PROTECCION ANTE TUMORES GRACIAS A LA

QUIMICA BIOORTOGONAL.

Claudia Aranda Bonano, Maria de las Mercedes Gata Vazquez, Cristian Picon Andrés.

Resumen.

Una de las enfermedades que mas preocupa a nivel mundial y que constituyendo una de las principales causas de muerte es el cancer. La
quimica puede jugar un papel importante en la basqueda de nuevos tratamientos y terapias para esta y muchas otras enfermedades. Una de
estas nuevas lineas de investigacion es la quimica biortogonal, cuya importancia ha quedada demostrada recibiendo el Premio Nobel de

Quimica de este afo 2022.
Palabras Claves.
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1. INTRODUCCION

a quimica bioortogonal consiste en una reacciéon qui-
mica que puede ocurrir dentro de los sistemas vivos
sin interferir con los procesos bioquimicos nativos. Las
reacciones bioortogonales son transformaciones intrinsica-
mente selectivas. Este concepto ha permitido estudiar biomo-
léculas como glicanos, proteinas y lipidos en tiempo real en
sistemas vivos sin producir toxicidad celular. [1]
Este proceso tiene lugar en dos pasos:
1.- En primer lugar, un sustrato celular se modifica con un
grupo funcional bioortogonal, que se introduce en la celula.
Estos sustratos incluyen metabolitos, inhibidores de la en-
zima, etc.
2.- En segtindo lugar, se introduce una sonda para reaccionar
y etiquetar el sustrato.

La quimica bioortogonal se ha convertido en una herramienta
esencial para los campos de la imagen biomédica, quimica me-
dicinal, sintesis de proteinas, ciencia de polimeros, ciencia de
materiales y ciencia de superficies. [2] Sus aplicaciones son di-
versas e incluyen desde la expansién del cédigo genetico hasta
la ingenierfa metabdlica. Son técnicas que se pueden utilizar
para tratar varios tumores ya que pueden matar las células
cancerosas sin perturbar las celulas sanas.

2. ;COMO FUNCIONA LA QUIMICA CLIC Y LA
QUIMICA BIOORTOGONAL?

2.1. Concepto de “click chemistry”

El concepto de “click chemistry” describe reacciones de forma-
cion de compuestos organicos complejos a través del ensam-
blaje de otros mds sencillos mediante la formacién de nuevos
enlaces, similares a los que llevan a cabo los organismos vivos.
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Una reaccion clic debe ser de amplio alcance, con grados de
conversion y selectividad muy elevados, generando el
minimo numero de subproductos, y si se dan, se deben poder
separar facilmente. [3] Las condiciones de reaccién deben ser
sostenibles (en agua preferentemente).

Hay muchos ejemplos de reacciones clic. La ma’s conocida, es
la reaccion de cicloadicion entre una azida y un alquino termi-
nal, catalizada por Cu (I), que da lugar a la formacion de tria-
zoles ciclicos. Esta reaccion fue reportada simultaneamente
por Sharpless y Medal a principios de siglo (2001-2002). [3]
La aplicacion de esta reaccién de cicloadicién directamente en
células humanas define el concepto de Quimica Biortogonal.

2.2. Quimica bioortogonal

El objetivo de la Quimica BIOORTOGONAL, es usar una
sonda, esto es, un motivo quimico tinico y pequefio como por
ejemplo un sencillo grupo funcional, que se incorpora a la bio-
molécula objeto de investigacién usando la propia maquinaria
biosintética celular. Tras ello se suministra exdgenamente un
marcador especifico quimico que se une covalentemente a la
sonda. Esto representa un pequefio tamafio respecto a la mo-
lécula original, por lo que no se modifica sensiblemente su es-
tructura ni su funcionalidad, pero la hace "visible". Por ejem-
plo, se ha comprobado que, para construir proteinas, la ma-
quinaria biosintética celular no es capaz de distinguir a los
aminodcidos dotados de sondas bioortogonales de los ami-
nodcidos naturales carentes de las sondas. Entre las pequefias
sondas que hasta ahora se han usado, en bastantes casos con
éxito, se encuentran algunas muy prometedoras como azidas
o alquinos terminales entre otras.

Estas nuevas aplicaciones de la Quimica bioortogonal se han
realizado no sélo sobre bastantes ejemplos de proteinas sino
también de otras moléculas como hidratos de carbono y lipi-
dos. Todo permite suponer que se trata de una nueva forma
de poder "visualizar" multiples clases de biomoléculas en los
sistemas vivos, incluso en los organismos complejos, permi-
tiendo seguir sus transformaciones a lo largo de los procesos
metabdlicos. [4]



3. “CLICK CHEMISTRY” LIBRE DE COBRE:
EJEMPLOS DE CICLOADICION ENTRE AzZIDAS Y
ALQUINOS PROMOVIDA POR CICLOS
TENSIONADOS.

La cicloadicién catalizada por Cu(I) se desarrolla mds rdpido
que la cicloadicién sin catalizar, y ha tenido gran impacto en
la sintesis quimica de fédrmacos y otros materiales. Sin em-
bargo, su aplicacién en sistemas biol6gicos se ha visto limitada
por la citotoxicidad del Cu(l). [5] Por ello, se ha desarrollado
la misma reaccién, pero libre de este metal.

Para ello, Bertozzi y colaboradores exploraron la cicloadicién
entre un grupo funcional azida y un derivado ciclooctino bio-
tinizado. Utilizando como etiqueta bioortogonal el grupo
azida (incorporado metabdlicamente) se comprobé la modifi-
cacion covalente en la superficie celular del cultivo, sin obser-
var efectos citotéxicos aparentes.
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Figura 1. Reaccion de cicloadiciéon entre una azida y un ciclooctino.
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Figura 2. Reaccion biortogonal en la superficie celular entre azidas
y ciclooctino. a) y b) Incorporacién de grupos funcionales azida a tra-
vés de la biosintesis del acido sialico de las glicoproteinas de super-
ficie de membrana. c) Reaccién bioortogonal entre azida y un deri-
vado ciclooctino biotinizado. d) Adicion de sonda fluorescente (avi-
dina-FTIC)

Una aplicacion reciente de las cicloadiciones entre azidas y al-
quinos, consiste en la incorporacién de azido-aztcares en las
glicoproteinas de células tumorales provenientes del cultivo
de cortes de tumor de prostata. Este trabajo, ha permitido im4-
genes de microscopia de las glicoproteinas de membrana a ni-
vel de células tumorales, por reaccién del ciclooctino DIBAC
conjugado a un fluoréfo.

A su vez permiti6 la separacion e identificacién de nuevos bio-
marcadores tumorales, a través de la funcionalizacién de las
azidas con un alquino biotinilado, que reacciona a través de
“click chemistry” y posteriormente es capturado en esferas
funcionalizadas con avidina.
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Figura 3. Plataforma bioortogonal enfocada a la caracterizacion tu-
moral a nivel clinico.
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4. CICLOADICION ENTRE TETRAZINAS
CICLOOCTENO. QUIMICA BIORTOGONAL IN VIVO.

Mediante esta técnica, se ha desarrollado un método predeci-
ble para reacciones de clic in vivo eficientes. En concreto, se ha
demostrado que las tetrazinas modificadas con polimeros
(PMT) son clave para la quimica bioortogonal in vivo basada
en la reaccién [4+2] tetrazina/ cicloocteno trans. Usando PMT
fluorescente para la resolucién celular y *°F para la produccién
de imédgenes, se demostré que los epitopos de la célula cance-
rosa pueden reaccionar facilmente in vivo. Esta reaccién de ci-
cloadicién entre tetrazina (Tz) y trans-cicloocteno (TCO)
puede proceder de manera mds rdpida que las reacciones de
azida y alquino clic previamente estudiadas y, lo que es mds
importante, no requiere la accién de un catalizador.

Esta reaccién también ha sido adaptada para la obtencién de
imdgenes de células utilizando nuevas sondas fluorogénizas
Tz. Como blanco, se usan epitopos de células cancerosas en
las que se muestran especificidad y sensibilidad del método
en un modelo de ratén con céncer de colon. Especificamente,
se observé el etiquetado in vivo con resolucién celular utili-
zando fluoréforos infrarrojos cercanos. Ademds, se demues-
tra el uso de reacciones bioortogonales con is6topos de tomo-
grafia de emisi6én de positrones (PET) de rdpida desintegra-
cién para obtener imagenes de epitopos de células cancero-
sas en tumores sélidos.

4.1 Procedimiento experimental.

Inicialmente, se hicieron reaccionar agentes fluorescentes in-
frarrojos cercanos de la proyeccién de imagen de PMT para
obtener la resolucién celular de la reaccién bioortogonal in
vivo. [5] Los agentes fluorescentes evitan las complejidades de
coste y manejo de los radionucleidos, y cada vez se utilizan
mds para aplicaciones in vivo.[6]

In vitro

Figura 4. Microscopia in vitro e in vivo de PMT10 fluorescente diri-
gida a un epitopo de células cancerosas. Proyeccion de imagen
confocal que demuestra el acercamiento de PMT10 a los anticuer-
pos trans-ciclooctano (TCO) en la superficie de las células de
LS174T tanto in vitro como in vivo. (A) Células LS174T en cultivo eti-
quetadas con anticuerpos monoclonales TCO seguidas por el eti-
quetado PMT10. (B) Igual que antes excepto los anticuerpos mono-
clonales carecen de TCO. (C) Células en un xenoinjerto LS174T in
vivo etiquetadas con anticuerpos monoclonales TCO seguidas de
etiquetado PMT10 (750 nm). (D) Lo mismo que antes, excepto los
anticuerpos monoclonales carecen de TCO.

De esta forma se demuestra que las reacciones bioortogonales
de TCO/Tz pueden ocurrir de manera eficiente en animales
vivos cuando se optimiza la farmacocinética de la reaccién.
Estas condiciones se encuentran comtnmente al etiquetar mo-
léculas expuestas a la superficie y es directamente comparable



a los experimentos dirigidos a los antigenos de la superficie
celular en la sangre.

Para otras dianas, como tumores sélidos, el perfil de concen-
tracién de los agentes primarios y secundarios es mds com-
plejo dado el flujo sanguineo, la difusién, la unién y las tasas
de aclaramiento que se encuentran en los tumores, pero aun
se aplican los principios bésicos.[6]

4. CONCLUSIONES

Como se ha visto en los ejemplos mostrados en este trabajo, la
Quimica Biortogonal, a través de la Quimica Clic, ofrece nue-
vas herramientas mds eficaces para el tratamiento y la detec-
cién de ciertas enfermedades.

Por ejemplo, el ensamblaje in vivo podria utilizarse para mejo-
rar la administracién de formacos terapéuticos mediante la in-
troduccién de pequerias moléculas que faciliten el transporte,
por ejemplo, a través de la barrera hematoencefdlica, del en-
dotelio de los vasos sanguineos, o de la pared intestinal, se-
guido de un ensamblaje covalente especifico.

A su vez, esta técnica también puede proporcionar informa-
cién sobre la concentracién de farmacos o marcadores meta-
bélicos marcados con etiquetas quimicas en diferentes com-
partimentos de los tejidos.

Finalmente, como se ha demostrado, la quimica in vivo mues-
tra una gran promesa para los biomarcadores de imagen y los
agentes dirigidos con isétopos.

ABREVIATURAS

Tz: tetrazina.

PMT: tetrazinas modificadas con polimeros.
TCO: trans-cicloocteno.

PET: tomografia de emisién de positrones.
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