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ABSTRACT

El grupo Electroquimica Aplicada y Electrocatalisis ha desarrollado
una novedosa tecnologia que permite modificar selectivamente
cualquier biomolécula (enzimas, proteinas redox, lipoproteinas,
anticuerpos, etc), tanto por métodos electroquimicos (por
ejemplo, nitracién, cloracion, bromacion, y iodacién en residuos de
aminoacidos de tirosina, u oxidacién de metionina), como por
métodos quimicos clasicos.

Entre las principales ventajas del uso del método electroquimico,
destaca por ser muy selectivo y especifico, las condiciones de
reaccion son muy suaves, proporciona modificaciones totalmente
controlables, se mantiene la actividad y la estructura respecto a la
proteina nativa y son minimos o no aparecen subproductos.

Tiene aplicaciones en la inmovilizacién de biomoléculas, como
biosensores, biomarcadores, en la sintesis de nuevos anticuerpos
monoclonales y nuevos modelos de proteinas para el estudio de
ciertas enfermedades patofisioldgicas (neurodegenerativas y
cardiovasculares), asi como en modificaciones post-traslacionales
en estudios de Protedmica.

TECHNICAL DESCRIPTION

El grupo de Electroquimica Aplicada y Electrocatélisis de la Universidad de Alicante posee una gran experienciay habilidad en la
modificacién selectiva de cualquier tipo de biomolécula (enzimas, proteinas redox, lipoproteinas, anticuerpos, etc.), tanto por
métodos electroquimicos, como por métodos quimicos clasicos.

Entre los actuales métodos para modificar proteinas, cabe destacar:
+Ingenieria de proteinas.

+ Modificacién quimica de los residuos de metionina, tirosinay lisina.
+ Tratamiento con aldehidos

+ Aplicacion de radiacion electromagnética.

+ Fotooxidacién.

+ Oxidacion electroquimica (directa o indirecta):
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- Nitracion.

- Cloracién.

- Oxidacion de metionina.
- lodacion.

- Bromacion.

La Ingenieria de proteinas es una metodologia que permite la produccién de proteinas modificadas en cantidades sustanciales.
Asi, es posible reemplazar, por ejemplo, residuos especificos de tirosina en una cadena polipeptidica por, quizas, unidades de
fenilalanina; pero no es posible usarla para crear residuos de nitrotirosina en la cadena.

Respecto a la modificacidén quimica (con tetranitrometano, por ejemplo), ésta permite la formacion de unidades de nitrotirosina;
sin embargo, el reactivo es desagradable y tdxico, ademas, no es particularmente selectivo si hay mas de un residuo de tirosina
que puede ser nitrado y, una vez que la reaccién ha tenido lugar, es necesario separar el reactivo que no ha reaccionado (esto
puede ser dificil, especialmente cuando hay implicadas delicadas especies bioactivas), eliminar los subproductos, y finalmente
separar y purificar los productos.

Con el objetivo de superar todos estos obstaculos, el grupo de investigacién ha desarrollado una novedosa metodologia de
sintesis electroorgéanica que permite la modificacién selectiva de biomoléculas. Entre sus principales ventajas, se caracteriza por
mantener a la proteina en condiciones mas suaves de reaccion, ya que la energia procede de la aplicacién de un potencial a un
electrodo y no de la reactividad de un agresivo agente quimico; ademas, no hay subproductos derivados de la presencia de
reactivos quimicos, por lo que no resulta necesario efectuar ninguna separacion adicional. Finalmente, la reaccion se puede parar
inmediatamente mediante el cese de la corriente, sin necesidad de anadir sustancias que neutralicen los reactivos iniciales.

Consecuentemente, la modificacion electrosintética de proteinas y otras especies bioactivas es un nuevo método para la
produccion de nuevas funcionalidades en residuos de aminoacidos especificos (tirosina, metionina, triptoéfano, lisina, etc.)
mediante nitracion, cloracion, oxidacién de grupos sulfuro, iodacion o bromacion de varias proteinas modelo, tales como
lisozima, mioglobina, citocromo c, anticuerpos, asi como lipoproteinas de baja densidad (LDL), consiguiendo gran especificidad,
selectividad y control de la oxidacién. No obstante, el grupo también tiene capacidad para llevar a cabo modificaciones quimicas
convencionales (nitracidn, cloracién y oxidacion utilizando, por ejemplo, peroxinitrito o tetranitrometano, acido hipocloroso,
acido hipobromoso, peroxido de hidrégeno, triioduro, etc.) en proteinas o lipidos.

Técnicamente, es posible llevar a cabo la modificacion electroquimica selectiva utilizando electrodos carbonaceos, como por
ejemplo un electrodo de diamante dopado con boro (BDD), ya que es uno de los materiales que permite una retencién de la
actividad y la estructura de la proteina igual o similar a la proteina nativa, sin contribuciones no deseadas atribuidas a las
interacciones electrodo-proteina que si aportan otros electrodos, por ejemplo, el de platino. Ademas, la estabilidad fisica,
quimica y electroquimica de los electrodos carbonaceos y en concreto el BDD los hacen especialmente interesantes en el
tratamiento de aguas residuales, electroandlisis y, por supuesto, en la quimica de proteinas y DNA.

La modificacién electroquimica de proteinas tiene lugar en una celda electroquimica segun el siguiente esquema:

Se han encontrado proteinas nitradas en residuos de tirosina en un amplio rango de enfermedades: cardiovasculares, diabetes,
ateroesclerosis, rechazo a dérganos transplantados, neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson, Creutzfeldt-Jakob, esclerosis
multiple), etc.

Particularmente, la oxidacion de algunas proteinas, tales como las lipoproteinas de baja densidad (LDL), juega un papel crucial en
el desarrollo de enfermedades vasculares: arterosclerosis, infarto de miocardio y apoplejia. El nivel de oxidacién de las LDL
puede ser un biomarcador de la presencia, severidad y desarrollo de la enfermedad. Los agentes oxidantes mas comunes son el
peroxinitrito (ONOO-) y el acido hipocloroso (HOCI). Ambos son producidos por las células endoteliales, neutrofilos y
macréfagos. El acido hipocloroso se forma a partir de perdxido de hidrégeno y cloro en una reaccién catalizada por la enzima
mieloperoxidasa. El peroxinitrito, que se forma por una reaccién rapida entre el ion superdxido (;02-) y el 6xido nitrico (NO;), es
liposoluble y similar en reactividad al acido hipocloroso. Es un potente agente de nitracion y de oxidacion de biomoléculas, entre
las que destacan las proteinas y los lipidos. Las dianas de estos efectos son los residuos de cisteina, metionina y triptéfano en
proteinas, dando lugar, ademas, a funciones carbonil y ruptura inespecifica. Sin embargo, la principal diana son los residuos de
tirosina, hidroxilandose, dimerizando o mas frecuentemente, nitrandose. El producto final es la 3-nitrotirosina, tanto libre como
formando parte de proteinas. Esto hace que se pueda considerar como un biomarcador de la produccion de peroxinitrito.

Las LDL pueden pasar por diferentes estados de oxidacion, teniendo diversos efectos en la ateroesclerosis. Estudiando los
mecanismos de oxidacién de las LDL se pueden plantear estrategias en el tratamiento de la enfermedad. Dilucidar el mecanismo
de oxidacion in vivo es muy dificil, pues diversos intermediarios de la reaccién que promueven la oxidacién de las LDL, como el
oxido nitroso, tienen vidas medias muy breves y son dificiles de detectar. El uso de una metodologia electrosintética es una
estrategia alternativa para conseguir especificidad, selectividad y control en la oxidacién de las LDL, determinando el papel de las



posibles dianas (lipidos y proteinas) pudiendo finalmente relacionar el estado de gravedad de la enfermedad y el grado de
oxidacion de las LDL.

Por otro lado, los sensores electroquimicos destacan por ser una tecnologia importante para detectar biomoléculas en fluidos
biolégicos, como por ejemplo colesterol en LDL. El desarrollo de un bioelectrodo con este fin implica la inmovilizacion de la
colesterol oxidasa (ChOx), bien sea sobre un electrodo modificado mediante monocapas autodepositadas (SAMs), o bien sobre
electrodos modificados con polimeros conductores. En cualquier caso, el primer paso en el desarrollo de un bioelectrodo es la
electronitracion de la colesterol oxidasa. Por tanto, resulta fundamental un método de modificacién selectiva que no suponga
una pérdida de actividad enzimatica y que, al mismo tiempo, permita una unién especifica con el SAM o los polimeros
conductores unidos previamente al electrodo. En definitiva, la metodologia desarrollada por el grupo de investigacién hace
factible este desarrollo tecnolégico.

Ademas, el grupo tiene los conocimientos técnicos y la infraestructura necesaria (Servicios Técnicos de Investigacion de la
Universidad de Alicante) para llevar a cabo estudios de Espectroscopia UV-Vis, Espectrometria de Masas (MALDI-TOF y ESI-
FTICR), Resonancia Magnética Nuclear de Alto Campo, Fluorescencia y Dicroismo Circular entre otros, para conocer con
exactitud los cambios conformacionales, el grado de modificacion, la selectividad y la especificidad, y correlacionar asi las
consecuencias estructurales y funcionales derivadas del tratamiento electroquimico o quimico como primer paso para entender
cémo se produce el progreso de las enfermedades con disfunciones patofisioldgicas.

Figura 2. Espectrometro de RMN de 500 MHz (BRUKER AVANCE DRX500) de los Servicios Técnicos de Investigacion de la
Universidad de Alicante

ADVANTAGES AND INNOVATIVE ASPECTS

INCONVENIENTES DE OTRAS TECNICAS
INGENIERIA DE PROTEINAS

- Requiere instalaciones caras

- Metodologia muy sofisticada

- Restringido a determinados aminoacidos naturales
MODIFICACION QUIMICA

- Falta de especificidad

- Reacciones secundarias

- Condiciones quimicas agresivas

- Toxicidad de los reactivos



- La separacién y purificacién puede ser compleja

- Requiere eliminar el exceso de reactivo inicial

VENTAJAS DE LA MODIFICACION ELECTROQUIMICA DE BIOMOLECULAS

- Proporciona selectividad

- Especificidad

- Condiciones muy suaves de reaccion

- Reducciones/oxidaciones totalmente controlables

- Retiene la actividad y la estructura respecto a la proteina nativa

- No aparecen subproductos

- No son necesarios pasos extras de separacion y/o purificacion

- Cese de lareaccion por el simple corte de la corriente eléctrica

ASPECTOS INNOVADORES

La aplicacion de técnicas electroquimicas (nitracidn, cloracién, bromacion, iodacién, oxidacion de metionina, etc.) para la
modificacion selectiva de biomoléculas, tiene consecuencias estructurales y funcionales sobre dichas proteinas. De este modo, es
posible obtener novedosas aplicaciones tales como la obtencién de sensores bioelectroquimicos, inmovilizacion de proteinas,
biomarcadores, obtencién de nuevos anticuerpos monoclonales con innumerables usos, modificaciones selectivas post-
traslacionales en el campo de la Protedmica, etc.

Ademas, el grupo de investigacion posee un gran dominio en el uso de técnicas analiticas tales como la Espectrometria de Masas

(MALDI-TOF y ESI-FTICR) o la Resonancia Magnética Nuclear de Alto Campo entre otras, pudiendo de esta forma relacionar el
progreso de muchas enfermedades patofisioldgicas con las modificaciones de residuos de aminoacidos llevadas a cabo.

CURRENT STATE OF DEVELOPMENT

Tras varios afos de formacion en prestigiosos centros de investigacion (Universidad de Coventry -Centre for Molecular and
Biomedical Sciences-y la Universidad de Birmingham -School of Bioscience-) en el manejo de diversas técnicas analiticas
(Espectrometria de Masas, Resonancia Magnética Nuclear de Alto Campo, Dicroismo Circular, Espectroscopia UV-Vis vy
fluorescencia, etc.), el grupo posee los conocimientos técnicos y la infraestructura necesaria para llevar a cabo cualquier tipo de
estudios que impliquen la modificacién electroquimica o mediante quimica convencional aplicados a la elucidacién de
estructuras proteicas y sus consecuencias sobre la funcionalidad biolégica, entre otras aplicaciones.

MARKET APPLICATIONS

La modificacién selectiva de cualquier tipo de biomolécula (enzimas, proteinas redox, lipoproteinas, anticuerpos, etc.), tanto por
métodos electroquimicos, como por métodos quimicos clasicos, tiene diversas aplicaciones, entre las que destacan:

- Inmovilizacién de biomoléculas (enzimas, proteinas, anticuerpos, etc.): por ejemplo, es posible aprovechar la nitracién selectiva
de tirosinas seguida de la reduccién del grupo nitro- a amino-, para conseguir un lugar especifico de inmovilizacién a pH 5 (a
diferencia de utilizar lisina para la inmovilizacidn, ya que ésta tiene un pKa>8).

- Sensores bioelectroquimicos o biosensores: la modificacion de anticuerpos permite un amplio abanico de aplicaciones
potenciales en inmunoensayos.

- Biomarcadores: es posible obtener péptidos o proteinas marcadas radiactivamente de un modo muy selectivo (por ejemplo,
tirosina con 125l), para hacer un adecuado seguimiento.

- Modificacion de anticuerpos monoclonales seglin la demanda del cliente: para aumentar su inmovilizacién en diferentes
soportes, marcaje, medir su actividad, formas de reutilizacion de los anticuerpos para abaratar costes, etc.

Metabolémica: sintesis de nuevos modelos de proteinas implicadas en enfermedades que impliquen disfunciones
patofisiolégicas para entender mejor como se produce el progreso de la enfermedad, por ejemplo: neurodegenerativas
(Alzheimer, Parkinson, Creutzfeldt-Jakob, esclerosis multiple), diabetes, arterosclerosis, rechazo de érganos transplantados, etc.

- Protedmica: modificaciones post-traslacionales selectivas de proteinas, asi como la aplicacion de diversas técnicas de
reconocimiento: SDS-Page, HPLC Y LPLC, Espectrometria de Masas, Resonancia Magnética Nuclear (estudios
conformacionales), Dicroismo Circular, Espectroscopia UV-Vis y fluorescencia




COLLABORATION SOUGHT

El grupo de investigacion esta interesado en:

- Contactar con empresas u otras entidades interesadas en el desarrollo especifico de nuevos biosensores para diversos usos
(clinico, forense, control de calidad agronémico o enolégico, etc.), biomarcadores, inmovilizacion de biomoléculas, modificacion
de anticuerpos monoclonales, sintesis de nuevos modelos proteicos:

- Establecer proyectos de |+D+i con organismos de investigacion (publicos o privados), con el objetivo de abrir nuevas lineas de
investigacion en el campo de la Bioelectroquimica

- Impartir cursos de formacién respecto al uso de las novedosas técnicas electroquimicas de modificacion selectiva aplicadas a
distintas biomoléculas.

INTELLECTUAL PROPERTY RIGHTS

La tecnologia se encuentra protegida bajo el know-how del grupo de investigacion

MARKET APPLICATION (6)

Agroalimentacion y Pesca

Biologia

Biologia Molecular y Biotecnologia
Farmacéutica, Cosmética y Oftalmoldgica
Medicinay Salud

Tecnologia Quimica




