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Bioorthogonal chemistry: when living organisms become reaction flasks

QUIMICA BIOORTOGONAL:
CUANDO LOS ORGANISMOS VIVOS
SE CONVIERTEN EN MATRACES DE
REACCION

Javier Idiago-lépez ** Jesis M. De la Fuente °° Raluca M. Fratla®>

En este articulo se introducen los conceptos de quimica “click” y quimica bioortogonal, que han recibido el
Premio Nobel de Quimica 2022 por sus numerosas ventajas (sencillez, robustez, rendimientos practicamente
cuantitativos, etc.). Se describen en detalle las principales reacciones bioortogonales, las cuales se pueden
llevar a cabo en sistemas vivos, como células e incluso animales, que se convierten en exoticos “matraces de
reaccion”. También se proporciona una vision general de los Ultimos avances en bionanomedicina, surgidos
gracias a la combinacion de la quimica bioortogonal con las propiedades unicas de los nanomateriales. Para
ello, se presentan las principales caracteristicas de los nanomateriales y describen algunos estudios recientes
relacionados con el desarrollo de nuevas herramientas de imagen y terapia.

Palabras clave: quimica click, quimica bioortogonal, glicoingenieria metabdlica, nanomedicina, diagndstico,
terapia

In this article, we introduce the concepts of click chemistry and bioorthogonal chemistry, which have received
the Nobel Prize in Chemistry 2022 for their numerous advantages (simplicity, robustness, practically quantitative
yields, etc.). We describe the main bioorthogonal reactions that can be carried out in living systems, such as cells
and even animals, which become exotic "reaction flasks". We also provide an overview of the latest advances in
bionanomedicine, which were made possible by the combination of bioorthogonal chemistry with the unique
properties of nanomaterials. To this end, the main characteristics of nanomaterials are presented, and some
recent studies related to the development of new imaging and therapeutic tools are described.
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INTRODUCCION

El término "quimica click", acufiado en 2001 por K.
Barry Sharpless, incluye una serie de reacciones quimicas
que poseen caracteristicas Unicas en términos de selectividad,
cinética rapida, simplicidad, rendimientos elevados, ausencia
de productos secundarios, robustez y eficiencia. Pensemos
en un gesto que muchos habremos hecho muchas veces
en nuestra vida: abrocharnos un cinturén de seguridad en
un avién. Ese “click” que suena cuando nos abrochamos
el cinturén nos indica que hemos juntado con éxito las
dos partes del cinturdn y es una analogia muy sencilla del
concepto que aqui nos ocupa, de una reaccién que cumple
los criterios mencionados anteriormente. Cuando ademas de
todas estas caracteristicas se va un paso mas alla y se afiade
como requisito la compatibilidad de estas reacciones con
las condiciones bioldgicas propias de células y organismos
vivos, surge el término de “quimica bioortogonal”, o quimica
compatible con los seres vivos.

A pesar de ser conceptos relativamente nuevos (los
primeros trabajos de quimica “click” y de quimica bioortogonal
se publicaron a partir del afio 2000), su simplicidad y eficacia,
asi como su enorme potencial en el campo de la quimica,
la biologia, la bioquimica, la ciencia de los materiales y la
nanotecnologia han hecho que la quimica “click” y la quimica
bioortogonal sean merecedoras del Premio Nobel de Quimica
2022, otorgado a K. Barry Sharpless, Morten Meldal y Carolyn
Bertozzi. En palabras del presidente del Comité Nobel de
Quimica, Johan Aqvist, “El Premio de Quimica de este afio
trata sobre no complicar demasiado las cosas, sino de trabajar
con lo que es facil y sencillo. Las moléculas funcionales
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pueden construirse incluso siguiendo un camino sencillo”.

Algunos ejemplos tipicos de reacciones “click”
incluyen las cicloadiciones 1,3-dipolares y las cicloadiciones
Diels-Alder, las reacciones de adicién a enlaces multiple
carbono-carbono (epoxidacién, dihidroxilacion, adiciones de
Michael) o las aperturas de anillo de heterociclos tensionados
electrofilos (por ejemplo, epdxidos y aziridinas).?

QUIMICA BIOORTOGONAL O COMO VER
LAS BIOMOLECULAS EN SU ENTORNO
HABITUAL

La quimica bioortogonal tiene sus inicios en el grupo
liderado por Carolyn Bertozzi, ante el creciente interés por
analizar y comprender los complejos procesos biolégicos y
celulares en el contexto de las células vivas y los organismos
completos.® Esta tarea requiere del desarrollo de estrategias

que permitan investigar y realizar un seguimiento de las
biomoléculas dentro de su entorno nativo, usando marcadores
especificos (por ejemplo, sondas fluorescentes). En este
contexto, los métodos convencionales se basan en el uso
de etiquetas codificadas genéticamente, como la proteina
verde fluorescente (“Green Fluorescent Protein”, GFP), o de
anticuerpos especificos. No obstante, los anticuerpos y las
proteinas, si bien han permitido avanzar en el conocimiento
acerca de los papeles que juegan ciertas proteinas en
procesos celulares dinamicos, son biomoléculas de tamarfio
grande, cuyo uso puede perturbar la estructura y/o la funcion
de la proteina objeto de estudio. Pero, aun mas importante,
los anticuerpos y las proteinas no pueden utilizarse facilmente
para estudiar otros tipos de biomoléculas, como los lipidos,
los acidos nucleicos o los carbohidratos. El grupo de
Carolyn Bertozzi, en concreto, llevaba afios estudiando los
carbohidratos complejos presentes en las membranas de
nuestras células. Se trata de biomoléculas que juegan un
papel muy importante en muchas enfermedades infecciosas
y en muchos tipos de cancer,* y también determinan el tipo
de sangre de cada persona. Sin embargo, estudiar estos
carbohidratos en su entorno bioldgico no era una tarea facil,
debido a su heterogeneidad, a su incompatibilidad con las
etiquetas codificadas genéticamente y a que no se les podian
aplicar las herramientas clasicas de biologia molecular (por
ejemplo, los anticuerpos que reconocen estos carbohidratos
suelen tener bajas afinidades).

Ante este reto, los investigadores empezaron
a preguntarse si era posible modificar quimicamente las
biomoléculas de interés. Se trataria de incorporar un grupo
quimico a modo de sonda o reportero* en la biomolécula
diana, utilizando los propios mecanismos biosintéticos y
metabdlicos de la célula. De este modo, en una segunda etapa,
las moléculas exdgenas que actuarian como marcadores
formarian enlaces covalentes selectivos con la biomolécula
diana modificada (Figura 1). La idea de hacer quimica
bioortogonal era desde luego rompedora, pero suponia un
reto formidable, teniendo en cuenta todos los obstaculos
encontrados a nivel celular. En primer lugar, era necesaria
una reaccién rapida, que tuviera lugar en medio acuoso a
37 °C y pH fisiolégico. Ademas, los reactivos usados debian
ser inocuos para la célula y los grupos funcionales implicados
en la reaccion no podian participar en reacciones secundarias
con otros grupos funcionales enddgenos.

Las azidas y sus reacciones como sondas
bioortogonales ideales

Quedaba claro, pues, que no todos los grupos
quimicos pueden funcionar como sondas bioortogonales, es
decir, que presenten la capacidad de no interferir (o interferir

* En la bibliografia relacionada con la quimica bioortogonal, los términos “sonda” (“probe”), “etiqueta” (“tag”) y “reportero” (“reporter”) se

usan de manera equivalente.
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Figura 1. Estrategia de etiquetado bioortogonal. En el primer paso, el reportero quimico (circulo naranja) se introduce selectivamente en la
biomolécula diana (en verde en la célula). En el segundo paso, la sonda exégena (estrella roja) se une de manera covalente al reportero quimico

mediante una reacciéon bioortogonal. Figura creada con Biorender.com.

minimamente) con las funcionalidades biolégicas y que al
mismo tiempo tengan una reactividad selectiva hacia su
pareja bioortogonal en sistemas vivos.

Los principales grupos quimicos que cumplen con los
requisitos de bioortogonalidad son las cetonas, los aldehidos,
las azidas, los alquinos y los alquenos.® De entre todas estos
grupos, las azidas han ganado una inmensa popularidad,
gracias a sus numerosas ventajas. En primer lugar, son grupos
verdaderamente abidticos (ausentes practicamente en todo
sistema biolégico). Unicamente se ha descrito la presencia de
un metabolito natural con el grupo azida en una familia de
algas, la Gymnodinium breve.®

Su uso otorga, por tanto, una elevada selectividad,
evitando posibles reacciones secundarias con los nucleofilos
abundantes en los sistemas vivos. En segundo lugar, al
tratarse de un grupo triatdmico de muy pequefio tamafo,
su incorporaciéon en cualquier tipo de biomolécula no tiene
un impacto relevante sobre su estructura, propiedades y/o
funcionalidad. Ademas, las azidas presentan una elevada
estabilidad metabdlica en condicionesfisiolégicasy inicamente
son capaces de descomponerse a temperaturas superiores
a los 120 °C. Por ultimo, las azidas pueden actuar como
dipolos 1,3 o como electrofilos blandos, dos comportamientos
quimicos muy poco frecuentes en la naturaleza.

La principal forma de introducir grupos azida
en biomoléculas es a través de un proceso conocido
como glicoingenieria metabdlica. Se usan analogos
de monosacaridos modificados (llamados precursores
metabdlicos) que son captados por las células, reconocidos
y tolerados por la maquinaria enzimatica biosintética e
incorporados a glicanos y glicoconjugados (proteinas
o lipidos).” Esta estrategia cuenta con dos ventajas
fundamentales. En primer lugar, ajustando la concentracion
del precursor metabdlico, se obtiene un alto grado de control
sobre la expresion de grupos azida en membrana (se dice que
la expresion es dosis-dependiente).® En segundo lugar, es un
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método universal, aplicable practicamente a cualquier linea
celular, asi como in vivo.®

El precursor metabdlico mas utilizado es la
N-azidoacetil manosamina tetraacetilada (Ac,ManNAz), la
cual es desacetilada por las esterasas intracelulares para
entrar en la cascada enzimatica intracelular que deriva en la
expresion de los glicanos en la membrana celular.’® La forma
tetraacetilada es preferida a la forma libre, ya que de este
modo se reduce la polaridad de los grupos hidroxilo propios
de la N-acetil manosamina y se favorece la permeabilidad
celular del compuesto.

Las tres modalidades de reaccién bioortogonal en
las que participan las azidas son la ligacion de Staudinger,
la cicloadicién azida-alquino catalizada por cobre (CuAAC) y
la cicloadicién azida-alquino promovida por tension de anillo
(SPAAC).5 La ligacion de Staudinger, basada en la reaccién
entre azidas vy triarilfosfinas, representa de hecho el primer
ejemplo de reaccion “click” bioortogonal en organismos vivos,
descrito por el grupo de C. Bertozzi en el afio 2000." Se trata
de una modificacion de la reaccion de Staudinger clasica'? por
medio de la incorporaciéon de un grupo éster en uno de los
sustituyentes arilicos para, de este modo, conferir estabilidad
al intermedio formado durante la reaccion y evitar su hidrolisis
para dar lugar a una amina primaria (Figura 2). En este primer
ejemplo, Bertozzi y su equipo demostraron que la incubacion
de células Jurkat (una linea celular inmortalizada de linfocitos
T) con Ac,ManNAz para la modificacion metabdlica de las
glicoproteinas de membrana con grupos azida y la posterior
reaccion de los grupos azida con ftriarilfosfina daba lugar a
un marcaje especifico de las membranas celulares. No
obstante, esta reaccion resulté ser demasiado lenta (k = 10
M- s) para ser eficiente in vivo; ademas, se descubrio que
las fosfinas sufrian con facilidad un proceso de oxidaciéon en
medios bioldgicos. 31

Mas o menos al mismo tiempo, los grupos de K.
Barry Sharpless y Morten Meldal publicaron de manera
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Figura 2. Mecanismo de la reaccién de Staudinger clasica (arriba) y de la ligacion de
Staudinger-Bertozzi (abajo).
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Figura 3. Cicloadicién [3+2] azida-alquino térmica (a) y catalizada por cobre,
CuAAC, (b) y su version bioortogonal, SPAAC, (c).
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independiente un nuevo ejemplo de reaccion
“click”.’®'® Se trata de lo que hoy se conoce
como “la joya de la corona” de la quimica “click”,
la cicloadicion [3+2] azida-alquino catalizada por
Cu(l) (o CuAAC, del inglés “Copper-catalysed
azide-alkyne [3+2] cycloaddition”). Es, de nuevo,
un ejemplo de modificacion de una antigua
reaccion quimica, la cicloadicion entre azidas y
alquinos para formar anillos de triazol, reaccion
descrita por Rolf Huisgen en la segunda mitad
del siglo XX." Esta reaccion ocurria a altas
temperaturas y presiones y, ademas, daba
lugar a una mezcla de dos regioisémeros —
aductos de triazol 1,4- y 1,5-disustituido (Figura
3a). Sharpless y Meldal descubrieron que
la adicién de cantidades cataliticas de Cu(l)
mejoraba de forma significativa la cinética de
la cicloadicién hasta aproximadamente siete
o6rdenes de magnitud, permitiendo proceder
de forma regioselectiva hacia la formacion
Unica del triazol 1,4-disustituido, a temperatura
ambiente o fisiolégica y en un amplio rango de
pH (Figura 3b). Parecia, por tanto, una reaccién
bioortogonal ideal entre dos grupos funcionales
pequefos, potencialmente faciles de incorporar
en las biomoléculas de interés sin alterarlas. Pero
el uso de cobre in vitro o in vivo puede dar lugar a
efectos citotdxicos derivados de la produccion de
especies reactivas del oxigeno (ROS).®

Es aqui donde entra de nuevo en
juego la brillantez de Carolyn Bertozzi. Inspirada
por un antiguo estudio de G. Wittig y A. Krebs
en el que se describia la reaccion “explosiva”
del ciclooctino (el alquino ciclico estable mas
pequefio) con la fenilazida,' Bertozzi desarrollé
una alternativa de la cicloadicion [3+2] azida-
alquino que permite eliminar el catalizador
de cobre gracias al uso de alquinos ciclicos
o tensionados en lugar de alquinos lineales
(Figura 3c). El triple enlace se encuentra en un
anillo de ocho miembros, lo cual confiere una
tensiéon de aproximadamente 18 kcal mol-1,
favoreciendo asi un aumento espectacular de
la velocidad de reaccién en comparacion con
los alquinos lineales. Esta nueva modalidad de
reaccion se acufio con el nombre de cicloadicion
[3+2] azida-alquino promovida por tensién
(SPAAC, del inglés “Strain-promoted azide—
alkyne [3+2] cycloaddition”).?® A partir de este
punto de inflexién, varios grupos de investigacion
centraron sus esfuerzos en desarrollar diversas
familias de alquinos tensionados con mayor
reactividad. Esta busqueda fue motivada por la
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baja reactividad de los primeros ciclooctinos reportados por el
grupo de Bertozzi, cuyas cinéticas de reaccidon no mejoraban
con respecto a la reaccion de Staudinger. De esta manera,
se pudieron alcanzar cinéticas hasta 400 veces mas rapidas
con derivados de biarilazaciclooctino, BARAC (k = 0.96 M" s,
Figura 4).2122

Otras reacciones bioortogonales

En el afio 2008, los grupos de J. M. Fox y S. A.
Hilderbrand describieron de manera casi simultanea la
reaccion Diels-Alder de demanda inversa de electrones
(IEDDA, del inglés “Inverse electron demand Diels—Alder
reaction”).?4 Esta reaccion se produce entre un dieno con
déficit electronico, como la 1,2,4,5-tetrazina (Tz), y un alqueno
diendfilo, como el trans-cicloocteno (TCO), el norborneno
(NB), el ciclopropeno (CP) o determinados ciclooctinos como
el biciclononino (BCN) o el dibenzociclooctino (DBCO) (Figura
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Ciclopropeno

Figura 4 (izquierda). Cinética de reaccidén
para distintos tipos de alquinos tensionados.
DIBO: dibenzociclooctino; BCN: biciclononino;

carboximetilmonobenzociclooctino;

BARAC

= COMBO:
O O DIBAC: dibenzoazaciclooctino (también conocido

d N como DBCO: dibenzociclooctino); BARAC:
biarilazaciclooctino. Adaptado con permiso de
John Wiley & Sons Ltd de la referencia 21, Rigolot,
V.; Biot, C.; Lion, C. To View Your Biomolecule,
Click inside the Cell. Angewandte Chemie International

0.96 Edition 2021, 60, 23084-23105, Copyright (2021).

Figura 5 (abajo). a) Esquema de la reaccién
Diels-Alder de demanda inversa de electrones.
b) Comparativa de la cinética de reacciéon de los
distintos tipos de reacciones click.

b)

Constante cinética
(M1s?)

IEDDA
(k ~ 1-105 M1s?)

CuAAC
(k ~10-100 M-1s1)

SPAAC
(k ~ 102 -1 M1s1)

Staudinger
(k ~ 103 M1s?)

5a). Cabe resaltar que la IEDDA representa la reaccion “click”
bioortogonal mas rapida descrita hasta la fecha, con cinéticas
de hasta 108 M s (Figura 5b).?® Esta cinética garantiza
que la reaccidn pueda tener lugar eficazmente en escalas de
tiempo bioldgicas y a bajas concentraciones, similares a las
de muchas biomoléculas relevantes en los sistemas vivos.

Por ultimo, se han descrito otras formas alternativas
de quimica click bioortogonal, aunque su uso estad menos
extendido que el de las anteriormente comentadas. Este es,
por ejemplo, el caso de las denominadas reacciones “foto-
click”, basadas en el uso de una fuente de energia en forma de
haces de fotones que inducen un estado energético superior
en los reactivos implicados, a partir del cual se puede proceder
efectivamente a vias de reacciéon quimica alternativas.?
Ejemplos caracteristicos de este tipo de reacciones son la
cicloadicion 1,3-dipolar inducida por la luz ultravioleta (UV)
entre tetrazoles y alquenos (reaccion tetrazol-eno) y la adicion
radicalaria de tioles a alquenos (reaccion tiol-eno).?
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Reacciones bioortogonales in vivo: gusanos,
peces cebra, ratones y otros ‘“matraces de
reaccion”

El primer ejemplo de aplicacién de la quimica
bioortogonal in vivo data de 2004, cuando el grupo de Carolyn
Bertozzi demostré que la reaccién de Staudinger se podia
llevar a cabo no solo en células, sino también en medios
extremadamente complejos como organismos vivos (en este
caso, ratones).?” No obstante, como se ha comentado en el
apartado anterior, la reaccion de Staudinger no tiene una
cinética favorable para la visualizacién in vivo de procesos
biolégicos dinamicos. El desarrollo de la reaccion SPAAC ha
supuesto avances importantes en este sentido, permitiendo
la imagen no invasiva de glicanos en peces cebra vivos®
o en Caenorhabditis elegans.?® Por otro lado, la quimica
bioortogonal basada en la reaccion IEDDA ha abierto un
nuevo camino para la radioinmunoterapia de tumores solidos
mediante las estrategias de pre-orientaciéon de anticuerpos
a los tumores, seguida de la unién del radioligando (Figura
6).%° Desde su publicaciéon en 2010, esta estrategia ha sido
ampliamente utilizada para fines diagndsticos y terapéuticos
en cancer.303"

El concepto de quimica bioortogonal también
ha permitido a los cientificos explorar la formacién in
situ de moléculas con actividad biologica en su sitio de
accion deseado,* o la activacion selectiva de profarmacos
(compuestos precursores de farmacos, pero inactivos) en la
zona a tratar, tipicamente un tumor.*334 Estos experimentos se
han llevado a cabo con éxito sobre todo en ratones, aunque
recientemente la empresa biotecnoldgica estadounidense
Shasqi ha comenzado un ensayo clinico que representa la
primera aplicacion de la quimica bioortogonal en humanos,
usando su plataforma CAPAC™ (“Click Activated Protodrugs
Against Cancer”).?3¢ El ensayo clinico se encuentra en
fase 2, en la que se evaluan la seguridad y tolerabilidad, asi
como la capacidad del tratamiento para reducir el tamafo de
los tumores en pacientes con sarcoma de tejidos blandos y
cancer de cabeza y cuello.

ISSN: 2518-2803 (en linea)

Figura 6. Estrategia de pre-
orientacion basada en la reaccion
Diels-Alder de demanda inversa
de electrones. TCO: trans-
cicloocteno; Tz tetrazina.
Adaptado con permiso de John
Wiley & Sons Ltd de la referencia
28, Rossin, R.; Renart Verkerk, P;
van den Bosch, S. M.; Vulders, R.
C. M.; Verel, L; Lub, J.; Robillard,
M. S. In Vivo Chemistry for
Pretargeted Tumor Imaging in
Live Mice. Angew Chem Int Ed
2010, 722, 3447-3450.

QUIMICA BIOORTOGONAL Y
NANOMEDICINA: NUEVAS APLICACIONES
EN DIAGNOSTICOY TERAPIA

El gran potencial que ofrece la quimica bioortogonal
es por si solo inmenso. Pero en las ultimas dos décadas
su combinaciéon con la nanotecnologia ha hecho que el
numero de publicaciones relacionadas con las aplicaciones
biomédicas de este enfoque unico haya crecido de forma
exponencial.® En particular, esta combinacion permite abordar
soluciones nuevas o mejoradas para problemas acuciantes
relacionados con el diagnéstico y la terapia, como son la
sensibilidad (en el caso de la obtencion de imagenes vy la
deteccioén), la acumulacion tumoral de las nanoparticulas
(NP), la optimizacion de la eficacia terapéutica, etc.

El origen de la nanotecnologia se remonta a 1959,
cuando Richard Feynman postulé los primeros conceptos
en nanociencia y nanotecnologia en la famosa conferencia
“There’s Plenty of Room at the Bottom”.*” Feynman, sin llegar
a pronunciar el término “nano”, establecié las implicaciones
que derivan de manipular y controlar las cosas a una escala
muy pequefia. Sin embargo, no fue hasta 1974 cuando nacié
el término “nanotecnologia” y se establece su definicion como
“la manipulacion de la materia con al menos una dimension de
1 a 100 nandmetros” por parte de la NNI (Iniciativa Nacional
en Nanotecnologia de Estados Unidos), considerando el
nanémetro (nm) como una unidad de medida del sistema
internacional que representa 10-° metros. El verdadero interés
de la nanotecnologia radica en que, en estas dimensiones,
las propiedades de los materiales varian significativamente
en comparacion con las que presentan en su estado
macroscopico. Estas nuevas propiedades emergen como
consecuencia de dos fendmenos principales. El primero de
ellos es el aumento de la relacion superficie-volumen que
conlleva un aumento del nimero de atomos en la superficie
respecto a los presentes en el nucleo del nanomaterial,
favoreciendo asi la reactividad y/o capacidad catalitica de
los mismos. El segundo es el efecto cuantico que consiste
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en una modificacion de la estructura electronica, pasando
los electrones a ocupar diferentes niveles de energia.?® Todo
ello lleva a que los nanomateriales sean capaces de albergar
propiedades especificas muy interesantes, incluyendo
propiedades quimicas, eléctricas, mecéanicas y Opticas, y que
al mismo tiempo éstas puedan ser predefinidas en base a la
modificacién de la forma o el tamafio de los mismos.

Por otra parte, teniendo en cuenta que la mayoria
de las biomoléculas y estructuras biolégicas relevantes se
encuentran en la escala nanométrica (Figura 7), la interaccion
de los nanomateriales con las entidades bioldgicas puede
aumentar drasticamente en términos de selectividad vy
eficiencia.39 Esto ha hecho que la conexién entre los
nanomateriales y la medicina o la biotecnologia esté dando
lugar a algunas de las aplicaciones mas prometedoras de
la nanotecnologia en el siglo XXI, hasta el punto de que
han surgido nuevos campos de conocimiento como la
nanomedicina y bionanotecnologia. En este contexto, se
estan estudiando aplicaciones como el diagnéstico mediante
técnicas analiticas o de imagen, la administracion controlada
de farmacos, la regeneracion de tejidos o el seguimiento
celular in vivo, entre otras. Cabe destacar que a dia de hoy
existe una gran variedad de nanomateriales, siendo las
nanoparticulas de oro, las nanoparticulas poliméricas, los
liposomas y las nanoparticulas magnéticas las mas utilizadas
en nanobiomedicina.

Nuevas herramientas de diagnéstico basadas en
quimica bioortogonal y nanomateriales

Determinados tipos de NPs presentan ventajas
importantes frente a los métodos convencionales empleados
para la monitorizacién de procesos biolégicos a nivel celular
y molecular, basados en el uso de sondas fluorescentes
organicas o de proteinas fluorescentes.’ Asi por ejemplo, se
ha descrito el uso de distintos tipos de NP en combinacién con
la quimica “click” bioortogonal (por ejemplo, quantum dots,*
nanodiamantes,* NP de oro,® etc.) para aplicaciones en
bioimagen, demostrando mejoras en términos de sensibilidad,
especificidad y estabilidad temporal.
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El uso de la nanotecnologia también hace posible el
desarrollo de sondas de imagen multimodal, en las que se
combinan varios tipos de nanoparticulas. Un ejemplo seria la
plataforma desarrollada por Lee et al.,* quienes prepararon
nanoparticulas poliméricas de glicol quitosano funcionalizadas
con un alquino tensionado (BCN) y encapsularon distintos
tipos de agentes de imagen (cianina Cy5.5 para fluorescencia,
nanoparticulas magnéticas (NPM) de 6xido de hierro para
resonancia magnética de imagen — RMI y nanoparticulas de
oro para imagen por tomografia computarizada). Los autores
demostraron la union de estas nanoparticulas multimodales
mediante SPAAC a células madre mesenquimales derivadas
de tejido adiposo pretratadas con Ac,ManNAz para la
expresion de grupos azida en la membrana. Esta estrategia
permitié llevar a cabo el seguimiento de las células madre
mediante las distintas técnicas de imagen durante al menos
15 dias tras su inyeccién subcutdnea en modelos de raton
desnudos, mientras que sin el uso de la quimica bioortogonal,
la ventana temporal para el seguimiento se reducia a 5 dias.

En el campo del diagndstico, la deteccion de
biomoléculas sigue siendo un reto, especialmente cuando
se trata de bajas concentraciones de analitos o muestras
complejas. En este contexto, la estrategia de pre-orientacion
mencionada anteriormente se puede aplicar con éxito para el
desarrollo de técnicas de imagen mas sensibles. Un ejemplo
relevante de este campo es la estrategia desarrollada por
el grupo de Weissleder basada en la reaccién entre NPM
fluorescentes y anticuerpos mediante la reacciéon IEDDA.*
Esta estrategia presenta dos variantes, la primera de ellas
consiste en la conjugacion del anticuerpo y la NPM antes de
la incubacién con las células, mientras que en la segunda, las
células se incuban inicialmente con el anticuerpo modificado
con trans-cicloocteno, que actia como un andamiaje para
multiples uniones covalentes de las NPM modificadas con
tetrazina, permitiendo asi la amplificacion de la sefal de
deteccion. Con esta estrategia se han llevado a cabo estudios
relacionados con el reconocimiento de biomarcadores
especificos en células tumorales* o incluso la deteccion de
bacterias patégenas.*’
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El uso de la quimica click bioortogonal en
combinacién con las nanoparticulas ha supuesto también un
enorme avance de cara a su aplicacion terapéutica frente al
cancer a través de la union especifica de las NP a células
tumorales. En este sentido, las estrategias convencionales
basadas en la funcionalizacion de las NP con determinados
ligandos especificos (anticuerpos, péptidos, carbohidratos,
etc.) que reconocen receptores presentes en la superficie
de las células tumorales, sufren de limitaciones relacionadas
con la heterogeneidad entre células o la disponibilidad
limitada de estos receptores. Por su parte, la quimica click en
combinacién con métodos capaces de introducir receptores
artificiales en la membrana de células tumorales, de forma
controlada y con independencia del tipo de célula (por
ejemplo, a través de glicoingenieria metabdlica, como se ha
descrito anteriormente), permite superar estas limitaciones y
abordar en mejores condiciones la vectorizacion de las NP
hacia las células diana.5* El concepto de etiquetado universal
de células tumorales mediante glicoingenieria metabdlica se
describe en la Figura 8.

El primer ejemplo del uso de la quimica “click”
bioortogonal para la vectorizacion especifica de células
tumorales con nanoparticulas fue descrito por el grupo de K.
Kim en el afio 2012.#° Utilizando la Ac,ManNAz como precursor

metabdlico de azidas en la membrana celular, evaluaron la
unién de liposomas funcionalizados con DBCO a través de
la reacciéon SPAAC, y observaron una unién preferencial
respecto al control de liposomas sin DBCO. Ademas, este
efecto se constatdé en varios tipos de células tumorales
- carcinoma de pulmén humano (A549), glioblastoma
humano (U87MG), carcinoma nasofaringeo humano (KB) y
adenocarcinoma de mama humano (MCF7). Adicionalmente,
confirmaron la potencial aplicacion in vivo en ratones con
tumores generados por implantacion de células A549. Para
ello, inyectaron de manera intratumoral la Ac,ManNAz v,
posteriormente, administraron de forma intravenosa los
liposomas funcionalizados. De este modo, se observé una
acumulaciéon preferencial de los liposomas en el tumor
respecto a los controles inyectados con tampén salino en
lugar de Ac,ManNAz. Ademas, se establecit que el efecto era
dependiente de la concentracion de Ac,ManNAz inyectada.
Desde entonces, esta estrategia y/o el uso de anticuerpos
funcionalizados con distintos grupos bioortogonales como
receptores de la unién “click” de NP se han empleado en
numerosas ocasiones y con distintos tipos de NP, no solo para
la vectorizacion especifica, sino también en combinacién con
aplicaciones de terapia fotodinamica® o liberacion controlada
de farmacos.5"%2
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Finalmente, mas alla de las aplicaciones biomédicas
concretas discutidas anteriormente, debido a su gran
versatilidad, la quimica “click” y la quimica bioortogonal
también se han utilizado ampliamente para otros fines, como
la funcionalizacion de distintos tipos de NP con anticuerpos,
aptameros, péptidos e incluso con farmacos antitumorales
o agentes de imagen.®® Pero las posibles aplicaciones son
practicamente infinitas, y el inico limite es nuestraimaginacion.
En nuestro laboratorio, por ejemplo, estamos trabajando en
una linea de investigacién basada en la inmovilizacién de
nanoparticulas magnéticas en membranas celulares a través
de quimica bioortogonal con el fin de estudiar y modular la
fluidez y la permeabilidad de la membrana celular,® o de
estimular mecanorreceptores.

CONCLUSIONES

La quimica bioortogonal ha desencadenado una
auténtica revolucién en varios campos, incluyendo la quimica,
la biologia y la biomedicina. Ademas, su combinacién con
la nanotecnologia ha dado lugar a desarrollos impensables
antes de su aparicion. No obstante, el campo de la quimica
bioortogonal no carece de limitaciones. Por ello, en nuestra
opinién, en los proximos afos seremos testigos de nuevos
desarrollos, sobre todo en algunas direcciones concretas.

Por un lado, los quimicos seguiran centrando sus
esfuerzos en desarrollar nuevas reacciones bioortogonales, o
en mejorar las cinéticas de reaccion de las ya existentes y/o
la estabilidad de los reactivos utilizados, sobre todo de cara
a sus aplicaciones in vivo. Por otro lado, si se desea usar la
quimica bioortogonal para visualizar pequefias (bio)moléculas,
como metabolitos o farmacos, es necesario usar sondas
bioortogonales de muy pequefio tamafo, que introduzcan una
minima perturbacion en el sistema a estudiar. Hemos indicado
antes que la azida es una sonda bioortogonal ideal, pero
también se han descrito nuevas moléculas con caracteristicas
adecuadas para actuar como sondas bioortogonales, por
ejemplo los ciclopropenos.5®

También se ha constatado un interés creciente
por el desarrollo de reacciones bioortogonales que fueran
ortogonales entre si, permitiendo asi el uso en tdndem de dos
0 mas reacciones bioortogonales.*>%° Por Ultimo, la quimica
bioortogonal también se puede emplear para la liberacién
controlada de moléculas, concepto conocido como “click-to-
release” (“clic para liberar”). Este concepto utiliza un grupo
bioortogonal para enmascarar un grupo funcional, por
ejemplo, un alcohol o una amina, que se libera tras la reaccion
del grupo bioortogonal con su respectiva pareja.®?

Finalmente, en el ambito de la quimica bioortogonal
en combinacion con la nanotecnologia, los principales retos a
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afrontar estan relacionados con la obtencion de nanoparticulas
funcionales. Por un lado, la funcionalizacion con sondas
bioortogonales no debe comprometer la estabilidad coloidal
de las nanoparticulas en medios acuosos, lo cual no es trivial
si la sonda bioortogonal tiene un caracter hidrofébico. Por
otro lado, la funcionalizacién se ha de llevar a cabo de tal
manera que el grupo bioortogonal mantenga su accesibilidad
para reaccionar. Este aspecto puede ser dificil de alcanzar
si la nanoparticula esta funcionalizada también con algun
tipo de agente estabilizante de mayor tamafo (por ejemplo,
polietilenglicol) necesario para su uso in vivo.5
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