concentraciones, son d^ 

ferentes.

8) La influencia de la temperatura sobre la hipocromici­

dad de las disoluciones acuosas de poli U , tiene carac 
terlsticas noteüolemente diferentes a las del poli A.
El anélisis de las curvas de fusiôn del poli U révéla 
que las variaciones estructurales de este polinucleô­
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 capftulos précédantes, el estu­

dio por espectroscopia UV de la asociacifin de los componentes de âci­

dos nucleicos, en disoluciôn acuosa, permite establecer la conclusiôn 
de que entre las bases tienen lugar fuertes interacciones, fundamental 

mente de apilamiento. Ahora bien, las interacciones base-base son de 

dos tipos fondamentales: las "interacciones verticales", que condicio- 
nan el apilamiento de las bases, y las "interacciones horizontales", 

que dan lugar al apareamiento de las mismas por formaciôn de enlace de 

hidrôgeno (1). Présenta, por tanto, un gran interés establecer la con- 

tribuciôn relativa de estos mecanismos, ya que ambos pueden tener lu­
gar simultâneamente en los procesos de interacciôn entre bases.

En este sentido, hemos iniciado un trabajo, de carâcter ex 
ploratorio, para valorar las posibilidades que ofrece la espectroscopia 
IR en el estudio de los mecanismos de la autoasociaciôn y heteroasocia 
ciôn de unidades monomêricas en disoluciôn acuosa (2).

El estudio por espectroscopia IR tiene un doble objeto:
1") obtener una evidencia experimental de la existencia de bases aparea 
das segûn el modelo de Watson-Crick, en disoluciôn acuosa, y determinar 
las constantes de asociaciôn correspondientes; y 2°) estimar cuantita- 
tivamente la contribuciôn que représenta el enlace de hidrôgeno en el 

proceso global de asociaciôn de las unidades monomêricas.
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La espectroscopia IR ha sldo aplicada ampliamente al estu 
dio de apareamiento de bases, por enlace de hidrôgeno, en disolventes 

orgânicos: cloroformo, tetracloruro de carbono, etc. (3-8). La forma­

ciôn de enlaces de hidrôgeno entre bases se pone de manifiesto por el 

desplazamiento, a frecuencias mâs bajas, de las bandas de las zonas 

de 3300 y 1700 cm"', correspondientes a las vibraciones de tensiôn 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 orgânicos, no pueden ser transferidas a las disoluciones acuosas. 

De hecho, por espectroscopia IR, no se ha logrado detectar hasta aho­
ra, a nivel de monômero, interacciones de este tipo. Sin embargo, exis 

te evidencia experimental, obtenida por RMN, de la asociaciôn por apa 

reamiento de bases complementarias, en disoluciôn acuosa, de dinucleô 
sidos-fosfato (9) y de diversos 5'-mononucleôtidos (10), como indica­
mos en el apartado 3.2. (pâg. 240). Séria de gran interés, por tanto, 

confirmer-la existencia de estas interacciones mediante la aplicaciôn 
de la espectroscopia IR, teniendo en cuenta las posibilidades que, en 

principio, ofrece esta técnica para el estudio de los enlaces de hi­
drôgeno (11).

Aunque las experiencias que hemos realizado por espectro£ 

copia IR tienen sôlo un carâcter exploratorio, con todas las limita­
ciones que se indican en la discusiôn de los resultados obtenidos, con 

sideramos oportuna su inclusiôn en esta Memoria por la importancia 
que, dentro de la valoraciôn general del trabajo realizado, puede te­
ner la confirmaciôn, mediante otra técnica experimental, de los prin­

cipales resultados obtenidos por espectroscopia UV acerca de la aso-



305

ciaclôn de las unidades monomêricas en disoluciôn acuosa. Por otra 

parte, la espectroscopia IR présenta, en principio, mayores posibili­
dades que la espectroscopia UV para obtener una informaciôn mâs pro­

funda sobre los mecanismos responsables de los procesos de asociaciôn, 

y por ello, consideramos que estas experiencias pueden constituir el 

inicio de una nueva Ifnea de traüsajo, dentro de la investigaciôn de 

las interacciones intermoleculares de los componentes de âcidos nuclei 
cos .
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5.1. AUTOASOCIACION EN D,0

Teniendo en cuenta que la evidencia experimental del apa­
reamiento de bases, en disoluciôn acuosa, ha sido obtenida en los 5'- 

mononucleôtidos (10) , hemos iniciado el estudio de la autoasociaciôn 

de las unidades monomêricas en algunos nucleôtidos, de los cuales ex- 
ponemos ûnicamente los resultados relativos a 5'-GMP y 5'-CMP. Hemos 

realizado ademâs algunas experiencias exploratorias para extender es­

te estudio a los nucleôsidos; incluyêndose en este capitulo solamente 
los resultados correspondientes a la adenosina.

En todos los casos se ha utilizado un mêtodo anâlogo al 

descrito en el cap. 1 para espectroscopia UV, ya que las bandas de ab 

sorciôn IR de las disoluciones de estos compuestos en D^O presentan un 

efecto hipocrômico comparable al detectado por UV.

5.1.1. Metodologia experimental

El estudio de disoluciones acuosas por espectroscopia IR 
presentaba hasta ahora grandes dificultades, debido a las limitaciones 
propias de los espectrofotômetros convencionales (6,12). Con el perfe 
cionzuniento de los ûltimos modelos de espectrofotômetros de IR, a los 
que se ha incorporado una tecnologia electrônica 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 présente trabajo, se han registrado, 
a temperatura ambiente, con un espectrofotômetro Perkin-Elmer 580, ac
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plado a un computador Interdata 6/16, utilizando una célula de FjCa, 
de 23 um de espesor. La principal ventaja que présenta el uso de este 
espectrofotômetro es su acoplamiento al ordenador, que posibilita la 

obtenciôn de espectros de diferencia calculada, asî como la acumula- 

ciôn de estos espectros.

Todas las disoluciones utilizadas en las experiencias que 
se describen a continuaclôn, fueron preparadas en DjO, registrândose 

los espectros IR en el intervalo de 4000 a 1000 cm"'. De acuerdo con 
las bandas de absorciôn que presentan las unidades monomêricas estu- 

diadas, se ha seleccionado el intervalo de 2000 a 1300 cm"'. En este 

zona, el agua pesada no présenta una gran absorciôn, siendo, en este 
sentido, la zona mâs favorable del espectro del D^O. Por otra parte, 
se ha elegido un espesor de cêlula (23 ym) adecuado para que la absor­

ciôn 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 monomêricas, es necesario efectuar la 

correcciôn de la absorciôn de fondo con precisiôn suficiente.

La compensaciôn del disolvente se ha realizado mediante el 
ordenador, que resta numêricamente el espectro del disolvente del de 
cada una de las disoluciones. Para ello, es preciso digitalizar previa 
mente ambos espectros y transformer las medidas de transmitancia en ab 
sorbancias, a las cuales ya son aplicables los criterios de aditividad 
de los espectros. Se obtienen asî los llamados espectros de diferencia 

calculada. De esta forma, se évita uno de los mayores problèmes que 
tiene el estudio de disoluciones acuosas por espectroscopia IR, que es 

la déficiente compensaciôn del disolvente, dada la gran absorciôn del 
agua.
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Debido a que el intervalo de concentraciones utilizado en 
las experiencias de autoasociaciôn de las unidades monomêricas es re- 
lativamente amplio (aproximadamente 10“ '-10~*M), la intensidad de las 
bandas correspondientes a las disoluciones mSs diluïdas es demasiado 
pequena para permitir mediciones précisas. Por ello, ha sido necesario 
utilizer la técnica de acumulaciôn 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 empleo de la técnica de acumulaciôn de es­

pectros radica en que, mediante ella, se obtiene un aumento efectivo 
de la relaciôn sehal/ruido en un factor /n, siendo n el nûmero de acu 

mulaciones. Por consiguiente, résulta preferible la acumulaciôn de un 
espectro determinado a su mera multiplicaciôn por un factor, en la 
cual se mantendrfa invariable la relaciôn senal/ruido.

La colecciôn de programas facilitada por Perkin-Elmer-ln- 
terdata para la utilizaciôn del ordenador acoplado al espectrofotôme­
tro, contiene un programa que permite acumular directamente los espec 
tros expérimentales registrados por el espectrofotômetro. En nuestro 
caso, no ha sido posible utilizerlo, debido a que la absorciôn del D^O 
es muy intensa y, por ello, el fondo résulta excesiveunente elevado.
En consecuencia, hemos tenido que elêdsorar un programa original para . 

la acumulaciôn, no de los espectros expérimentales, sino de los espec 
tros de diferencia calculada, en los cuales se ha eliminado ya la ab­
sorciôn de fondo. A continuaciôn, se adjuntan las dos versiones de e£ 
te programa, "ACOM 5" y "ACUM N", que permiten acumular un total de 5 
espectros y grupos sucesivos de 5 espectros, respectivamente.
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Programa "ACUM 5", utilizado para la acumulaciôn de 

5 espectros, mediante el ordenador Interdata 6/16.

**ACUM5
c ESTE FROGPAXA PEKiriTE ACUMULAR S ES? ECTPO S, .RESTA'IDO A CACA i'm
C EL ESPECTRC DEL D!SOLV'Er!TE. COM 3 1 C ! O.'-I E.S : I EM 2 .  CM-1>
C CELTA=P CM-1. 3 COMTIEME EL ESPECTRO DEL CISOLVEMTE? A, LOS 
C SÜCESIMOS e s p e c t r o s  y C EL RESULTADO DE CADA ACUMULACIOM 
C A.VTES CE E-JECUTA- EL f^OCRAMA, CARGA.H Eiv F EL ESPECTRC DEL
C niSOLMEMTE CUE SE ’.'A A UTILIEAR.
MODE è
5CAM A,2000,13?C,P 
HUM A 
BIP- A,E,C 
STATUS C
C ESTE STATUS COF.PESFOrcDE AL PRIMER ESPECTRO 
FLOT C 
C
C GUI TAP LA PLUMILLA DEL CURSOR
P;UM A
BIEF A,E>A
ADD A,C,C
STATUS C
HUM A
DIFF A,3,A 
ADD A,C,C 
STATUE C 
P.UM A 
DIFF A,B,A 
ADD A,C,C 
STATUS C 
RUM A 
DIFF A.3.A 
ADD A,C,C
s t a t u s  c 
C
C PCP. DIFEEEMCIA D.E LOS 
C 03TEMER EL UALOP DE K 
C DESPUES, CRDEMAR GOTO

VALORES MIUIMOS DEL PRIMER Y ULTIMO STATUS 
Y CO.RP.EGIR EL FOMDO POP. KEDIO DE SUS C,K- 
21 PC, Y PLOT C. EL ESPECTRO P.E3 I STHADO

C CORRESPONDE A E ACUMULAClOMES.
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Programa "ACUM N " , utilizado para la acumulaciôn de espectros 

en grupos de 5, mediante el ordenador Interdata 6/16.

. lî
c ESTE F-.OGHAMA FERKITE ACUMULACIOMES EUCESIVAS,EM GRUFOS CE 5 ESPECTROS 
C CADA U'JA, E'I LAS MISMAS COMDICIOMES QUE EL FR.OGFAMA ACUM5.
C su UTILIZACIOM DEBE In FP.ECEDIDA PCF. LA CE ESTE, SIM ALTEFAC. EL CON'TE- 
C MIDQ CE LAS AREAS A,E,C.
C
C GUITAR LA PLUMILLA DEL CURSOR SI MO SE DESEA REGISTRAR LOS ESPECTROS
RUM A
DIFE A,E,A
ADD A,C,C
RUM A
DIFF A,S,A
ADD A,C,C
RUM A
DIFF A,E,A
ADD A,C,C
RUN A
DIFF A,E,A 
ADD A, C,C 
RUM A 
DIFF A,B,A 
ADD A, C,C 
STATUS C 
C
C FOR DIFEEEMCIA DE LOS VALOF.ES MIMIKOS DE ESTE STATUS Y EL DEL PRIMER 
C ESPECTRO, OETEMIDO EM EL PROGRAMA ACUX5 , OPTEMEP. EL VALOR DE K Y 
C CORREGIR EL FCMCO MEDIAMTE SUE C,K. DESPUES, FCMER LA PLUMILLA EU EL 
C CURSOR, OP.DEiJAF. GOTO 21 22 Y PLOT C. EL ESPECTRO REGISTRADO CORREEPON- 
C DE A 5 ACUMULACIOMEE SUCESIVAS.
* >
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Lais variables de operacidn utilizadas paira el registre de estes espectros 

corresponden a las del pregrauna ISM 2 del espectrdgrafo: tierapo de ba 

rrido de 2,5 minutes para el intervale de 2000 a 1300 cm~’ (la veloc^ 

dad de registre es, aproximadamente, 280 cm"'/min), resolucidn mSxima 

de 2,8 cm"' y ruido relative de 0,3T. El intervale empleade para la 
digitalizacidn de les espectres, agotande las pesibilidades de résolu 

cidn de les mismes, ha side de 2 cm"*.

5.1.2. Auteaseciacldn de 5'-GMP

Se ban ebtenide les espectres IR de una serie de echo di- 
soluciones de 5'-GMP (sal disôdica cristalizada, de "Boehringer", 

Mannheim) en D^O, del 99,8% (Stohler Isotope Chemicals, USA), en el 

intervale de cencentraciones ceraprendidas entre 5.10“’ y 2.10"*M, cu- 
yos limites estSn determinados per la absorcidn del compueste para el 

espesor de la cêlula utilizada y per su solubilidad.

La fig. 5.1. muestra les espectres IR del DjO utilizado

come disolvente, y de dos disoluciones de GMP, en el intervale de 
2000 a 1300 cm"*. Como puede ebservarse, la absorcidn de fonde del di 
selvente es bastante elevada, per lo cual se ha realizado la correc- 
cidn de la absercidn de fende cerne se ha indicado anteriermente.

En la fig. 5.2. se representan les espectres de diferen- 
cia calculada correspondientes a très cencentraciones distintas, en

el intervale espectral de 1750 a 1300 cm"*.

Los espectros IR de las disoluciones de GMP en DjO, a tem 
peratura ambiante, revelan que, anSlegamente a lo observado en les es­

pectros UV de este nucledtido (fig. 1.13.), la absortividad molar de
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Fig. 5.1.- Espectros expérimentales de DgO y de disolu­
ciones de GMP en D^O, obtenidos en una cêlula 
de FgCa de 23 pm de espesor.
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la disoluciôn disminuye a medlda que aumenta la concentracidn de solu- 
to. Este efecto hipocrômico afecta a las bandas situadas a 1355, 1405, 
1430, 1467, 1538, 1568, 1577 y 1663 cm"'.

Con el fin de obtener mediciones suficientemente précisas 

de la variaciôn de la intensidad de estas bandas con la concentracidn, 

ha sido necesario recurrir al procedimiento de acumulaciôn de espectros 
comentado en el apartado anterior. Como ejemplo, en la fig. 5.3. se 
dan los espectros résultantes de la acumulacidn de 20 espectros para 

una disolucifin %10"^M de GMP. Las acumulaciones se han efectuado en 

grupos de 5 espectros. Puede observarse que, solamente a partir de una 
acumulaciOn de 5 espectros, la absorbancia de las bandas mâs intenses 
del espectro comienza a ser superior a 0,2. Se ha comprobado que la re 
laciôn lineal entre los valores de absorbancia y el ndmero de acumula­

ciones (fig. 5.4.), se encuentra dentro de los limites de precision de 
la medida de absorbancias.

La asignacifin de bandas de este tipo de compuestos, en di- 
soluciôn acuosa, se encuentra actualmente en estudio (7). Sin embargo, 
la asignacldn de la banda de tensiôn 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 formacifin de enlaces de hidrô- 
geno, h «nos 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 mâximo de esta banda, correspondientes a las 

diferentes disoluciones de GMP estudiadas.

Partiendo de la hipôtesis de que el efecto hipocrômico de 
esta banda (fig. 5.5.) se debe a la autoasociacidn del nucledtido, he-
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Fig. 5.3.- Acumulacion de espectros de diferencia cal­
culada de una disolucion 10'^ M de GMP en C^O.
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TABLA 5.1.

Absortividad molar de 5'-GMP en D^O (v^^l663 cm"')

c(mol/1) e .10“'(1/mol.cm)

5,00.10-' 1,60
1,20.10-2 1,52
2,00.10-2 1,48
3,08.10-2 1,39
7,00.10-2 1,38
1,20.10"' 1,33
1,60.10-' 1,31
2,00.10-' 1,30

mos aplicado nuestro programa de câlculo de parâmetros de autoasocia- 
ciôn a los valores expérimentales (e,c) dados en la tabla 5.1., obte- 
niendo los resultados:

Kp . 230
ôp = 660
h = 35,2%

Es realroente slgnificativo el hecho de que el valor de la 
constante de autoasociaciôn sea del mismo orden que el obtenido por es 
pectroscopia UV para el mâximo de la banda de absorcidn a 252 nm, en 
este mismo intervalo de concentraciones (Kp=400, v. pâg. 4 5). Esta con 
cordancia podria interpretarse en el sentido de que los procesos que 
dan lugar a los efectos hipocrômicos detectados en los espectros UV e 
IR del GMP son, fundamentalmente, de la misma naturaleza.
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Fig. 5.5.- Absortividad molar de la banda a 1653 cm~ de 
disoluciones de GMP en D^O. a) Representacion 
lineal, b) Representacion semilogaritmica.
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Sin embargo, hemos de senalar la conveniencia de aumentar 

el nûmero de puntos expérimentales en este intervalo, especialmente a 
concentraciones bajas, para obtener el valor de la constante de auto- 

asociacidn con el menor error posible, ya que el método de câlculo ut^ 

lizado por nosotros se basa en la extrapolaciôn del valor de absorti­

vidad molar a concentraciôn nula, y por tanto, la precisiôn de los re 
sultados finales depende del rigor con que se efectûe dicha extrapola 

ciôn.

Dada la gran importancia que tiene el poder llevar a cabo 

un estudio sistemâtico del doble efecto hipocrdmico, anâlogo al reali 

zado por espectroscopfa UV, es necesario ampliar el intervalo de con­
centraciones. Para ello, debe mejorarse la relaciôn senal/ruido en los 

espectros expérimentales, mediante una elecciôn adecuada de las varia­

bles de operacidn del instrumente, con el fin de aumentar el nûmero de 

acumulaciones hasta un limite que permita ampliar el intervalo de con­
centraciones hasta la zona del 1—  efecto hipocrômico, que, como comen 

tamos en el cap. 1, se détecta en los espectros UV a concentraciones 

inferiores a v5.lO”*M. Hemos iniciado los ensayos necesarios para me- 
jorar, en este sentido, la técnica experimental, que aplicaremos al e£ 
tudio de disoluciones en este intervalo de concentraciones bajas.

Finalmente, considérâmes imprescindible subrayar que, para 
interpreter con rigor los resultados de este estudio comparative por 
espectroscopfa UV e IR, hay que tener présente, ademâs de las conside- 

raciones expuestas, que las disoluciones "acuosas" para el estudio por 
IR, son disoluciones en D^O y no en H^O, como las empleadas en UV. Por 

ello, hemos iniciado el estudio de las variaciones espectrales debidas
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al intercambio isotôpico que puede tener lugar entre soluto y disolven 

te en los diverses sistemas investigados.

5.1.3. AutoasociaciÔn de 5*-CMP

Se ha realizado una experiencia para el estudio de la au- 
toasociaciôn de 5'-CMP en p^O, anâloga 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 mâs intensas son las situa­

das a 1460, 1503, 1522, 1614 y 1651 cm"'. Con objeto de hacer un estu 

dio comparativo de la autoasociacidn de GMP y CMP, se ha medido la 
absortividad molar de la banda de tensiôn del enlace C=0, a 1651 cm"' 
(14). En la tabla 5.2. se dan los valores de absortividad molar en el 

mâximo de esta banda, correspondientes a las diferentes disoluciones 
de CMP estudiadas.

TABLA 5.2.
Absortividad molar de 5'-CMP en DjO (v^=1651 cm"')

c(mol/1) E.10"’(1/mol.cm)

2,73.10"' 1,56
5,17.10"’ 1,43
7,60.10"’ 1,53
1,20.10-2 1,41
3,02.10-2 1,39
7,70.10-2 1,43
1,20.10"' 1,47
2,02.10"' 1,45



J21

0

C M P  5 . 1 0

0.8

0 . 4

2

0.0

1 7 0 0 1 5 00 14 00
V (cm'')
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Como puede verse en esta tabla, la absortividad molar per 
manece prScticéunente constante al aumentar la concentraciôn, al con­
trario de lo observado en el GMP. Este resultado es concordante con 
el obtenido por espectroscopfa UV para el mâximo de la banda de absor 
ciôn del CMP a 271 nm, en este mismo intervalo de concentraciones 

(fig. 1.14.), que indica que, a diferencia de los otros nucleôtidos 
estudiados por nosotros (v. tabla 1.4.), el CMP no présenta 2° efecto 

hipocrdmico.

5.1.4. AutoasociaciÔn de Adenosina

Con objeto de ccanprobar si el efecto hipocrômico detectado 
por espectroscopfa IR en disoluciones de GMP, se présenta tambiên en 
los nucleôsidos, hemos aplicado el método experimental descrito ante- 
riormente a una serie de trece disoluciones, en DjO, 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 très disoluciones distintas de adenosina. Del con- 
junto de bandas situadas a 1460, 1489, 1577 y 1625 cm”', hemos elegid 
para este estudio la banda mâs intensa, a 1625 cm”', que ha sido asig 
nada a una vibraciôn de anillo en la que prédomina la tensiôn C=N (15) 
Esta elecciôn estâ justificada, en principio, porque si el mecanismo 
de asociaciôn es por apilamiento, estarâ condicionadc fundeunentalmen 
te, como ya ha sido comentado, por las interacciones de los anillos d 
las bases, y en consecuencia, la variaciôn de ôtbsortividad molar de 
una de las bandas caracterfsticas de éstos puede constituir una medid 
de la interacciôn.
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Los valores de absortividad molar en el mâximo de la banda 
a 1625 cm"*, ponen de raanifiesto la existencia de un efecto hipocrdmi- 
co al aumentar la concentracidn (tabla 5.3.). Al représentât grâfica- 
mente los puntos expérimentales (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 interseccidn se produce, aproximadamente, a la con- 
centracidn 2.10" ’m .

Este resultado es comparable al obtenido por espectrosco- 
p£a UV, que révéla la existencia de dos efectos hipocrômicos consecut^ 
vos, cuya separaciôn tiene lugar en esta misma zona de concentraciones

TABLA 5.3.
Absortividad molar de Adenosina en DjO (^^^1625 cm”*)

c(mol/1) e .10"’(1/mol.cm)

1,30.10"’ 2,78
1,50.10": 2,50
1,70.10"’ 2,41
2,60.10"’ 2,04
3,00.10"’ 2,08
3,40.10"’ 1,97
4,00.10"’ 2,03
5,20.10"’ 1,95
8,00.10"’ 1,99
1,00.10": 1,93
2,00.10": 1,80
2,40.10": 1,85
4,00.10": 1,73
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Fig. 5.8.- Absortividad molar de la banda a 1625 cm de 
disoluciones de Adenosina en DgO.

(fig. 1.6.), y constituye, por tanto, una confirmaciôn del doble efec­
to hipocrdmico, detectado por nosotros, por primera vez, por espectro£ 
copia UV. Sin embargo, al apiicar el método de câlculo de parâmetros 
de asociaciSn a los datos de IR, no ha sido posible obtener convergen- 
cia en la extrapolaciôn del valor de e^, debido al aumento tan brusco 
de la pendiente en la zona de concentraciones bajas, al escaso ndmero 
de puntos expérimentales en dicha zona y a la imposibilidad prâctica 
de obtener valores' précises correspondientes a disoluciones aûn mâs di 
luidas, tal como se ha efectuado en las experiencias mediante espectros 
copia U V .

Hejorando las condiciones de operacidn del espectrôgrafo.
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esperamos subsanar estas dificultades y lograr con ello una extrapola 
cidn iddnea del valor de e,, que permitirâ obtener las constantes de 

asociaciôn correspondientes a ambos efectos y su subsiguiente compara 

cidn con las obtenidas por espectroscopla UV.
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5.2. HETEROASOCIACION EN D,0

La aplicaciôn de la espectroscopfa IR para la investigacidn 

de las interacciones moleculares de unidades monomëricas de Scidos nu- 
cleicos, se basa, fundamentalmente, en la posibilidad de detectar va­

riaciones de intensidad y desplazamientos de determinadas bandas cuan- 

do tiene lugar un fendmeno de heteroasociacidn, en el cual se forman 
pares de bases complementarias, unidas por enlace de hidrdgeno (5).

Para estimar las posibilidades que ofrece la espectroscopfa 

IR de disoluciones acuosas en la investigacidn de este fenômeno, hemos 
realizado un estudio previo de la heteroasociacidn de GMP y CMP en D^O. 

Estos compuestos se han elegido intencionadamente, por estimarse que 

son especialmente favorables para detectar la heteroasociacidn, ya que 

son capaces de formar entre sf très enlaces de hidrdgeno, y su solubi­

lidad en agua es lo suficientemente elevada para permitir el estudio 

de disoluciones relativamente concentradas.

5.2.1. Heteroasociacidn de 5 '-GMP y 5'-CMP

El método mâs directo para poner de manifiesto la existen­
cia de posibles interacciones de heteroasociacidn, es la comparéeidn 
entre los espectros expérimentales de mezclas equimoleculares de los 
nucledtidos de bases complementarias y la suma de los espectros de las 
disoluciones de cada uno de estos nucledtidos, a la misma concentra- 

cidn que en la mezcla.

En la fig. 5.9. se representan el espectro experimental 
de la disolucidn en DjO de una mezcla equimolecular de 5'-GMP y 5 '-CMP
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(cadà uno de elles a la concentracidn de 1,2.10“'M), y la suma, calcu 

lada mediante el ordenador, de los espectros de ambos compuestos, a 
esa misma concentracidn.

Las diferencias que se observan entre los espectros expe­
rimental y calculado de la mezcla, se deben ûnicamente a la existencia 

de un proceso de heteroasociacidn, ya que el espectro calculado corres 
ponde al estado de autoasociacidn de ambos componentes, a esa concen- 

tracidn; es decir, en los espectros de las disoluciones aisladas que 
se han utilizado para calculer el espectro suma, estâ contenido el 

efecto del posible fendmeno de autoasociacidn de cada uno de los nu­
cledtidos. En el espectro experimental de la mezcla existe un efecto 
hipocrdmico, respecto al espectro calculado, en las bandas a 1655, 
1525, 1505, 1462, 1405, 1355 y 1295 cm"', que puede atribuirse a la i 
teraccidn entre GMP y CMP y que ofrece, en principio, la posibilidad 
de estudiar cuantitativamente la heteroasociacidn de unidades monomé- 

ricas complementarias.

Merece destacarse el hecho de que las concentraciones de 
GMP y CMP utilizadas en esta experiencia, son mayores que las emplea­
das en las experiencias realizadas por espectroscopia UV, debido a qu 
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 accèsible a la 
observacidn por UV.

Es de gran importartcia senalar el hecho de que el efecto 
hipocrdmico se observa en algunas bandas de absorcidn, pero no en to- 
das. Por tanto, las variaciones espectrales observadas permitirân, pr 
via asignacidn de las bandas implicadas en la heteroasociacidn, obte-
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ner conclusiones para postular un modelo de heteroasociacidn en diso­
lucidn acuosa.

De acuerdo con los argumentes expuestos, son évidentes las 
ventajas que présenta la espectroscopia IR respecto de la espectrosco- 

pia UV, para profundizar en el estudio del mecanismo de heteroasocia­
cidn, cuyo desarrollo serâ objeto de una investigacidn ulterior.

Conclusiones générales acerca del estudio por espectroe- 
copla IR de la autoasociacidn y heteroasociacidn de uni­
dades monomëricas en disolucidn acuosa

1) Para el estudio, mediante espectroscopia IR, de las in­
teracciones intermoleculares de autoasociacidn y hetero 
asociacidn de unidades monomëricas de Scidos nucleicos, 
en disolucidn acuosa, se ha aplicado el mismo mëtodo 
que hemos utilizado para espectroscopia UV, ya que las 
bandas de absorcidn IR de las disoluciones acuosas de 
estos compuestos, presentan un efecto hipocrdmico com­
parable al detectado por UV.

2) El valor de la constante de autoasociacidn del nucledti 
do 5'-GMP en D^O, en el intervalo de concentraciones de 
5.10“ ’ a 2.10“’M (Kp=230), es del mismo orden de magni- 
tud que el obtenido por. espectroscopia UV, para este 
compuesto, en el mismo intervalo de concentraciones. E£ 
ta concordancia se interpréta en el sentido de que los
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procesos que dan lugar a los efectos hipocrômicos detec 

tados en los espectros UV e IR del GMP, en la regiôn de 

concentraciones correspondiente al 2° efecto hipocrdmi­

co , son, fundamentalmente, de la misma naturaleza.

3) El estudio de la autoasociacidn de 5 '-CMP en D^O révéla 

que, en el intervalo de concentraciones utilizado, de 

2,7.10” ’ a 2,0.10” *M, la absortividad molar permanece 

prâcticamente constante al aumentar la concentracidn. 

Este resultado es concordante con el obtenido por espec 

troscopla UV, en este mismo intervalo de concentracio­
nes, que révéla que el CMP no présenta 2° efecto hipo­

crdmico .

4) Los espectros IR de las disoluciones de adenosina en 

DjO, en el intervalo de concentraciones de 1,3.10” ’ a 

4.10”^M, ponen de manifiesto la existencia de un doble 
efecto hipocrdmico al aumentar la concentracidn, cuyo 

punto de transicidn corresponde a una concentracidn de 
2.10~’M. Este resultado constituye una confirmacidn del 

doble efecto hipocrdmico, detectado por nosotros, por 
primera vez, por espectroscopia UV.

5) Los resultados del estudio por espectroscopia IR de la 
autoasociacidn en D^O de 5 '-GMP, 5'-CMP y adenosina, 

confirman los principales resultados obtenidos por es­
pectroscopia UV acerca de la autoasociacidn de estas
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unidades monomëricas en disolucidn acuosa.

6) El espectro IR de la mezcla de los nucledtidos 5'-GMP 
y 5'-CMP, pone de manifiesto la existencia de un efec 
to hipocrdmico en 7 bandas de absorcidn, que puede a- 

tribuirse a la interaccidn por heteroasociacidn entre 
ambos compuestos y que ofrece, por tanto, la posibili 

dad de estudiar cuantitativamente la heteroasociacidn 

de las unidades monomëricas complementarias por espec 
troscopla IR.



6.- RESUMEN Y CONCLUSIONES



334

RESUMEN

Se ha realizado un estudio, por espectroscopia ultraviolets 

e infrarroja, en disolucidn acuosa, de las interacciones inter- e in- 
tramoleculares de diverses componentes de âcidos nucleicos.

En el desarrollo de este trabajo, se ha seguido un orden Id- 
gico de aproximacidn a la estructura de los Scidos nucleicos. Se han 

estudiado, en primer lugar, por espectroscopia UV, las interacciones 
moleculares de autdasociacidn de 16 unidades monomëricas: nucleobases 
(adenina, guanina, citosina, uracilo y timina), nucledsidos (adenosina 

desoxiadenosina, guanosinà, citidina, uridina y timidina) y nucledti­
dos (5'-AMP, 5 '-GMP, 5'-CMP, 5'-ÜMP y 5'-TMP).

Siguiendo el orden creciente de complejidad estructural de 

los compuestos que hemos designado genëricamente con la expresidn "co 
ponentes de ëcidos nucleicos", se ha realizado un estudio, de carScte 
anëlogo al de las unidades monomëricas, de los siguientes sistemas:

1°) Dinuçledsidos-monofosfato, ApA y UpU, que son las mâs pe 
quenas unidades estructurales que contienen el enlace fosfodiëster 3' 
5', y por consiguiente, constituyen los "oligonucledtidos" mâs senci- 
llos que pueden utilizarse como modelos para el estudio de los âcidos 
nucleicos y polinucledtidos.

2”) Acidos oligoriboadenllicos: A(pA)^, AfpA)^ y A(pA)^, y 
Acidos oligoribouridllicos: U(pU)^, üCpU)^ y U(pU)^.

3”) Acido poliriboadenllico (poli A), en forma de hëlice sim 
pie y de doble hëlice, y Acido poliribouridllico (poli u ) .
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El fendmeno fundamental en el que se basa todo el estudio ex 

perimental realizado, es al efecto hipocrdmico que presentan las ban­

das de absorcidn caracterfsticas de estos compuestos. Este efecto hi­

pocrdmico se ha atribufdo, de acuerdo con los estudios tedricos reali 

zados por otros autores, a la interaccidn de las bases para dar lugar 
a una estructura ordenada. Partiendo de esta hipdtesis bSsica, se ha 

llevado a cabo el anâlisis numërico de los resultados expérimentales, 

y se han determinado los principales parâmetros de autoasociacidn de 

los sistemas mencionados, utilizando un mëtodo de câlculo adecuado pa 

ra el tratamiento de los fendmenos de asociacidn, que tienen lugar 
segûn 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 âcidos nucleicos. Para 

ello, se han elegido los sistemas mâs iddneos segûn los criterios que 
se acaban de citar, y se han establecido las condiciones expérimenta­

les mâs adecuadas para poner de manifiesto los diverses factores que 
contribuyen, en cada caso, a la energfa total de interaccidn. En con­
secuencia, se ha dedicado especial atencidn a la influencia que, so­
bre los procesos de interaccidn, tienen diverses cambios inducidos en 

el medio, como la naturaleza del disolvente, los iones présentes en 
disolucidn, los agentes desnaturalizantes, el pH y la temperatura.

Si bien el estudio fundamental se ha realizado por espectros 

copia UV, debido a las ventajas que tiene esta tëcnica en investiga- 

ciones de carâcter cuantitativo, se ha efectuado tambiën un estudio
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complementario, por espectroscopla IR, de la interaccidn de las unida 

des monoméricas en disoluciôn acuosa, con objeto de valorar las posi- 
bllldades de esta técnica en el estudio de la autoasociaclôn y hetero 
asociaciôn.

Las conclusiones de alcance mSs general logradas en este tra 

bajo son las siguientes :

1) La deteccidn e interpretaciôn de un doble efecto hipocrô- 

mico en un intervalo de concentraciones de cinco ôrdenes de magnitud, 
como ampliaciôn del trabajo realizado previamente en este Laboratorio. 
Consideramos que esta aportaciôn puede ser de gran importancia en el 

ârea de investigacidn de las interacciones moleculares.

2) La consecuciôn de una evidencia experimental que ha permi 
tido cuantificar, dentro de ciertos limites, la importante contribuai 
de las fuerzas hidroffibicas en el proceso de asociacidn de los compo- 

nentes de âcidos nucleicos.

3) La confirmacifin experimental de que el estudio de los corn 
ponentes mâs simples de los âcidos nucleicos, proporciona una informa 
ciôn valiosa para la comprensiôn de los principios fundamentales que 
gobiernan las propiedades de estes biopollmeros.
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CONCLUSIONES

1) Los espectros UV de nucleobases, nucleôsidos y nucleôti- 

dos, en disoluciôn acuosa, en el intervalo de concentraciones de
a revelan una desviaciôn de la ley de Lambert-Beer, de carSc-

ter hipocrômico, cuyo origen se atribuye a la autoasociaciôn de estos 
compuestos.

2) Se ha puesto de manifiesto la existencia de un doble efec 

to hipocrômico; un primer efecto en disoluciones diluldas (c<10~^M) y 

un segundo efecto en disoluciones concentradas (c>10” M̂) de los si­
guientes compuestos: adenina, adenosina, desoxiadenosina, guanosina, 

citidina, uridina, 5'-AMP, 5'-GMP, 5'-UMP y 5'-TMP.

El doble efecto hipocrômico se interpréta en funciôn de un 

multiequilibrlo de asociaciôn, en el que el 1—  efecto hipocrômico co 
rresponde a la formaciôn de dimeros, caracterizado por una constante 

de asociaciôn , y el 2° efecto, a la formaciôn de polimeros, en los 
que las constantes de asociaciôn correspondientes a los sucesivos gra 
dos de polimerizaciôn, son menores que .

3) Utilizando el môtodo de câlculo, desarrollado previamente 
en este Laboratorio, para la determinaciôn de los parâmetros de auto- 
asociaclôn de unidades monoméricas de âcidos nucleicos, se han obteni 
do los valores que se indican en la tabla 1.4. (pâgina 45).

4) Se ha hecho una estimaciôn de los diversos factores que 
contribuyen a la energia total de la interacciôn de autoasociaciôn.
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utilizando la aproximacidn de dipolo, de DeVoe y Tinoco, para el tra 

tamiento teôrico del hipocromismo. La interpretaciôn de los valores 
obtenidos permite establecer la conclusidn de que las interacciones 
hidrofôbicas desempenan un papel fundamental en el proceso de autoaso 
ciaciôn.

5) Se ha realizado un estudio detallado de la influencia que 
sobre la autoasociaciôn ejercen la naturaleza del disolvente (agua, 

etanol y dimeti1sulfôxido), los iones présentes en la disoluciôn (cio 
ruros, sulfatos y percloratos), el pH y la urea.

Los resultados expérimentales ponen de manifiesto que los me 
canismos de asociaciôn responsables de cada uno de los dos efectos hi 

pocrômicos observados, no son de la misma naturaleza. Del anâlisis con 
junto de los resultados obtenidos en este trabajo se deduce que la au 
toasociaciôn de unidades monoméricas en disoluciôn acuosa estS condi- 
cionada, fundamentalraente, por un mécanisme de apilamiento, si bien 

algunos de los resultados expérimentales son compatibles con la hipô- 
tesis de que el 1—  efecto hipocrômico se debe a la formaciôn de en-

I
laces de hidrôgeno entre las bases.

6) Se han determinado los parâmetros termodinâmicos de auto­
asociaciôn de adenina, adenosina y 5 '-AMP, en el intervalo de 5®C a 
25“C, cuyos valores, para cada uno de los dos efectos hipocrôraicos, 
son los siguientes:
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1—  efecto 2° efecto
AH® AS® AH® AS®

(kcal/mol) (cal/mol K) (kcal/mol) (cal/mol K)

Adenina + 5,7 +38 + 6,5 +33
Adenosina + 9,6  +51 + 4,4 +24
5 '-AMP +19,5 +87 +11,-2 +51

El sig.no y la magnitud de los valores obtenidos para AH® y 
AS® revelan que la asociaciôn de estas unidades monoméricas, en medio 

acuoso, se debe principalmente a la contribuciôn entrôpica, tanto en 

el 1° como en el 2® efecto hipocrômico, y en consecuencia, estos re­

sultados son consistantes con la hipôtesis de que las interacciones 
hidrofôbicas deben ser el factor condicionante de la asociaciôn.

7) Los espectros ÜV de los dinucleôsidos-monofosfato ApA y 
üpU, en disoluciôn acuosa, ponen de manifiesto la existencia de un do 

ble efecto hipocrômico, anâlogo al descrito para las unidades monomé­
ricas .

8) Los parâmetros de autoasociaciôn de los dinucleôsidos-mo­
nofosfato pueden predecirse a partir de los parâmetros de autoasocia­
ciôn de las unidades monoméricas correspondientes. Esta conclusiôn se 

puede generalizar en el sentido de que el estudio de las unidades mo­
noméricas proporciona una informaciôn que es directamente aplicable a 
la predicciôn de la estructura y coraportamiento de componentes de âci 

dos nucleicos de mayor grado de complejidad.

9) Los espectros UV de los dinucleôsidos-fosfato revelan la
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existencia de una hipocromicidad adicional respecte de sus unidades 
monoméricas constituyentes. La interpretaciôn global de este hecho es 

consistante con la hipôtesis de que el enlace fosfodiéster 3'-5' da 
lugar a un mayor grado de ordenaciôn de las bases.

Este resultado es especialmente significative, porque const^ 
tuye, dentro de ciertos limites, una evidencia experimental de que, 

con este enlace, se inicia ya a nivel de los dinucleôsidos-fosfato, 

la estructura hélicoïdal caracteristica de los polinucleôtidos.

10) Se han determinado las magnitudes termodinSmicas aparen- 
tes de apilamiento intramolecular de ApA y de UpU, a partir de sus 

curvas de fusiôn, obteniéndose los valores ûH°=-9,4 kcal/mol y AS°= 
=-33 cal/mol K, para el ApA, y AH®=-4,6 kcal/mol y AS®=-14 cal/mol K, 
para el UpU.

Estos resultados indican que la interacciôn intramolecular 
de apilamiento en estos dimeros se debe, principalmente, a la contri­
buciôn entélpica, en contraposiciôn a las interacciones intermolecula 

res de las unidades monoméricas, que estén condicionadas por el térmi 
no entrôpico.

11) Se ha demostrado experimentalmente, por primera vez, la 
existencia de procesos de heteroasociaciôn en los sistemas UpU.adeno­
sina, ApA.uridina y ApA.UpU.

12) La variaciôn con la concentraciôn de la absortividad mo­
lar de los âcidos oligoriboadenflicos y oligoribouridilicos, es anâlo 
ga a la que puede predecirse a partir de sus unidades monoméricas con
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tituyentes. En ambas series de oligonucleôtidos, se présenta un efec 
to hipocrômico adicional, anâlogo al observado en los dinucleôsidos- 
fosf ato, que puede interpreterse en funciôn del mayor grado de orde­

naciôn a que da lugar el enlace covalante 3'-5* fosfodiéster.

13) El grado de ordenaciôn de las basés en los oligonucleôt^ 
dos aumenta al aumentar la longitud de la cadena, alcanzSndose un li­

mite mâximo de ordenaciôn para una longitud de cadena del orden de 10 
nucleôtidos.

14) Se han determinado las magnitudes termodinâmicas aparen- 
tes, AH® y AS®, de apilcimiento intramolecular de los âcidos oligoribo 

adenflicos y del polinucleôtido poli A, a partir de sus curvas de fu­

siôn. Los resultados obtenidos son del mismo signo que los del dimero 
ApA, si bien su magnitud aumenta gradualmente, en una cantidad aproxi 

madamente constante, al aumentar la longitud de la cadena.

15) El poli A, en la conformaciôn de hélice simple, présenta 

una hipocromicidad mayor que la de sus unidades monoméricas y corres­
pondientes oligonucleôtidos. Este hecho confirma que el esqueleto ri- 
bosa-fosfato favorece el apilamiento de las bases, como ya se habfa 
puesto de manifiesto en el dimero y en los oligômeros.

16) La transiciôn conformacional correspondiente a la fusiôn 
del poli A a pH âcido, révéla que la formaciôn de la doble hélice da 

lugar a un aumento de la hipocromicidad del orden del 11%, como conse 
cuencia de la formaciôn de los enlaces intercatenarios correspondien­

tes .
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17) El valor de la absortividad molar de las disoluciones del 

poli A perraanece invariable al aumentar la concentraciôn de este poli 
nucleôtido. Por el contrario, la absortividad molar de las disolucio­

nes de poli U, disminuye gradualmente al aumentar la concentraciôn,
de una manera anâloga a la observada en las unidades monoméricas. Es­
ta diferencia de comportamiento es consistente con las diferencias e£ 
tructurales postuladas para ambos polinucleôtidos.

18) Los espectros IR de las disoluciones de 5 '-GMP y adenos^ 
na, revelan que algunas de las bandas de absorciôn caracteristicas de 

estos compuestos, presentan un efecto hipocrômico comparable al detec 

tado por UV.

19) El valor de la constante de autoasociaciôn del nucleôtido 
5'-GMP, en DjO, en el intervalo de concentraciones correspondiente al 

2® efecto hipocrômico, es del mismo orden de magnitud que el obtenido 
por espectroscopla UV. El nucleôtido 5'-CMP no présenta efecto hipocrô 
mico en este intervalo de concentraciones, anSlogamente a lo observa­

do en UV.

20) Los espectros IR de las disoluciones de adenosina en DjO, 
ponen de manifiesto la existencia de un doble efecto hipocrômico, que 
confirma el resultado obtenido en este Lcüsoratorio por espectroscopla 
UV.

21) Se ha detectado la existencia de un efecto hipocrômico 
en diverses bandas de absorciôn 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 interacciôn de heteroasociaciôn, ofrece la pos^ 
bilidad de realizar el estudio cuantitativo de la heteroasociaciôn 

de unidades monoméricas oaiplementarias por espectroscopla IR.
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