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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



210

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
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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
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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).
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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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Fig. 3.3.- Curva de fusiôn de ApA.
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Fig. 3.1t.- Representaciôn de van't Hoff para 
ApA ( O ) y AMP ( • ),.
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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.).




