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Resultados experimentales muestran que el ADN vy otros polinucledtidos en solucién tienen distintos grados
de preferencia hacia los contraiones dc las sales simples presentes. En cste trabajo  generalizamos el modelo
desarrollado por Paoletti & al. basado en la teorfa de condensacién de contraiones, con el objeto de tener en
cucnta las afinidades i6nicas en dos sistemas: a) ADN-B en una solucién con mezcla de sales 1:1 y b) distintas
estructuras de polinucledtidos frente a la misma solucién conteniendo sales 1:1 y 1:2. Los resultados son
confrontados con los cdlculos obtenidos mediante otros métodos tedricos y con los datos experimentales.
Obtenemos un muy buen acuerdo con éstos tltimos y algunas diferencias con resultados obtenidos por reso-
lucién de la ecuacién de Poisson-Boltzamann y simulacién de Monte Carlo, sobre todo a bajas concentracio-
nes. El modelo propuesto se muestra adecuado para tener en cuenta las afinidades existentes entre las distintas
estructuras y los diferentes iones de las sales estudiadas.

Various experimental results show that DNA and other polynucleotides in solution exhibit differcnt degrecs of
affinity with counterions of the simple 1:1 and 1:2 salts. In this paper we extend the polyelectrolytic model
of counterion condensation (Paoletti & al.) to take into account counterion-polyelectrolyte affinity. Two
different solutions systems are considered: a) DNA-B with two 1:1 salts of different counterions and b) different
polynucleotides with the same pair of 1:1 and 1:2 salts. The results of the model are in good agreement with
experimental results and show some differences with previous theoretical calculations using Poisson-Boltzmann
and Monte Carlo simulation.

desarrollado paralelamente diversos modelos tedri-
cos para su andlisis. Dentro de estos dltimos los mds
utilizados son los célculos segin la ecuacién de
Poisson-Boltzmann, la simulacién de Monte Carlo y
el modelo de Condensacién de Contraiones. Noso-
tros hemos generalizado la teorfa de condensacién
de contraiones (CC) desarrollada originalmente por
Manning', (con las posteriores modificaciones de
Cesaro & al,.? y Paoletti & al.,** con el fin de tener

I. INTRODUCCION

Un polielectrolito es una cadena polimérica que
tiene grupos ionizables regularmente distribuidos
sobre ella. Las interacciones electrostéticas entre
estos grupos cargados entre si y con los distintos
iones y moléculas polarizables de la solucién juegan
un rol importante en las propiedades termodindmi-
cas de la solucién y sobre la conformacién, flexibi-

lidad y estado de ligadura del polielectrolito, los
cuales a veces determinan o condicionan su rol bio-
16gico.

El ADN, como otros polinucleétidos simila-
res, se comporta en solucién acuosa, como polie-
lectrolito de alta densidad de carga, y en solucién
con sales de diferentes contraiones, exhibe distintos
grados de preferencia por cada uno de ellos.

Dada la importancia biolégica de estos poli-
electrolitos se han realizado en distintos laborato-
rios un amplio espectro de experimentos, y se han

(*) Becario de iniciacién. FCFM y N-UNSL
(**)Carrera de investigador CONICET.
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en cuenta esta afinidad.

En el presente trabajo estudiamos una solu-
cién del ADN-B con distintos contraiones monova-
lentes, también ¢l comportamiento dc distintas es-
tructuras de polinucle6tidos en una mezcla de sales
con iones Ca?* y Na*.

Los valores numéricos obtenidos por este mode-
lo son confrontados con datos experimentales de diver-
sos autores y también con los cédlculos obtenidos me-
diante la resolucién de la ecuacién de Poisson-
Boltzmann y de la simulacién de Monte-Carlo.
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II. MODELO

Siguiendo la teoria original de Manning' para
polielectrolitos lineales, éste es idealizado como una

. cadena infinita de cargas puntuales separadas una
distancia b, que es la proyeccién sobre el eje del
polimero de la distancia real entre dos cargas con-
secutivas. Con b se define el pardmetro densidad de

carga, &, caracteristico de la teorfa como:
2

f=—— ()
e xgTh
donde g es la carga electrénica, £ la constante di-
eléctrica del medio (supuesta constante), Kg la cons-
tante de Boltzmann y T la temperatura.

Cuando la densidad de carga supera el valor
critico & el modelo predice que parte de los iones
de carga opuesta (contraiones) son retenidos cerca
del macroion, [lamdndoselos contraiones condensa-
dos o ligados territorialmente, estos iones estdn
deslocalizados dentro de un volumen de condensa-
cion, Vp, sin sufrir ligadura quimica con los grupos
cargados del polimero. Por ello es también llamado
modelo de dos estados: condensados y libres.

La fraccién de contraiones condensados y el
volumen de condensacién son calculados minimi-
zando simultdneamente la energia libre total reduci-
da respecto de la fraccién total de iones condensa-
dos (por unidad de carga polimérica) r y de la frac-
cién de esta carga condensada que corresponde a
una de las especies (supuesta independiente), x. Se
impone ademds la condicién de dilucién infinita,
como es usual en esta teoria.

IL1. CALCULO DE LA ENERGIA LIBRE TOTAL
REDUCIDA

La energfa libre total reducida molar en exce-
so de un sistema compuesto por el polielectrolito, a
una concentracién Cp, cuyos grupos ionizables tie-
nen valencia z,= 1 y dos sales simples con contra-
iones de valencias z; y zp y coiones de valencia
unitaria, se puede considerar compuesta por tres con-
tribuciones principales:

(i) Un término puramente electrostdtico’

2
qef

q

ge] = _é
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2
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2
K

donde [Ci]=‘,‘i]fﬁl)' es la concentracién de la especie
i-ésima de iones, N, es el nimero de Avogadro y 9ef
es la carga efectiva de cada sitio ionizable dada por:

Ger =91 —1iz; —1525) 4)

K es la constante de Debye-Hiickel.

(ii) Una energia libre de mezcla de naturaleza
entrépica™®, originada en la condensacién de con-
traiones, y que tiene contribuciones de los contraiones
iy J, condensados y libres, de los coiones y del
solvente. '

cond lib cond

lib
&mez = &i +gi +gj +gjl +gcoiones+gsolv &)

(iii) Un término que toma en cuenta las interaccio-
nes especificas entre el polion y los distintos
contraiones.

gesp = gOerj (6)

Este término especifico considera, (mediante
una constante de especificidad relativa gg., las in-
teraccioncs no tenidas en cuenta en las contribucio-
nes electrostdticas y entrépicas y que pueden existir
entre el polion y los distintos contraiones presentes
en la solucién, (efectos estéricos entre el ion
hidratado y el polielectrolito a analizar, y de la
compatibilidad entre la estructura del polimero y el
contraion, ¢tc.). Suponemos que esta interaccién es-
pecifica es de corto alcance manifestandose solo para
aquellos contraiones contenidos en Vp y no impli-
ca interaccién del tipo de ligadura quimica.

El modelo serd notado como CCE (condensa-
cién de contraiones con efectos especificos).

1. APLICACIONES
Il PARTE I: Andlisis de competencia y especifici-
dad en ADN-B frente a distintos contraiones monova-
lentes
il 1.1. CALCULO DE COEFICIENTES

Con el fin de comparar los resultados obteni-

dos con cl modclo aqui presentado con datos cxpe-
rimentales y de otras teorias, consideramos que el
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proceso de intercambio entre un catién de valencia
2, M** y el catién monovalente Na* (elegido por ser
uno de los iones més estudiados experimentalmente
y de nuestro interés) puede ser expresado como si-
gue:

M* 4 yNa* o M* +VNa*  (7)

libre condensado condensado libre

En esta ecuacién v representa el nimero de
cationes de sodio que han sido desplazados de Vp
por la condensacién de un catién M** durante la
titulacién del polielectrolito v es llamado coeficien-
te estequiométrico integral o coeficiente de inter-
cambio, y viene dado por:

AP _1Cr=C] _ ~(n-1)

T = (8)
AC” c: r-ng

V=

donde r, es la cantidad (fraccién en general) de Na*
condensado al ADN por grupo fosfato en ausencia
de M**, es decir en el punto inicial de la titulacidn.
En estas definiciones hemos representado por C,I (
=1,zyj=1, ¢) alas concentraciones de los iones
de valencia 1 y z, libres y condensados respectiva-
mente y R; = C;/ Cp. Cp es la concentracién equi-
valente de grupos poliméricos cargados.

v puede asf scr interpretado como un cocficiente
acumulativo que caracteriza el intercambio iénico
local.

Con el fin de estudiar las distintas caracterfs-
ticas del proceso de intercambio iénico, también es
conveniente definir un pardmetro andlogo a una
constante de equilibrio, que Anderson y colaborado-
res> han llamado cocficiente de competicién catid-
nica, y definido como:

Cl CC v _ v
o) R, e n)(n) ©
Cz(c;) (r=n)R;—1)

Observamos que un menor valor de D corres-
ponde una mayor predisposicién a condensar
contraiones de valencia z (respecto del Na*).

. 1.2. RESULTADOS
Utilizamos los resultados experimentales de
Paulsen et al.,>® que con datos de nmr han estudiado

tanto v como D y su dependencia con las concen-
traciones relativas de iones en la solucién. Todos
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los célculos se realizaron a 25°C y con una concen-
tracién de polimero Cp = 0.02 M, (correspondiente
al lfmite superior del rango tipico usado en experi-
mentos de nmr) y para mezclas de sales de Na* con
otras de contraiones de igual valencia es decir, z; =
z; = 1. Ademds sc ha tomado como es usual para el

DN-B un valor & = 4.2, asociado a una separacién
entre cargas b = 1.7 A.

El primer resultado es que r es constante igual
a 1/& (ver Fig. 3), independiente de la especificidad
y de la concentracién de sal presente, por lo que el
coeficiente de intercambio catiénico, V es constante
¢ igual a 1. Esta estd de acuerdo con resultados
experimentales (y con el concepto de que las
interacciones son prioritariamente electrostéticas)
pero no con los cdlculos de P-B, donde ry v depen-
den de la concentracién de sal.

En cuanto al comportamiento de D, segin ve-
mos en la Fig. 1, donde se lo grafica en funcién de
la concentracién de una de las sales presentes para
distintos valores de g, se observa una dependencia
del mismo a bajas concentraciones de la sal simple
agregada. Los resultados de P-B, y simulacién de
M-C no muestran esta dependencia.

Por dltimo hicimos los ajustes tomando al
coeficiente de especificidad como pardmetro y usan-
do los valores experimentales inferidos de nmr 5,
para competicién del ion Na* con los iones mono-
valentes que son indicados en la Tabla |. En csta
tabla también se muestran los valores de g,, obte-
nidos, y el cociente entre los radios de los iones en
competencia (indicados con la letra §). Los célcu-
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Fig. 1: Dependencia del cocficiente de competicion cationica
D con la concentracién relativa de Na* agregado(R; = Cy,
/ Cp), para distintos valores de la constante de especifici-
dad gy, C,= 003 M, Cp =0.02M, T =25Cy E =42
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los fueron reallzados con R; = R

V]5 y de forma. |

tal que el rango de’ 8p. CON su mccrteza incluya al ;

valor experimental desde R; =

15hastaR =9 En:

base a estos calculos en la Fig. 2 se han represen- |

tado los valores de ‘In D experimentales, los calcu- -

lados con CCE y tamblen los calculados por P-B y -

simulacién de M- C éstos dltimos obtenidos al va-

del rango factible' para los experimentos de nmr,

todos en funcién del cociente de los radlos de los -

iones en competlmc’m

Se ve que CCE reproduce correctameme el -

5

con 1 los valores de gOe mostrados en la Tabla N° 1.
P-B y M-C dan en cambio, un comportamiento li-

} neal vélido én general pero incorrecto para ciertos
} iones como NH. 'y K*. Tampoco reproducen el com-
R portamxento de Cs*'y Rb* que tienen radios hidra-

tados iguales (ver Tabla N° 1) y presentan valores
de D distintos. Un caso similar puede verse para los
1ones Lit y K*, los cuales tienen radios muy distin-
tos,y sin embargo prcsentan valores de D similares.

Esto permite inferir; que los iones K Lit y NH*

tienen comportam:entos distintos, ya que ademds del
tamafio debe existir otra razén que determma sus’

1 afiniidades con el ADN Cod

En la Fig. 3 se.ha representado la fraccién de

iones condensados de las dos cspecics en competi-
‘  cién, para el caso particular de los iones Efy;N*/Na*
! y NH, +/Na

en xgualcs condiciones. quc en la’ Flg
‘3
i
k|
!
1
4

H

-

‘7

N ! G

orden de afinidad con-el ADN de los iones analiza- .
I dos: ' o :

4
m ‘\

Bu4N < Et4N+ < Na*l“ <Li*<K*< R‘b+< Cs*< NH,*
E

1, a fin de ilustrar las predicciones de nuestro mo-
delo. Se observa que micntras la fraccién conden-
sada total permanece constante € igual a 0.762, por
otro lado el ion Et,N* es condensado mucho menos
que el ion NH *. Observamos también que el ion
NH/* es més condensado que el Na solo por de-

: ‘bajo de R, =1.5. ‘
nar el radio hxdratado del catién competldor dentro '

g

S

05 2.5‘: 3.0 3.5

. Fig. 2: Dependencia de In D con el cociente de los radios de
- los distintos contraiones respecto al Na, ‘&M /8 Nu indicados en
> la tabla N° 1. Datos experimentales (+ P, cdculos de P-B (O )5
- simulacién de M-C ( » P y nuestro modelo (O ). Para C; = C =
0()3MCI,-002MT 25"Cy§—42 )
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Fig. 3: Fraccién de iones condensados de las dos especies
en competicion, para el caso del par de iones Et,N*/ Na*
(O)y NH*/Na* (O ), aiguales condiciones que la Fig.
1. (-~ ~ =) es la fraccién condensada de Na*, (....) la frac-
cién condensada del ion competidor y (—-) la fraccién
condensada total.

III. 2. PARTE II: Selectividad de distintas estruc-
turas de polinucledtidos, incluyendo ADN-B,
frente a una misma mezcla de sal: Ca** y Na*,

En esta parte del trabajo aplicamos el modelo
a datos experimentales obtenidos por medio de ab-
sorcién espectroscépica para dos polinucle6tidos’ en
solucién acuosa conteniendo 10 mM de NaCl a 17°

C, y variando la concentracién de CaCl,. Los resul- ‘

tados son presentados como curvas de Scatchard.
Estas curvas, introducidas hace 40 afios por G.
Scatchard, consisten en graficar KZ = C}‘.""" /(C}"’"C,,)
en funcién de C;q"d y tienen la ventaja de mostrar en
forma inmediata aspectos termodindmicos importan-
tes.
Si el diagrama es céncavo hacia abajo indica

cooperatividad entre los sitios involucrados en la .

interaccién. Si en cambio es céncavo hacia arriba el
comportamiento es opuesto (anticooperatividad).

I 2.2. RESULTADOS

En la Figs. 4 y 5 se han graficado la curva de
Scatchard para dos estructuras secundarias una de
tipo B, el Poli (dGdC), y otra de tipo A, correspon-
diente al Poli (rG): Poli(rC), obtenidas de los datos
experimentales de Mancini & al.,” y de célculos de
la ecuacién de Poisson-Boltzmann’ y del modelo aqui
presentado.
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En la Tabla 2 se muestra un resumen de las ca-
racteristicas de los polinucleétidos utilizados, y los
valores de la constante de especificidad que le corres-
ponden segin los ajustes realizados. Los datos experi-
mentales muestran diferencias en la interaccién del Ca®*

Estructura Secundaria & 8oe
del polimero

Estructura primaria
del polfmero

Poli (rG) : Poli (xC) A 5.1 0.75
Poli (dGdC) B 4.2 1.1
Tabla 2.
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Fig. 4: Curva de Scatchard para una estructura secundaria
de tipo B, segiin datos experimentales (¢), cdlculos mediante
la ecuacion de Poisson-Boltzmann (~ — ~) y segiin el mo-
delo aqui presentado (—-). Datos de Tabla N° 2.
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Fig. 5: Curva de Scatchard para una estructura secundaria
de tipo A, segin datos experimentales (), cdlculos me-
diante la ecuacién de Poisson-Boltzmann (- — -) y segiin el
modelo aqui presentado (—-). Datos de Tabla N° 2.
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con las distintas estructuras de los polinucledtidos, con
lo que el modelo se presenta adecuado para hacer un
andlisis de la preferencia de distintas estructuras ante
igual mezcla de sales simples.

IV. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha presentado una extension
del modelo de condensacién de contraiones para
polielectrolitos lineales en solucién (CC) que intro-
duce el efecto de las interacciones especificas polién-
contraién a través de un término de especificidad en
la energfa libre total del sistema.

El modelo predice correctamente la cantidad r
de carga condensada por unidad polimérica. En el
caso de competencia entre dos contraiones monova-
lentes esta cantidad total es la predicha por el mo-
delo original de Manning!, plenamente confirmada
en forma experimental para el caso de un solo tipo
de contraiones monovalentes. El modelo también
predice que el coeficiente de intercambio es igual a
uno. Esto es una consecuencia de la naturaleza
electrostdtica de las interacciones y de la constancia
de la fraccién total de iones condensados.

En los célculos de P-B estas dos cantidades
varfan ligeramente con la concentracién de sal®®.
Los resultados también dependen de la definicién
de “contraion condensado” que se realice en los
cdlculos de P-B. En este tipo de célculos este con-
cepto no es natural ni ha sido tomado con un crite-
rio uniforme en la literatura®? dependiendo los re-
sultados, entre otras cosas de la distancia mdxima que
puede estar un contraién para ser considerado como
“condensado” sobre ‘el polimero (o sea el radio de
integracién de la densidad radial de contraiones).

La dependencia de D con R, observada por
nuestro modelo a bajas concentraciones de sal pare-
ce razonable desde el punto de vista del equilibrio
quimico y proponemos que sea analizado experi-
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mentalmente en detalle. Los resultados de P-B, pre-
sentados por Paulsen & al., no muestran dicha de-
pendencia, pero consideramos de importancia hacer
un andlisis sobre el limite de integracién tomado por
dichos autores. '

Podemos decir finalmente que el modelo ofre-
ce una buena descripcién cualitativa’ dado que pre-
dice correctamente el orden de especificidad, pu-
diendo determinar preferencias relativas entre los
contraiones de las distintas sales presentes.

También es importante notar que las diferen-
cias de tamaiio parecen dar cuenta de la mayor parte
de los efectos especificos encontrados, pero eviden-
temente se deben incluir otras causas de afinidad
para ciertos contraiones, especialmente Li*, NH,*y
K.

Del andlisis de distintos polinucleétidos, ve-
mos que el acuerdo con los valores experimentales
es muy bucno y que la estructura secundaria es un
factor influyente en la preferencia del polielectrolito
por los distintos iones, y es incluido en el pardme-
tro de especificidad g,,. Es nuestro interés hacer un
estudio mds sistemdtico sobre este parimetro para
profundizar el conocimiento de sus caracteristicas.
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