Conformacion, organizacion vectorial y estabilidad termodinamico-estructural de
péptidos bioactivos y hormonas en biointerfases.

El proyecto consistird en el estudio de direccionamiento controlado de la adsorcidon/de
adsorcion, penetracion, autoensamble y reorganizacion de lipidos, péptidos bioactivos y
hormonas en biointerfaces por efecto de la presion lateral, electrostatica interfacial, efecto
hidrofobico y campos eléctricos locales externos.

Relevancia del problema. El estudio de nanoestructuras biomoleculares asi como los
métodos y técnicas fisico-quimicas, biofisicas y matematico-informaticas para la
modelizacion y analisis de sistemas biomiméticos constituye una nueva frontera
interdisciplinaria del conocimiento. Las propiedades de estas nanoestructuras pueden
determinar procesos biocataliticos, de bioreconocimiento y de bioinduccion con
potencialidad de aplicacion en procesos bioldgicos, funcionales y patoldgicos. Para
desarrollar estos conocimientos es necesario primero individualizar y definir los codigos
moleculares, estructurales y de interaccion entre las biomoléculas para luego dirigirlos de
manera controlada. Uno de los grandes problemas de nanoestructuras autoensambladas es
que su regulacion molecular y supramolecular es altamente dindmico y se realiza en
diferentes niveles de complejidad.

Estudios especificos. Nuestro grupo de trabajo ha encarado desde hace tiempo estudio de
de los siguientes sistemas: a) fusion, b) interaccion de péptidos bioactivos y c) interaccion
de hormonas con nanoestructuras lipidicas autoensambladas.

a) Fusion. Las nanoestructuras lipidicas autoensambladas no tienen tendencia a
fusionarse o recombinarse en un medio acuoso. Sin embargo estos procesos son muy
comunes en distintos procesos celulares. Para que este fenomeno ocurra es necesaria la
bioinduccion por agentes tales como proteinas, péptidos o iones. A pesar de los estudios
realizados el mecanismo de fusiéon de membranas no se conoce. Por lo tanto es necesaria
la reconstruccion del evento bioldgico en sistemas biomiméticos para estudiar el proceso.
b) Interaccion de péptidos bioactivos. Algunos péptidos y proteinas tienden a
interaccionar con lipidos especificos afectando la estabilidad de las superficies,
induciendo separacion lateral y/o formacion de dominios de fases diferentes lo cual
permite el control topografico de la organizacion interfacial. Microcina J25 es un péptido

antibiotico de bajo peso molecular sintetizado por E. coli, purificado a homogeneidad en



nuestro laboratorio. Posee una estructura casi unica y por su caracter hidrofobico
interacciona con bicapas lipidicas modificando su microviscosidad seguin
determinaciones realizadas por espectroscopia de fluorescencia. Microcina J25 forma
monocapas estables en la interfase aire-agua. La adsorcion del péptido desde una subfase
a una interfase limpia lleva a un aumento de la presion y del potencial de superficie. De
estos datos se deduce que microcina J25 es un pobre surfactante por si mismo. Sin
embargo, la interaccion con monocapas lipidicas incrementa la estabilidad del péptido en
la interfase. Los lipidos y la microcina J25 forman una mezcla no ideal con expansion e
hiperpolarizacion de componentes en la interfase. A altas presiones de superficie, el
péptido es excluido de la monocapa dejando al fosfolipido puro. La obtencion por
mutaciones genéticas de péptidos andlogos con modificaciones en determinados amino
acidos, nos da la posibilidad de correlacionar aspectos estructurales con la insercion
controlada de los péptidos en biointerfases.

c) Hormonas tiroideas. Estas biomoléculas regulan un amplio rango de procesos
metabolicos y para su acciéon deben primero integrarse y luego disociarse de la
biointerfase lo cual implica un cambio en la dindmica y en la organizacion molecular. Sin
embargo, no han sido dilucidados atn los detalles de estos mecanismos. Estudios de las
interacciones de estas hormonas con sistemas biomiméticos (liposomas) indican que
mientras la organizacion del sistema lipidico permita la difusion de los mismos (fase
fluida) tanto T3 como T4 pueden incorporarse al sistema induciendo un ordenamiento del
mismo. En cambio, si lo lipidos estdn altamente organizados s6lo T3 es capaz de
incorporarse pero, en este caso, induciendo una desorganizacion el sistema. Se sugiere
que este comportamiento diferencial obedece a factores estructurales relacionados al
numero y posicion de los atomos de lodo en la molécula. Sosteniendo esta hipotesis,
numerosas evidencias indican que las caracteristicas estereoquimicas de las mismas
juegan un rol importante para la determinacion de sus actividades bioldgicas, por
ejemplo: a) derivados de T3 y T4 con grupos alquilos en lugar de Iodo dan como
resultado conformaciones geométricas necesarias para interaccionar con biointerfases; b)
en ensayos biologicos, T3 es aproximadamente cinco veces mas activa que T4 indicando
que la asimetria del anillo B es importante para la actividad hormonal. El estudio de

interacciones hormona-lipido se realiza en nuestro laboratorio mediante un analisis



vibracional comparativo de T2, T3 y T4 en estado puro con bicapas lipidicas, basado en
los espectros IR y Raman y en calculos teoéricos. Este trabajo constituye la base para la
obtencion de datos estructurales referente a las hormonas a partir de los espectros de las

distintas mezclas hormona-lipido.



