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lo que la energfa de interaccifn entre las bases (-1,9 a 5°C y -4,1 a
25°C) y la constante de asociacibn (6.10% a 5°C y 12.10° a 25°C) son
menores a 5°C. Sin embargo, conviene tener en cuenta que, si el mecanis
mo de asociacifn correspondiente al 1%E efecto es la formaci6n de enla-
ce de hidrb6geno, los valores de las distancias entre bases, calculados
a partir de la hip6tesis de que dicho mecanismo es el apilamiento, de-

ben interpretarse con las debidas reservas.

Para adenosina y AMP, la distancia entre bases es aproxima-
damente igual a 5° y a 25°C (4,4 A en adenosina y 3,9 A en AMP), pero 1
energfa libre de las interacciones hidrof6bicas (AGL) resulta menos fa-
vorable a la asociacifn al disminuir la temperatura (AGh=-3,5 a 25° y
-2,2 a 5°C para adenosina; -2,2 a 25° y -1,0 a 5° en AMP), por lo que
la constante de asociaci6n también es menor a 5°C. En este sentido, la
adenina presenta un comportamiento singular, ya gque AGh es mas favora-
ble a la asociacibn a 5°C (-2,9) que a 25°C (-1,4), es decir, en este
caso, la contribucién de las fuerzas hidrof6bicas tendrfa menor impor-

tancia que la energfa de interaccién base-base.

En el 2° efecto hipocrbmico, la distancia entre bases para

las tres unidades monoméricas, disminuye al disminuir la temperatura, y
por tanto la energfa de interaccifn entre bases es mayor a 5° gque a 25°
C. 8in embargo, las constantes de asociacifn son mayores a 25° que a 5°
C. Para aclarar esta aparente contradiccién, conviene recordar gue la
"energia libre de asociacibn representa la contribucién de dos factores
principales: la energfa de interaccifn entre bases y el conjunto de
otras energfas de interacci6n, entre las cuales se encuentran, fundamen
talmente, las interacciones hidrof6bicas. Al disminuir la temperatura,

aumenta la interaccifn entre las bases facilitando la asociacién, con 1
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cual disminuye la distancia entre ellaé, como acabamos de decir. Por
otra parte, al disminuir la temperatura, las energfas de las interaccip
nes hidroffbicas, si bien son positivas en todos los casos, aumentan en
valor absoluto, es decir, tienden a oponerse a la asociacién. El resul-
tado global, que es el balance de estos dos factores, es que la asocia-
ci6bn de las unidades monoméricas resulta desfavorecida a temperaturas

ajas, y por tanto la constante es m&s pequeia.

La importancia de las interacciones hidrof6bicas en el proce

so de la autoasociacién se refleja igualmente en los pardmetros termodi-

némicos recogidos en la tabla 2.27.. Puede observarse que, en todos los
casos, AH°>0. Por consiguiente, para que se satisfaga la condicifn de
espontaneidad AG°<0, el término AS® ha de ser positivo y suficientemente
elevado, como en efecto ocurre., Elloc indica que, en el intervalo de tem
peraturas estudiado, la reaccibn est§ favorecida finica y exclusivamente
porgue el aumento de ehtropia es suficientemente grande. Consideramos
igno de ser destacado que el signo de estas magnitudes termodin&micas

oncuerda con los conceptos cl&sicos de la interaccién hidroffbica (2).

Ahora bien, la.asociacién de las unidades monoméricas, con-
‘ideradas aisladamente del disolvente, debe dar lugar a una disminuciln
e la entropfa, sea cual sea el mecanismo responsable, porque conduce a
na estructura ordenada. Por tanto, el aumento global de entropfa obser-

ado debe proceder de una desordenacién del disolvente.

La interpretacifn de este resultado conducirfa a un posible
odelo del fenb6meno de la asociacibn en disolucién acuosa. El agua lfqui
a tiene una estructura cénstituida por moléculas de H,0 unidas entre sf
ediante enlaces de hidr6geno (1l). Si se introduce en ella un compuesto

el tipo de las unidades monoméricas de los &cidos nucleicos, como la su
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perficie de las bases es hidroffbica, las mol&culas de agua tenderdn a
alejarse de las otras moléculas, favoreciéndose por tanto de forma indi

recta la autoasociacién de la unidad monomérica.

Desde un punto de vista estructural, el proceso de asocia-
ci6n de estos compuestos equivaldria a crear "cavidades"” del tamaho ade
cuado en el seno del disolvente. Estas cavidades exigen la ruptura de
enlaces de hidr6geno entre‘moléculas de H,0, lo que tiene como resulta-
do un valor positivo de AH®, gue sumado al AH® correspondiente a la aso
ciacién de las unidades monoméricas, darfa un valor global positivo pa-

ra la entalpia.del proceso.

Esta interpretacifn puede contribuir a aclarar la aparente
paradoja de que las unidades monoméricas tiendan a formar esponténeamen
te una estructura ordenada, es decir, un sistema con menos entropfa que '
el correspondiente a estos mismos compuestos sin asociar, lo cual, en
principio, estarfa en contradiccién con el ﬁ” Principio dé la Termodind
mica. Ahora bien, este Principio establece gue los procesos tienden a
alcanzar un estado de equilibrio en el que la entropfa del sistema (en
nuestro caso, las unidadesrmonoméricas), sumada a la entropfa del entor
no (el agua), sea m&xima. Para que pueda producirse la asociacibn, la
variaci6n total de entropfa debe ser positiva, como hemos dicho anterio
mentg, pero esto sclamente es posible si la contribucién entrfpica debi
da a la ruptura de‘los enlaces de hidrSgeno entre moléculas de agua y
la formacibn de cavidades, gue es positiva, supera en valor absoluto a

la contribucibn debida a la asociacif6n del soluto, gue es negativa.

El hecho experimental de que esta asociacifn se encuentre
dificultada a temperaturas pr6ximas a 0°C respecto de 25°C, puede indi-

car gque la ruptura de enlaces de hidrbgeno y la creacibn de cavidades en
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na estructura préxima a la del hielo es m&s diffeil que en agua liqui-

a.

La importancia de las interacciones hidrofébicas en la fuer
a inductora de la asociacidn, puesta de manifiesto en los signos de
os par@metros termodinfmicos obtenidos, podria ser m&s notable a tempe
aturas inferiores a la del ambiente que a temperaturas superiores, pues
1 aumentar suficientemente la temperatura, el debilitamiento de las in-
eracciones entre las bases o bien la disminucién de la energla superfi-
ial del agua, podrfan llegar a superar al efecto hidrof6bico descrito.
n este caso, la tendencia a la asociaci6n disminuirfa, en concordancia
on los datos relativos a la desnaturalizacién de dcidos nucleicos y

olinuclebtidos por efecto de la temperatura.

Es obvia la trascendencia que representa la conclusién obte
ida respecto a la importancia de las interacciones hidroffbicas en el
enfmeno de autoasociacién de las unidades monoméricas. Con cbjeto de
btener informacién complementaria respecto a este problema, se ha rea-
izado un estudio previo para determinar las constantes de asociaci6én de
stas mismas unidades monoméricas en disolucibn de etanol, en cuyo discl
ente las interacciones solvofbbicas serfan nulas o tendrfan un car&cter
iferente al correspondiente a las disoluciones en que se emplea el agua
omo disolvente. Los primeros resultados experimentales obtenidos pare-
en indicar que la variacién de K, respecto a la temperatura es inversa

la observada en disoluciones acuosas.

Conclusiones generales acerca de la influencia de la tempe-

ratura

1) Las constantes de autoasociacibn K, y Kp disminuyen al dis-




2)

3)

4}

5)
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minuir la temperatura, en el intervalo de 25° a 5°C.

La disminucién de las constantes de asociaci6n al disminuir
la temperatura va acompafada de un descenso paralelo de las
interacciones hidrof6bicas tal gue la asociacibn resultaria
menos favorecida a 5° que a 25°C. Este resultado autoriza a
concluir gue 1és interacciones hidrof6bicas son el factor

condicionante de la autoasociacién de las unidades monomé-

ricas en medio acuoso (Ginicamente en el caso de la adenina,

en su 1%L efecto hipocr6mico, la variaciébn de las fuerzas
hidrof6bicas parece tener menos importancia que la de la

energfia de interacci6n base-base).

Las magnitudes termodin&micas de la autoasociacién son

AG®<0, AH®>0 y AS°>0.

Los valores de los parfmetros termodinimicos AH® y AS° reve
lan gue el factor condicionante de la asociacifn de adenina,
adenosina y 5'-AMP, en medio acuoso, es el t&rmino ehtrépic

tanto en el 1° como en el 2° efecto hipocrémico.

Los signos de los parfmetros termodin&micos obtenidos, est§
de acuerdo con los gue era previsible obﬁgner si las intera
ciones hidrof6bicas fueran el factor condicionante de la as
ciacibén y permiten concluir, por tanto, gque la fuerza direc
triz de la asociaciébn de las uﬁidades monoméricas parece se
la reordenacifn de las moléculas del disolvente. Desde este
punto de vista, la estructura del disolvente desempefia un

papel principal en la estabilidad del sistema.



3.~ DINUCLEOSIDOS-MONOFOSFATO
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Como se ha expuestn en los capftulos 1 y 2 de la presente
Memoria, el estudio de la interacci6n directa entre las bases, puesta
de‘manifiesto en las disoluciones acuosas de las unidades monomé&ricas
libres, puede constituir una importante contribucifn al conocimiento
de la estructura y estabilidad de los &cidos nucleicos. Ahora bien, en
los &cidos nucleicos, las unidades monoméricas'nucleotidicas se encuen
tran formando una cadena covalente, unidas entre sf a través Qe enlaces
fosfodiéster 3'-5'. La existencia de este tipo de enlaces da lugar a
una diferencia significativa entre las propiedades de los monbmeros,
por un ‘lado, y las de los dimeros, olig6meros y polimerqs por otro.
Consideramos, por tanto, que puede ser de gran interés comprobar si
existe alguna contribucién a la asociacibn que se deba a la existencia
del esqueleto covalente ribosa-fosfato entre las bases, del tipo del
existente en los &cidos nucleicos, y para ello es preciso determinar
pardmetros de autoasociaci6én en sistemas de mayor complejidad gque las
propias unidades monoméricas libres. En este sentido, hemos realizado
un estudio de diversos dinuclefsidos-monofosfato, oligonﬁcleétidos y
polinucle6tidos, cuyos resultados exponemos en este capfitulo y en el

siguiente.

Los dinuclebésidos-monofosfato son compuestos de f6rmula ge
neral XpY, siendo X e Y nuclefsidos, que pueden ser iguales (ApA, UpU,
etc.) o distintos (ApU, CpG, etc.); la pentosa puede ser ribosa o deso

xiribosa.

Los dinuclefsidos-monofosfato son las mds pequeifias unidade
estructurales gque contienen el enlace fosfodi&ster 3'-5', y por consi-

guiente, constituyen los oligonucleftidos m&s sencillos que pueden uti
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izarse como modelos para el estudio de los &cidos nucleicos y polinu-
lefStidos (1). De hecho, los dinucleSsidos-fosfato contienern, en poten
ia, toda la informacién nece§aria para predecir las propiedades y es-
ructura de un &cido nucleico, si estas propiedades dependiesen sola-
ente.de la interaccién entre las unidades adyacentes de la cadena (2).
Estos compuestos han sido objeto de numerosos estudios,
rincipalmente por técnicas espectroscbpicas: UV, DOR y DC (1-5), y
N‘(4,6-8), cuyos resultados indican, en §eneral, la existencia de in-
eraccién entre ambas bases en disolucién acuosa. La interpretacién de
os datos obtenidos se ve dificultada, sin embargo, por la posibilidaéd
e que coexistan interacciones intra- e intermoleculares entre las ba-
es. Es razonable pensar gue las primeras predominen a concentraciones
ajas de estos compuesfos (6), v las segundas a concentraciones altas,
ero le separacién de unas y otras constituye una labor de gran comple-

idad.

Los espectros UV pueden indicar solamente la magnitud de la
nteraccién,-mientras que los espectros de DC y RMN proporcionan una in
orhacién algo m&s detallada sobre la conformacién del dimero. Por con-
iguiente, las diferentes técnicas utilizadas en el estudio de los dinu
le6sidos~fosfato se complementan entre sf, no sélo para tratar de es-
ablecer un modelo éonformacional de estos compuestos, sino también
‘ara interpretar sus posibles mecanismos de interaccién intermolecular.

be tenerse en cuenta, sin embargo, gue en disolucién existe equili-
rio entre diversos estados conformacionales, lo cual complica notable-

ente tanto la descripcién de &stos, como la de sus interacciones (9).

Se admite actualmente que las unidades nucleosfdicas de los

L



210

dinucle8sidos-fosfato adoptan la conformacién "anti"™ y que las hélices
de los dimeros son dextrbSgiras (7), apilindose las bases paralelamente
entre sf{. La magnitud del apilamiento intramolecular depende mucho del
tipo de bases, siendo menor, ;n general, en agquellos dimeros gue contie
nen uracilo (2). Como posibles causas de estas diferencias en el apila-
miento, se ha sugerido el hecho de que las fuerzas electrostiticas en-
tre las bases son diferentes, o lo gque es probablemente mfs importante,
gue las bases deben tener distintos efectos sobre la estructura del
agua que las rodea (2,4). En todo caso, el modelo conformacional de los

dinuclebsidos-fosfato sugiere gue estos compuestos representan el paso

inicial en la formacién de una cadena helicoidal de &Acido nucleico (10).

Teniendo en cuenta la idea directriz del presente trabajo
de gue las propiedades de los 8cidos nucleicos son funcién de sus uni-
dades constituyentes, trataremos de estimar hasta qué punto la asocia-
cién de las bases en el dfmero puede predecirse a partir de la asocia-
cién de los monbmeros libres. Con este objeto, hemos extendido la apli-
cacién de nuestro método de estudio de asociaciones intermoleculares,
descrito en el cap. 1 para las unidades monoméricas, a la investigacién

de las interacciones de los dinuclefsidos-fosfato.

Se presentan a continuacifn los resultados del estudio ex-

perimental, mediante espectroscopfa UV, de la autoasociacifn en disolu-

cibn acuosa de dos dinuclebsidos-fosfato, uno pGrico (ApA) y otro piri-
midinico (UpU), y se comparan con los datos relativos a la autoasocia~
cifén de sus componentes libres, es decir, de los nucleSsidos y nuclefti

dos correspondientes.

Estos compuestos se han elegido intencionadamente con obje-

- to de'comprobar si presentan diferencias de comportamiento, andlogas a
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las ya indicadas en el estudio de las unidades monoméricas (cap. 1y
2), y establecer una correlacifn con las propiedades estructurales de

los polinucleétidos respectivos.

.

Sequidamente, se exponen los resultados obtenidos en el es

tudio de la heterocasociacifn de estos compuestos, entre sf y con el nu

cle6sido complementario respéctivo, con el ffn de determinar si a este
nivel de complejidad estructural se ponen ya de manifiesto las interac
ciones especificas entre bases compiementarias, que son de importancia

fundamental en la estructura y funci6n de los &cidos nucleicos.

Dentro de cada uno de estos apartados, se examina la in-
fluencia gque sobre las interacciones de dinuclebsidos-fosfato ejercen
la concentracién de los compuestos y la temperatura, gue son los dos
factores que pue@en afectar de modo mis significativo a las interaccigo

nes implicadas.

NH2 o
N XN l NH
i ’< I ,J " J§o
, - N
HCH N HCH
0 N o
> NHs 3 o
- o 0 OH
Oyer® M N y s NH
f7 %o <' | J g A
néu N Z HCH NTO
S'W g,
OH OH OH OH

ApA UpU
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3.1. AUTOASOCIACION

Los par8metros de autoasociacién de ApA y de UpU se han de-
terminado de forma anfloga a los de las unidades monoméricas, es decir,
a partir de la variacién de la absortividad molar en ellmiximd con la

concentracifn de cada compuesto (tablas 3.1. y‘3.3.).

Los productos utilizados son las sales monoaménicas de ade-
nilil-(3'-5')~adenosina (ApA) y de uridilil-(3'-5'}-uridina (UpU), de
"Boehringer", desecados a vacfo, con gel de sflice, hasta peso constan-

te. Las disoluciones se han preparado en tampén fosfato.

Se ha medido también la variacién con la temperatura de la
absortividad molar en el miximo de una disolucién patré6n de cada ﬁno de
los compuestos estudiados. Los espectfos uv a’temberatura inferior a 1la
del ambiente se han obteni@o con ayuda de un criostato, seg(in el m&todo
experimental descrito en el apartédo 2.5.. Las medidas a temperatura su
perior a la del ambiente se han realizado en el espectrofotébmetro SP
1800, acoplado é un controlador de programa de teméeratufa Unicam SP
876, regulado a una velocidad de calentamiento de 1°C/min.. Este siste-
ma permite obtener directamente, en un regist;ador XY, la variaci6n de
la absorbancia con la temperatura, a una longitud de onda determinada.
Los resultados obtenidos por ambos procedimientos concordaron perfecta-
mente v fueron corregidos, en todo caso, teniendo en cuenta la variaci6
de volumen del disolvente con la temperatura. Tanto en la tabla 3.2.
cono en la 3.,4., correspondientes a ApA y UéU respectivaménte, se dan,
en funcifn de la temperatura, los valores de absortividad molar del df-
‘mero y sus respectivas hipocromicidades respecto del valor de ¢, de ca-

da uno de estos dinucleésidos—fésfato.
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Teniendo en cuenta que un dinuclefsido-fosfato se puede con
siderar formado por la unién, mediante un enlace fosfodiéster 3'-5', de
un nuclefsido y un nucleftido, se comparan los parfmetros de autoasocia
cibén experimentales de ApA y de UpU, con los obtenidos aplicando tam-
bién nuestro método de cilculo a la curva resultante de sumar las res-
pectivas curvas de hipocromicidad de adenosina-y AMP, por‘una parte, ¥y
de uridina y UMP, por otra (v. fig. 1.6., 1.12., 1.10. y 1.15.). De es~-
.ta forma, pretendemos comprobar si la asociaci6n de los dinuclefsidos~-
fosfato se puede predecir solamente a partir de sus componentes, o bien
si existe alguna contribucibn adicional debida a la presencia del esque

leto ribosa-fosfato (tabla 3.5.).

La estimaci6n de la hipocromicidad de los dinuclebsidos-fos
fato se ha realizado seg@n tres procedimientos diferentes, basados en

la ecuacibn:
Cref ®x
x = —e— 100 |19]
ref

en donde h, es la hipocromicidad correspondiente a la concentracién x

del dinucleé6sido~fosfato, €y ©8 la absortividad molar a dicha concentra

cibén ¥y ¢ es la absortividad que se toma como referencia, resultando

ref
ara cada uno de los procedimientos utilizados, en el caso del ApA, las

siguientes expresiones:

1)
€, (ApA)-e
g = — = 100 | 20|
€, (ApA)
2°)

e, (Ado) +e, (AMP) | -¢
he = Les ! ) ex 100 |21)
(e, (Ado) +e (aMP)]
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3°)
Ex(A+pA)—Ex

hy = m)—-mo |22]
x
.Los valores de hibocromicidad h(%), que figuran en la tabla
3.5., se han calculado segin el 18L procedimiento, y corresponden a la
hipocromicidad de la molécula asociada con respecto a 15 molécula libre
como se establecif en el desarrollo del métode de cilculo (ec. |B|). En
la misma tabla figuran los valores de h(%) del sistema nuclefsido+nucl

tido, calculados respecto del valor que resulta al sumar los €, de di-

chas unidades monoméricas.

Los valores de hipocromicidad h'(%) y h" (%) de la tabla
3.6., se han calculado segGn los procedimientos 2° y 3°, respectivamen
te. Se ha determinado, por tanto, la hipocromicidad correspondiente  a
diversos grados de asociacifn de los dinuclebsidos-fosfato: a dilucifn
infinita, en el punto de separacién de los efectos hipocrSmicos y a con-
centracién infinita, tomando como referencia el valor suma de los g,
del nuclefsido y nucleb6tido respectivos (eref=32580 para ApA y € ..~
=25120 para UpU), para obtener los valores de h;. Estos valores dan una
idea de como progresa la asociacién al aumentar la concentracidn del di-
nuclebSsido-fosfato, en relacién al estado de minima agregacién posible,

que es el que corresponde a las unidades monoméricas no asociadas: nu-

cleSsido y nucle6Stido.

An&logamente, los valores de h; se han obtenido tomando co-
mo referencia los valores de absortividad molar de la mezcla nuclefsi-

do+nucie6tido, a las mismas concentraciones gue para h%.
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Resultados experimentales

Los resultados obtenidos se exponen a continuacién, de

acuerdo con el siguiente esquema:

1) Se‘agrupan los resultados en los siguientes epigrafes:
3.1.1, Autoasociacidén de ApA.

3.1.2. Autoasociacién de UpU.

2) Dentro de cada epigrafe, se resumen en una tabla los va-'
lores de la absortividad molar en el miximo, en funcibén de la concentra
cién molar de soluto, as{ como los valores de los par&metros mé&s signi-

ficativos de los ajustes lineales utilizados (tablas 3.1. y 3.3.).

3) Para cada uno de los compuestos estudiados, se represen-
tan en una misma gr&fica la curva de hipocromicidad experimental del
dinuclebsido-fosfato y la curva calculada a partir de los ajustes obte-
nidos en el cap. 1 para los nuclefsidos y nucle6tidos correspondientes

(fig. 3.1. y 3.2.).

4) A continuacifn, se expone la variacién de la absortivi-
dad molar en el miximo con la temperatura, para cada compuesto (tablas

3.2. y 3.4.).

5) Por Gltimo, se dan las tablas conjuntas de los parfmetros
de autoasociacifn correspondientes a los diferentes sistemas estudiados
(ApA, A+pA, UpU, U+pU), asf como la hipocromicidad de diferentes esta-

dos de asociaci6bn (tablas 3.5. y 3.6.).
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3.1.1. Autoasociacién de ApA

TABLA 3.1.

ApA en ta?pﬁn fosfato (Amax=258 nm) .

18E efecto 2° efecto
c(mol/1) e.107? c(mol/1) £.107?
(1/mol.cm) ) {1/mol.cm)

4,60.10"° 25,8 3,50.107 3 22,2
9,00.10"°¢ 25,3 4,80.10°° 21,8
9,60.10"°¢ 25,3 5,00.10"° 21,4
1,80.10°° 25,0 7,40.10°3 21,1
4,50.10°°% 24,0 7,80.10°° 20,8
4,80.10-°% 24,2 9,70.107° 20,7
9,00.10-5 23,8 1,00.10"° 20,7
9,60.10"°F 23,7 1,50.10-2 19,4
1,80.107" 23,3 2,00.10°2 19,9
4,50.10"" 23,1 3,00.1072 18,7
4,80.10"" 23,1
5,00.10"" 22,9
9,00.10"" 22,7

. 9,60.10"" 22,6
1,00.1073 22,7
2,00.10"* 22,7
2,50.10°° 22,4
2,90.107° 22,3

Resumen de los valores obtenidos con
el programa de c&lculo "HIPOCROM".

18L efecto 2° efecto
€, 26630 26630
- 2218060 16400500
P "0,269:0,009 5,220,6
r 0,992 0,947
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! | I
5-10-¢ 5-10-4 M) 5-10-2

Fig. 3.1.- Absortividad molar de Adenilil-(3'-5')-Adenosina
a 258 nm. ApA: experimental; A+pA: calculada a

partir de las unidades monoméricas.
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TABLA 3.2.

Variacién con la temperatura de la hipocromicidad de ApA
(c=1,08.10""*M)

t(°C) £.107 © h(s)
5 23,88 10,3
15 24,18 9,2
25 25,00 6,1
30 25,44 4,5
35 25,60 1,9
40 25,64 3,7
45 25,86 2,9
50 25,92 2,7
55 26,16 1,8
60 26,22 1,5
65 26,38 0,9
70 26,46 0,6
75 26,62 0,0
80 26,62 0,0
85 26,70 -0,3
90 26,80  -0,6
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3.1.2. Autoasociacién de UpU

TABLA 3.3.

UpU en tampbn fosfato (Amax=262 nm) .

18X efecto' . 2° efecto .
c{mol/1l) €.,107° c(mol/1) €.107°¢
(1/mol.cm) (1/mol.cm)

4,30.10"°¢ 18,7 1,00.10"* 16,8
8,60.107° 18,5 1,40.10°° 16,7
9,60.10"°% 18,4 2,10.10-°% 16,6
1,90.20"°% 18,3 2,60.10°° 16,4
4,80.10°° 17,9 4,70.10"° 16,4
8,60.10~% 17,6 5,10.1073 16,4
9,60.10-° 17,6 7,10.10°° 16,3
1,90.10"" 17,5 1,90.10~? 16,3
3,50.10-" 17,5 2,60.10"2 16,2
4,80.10"" 17,3

5,10.10" 17,3

6,40.10"" 17,1

. Resumen de los valores obtenidos con
el programa de cilculo "HIPOCROM",

1§-£ efecto 2° efecto
€, 19110 19110
€, 1694060 16040150
P 0,18%0,C1 0,4820,05
r 0,982 0,956
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Fig. 3.2.- Absortividad molar de Uridilil-(3'-5')-Uridina
a 262 nm. UpU: experimental; U+pU: calculada a
partir de las unidades monoméricas.



Variacidn con la temperatura de la hipocromicidad de UpU

TABLA 3.4.

(c=8,6.10"5v)

t(°C) e£.107? h(%)
5 17,48 8,5
15 17,60 7,9
20 17,62 7,8
25 17,64 7,7
30 17,76 7.1
35 17,80 6,9
40 17,34 6,1
45 17,98 5,9
50 18,12 5,2
55 18,16 5,0
60 18,22 4,7
65 18,26 4,4
70 18,20 4,8
75 18,14 5,1
80 18,42 3,6
85 18,48 3,3
90 18,44 3,5
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TABLA 3.5.

Parimetros de autoasociacifn de dinuclebsidos-fosfato

18L efecto 2° efecto
Sistema -

K, §, h(3) - Kp §p  h(®)

ApA (exp.) 31.10° 4450 ‘16,7 400 - 10200 38,3

‘ A+pA (calc.) 32,9.10! 4870 14,9 340 10230 31,4
UpU (exp.) 33.10° 2170 11,4 |  13.10° 3070 15,1
U+pU (calc.) 740.10° 5500 21,9 10,6.10° 6470 25,8

TABLA 3.6.

Hipocromicidad de dinucle&sidos-fosfato, respecto del valor de-

€ref calculado para las unidades monomé&ricas correspondientes.
Sistema Concentraci6n € €Eref h'(%®) €Eref h"(%)
ApA =0 26630 32580 18,3 32580 18,3
¢=3.10"°M 22180 " 31,9 27710 20,0

c=w 16400 . 49,7 22350 26,6

UpU c=0 . 19110 25120 23,9 25120 23,9
c=6,4.10""M 16940 " 32,6 19800 14,4

Cc=w 16040 " 36,1 17070 6,0
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Interpretacifén de resultados

1) ApA

.

Curva de hipocromicidad

La curva de hipocromicidad experimental del ApA es de hébi-
to muy parecido al de la curva gue se obtiene sumando las respectivas
curvas de hipocromicidad de Adenosina y de AMP (A+pA), si bien se en-
cuentra desplazada hacia valores m&s bajos de la absortividad molar, y

por tanto presenta un efecto hipocrbmico adicional (fig. 3.1.).

El hecho mds destacable de la curva de hipocromicidad del

ApA es que, anilogamente a las unidades monoméricas, este dinucleSsido-
fosfato presenta un doble ,efecto hipoerSmico. Para hacer compatible la

existencia de este doble efecto con nuestra hip6tesis inicial de que el
18L efecto puede ser atribufdo a la formaci6n de dimeros, bastarfa admi
tir, como hipb6tesis plausible, que en las disoluciones dilufdas de los

dinucle6sidos-fosfato hay un primer paso de agregacifn & estructuras di
méricas, siendo cada una de las unidades de este dimero un dinuclebsido
fosfato; es decir, cada molécula de este compuesto, aunque estructural
mente es dimérica, se comporta como especie quimica de manera anfloga a
las que hemos designado como "unidades monoméricas". Si ello es asf, po
drian admitirse las dos alternativas de mecanismos de asociacifn sefiala
das para el 125 efecto en dichas unidades monoméricas, y que son la for
mécién de enlaces de hidr6geno intermoleculares o la formaci6n de dime-

ros por apilamiento de 2 mol&culas de dinucle6sido-fosfato.

Conviene destacar que la concentracifn a gque tiene lugar la

separacibn de los 2 efectos hipocrbmicos es aproximadamente la misma en
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el ApA y en el sistema A+pA.

Par&metros de asociacién e hipocromicidad

Los valores de los par&metros de asociacifn para una y otra
curva concuerdan, dentro de los lfmites del error experimental (tabla
3.5.). Esta concordancia de resultados podrfa interpretarse en el sen-
tido de que 1la autoasociaciGn del ApA puede predecirse a partir de los
datos obtenidos previamente para las unidades monoméricas correspondien
tes, a excepcibén del efecto hipocrSmico adicional citado anteriormente.
Hay que subrayar, no obstante, que esta conclusifn representa una prime
ra aproximacién a la interpretacifn de los complejos mecanismos implica
dos en el fenSmeno conjunto de la asociacibén, ya que tal concordancia
de los valores de los parimetros de asociacién puede ser la resultante
de los valores correspondieﬁtes, no s6lo a la asociacifn de los dinu-
clebsidos~-fosfato, sino también a las constantes de los equilibrios con
formacionales de estos compuestos, que en todo caso, parecen tener ma-
yor importancia en los dinuclefsidos-fosfato que en las unidades monomg

ricas, como exponemos mis adelante.

El cdlculo de 1la hipocromicidad h'(%) del ApA a diferentes
concentraciones (tabla 3.6.) revela que, a diluci6n infinita del dinu-
clebsido-fosfato, la hipocromicidad respecto de las unidades monomé€ricas
no asociadas es del 18,3%; por consiguiente, la presencia de la cadena
ribosa;fosfato induce por sf sola una ordenaci6n de las bases. El valor
de h' aumenta gradualmente hasta un valor miximo del 49,7%, a concentra
cién infinita, que es notablemente superior al de adenosina (34,1%) y

de AMP (32,0%), consideradas aisladamente (tabla 1.4.).
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El valor de h"(%) a diluci6én infinita es, naturalmente, el
mismo obtenido para h' de 18,3%. A la concentracién correspondiente a
la separacibén entre el 1° y e} 2° efecto hipocrfémico, es del 20,0%; por
tanto, en el 12X efecto se mantiene précticamente constante la hipocro-
micidad del dinucleb6sido-fosfato respecto de la mezcla de nuclebsido y
nuclebtido. Sin embargo, en el 2° efecto, la hipécromicidad asf calcula
da aumenta hasta un 26,6%, lo cual indicarfa que el enlace fosfodiéster
3'-5'" representa una contribucién especialmente significativa en el me-
canismo de apilamiento; de acuerdo con ello, este tipo de enlace serlia,
estructuralmente, el factor condicionante fundamental para la formacién
de "cadenas” (polinucleétidos y &cidos nucleicos!. Esta conclusién apo-
ya la idea general, expuesta por algunos autores (11), de que el apila-
miento de las bases es una consecuencia de la conformacién relativamen-

te rfgida del esgueleto de las cadenas polinuclebtidas.

En resumen, la diferencia fundamental de comportamiento en-
tre las unidades monom€ricas y los dinuclefsidos-fosfato estarfa en la
mayor ordenacibn de la forma polimé&rica (2° efecto hipocrfmico), de
acuerdo con los comentarios expuestos sobre la variacién de la hipocro-

micidad con la concentracibn.

Influencia de la temperatura

No es posible llevar a cabo una interpretacién adecuada de
los resultédos obtenidos acerca de la influencia de la temperatura sobre
las propledades de los dinuclefsidos-fosfato en disolucibn, sin tener
presente la ide: fundamental de gque dicha influencia puede afectar si-

mul t&neamente, .como minimo, a dos procesos fisicoquimicos diferentes:
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1°) A los equilibrios de asociacifén intermolecular entre

las diversas molé&culas de dinucle6sido-fosfato presentes en la disolu-

cibn.

v

2°) A los equilibrios entre los diversos estados conforma-
cionales posibles de dichas molé&culas. Dentro de éstos, afectarfa funda
mentalmente a los eguilibrios entre las conformaciones apiladas y no-
apiladas de las bases de uﬂa misma molécula de dinuclebsido-fosfato

(gque se designan como eguilibrios de apilamiento intramolecular, para

distinguirlos de los procesos de apilamiento intermolecular que tienen
lugar en el fenbmeno de asociacién), y en menor grado, en todo caso, a
los equilibrios de las conformaciones "sin" y "anti" de los nucleésidos

Yy a los de las conformaciones "endo" y "exo" de los anillos de ribosa.

Hay gue tener presente que los equilibrios.conformacionales
citados no son independientes entre si. Los estudios realizados por RMN
permiten concluir gue la interaccién intramolecular de apilamiento de
bases condiciona, preferentemente, las conformaciones "anti” y "3'-endo”

(6).

De acuerdo con estas ideas, la mayor dificultad gue presen-
tan los estudios de los dinuclefsidos-fosfato en disolucibn, es, preci-
samente, la separaci6én cuantitativa de los equilibrios de asociacifn y .

de los equilibrios conformacionales,

El modo m&s directo de investigar los equilibrios conforma-
cionales y, en consecuencia, la interaccién intramolecular, es estddiaf
la influencia de la'temperatura sobre aiguna propiedad molecular sensi-
ble a la conformaciép.-En este sentido, se han realizado nﬁme;bscs estu

dios por RMN de los desplazamientos qufimicos de los protones de las ba-
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ses y de la ribosa, asf como de las constantes de acoplamiento, a diver
sas temperaturas (4,6,7,12~14). Teniendo en cuenta la complejidad del
problema que se plantea al intentar separar los efectos debidos a la in
teraccifn intra- e intermolecular, se ha adoptado, como solucibn m&s
razonable, la de trabajar con una concentracifn de dinuclebsido-fosfato
tan baja como sea posible, con el fin de minimizar los efectos debidos
a la interaccifn intermolecular, que son tanto mis notables cuanto ma-
yor es la concentracién del compuesto. En efecto; puesto que el proceso
de asociacién intermolecular depende también de la temperatura, éste
podrfa llegar a enmascarar completamente la interaccién intramolecular
si la concentraci6n del compuesto fuera apreciable. Ahora bien, debido
a la limitada sensibilidad de la espectroscopfa de RMN en el estudio de
disoluciones muy dilufdas, las concentracicnes mis pequefias con las gue
se suele trabajar son del orden de 5.107*-10"?M, pero a estas concentra
ciones ya existe un grado apreciable de asociacifn, como revelan nues-
tros datos de UV (fig. 3.1. y 3.2.), por lo que los efectos debidos a
la asociaci6n pueden predominar sobre los gque se deben a la interaccién

intramolecular.

Se comprende, por tanto, lo diffcil que resulta estudiar
independientemente, por métodos experimentales directos, los diferentes
equilibrios mencionados. Por ello, los Gltimos trabajos realizados en
este campo estdn orientados a determinar los parfmetros termodindmicos
" de interacci6n intra- e intermolecular, mediante cilculos numéricos ite
rativos, basados en la hip6tesis de que determinadas sefiales de los pro
tones pueden asignarse especificamente a los procesos de asociacibén in-

termolecular, o bien a los de apilamiento intramolecular (153).
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No entra dentro de los prop8sitos del presente trabajo efec
tuar un estudio de los equilibrios conformacionales de los dinuclefsi-
dos-fosfato, que constituirialpor sf mismo otro &rea de investigacién,
pero queremos destacar la oportunidad que ofrece la espectroscopfa UV
de estudiar disoluciones mucho m&s dilufdas de las que permite investi-
gar la espectroscopfa de RMN, en las cuales se.minimiza muy nbtablemen—
te el grado de asociacién.‘Por consiguiente, hemos estudiado la dependen
cia con la temperatura de la absortividad molar de diversas disoluciones

muy dilufdas de ApA.

El estudio de la absorcién UV de las discluciones de ApA en
funci6én de la temperatura, permitirfa evaluar, en principio, las magni-
tudes termodindmicas de la asociacibén intermolecular y de la interac-
cién intramolecular. Para obtener las primeras, serfa necesario calcu-
lar a diversas temperaturas las constantes de asociacibn, determinadas
a partir de las curvas de hipocromicidad en todo el intervalo de concen
traciones accesible, y aplicar la ecuacién de van't Hoff (ec. [16}),
como se ha realizado en el estudio de adenina, adenosina y 5'-AMP, cu-
vos resultados se exponen en el cap. 2.5.. Sin embargo, este procedi-
miento no ha podido llevarse a cabo por requerir una cantidad de produc
to de la gque no hemos dispuesto en el momento de la realizacién de este
trabajo, y dado su interés, seri objeto de'una experiencia complementa- .

ria posterior.

Ahora bien, a partir de los datos de que disponemos, en el
momento actual, de las "curvas de fusibén" (absortividad molar frente a
temperatura) de las mencionadas discluciones dilufdas de ApA, puede ha-
cerse una estimacién de la influencia de la temperatura sobre el grado

de asociacifn. Segln se deduce de la curva de fusién de una disolucién
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~10”'M de ApA (tabla 3.2.), la hipocromicidad calculada respecto del
valor de g, (a dilucién infinita ¥y que corresponde, por tanto, al dinu
cleSsido-fosfato no asociado), es del 10,3% a 5°C, y.se anula a partir
de 75°C, es decir, si la hipocromicidad fuese solamente una medida del
gradec de asociacifn, la elevacién de temperatura producirfa un efecto
desorganizador sobre la estructura del Apa, aléanz&ndose a 75°C uh es-

tado equivalente al del dinucleb6sido-fosfato libre.

A partir de la.citada curva de fusifn pueden estimarse tam-
bién unas constantes aparentes de apilamiento intramolecular, segfin un
método gue se bhasa en el llamado "modelo de 2 estados" (9,16,17), y es
anflogo al utilizado por otros autores en‘el estudio de los equilibrios

conformacionales de los dinuclebsidos-fosfato (3-5, 18-22).

El modelo de 2 estados es el mis simple gue se ha utilizadc
para explicar el eduilibrio conformacional de apilamiento intramqlecular
de los dinuclebsidos-fosfato. Este modelo supone que ias moléculas de
dinuclebsido-fosfato pueden tener solamente una de dos conformaciones
posibles,»bién la conformacién "apilada®, en la cual las dps bases se
disponen paralelamente entre s{, solapindose sus anillos correspondien-
tes, 6 bien la conformacifn "no apilada". La variaci6én de la absorcién
UV con la temperatura representarfa una medida de la fracci6n de molé-
culas “apilgdas"; en eéte sentido, el modelo de 2 estados se ha emplea-
do para él c&lculo, a partir de espectros UV, de las magnitudes termodi
nimicas de aéilamiento intramolecular de dinucleésidos-fosfato, oligo-
y polinucle&tidos (4,19,20,22). Las constantes aparentes de apilamiento

intramolecular, seglin este modelo, se definen por la expresiébn:

K(T) = l%%%%l 23]
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siendo £(T) la fraccifn de molé&culas no apiladas a cada temperatura,

que se calcula a partir de los espectros UV mediante la f6rmula:

e{T)~¢
£(T) = E———:EE£2 |24]
max min

siendo €(T) la absortividad molar aparente a cada temperatura T, y Emin

Yy ¢ las absortividades molares correspondientes a las moléculas de

max

conformacién "apilada" v "no apilada", respectivamente.

La dificultad experimental mds importante que presenta este

método, es la determinacibn de los valores de ¢ , que, en ge-

min ¥ Emax
neral, no son accesibles a una medicién directa. En consecuencia, se
suele recurrir a la extrapolacifén de estos valores en las "curvas de

fusién"; es decir, se toma como € el valor de £ correspondiente al
m P

in

, el valor co-

lfmite inferior del intervalo de temperatura, y como € max

rrespondiente al lfmite superior, a los cuales se puede suponer que son
mayoritarias las conformaciones "apilada" y "no apilada", respectivamen

te.

De acuerdo con los valores de la tabla 3.2., la absortivi-
dad molar de la disolucién de ApA tiende a coincidir en el limite supe-

rior experimental de temperatura con el valor de €, de este compuesto

1
(tabla 3.1.). Por el contrario, en el lfmite inferior de temperatura, la
variacién de la absortividad es afin relativamente érande, y en conse-
~ cuencia, no puede determinarse €l valor a que tiende (fig. 3.3.); una
aproximacifén razonable consistirfa en tomar el valor de e_ del efecto
hipocrémico qué aparece en el intervalo de concentraciones al que perte

nece la disolucibn estudiada, es decir:

€pax = €1 = 26630



€min = (Culg = 22180

Esta aproximacién de ambos valores limites de absortividad
no presupone la identificaci6n de los procesos que subyacen a la curva
de fusibén (apilamiento intramolecular) y a la curva de hipocromicidad

(asociacién intermolecular).

Se ha calculado, seglin este procedimiento, la constante apa
rente de apilamiento intramolecular a cada temperatura, utilizando la
ecuacién

k(1) = 288300 [25]

En la fig. 3.4. se representan los valores de logK asi cal
culados frente a los de 1/T, a los que puede ajustarse una ecuacifn li-
neal, lo cual supone una confirmacién de la validez del modelo empleado
(20) . A partir de la recta ajustada, se han estimado las magnitudes AH®
y AS°® de la interaccibn intramolecular de apilamiento, mediante la ecua

ci6én |16| dada en el cap. 2.5., resultando:

AH®

-9,4 kcal/mol

48°

]

- 33 cal/mol K

Este valor de AH° concuerda con los obtenidos por otros au-

tores a partir de valores de hipocromismo de espectros UV (4,19,23).

A la vista de estos resultados, es cbvio el interés qﬁe pre
senta el tratar de comparar el comportamiento de los dinucledsidos-fos-
fato con los de las unidades monoméricas, en relaci6én con la temperatu-
ra. Con este objeto, se han obtenido las "curvas de fusi6n" de disolucio

nes de adenina, adenosina y 5'-AMP a una concentracién equivalente a la
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utilizada para el ApA y, a partir de los valores de la absortividad mo-
lar correspondientes a cada temperatura, lefdos sobre dichas curvas,

se han calculado los valores Qe AH® y AS° aplicando el mismo método gque
acabamos de citar para el ApA, basado en el modelo de 2 estados. En la
fig. 3.4, se da la representacibn de van't Hoff correspondiente a la
"curva de fusién" del AMP, como ejemplo represéntativo. Los valores de

AH® y AS°® calculados para estas unidades monoméricas son:

Adenina AH® = +4,8 kcal/mol AS°® = +16 cal/mol K
Adenosina AH® = 42,5 " AS° = +10 "
AMP AH® = 42,0 " AS® = +10 "

Comparando estos valores con los de los parédmetros termodi-
nimicos de autoasociacién de adenina, adenosina y AMP, dados en la tabla
2.27., se observa gue el signo de estas magnitudes termodindmicas es po
sitivo, tanto si se calculan a partir de las curvas de hipocromicidad,

como de las curvas de fusién.

Teniendo en cuenta gue, en el ca#o de la adenina, no hay lu
gar a considerar los equilibrios conformacionales sin-anti y endo-exo,
Gnicamente se podrfan tomar en consideracibn los eguilibrios de forma-
cién de dimeros, bien por formacifn de enlace de hidr6geno o por apila-
miento de bases, que, en todo caso, corresponderian a asociaciones inter

moleculares.

Un razonamiento andlogo para adenosina y 5'-AMP, sugiere
que estas magnitudes termodindmicas no pueden asignarse aqui al tipo de
equilibrios conformacionales citados para los dinucleSsidos-fosfato, y
por tanto, esta concordancia de signo podrfa indicar que los procesos

fisicogquimicos estudiados en las unidades monoméricas mediante las cur-
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vas de hipocromicidad y las curvas de fusibn, son fundamentalmente, de
la misma naturaleza; es decir, de autoasociacién intermolecular y no de

transiciones conformacionales.

Esta deduccifn revaloriza la interpretacién de los signos
de las magnitudes termodinsmicas en funcifn de la importancia de las
interacciones hidroffbicas en el proceso de la autoasociacién, expuesta
en el cap. 2.5.; es decir, el signo de AH® y AS° se hace positivo cuan-
do el proceso fisicoQuimico que describen est8 condicionado, fundamen-
talmente, por las interacciones hidrof6bicas, de acuerdc con la aparen
te paradoja termodinémica discutida en los procesos de desnaturaliza-

cibén de protefnas y &cidos nucleicos,

2) UpU

Curva de hipocromicidad

La curva de hipocromicidad experimental del UpU es de hé&bi-
to anilogo al de la curva que se obtiene sumando las curvas de hipocro-
micidad de Uridina y de UMP (U+pU), si bien pueden observarse las si-

guientes diferencias (fig. 3.2.):

1.- La curva de UpU se encuentra desplazada hacia valores
mis bajos de la absortividad molar, y por consiguiente, presenta un efec

to hipocrémico adicional, an&logo al observado en el ApA (fig. 3.1.).

2.- En la curva de U+pU existen dos inflexiones. Esta apa-
rente anomalfa respecto a todas las curvas de hipocromicidad obtenidas
experimentalmente, no refleja un nuevo fenémeno de interaccién, sino gue
es, simplemente, el resultado "grifico" de sumar 2 curvas de hipocromi-

cidad, la de uridina y la de 5'~UMP, en las que son diferentes las con-
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centraciones a las cuales se produce la transicibtn del doble efecto hi-

pocrémico {(v. tablas 1.2. y 1.3.).

3.- En la curva de UpU existen dos efectos hipocrémicos, co
mo en el caso del ApA. Ahora bien, la concentraci6n de UpU a la gque tie
né lugar la transicién entre estos 2 efectos, es notablemente inferior
2 la de sus componentes, y es, por otra parte, el valor mis bajo obser-
vado en todos los sistemas estudiados por nosotros. Ello podrfa indicar
que la asociaci6n del UpU tiene, en conjunto, una naturaleza diferente

a la de los otros compuestos.

Parfmetros de asociacifn e hipocromicidad

El valor de la constante K, es muy diferente en los dos sis
temas que estamos comparando, siendo 33.10° para el UpU y 740.10° para
U+pU. El valor de K, de U+pU es muy alto, como corresponde a la "aditi-
vidad" de los valores de K, excepcicnalmente elevados de uridina (420,
.10%) y 5'-UMP (2000.10%), que fueron comentados explfcitamente en el
cap. 1. Sin embargo, el valor de K, del dinucle6sido-fosfato UpU es del

mismo orden que el obtenido para el ApA.

Por el contrario, los valores de K, concuerdan précticamen

te en los dos sistemas.

El c8lculo de la hipocromicidad h' (%) del UpU (tabla 3.6.)
revela gue, a diluci6n infinita de este compuesto, la hipocromicidad res
pecto a sus unidades monoméricas, no asociadas, es del 23,9%, y confir-
ma la conclusi6n obtenida para el ApA de gque la cadena ribosa-fosfato
induce ya una - ordenacifn intramolecular, que es la responsable de esta

hipocromicidad adicional. La magnitud de h' aumenta gradualmente hasta
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un valor miximo de 36,1%, a concentracién infinita, que es comparable

al de uridina (36,1%) y de UMP (27,7%), considerados aisladamente.

El valor de h"(%). disminuye desde 23,9 a dilucibn infinita
hasta 14,4 a la concentracif6n correspondiente a la transicién entre los
2 efectos hipocrSmicos. En el 2° efecto, h" sigue disminuyendo hasta un
valor de 6,0%, notablementg inferior al valor inicial. Este comporta-
miento es inverso al que presenta el ApA. Como se ha indicado en la in-
troduccibn de este capftulo, el apilamiento intramolecular es poco im-
portante en los dinuclebsidos-fosfato que contienen uracilo (2), y ello
podrfa condicionar que la ordenacién del UpU en el estado correspondien
te al 2° efecto hipocrSmico, sea notablemente inferior a la de sus com-
ponentes, uridina y UMP. Esta situacién podrfa estar relacionada con la
conformacibén singular de los oligo-Us y poli U, que segfin todos los es-
tudios realizados sobre ellos, es muy diferente a la de la serie del
8cido adenflico, y ha exigido el establecimiento de la hipStesis de una

conformacién especial de lazos en forma de horquilla- (24).

Influencia de la temperatura

Segfin se deduce de la "curva de fusi6én” de una disolucibn
n9.1075M de UpU, la hipocromicidad calculada respecto del valor ae €
correspondiente al dinuclefsido-fosfato libre, es del B,5% a 5°C y dis-
minuye hasta un 3,5% a 90°C (tabla 3.4.). Ello puede indicar que la tem
peratura ejerce uha_influencia desorganizadora sobre la estructura del
UpU, si bien en el 1lfmite superior de temperatura no llega a alcanzarse
un estado comparable al de minima asociacién, como en el caso del ApA

(fig. 3.5.).





