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Química bioortogonal y la reacción SPAAC

La modificación química de biomoléculas, 
o bioconjugación, se ha utilizado desde 
hace alrededor de 100 años para mo-
nitorear eventos celulares, por ejemplo, 

determinar la actividad enzimática y observar 
biomarcadores mediante técnicas de micros-
copía, entre otros. Las proteínas han sido las 
biomoléculas más estudiadas mediante técni-
cas de bioconjugación debido al interés en su 
diversa actividad biológica, y a que están for-
madas por grandes cadenas de aminoácidos 
cuyos grupos funcionales pueden utilizarse 
para realizar modificaciones estructurales me-
diante reacciones químicas.

Cuando se realizan técnicas de biocon-
jugación, la elección de las especies químicas 
que van a participar es de suma importancia 
ya que para el estudio de cualquier sistema lo 
mejor es que la perturbación sea mínima. Es 
aquí donde entra en juego un concepto impor-

tante conocido como química bioortogonal, el 
cual se refiere a las reacciones químicas que se 
pueden realizar dentro un sistema biológico sin 
que interfieran con los procesos bioquímicos, 
es decir, la química bioortogonal permite el es-
tudio de la estructura y función de las biomolé-
culas en su ambiente nativo. Para que esto sea 
posible, las reacciones deben ser rápidas, al-
tamente selectivas y tolerantes a las condicio-
nes biológicas. Esto representa un gran desafío 
para los químicos orgánicos ya que están habi-
tuados a trabajar bajo condiciones extremas en 
comparación con las condiciones biológicas. 
Por ejemplo, en un laboratorio de química or-
gánica es común realizar algunas reacciones a 
temperaturas tan bajas como -78 °C, bajo at-
mósfera de gas inerte, con disolventes libres 
de agua y pH altamente ácido o básico, lo cual 
contrasta con las condiciones biológicas don-
de el pH debe ser cercano a neutro, la atmósfe-
ra puede contener oxígeno, el medio es acuoso 
y la temperatura debe estar entre 4 y 37 °C [1].

Existen muchas reacciones químicas que 
se han utilizado para la bioconjugación y con-
tinuamente se siguen investigando nuevas re-
acciones altamente específicas para este fin. 
Una reacción que se ha popularizado durante 
los últimos años es la cicloadición catalizada 
por cobre entre azidas orgánicas y alquinos 
terminales para formar triazoles, mejor conoci-
da como la reacción click (o CuAAC, por sus 
siglas en inglés) (Esquema 1 a)). Es importan-
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te mencionar que hay muchas reacciones que 
pertenecen a la química click, y esta se refiere a 
aquellas reacciones que ocurren fácilmente en 
un único paso, en general son poco sensibles 
a las condiciones de reacción y generan irre-
versiblemente un único producto con alto ren-
dimiento y especificidad. Pensemos en el click 
que se escucha al abrochar ambos extremos 
de un cinturón de seguridad para entender por 
qué se le llamó así a este tipo de reacciones. 
Entonces, si bien hay muchas reacciones que 
pertenecen a la química click, la cicloadición de 
azidas y alquinos es conocida como “la” reac-
ción click prototípica ya que cumple con todas 
las características mencionadas sobre la quími-
ca click [2].

Con lo ya mencionado podría pensarse 
que la reacción click es una candidata ideal 
para utilizarse para bioconjugación, excepto 
que para lograr velocidades de reacción acep-
tables requiere ser catalizada por una fuente 
de cobre(I) y este es tóxico para muchas de 
las células microbianas y mamíferas, además 
de que puede ser desactivado por ligantes 
con afinidad al cobre que pueden encontrarse 
dentro de la célula. Aunque es posible realizar 
esta reacción sin la catálisis, se requieren con-
diciones que no son compatibles con sistemas 
biológicos, además de que se pierde la especi-
ficidad de la reacción ya que se pueden formar 
dos isómeros con una conectividad diferente, 
por lo que prescindir del cobre deja de ser una 
opción viable.

Para superar este obstáculo se empleó 
una variante poco conocida de esta reacción en 
la que el alquino está instalado en un ciclooc-
tino (un anillo de ocho miembros). Un alquino 
consiste de un enlace triple entre dos átomos 
de carbono, lo que le confiere una gran rigidez. 
Sin embargo, cuando se encuentra dentro del 
ciclooctino este enlace se deforma y se vuelve 
muy tenso porque no se encuentra en su geo-
metría natural. Esta enorme tensión hace que 
el alquino sea mucho más reactivo y provee la 
fuerza motriz necesaria para llevar a cabo la re-
acción click sin necesidad de catalizadores. A 
esta reacción se le conoce como cicloadición 
azida-alquino promovida por tensión o SPAAC 
por sus siglas en inglés (Esquema 1 b)). Aún con 
este desarrollo la reacción SPAAC era conside-
rablemente más lenta que la reacción CuAAC, 
por lo que fue necesario realizar modificaciones 
al ciclooctino para incrementar la velocidad de 
reacción. Estas modificaciones consistieron en 
introducir grupos funcionales que aumentaran 
aún más la reactividad del alquino para final-
mente lograr velocidades de reacción que fue-
ran comparables con las de la CuAAC, y que, 
de esta forma, la reacción SPAAC se convirtiera 
en una verdadera reacción click sin la necesi-
dad de la catálisis con cobre [3].

¿Cómo pueden introducirse estos grupos 
funcionales a una biomolécula? Y ¿qué es más 
conveniente introducir, la azida o el cicloocti-
no? En general se prefiere la introducción de 

Esquema 1. a) Reacción CuAAC y 
b) reacción SPAAC.
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Figura 1. A) Esquema general del etiquetado fluorescente de embriones de pez cebra. B) 
Fluorescencia en una capa de células en la región ventral de la mandíbula de un embrión 

de pez cebra, observada tras la reacción SPAAC. Imagen modificada tomada de [5].

Figura 2. De izquierda a derecha: Carolyn R. Bertozzi, Morten Meldal y Karl Barry Sharpless. Imagen tomada de https://
cen.acs.org/people/nobel-prize/Click-bioorthogonal-chemistry-win-2022-Nobel-Prize-in-Chemistry/100/i36

la azida ya que es un grupo funcional peque-
ño, inerte y no tóxico para las biomoléculas. 
Su introducción puede realizarse por métodos 
enzimáticos, por codificación genética o por 
bioconjugación, que es el método más simple 
y directo. Las azidas se derivan de las aminas 
y, por lo tanto, los aminoácidos de una proteína 
(generalmente cisteína y lisina) se pueden mo-
dificar para introducir este grupo funcional. La 

introducción del ciclooctino supone una dificul-
tad mayor ya que es un fragmento voluminoso 
y su síntesis es compleja, por lo que no pueden 
utilizarse las mismas estrategias que para las 
azidas. Sin embargo, esto si se ha logrado, y 
conlleva la ventaja de que la azida puede uti-
lizarse para funcionalizar con mayor facilidad 
muchos tipos distintos de moléculas, por ejem-
plo, compuestos fluorescentes o para teñir or-
ganelos [4].
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Un ejemplo importante de la utilidad de la 
reacción SPAAC para el estudio de organismos 
in vivo fue publicado en 2012 por un grupo de 
investigadores liderado por Carolyn R. Bertozzi 
[5]. En este trabajo estudiaron el sialoma de 
embriones de pez cebra mediante el etiqueta-
do fluorescente de fragmentos de ácidos siá-
licos (una clase de monosacáridos) presentes 
en glicoproteínas y glicolípidos que se encuen-
tran en la superficie celular (Figura 1). El sialo-
ma está presente en todas las células de los 
organismos vertebrados, y se refiere a la tota-
lidad de biomoléculas, organelos y células que 
contienen fragmentos de ácidos siálicos; estos 
compuestos cumplen con funciones de comu-
nicación intrínseca y extrínseca entre células, 
así como de defensa. En este caso, la azida se 
introdujo metabólicamente cultivando los em-
briones de pez cebra en presencia de N-azidoa-
cetilmanosamina (Ac4ManNAz), la cual actúa 
como un precursor biosintético del ácido azido 
siálico, que es incorporado a los polisacáridos 
de la superficie celular. Después, los embriones 
se hicieron reaccionar con un ciclooctino con-
jugado con un marcador fluorescente, lo cual 
permitió su visualización mediante microscopía 
confocal. Este etiquetado fluorescente permitió 
observar la formación y localización de nuevas 
zonas que contienen células con polisacáridos 
en su superficie y monitorearlos durante el de-
sarrollo de los embriones [5].

En conclusión, la reacción SPAAC es una 
variante de la reacción CuAAC que no necesi-
ta de catalizadores de cobre, sino que ocurre 
debido a la alta tensión de anillo que proviene 
de la presencia del alquino en un ciclooctino. 
Lo anterior, junto con las características de la 
reacción click (alta velocidad y especificidad, 
tolerancia a diferentes condiciones de reac-
ción) ha permitido que pueda ser utilizada para 
la bioconjugación, que es la modificacion de 
biomoléculas mediante reacciones químicas. 
Esto se utiliza para poder estudiar y monitorear 
procesos que ocurren dentro de células y orga-
nismos vivos sin interferir con ellos, a lo que se 
le ha llamado como química bioortogonal.

Si este tema le pareció mínimamente co-
nocido quizás es porque en 2022 el premio No-

bel de química fue otorgado en conjunto a Ca-
rolyn R. Bertozzi, quien desarrolló el concepto 
de química bioortogonal y la reacción click sin 
catálisis de cobre, y a Morten Meldal [6a] y Karl 
Barry Sharpless, [6b] por sus contribuciones in-
dependientes al desarrollo de la reacción click 
catalizada por cobre (Figura 2).
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