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CONCLUSIONES

El_ origen de este trabajo ha sido el de interpretar las
medidas de birrefringencia eléctrica de soluciones acuosas
de ADN sonicado en presencia de concentraciones débiles de
NaCl (1mM)<&>, Las mismas muestran la aparicién de una bi-
rrefringencia anémala positiva que desaparece con el aumento
de la concentracién de electrolito. Ademas los transitorios
de birrefringencia eléctrica después de suprimir o invertir
el campo eléctrico presentan una mezcla de componenteg de
birrefringencia eléctrica negativa (normal) vy positiva
(anormal) no explicado por 1la teoria de la birrefringencia
eléctrica de soluciones macromoleculsres diluidas.

La extensién realizada en este trabajo de la teoria del
decaimiento de 1la birrefringencia eléctrica para soluciones
diluidas de RIDGEWAY <152 empleando el modelo molecular de
HOLCOMB y TINOCO <®> (seccién 1.6.1) permite concluir que
los transitorios anormales de 1la birrefringencia eléctrica
pueden explicarse eligiendo adecuadamente 1los parametros
eléctricos (polarizabilidad eléctrica y momento eléctrico
permanente), optico (polarizabilidad éptica) e hidrodina-
micos (coeficientes de friccién rotacional). Sin embargo
ciertos resultados experimentales indican que los macroiones
de ADN sonicado en soluciones con concentraciones mayores de
5 mg/dl y concentraciones salinas débiles (<1mM en NaCl) son
particulas intersctuantes. Estas experiencias son:

-La dependencia de la magnitud de la componente positiva de
la birrefringencia eléctrica con la concentracién de ADN en
las soluciones (seccién XII1.2).

-La turbiedad apreciable de 1las soluciones de ADN sonicado
que dan una absorbancia de 0,1 (longitud de onda 550 nm ¥y
trayecto 6ptico de lem) para concentraciones de 100 mg/dl en
ADN con NaCl imM que desaparece completamente con el aumento
de la fuerza ionica del medio. Por ejemplo 1la adicién de
MgClz 1mM elimina la turbiedad (XII.11) y paralelamente la
componente positiva de la birrefringencia eléctrica (seccion
XI1.3).
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Estas experiencias inducen a postular la existencia de
agregados en las soluciones de ADN sonicado para explicar el
comportamiento andémalo de la birrefringencia eléctrica (8).

El andlisis de la energia de interaccion entre macroiones
tipo varilla realizado en la seccién XI1I.3 nos mostrd que
para concentraciones salinas débiles (NaCl 1 mM) las curvas
de energia en funcidén de la distancia W(X) presentan minimos
del orden de algunas unidades de KT. Este nos permite decir
que desde el punto de vista tedrico estan establecidas las
condiciones para que se formen agregados de macroiones de
ADN sonicado. Hay que destacar aqui la importancia de reco-
nocer la influencia de 1la frecuencia de fluctuacion de las
cargas de los macroiones en el apantallamiento de la energia
de interaccién entre ellas. El1 apantallamiento de la energia
de interaccién (repulsién) entre las cargas estacionarias se
tiene en cuenta mediante el tipico factor exponencial de
Debye-Huckel mientras que el apantallamiento de la energis
de interaccidn originada en 1la correlacién de cargas
fluctuantes depende de la frecuencia de oscilacidn de estas
y la concentracidn ionica del medio. Para fluctuaciones con
frecuencias mucho mayores que un cierto valor critico depen-
diente de la concentracién del electrolito presente el medio
se comporta como un dieléctrico puro con el consecuente
apantallamiento débil de 1la energia (88>, &

Del calculo de la energia de interaccidén entre macroiones
(seccion XI1I.3) surge que el aumento de concentracidn del
electrolito del medio disminuye drasticamente las energias
de interacidén entre los macroiones y consecuentemente la po-
sibilidad de formaciéon de agregados. Paralelamente el
aumento de la fuerza ionica del medio hace desaparecer la
birrefringencia positiva de 1las soluciones de ADN, por
ejemplo cuando se le agrega MgClz (seccidén XI1.3).

Refiriendonos todavia al cdlculo desarrollado en la sec-
cién XIII.3, vemos que 1la fuerza atractiva entre 1los
macroiones tiene su origen en la correlacion de
fluctuaciones de 1la carga 1ligada (contraiones condensados)

en ellos vy crece con el aumento de la misma. Este hecho es
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corroborado por 1la aparicién del efecto andémalo en la
birrefringencia eléctrica de 1a DNH (desoxirribonucleopro-
teina) cuando al extraerle progresivamente las histonas, se
logran razénes en peso Proteina/ADN menores que 1. Este
proceso de desproteinizacién de 1a DNH va liberando grupos
fosfatos cargados del ADN vy aumentando la cantidad de
contraiones condensados (secciones XI1.4d y II1.4).

Las experiencias de birrefringencia eléctrica de solucio-
nes de ADN sonicado previamente filtradas en columna con gel
(XII.5) muestran 1la ausencis de componente positiva de 1la
birrefringencia eléctrica. Las soluciones de ADN sonicado
obtenidas de ADN nativo previamiente tfiltrado en columna con
gel tampoco presentan componente positiva de la birrefrin-
gencia eléctrica (sececion XI1.8). Estos resultados podrian
explicarse como sigue:

a) E1 ADN utilizado experimentalmente por nosotros (y otros)
tiene un cierto porcentaje de proteinas (0,5 a & % seguin las
muestras). Los resultados experimentales del comportamiento
electro-éptico han sido obtenidos con ese material, por lo
tanto las conclusiones sobre la posibilidad de la existencia
de los agregados basadas en esos datos corresponde exclusi-
vamente a material ligeramente contaminado. La purificacion
con gel eliminaria las fracciones contaminadas. Esta conta-
minacién deberia ser tal que afecte los perfiles de poten-
cial eléctrico donde se condensan los contraiones.

b) Ain despues de cromatografiado cabe la posibilidad de
existencia de pequefias fracciones proteicas intimamente uni-
das al ADN, por ejemplo en la garganta menor, que no seria
excluida en la cromatografias de relativa baja resoluciodn. La
posterior adicién de NaCl 2 M podria liberar o exponer mas a
la superficie estas fracciones protéicas, modificando las
propiedades superficiales desde el punto de vista de la su-
perficie eléctrica y permitiendo el reestablecimiento del
efecto andmalo (seccién XII.5). Obviamente debido a la puri-
ficacién efectuada este efecto remanente debe ser considera-
blamente menor que el original.

La posibilidad de existencia de agregados se demuestra
&
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mediante el ajuste de las curvas experimentales de la birre-
fringencia eléctrica estacionaria (An=f(E2)) y dinamica
(An=f(t) para Ezcte.) con las curvas tedricas. Estas ultimas
se obtienen considerando una mezcla de macroiones de ADN
libres (sin agregar) y distintos tipos de agregados. Cada
agregado esta formado por un nimero m de macroiones tipo
varilla de ADN de longitud Le dispuestos en forma paralela.
Se determinan experimantalmente las propiedades
hidrodindmicas, eléctricas, y épticas de los macroiones de
ADN sonicado (secciones XIII.2) y se calculan las co-
rrespondientes a los agregados (secciones XII1.4)

El mejor ajuste se logra mediante el método de ensgrvo y
error variando la longitud del agregado y la concentracioén
en la mezcla de los distintos tipos de agregados. Los tipos
de agregados seleccionados son los formados con m=9, 18 y 25
macroiones. La longitud de agregado que did mejores resulta-
dos es La=800 &

Las caracteristicas medias de los macroiones libres de
ADN sonicado son las siguientes:

-longitud L=1130 A
-anisotropia de la polarizabilidad éptica:
(experimental) (Xe33-We11)=-4,15x10-21 ¢cp3
~-términos del tensor polarizabilidad éptica:
2,28 x 10-20 cm3
o°aas = 1,87 x 10-20 cm3
-anisotropia de la polarizabilidad eléctrica:
(experimental) (0(Eaz-oE11) = 1,46 X 10-15 cm3
(calculada) (XE33-0E11) = 1,36 X 10-15 ¢cm3

(experimentales) (11

Las caracteristicas calculadas de los agregados son las
siguientes:

[}
-longitud L«=600 A
-radio del agregado correspondientes a una concentracién de

macroiones en el mismo de 535 mg/dl:
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numero de macroiones radio del agregado
del agregado: supuesto cilindrico
m Aa (A)
g 400
16 533
25 867
~anisotropia de la polarizabilidad eléctrica:
nimero de macroiones Acla® = (XeE)mo-(0laE )sxx
del agregado: m
9 , -1,48x10-14
16 -4,52x10-14
25 ~1,04x10~-13

-tiempo de relajacién del momento inducido transversal al
eje del agregado originado por la transferencia de contraio-

nes entre los macroiones del agregado:

m ta(ps)
g 306
16 544
25 850
-anisotropia de la polarizabilidad é6ptica:
numero de macroiones Atle® = (Ma®)es-(Xa® )xx
del agregado: m
9 ~1,98x10-20
18 -3,52x10-20
25 ~-5,50x10~-20 8

Se concluye que el mejor ajuste entre las curvas experi-
mentales y las calculadas de An=f(E2) se logran para las si-
guientes concentraciones de macroiones de ADN Yy agregados
(seccion XI1II.5):
1,08x1015 cp-3
2,8x1012 ¢p-3

Cm=18= 2,4x1012 ¢cm-3

it

CADN

Cm=9

ctm=25= 1,1x1012 cp-—-3

Con estas caracteristicas de macroiones de ADN y agrega-
dos de 1los mismos se explican también los resultados



&
190

experimentales de la birrefringencia dindmica: El

transitorio de 1la birrefringencia eléctrica después de

invertir el campo eléctrico (seccion XIII.6) y el
decaimiento de la birrefringencia eléctrica (seccidn
XI11.7).

La existencia de agregados resulta ser la explicacion mas
plausible de de la birrefringencia eléctrica positiva en so-
luciones de ADN sonicado ya que, a pesar de las considera-
ciones cualitativas necesarias para interpretar los efectos
de la cromatografia sobre gel, este modelo resulta hasta el
momento la udnica propuesta que de cuenta de los resultados
experimentales disponibles.
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