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RESUMEN

La busqueda de nuevos farmacos requiere de la sintesis y la evaluacién de muchos compuestos diferentes. Un
factor que limita estos estudios ha sido el tiempo y el esfuerzo empleado en la obtencién de estas moléculas. Por
lo tanto, es importante disponer de bibliotecas combinatorias de compuestos que se caractericen por una gran
variedad en cuanto a un factor determinado: composicién quimica, estructura, etc. Se conocen cuatro grupos de
bibliotecas combinatorias: las biolégicas, restringidas a la obtencién de compuestos naturales (proteinas, péptidos,
anticuerpos, etc.); las que se alcanzan por sintesis paralela de estructuras definidas y que se aplican a la obten-
cién de péptidos, oligonucleétidos y moléculas orgdnicas pequenas (tiadiazinas, hidantoinas, etc.); las bibliote-
cas con deconvolucién de las mezclas, con similares usos y las bibliotecas inmovilizadas sobre un soporte sélido
que se emplea fundamentalmente para la obtencién de péptidos y péptidos modificados. Con la profundizacién
en el proyecto del genoma humano y el alto grado de eficiencia de los sistemas de pesquisaje de alto flujo, las
bibliotecas combinatorias de péptidos y moléculas orgdanicas continban ocupando un lugar importante en la
obtencién de resultados relevantes en la medicina humana. La relativamente facil automatizacién de las
metodologias de sintesis en fase sélida ha hecho de las bibliotecas combinatorias en fase sélida la mejor opcién
para disponer de una adecuada diversidad de compuestos quimicos con posibilidades de convertirse en produc-
tos terapéuticos.
Palabras claves: bibliotecas combinatorias, compuestos orgdnicos pequefos, péptidos sintéticos,
sintesis en fase sélida
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REVISION

ABSTRACT

Combinatorial Libraries on Solid Phase. The finding of novel biologically active leads requires of the synthesis
and evaluation of many different compounds. A factor usually limiting these searches has been the time and the
efforts employed to obtain these molecules. Thus, it is very important to have available for the screening,
combinatorial libraries of compounds characterized by the diversity of a given quality: structure, composition, etc.
There are four general approaches in the combinatorial library methods: biological libraries restricted only to
natural compounds (proteins, peptides, antibodies, etc.); spatially addressable parallel libraries, applied to the
screening of peptides, peptidomimetics and small organic compounds (thiadiazines, hydantoines, etc.); synthetic
libraries requiring deconvolution with similar applications; and libraries immobilized on solid supports applied
basically to peptides and modified peptides (peptidomimetics). Accelerated advances in the human genome and
proteomic projects and the high-throughput screening insure that combinatorial libraries of peptides and small
organic compounds still play an important role to obtain relevant results in the human medicine. The relatively
easy automation of solid phase synthetic methodologies makes combinatorial libraries on solid phase the source
of choice for the adequate diversity of compounds for the screening of novel biologically active leads.

Keywords: combinatorial libraries, small organic compounds, solid phase synthesis, synthetic peptides

Introduccién

La busqueda de nuevos farmacos requiere de la sinte-
sis y la evaluacion de muchos compuestos diferentes.
Un factor que limita estos estudios frecuentemente ha
sido el tiempo y el esfuerzo empleado en la obtencion
de estas moléculas. Hasta la década de los afios 80, la
presentacion de unos 50 productos, candidatos anua-
les a farmacos, se considerd un buen promedio. Este
numero se correspondia con aquellas investigaciones
que habian obtenido un buen resultado en sus diferen-
tes etapas, dentro de una gran cantidad de productos
naturales o sintéticos que se investigaban.

Posteriormente estos productos eran ensayados
directamente en modelos de animales previo a la rea-
lizacion de los ensayos clinicos correspondientes.
Como promedio, por esta via, la salida al mercado de
un nuevo farmaco demoraba de 9-16 afios con un
costo total de unos 360 millones de ddlares [1].

Por lo tanto, es de vital importancia en la busque-
da de nuevas moléculas biolégicamente activas re-

solver el problema de la diversidad. Esto significa
que es necesario disponer de mezclas o familias de
compuestos que se caractericen por una gran varie-
dad en cuanto a un factor determinado: composicion
quimica, estructura, origen, etc. A estas familias de
compuestos se les denomina bibliotecas y a la bus-
queda de los compuestos con mayor actividad bio-
logica, pesquisaje. Asi, por ejemplo, una familia de
productos naturales aislados y caracterizados, de
productos quimicos obtenidos por los métodos tra-
dicionales o una base de datos de determinados com-
puestos pueden considerarse una biblioteca. En el
caso de las mezclas que se obtengan combinando de
una forma controlada determinadas reacciones qui-
micas o bioquimicas, se les conoce como bibliotecas
combinatorias.

Con los avances alcanzados en la bioquimica, la
biologia molecular, celular y estructural, se desa-
rrollaron metodologias de pesquisaje primario mas
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eficientes basadas en los blancos directos, general-
mente receptores moleculares. Estas metodologias
permitieron el establecimiento de la obtencion y
pesquisaje de las bibliotecas combinatorias como
tecnologia indispensable en la busqueda de nuevos
medicamentos.

El enfoque mas reciente lo constituye la utiliza-
cion de la computacion en el desarrollo de nuevas
herramientas para estimar la diversidad molecular, la
busqueda en las bases de datos de compuestos qui-
micos y en el disefio de ligandos. El pesquisaje vir-
tual es una metodologia que analiza, mediante
programas de computacion, el acoplamiento de los
diferentes productos disponibles y caracterizados de
las bases de datos al sitio activo de un blanco para
identificar los que con mayor probabilidad tendran
una actividad bioldgica 6ptima [2]. También se tra-
baja en la generacion de bibliotecas virtuales de com-
puestos quimicos con determinados constreflimientos
predefinidos por descriptores estructurales [3]. Un
elemento importante para la “sintesis virtual” de es-
tas bibliotecas es que deben generarse compuestos
quimicos con posibilidades reales de ser obtenidos
en la practica.

El desarrollo alcanzado en este tema ha condicio-
nado el surgimiento de nuevas ramas de la Quimica
Medicinal, como son la Quimica Combinatoria y la
Quimica Computacional. Dentro de la Quimica Com-
binatoria, las bibliotecas que mas se han desarrollado
son las que se obtienen por las técnicas de sintesis en
fase solida, debido a que infieren todas las ventajas
de esta tecnologia y muchas veces facilita el analisis
bioldgico de las mezclas.

Seguidamente se describen las principales varian-
tes de bibliotecas combinatorias en fase solida, sus
caracteristicas generales, ventajas y desventajas en
la obtencion de estructuras.

Bibliotecas combinatorias
en fase sélida

La primera version de una biblioteca combinatoria
fue publicada en 1984. Se aplico a la obtencidon en
fase s6lida de una familia de péptidos sintéticos para
estudiar las regiones mas antigénicas de una proteina
antiviral [4]. Posteriormente en 1988, se aplico la
expresion en fagos filamentosos para la generacion
de bibliotecas combinatorias de péptidos y protei-
nas. Hacia el final del siglo ya se resumian en cuatro
grandes grupos las principales variantes de bibliote-
cas combinatorias (Tabla).

Teniendo en cuenta el procedimiento final que se
realice, las bibliotecas combinatorias de compuestos
sintéticos pueden dividirse en dos grandes grupos: las
bibliotecas en la que los compuestos son liberados del
soporte solido a una solucion y las bibliotecas en las
que éstos se mantienen inmovilizados sobre el sopor-
te sélido. En el primer caso los métodos de pesquisaje
son los utilizados en los ensayos estandar de
bioactividad: ensayos de competencia de union a un
receptor, ELISA de competencia, ensayos enzimati-
cos, ensayos con células intactas, etc. En el segundo
caso, el pesquisaje se realiza directamente sobre la
fase solida y los resultados se visualizan empleando
moléculas marcadas con radiactividad o con elemen-
tos capaces de desarrollar color [18]. A continuacion

Tabla. Tipos de bibliotecas combinatorias.

Tipos Aplicaciones Referencias
Restringidas solo a la obtencién
Bibliotecas de compuestos naturales como
biolégicas roteinas, péptidos [5-8]
g p » Pep y
oligonucleétidos
Para la obtencién de compuestos
Bibliotecas naturales como péptidos,
obtenidas por  oligonucleétidos, azucares, etc. y
sintesis paralela moléculas orgdnicas pequefias [9-14]

de estructuras
definidas

como benzodiazepinas,
hidantoinas, tiadizinas,
piperazidionas, etc.

Bibliotecas con
deconvolucién
de las mezclas

Para la obtencién de péptidos,
péptidos modificados, y moléculas [4, 15, 16]
orgdnicas de diferentes tipos

Bibliotecas
inmovilizadas
sobre el soporte
sélido

Para la obtencién de péptidos

y péptidos modificados 07

se exponen las caracteristicas generales de las bibliote-
cas combinatorias de compuestos sintéticos.

Bibliotecas obtenidas por sintesis paralela
de estructuras definidas

La caracteristica fundamental de este tipo de bibliote-
cas es que los compuestos quimicos son sintetizados
sobre la fase solida en un formato espacialmente defi-
nido y la estructura es predeterminada. Esto quiere
decir que la sintesis se realizara en reactores diferentes
y Unicos para cada estructura quimica que se obtendra
sobre la fase solida que se coloque en cada reactor.
Tanto la sintesis como el pesquisaje de estas bibliote-
cas se realiza de forma paralela, teniendo en cuenta un
numero determinado de moléculas simultdneamente.
En dependencia de la estrategia que se utilice, el
pesquisaje puede ser realizado con los compuestos
anclados sobre el soporte solido, sobre el cual se rea-
liz6 la sintesis o éstos pueden ser liberados para ser
ensayados en solucion. En cualquiera de las dos va-
riantes, el compuesto quimico con actividad positiva
puede ser facilmente localizado e identificado
estructuralmente sin necesidad de ningtin método qui-
mico-fisico analitico [18]. Sin embargo, la limitacién
fundamental de este tipo de bibliotecas es que solo
un namero relativamente pequefio de compuestos
puede ser sintetizado y la biblioteca se considera
generalmente muy pequeiia para las necesidades de
diversidad quimica.

Las técnicas de sintesis paralela de estructuras
definidas con mayor aplicacion en la quimica combi-
natoria son la sintesis en multipines, la sintesis mul-
tiple en bolsas, la sintesis sobre membranas de
celulosa y la sintesis dirigida por luz.

El método de sintesis en multipines [4] puede ser
utilizado para la sintesis simultanea de hasta 96 com-
puestos. Esta técnica se aplica fundamentalmente a la
obtencion de bibliotecas combinatorias de péptidos
sintéticos y péptido-miméticos (péptidos modifica-
dos quimicamente que mantienen la misma actividad
bioldgica de la secuencia original). El ensamblaje de los
péptidos se realiza con la metodologia convencional
de sintesis en fase solida en la que como soporte soli-
do se emplean las cabezas (coronas) de los pines de
polietileno (Figura 1) en un arreglo de 8 x 12. Para la
sintesis se utiliza igual nimero de reactores, de mane-
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Figura 1. Pin de polietileno con
cabeza (corona) reemplazable. La
superficie de la corona esta
funcionalizada con grupos aminos, a
los que se le acopla el primer amino
acido de la secuencia de los péptidos.
Estos pines se fijan en una plataforma
en un arreglo de 8 x 12 con una
geometria semejante a una placa
para ELISA. Esto permite realizar la
sintesis simultanea de hasta 96
péptidos diferentes y los inmunoen-
sayos en el formato estandar con
placas de 96 pocillos.
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ra que en cada corona de pin se ensambla un tnico
compuesto. Para facilitar el trabajo y la manipulacion,
los reactores que se emplean tienen el disefio de una
placa con 8 x 12 pocillos y el material debe ser resis-
tente a todos los reactivos y solventes.

Estos pines se montan en una base de plastico con
una geometria que se corresponde con el formato de
una placa de ELISA de 96 pocillos. Esto facilita el
ensayo de actividad tanto en solucidn, si se liberan
los péptidos a los pocillos de la placa, como en fase
solida si se mantienen anclados al soporte sélido.

La sintesis multiple en bolsas porosas de polipro-
pileno (Figura 2A) se conoce popularmente como sin-
tesis en “bolsas de té”, por la similitud de estas bolsas
con las utilizadas en esta técnica [9]. La resina se colo-
caen el interior de una bolsa porosa de polipropileno,
generalmente de 30 x 40 mm, se sellay se codifica. El
ensamblaje de los péptidos se realiza colocando cada
bolsa en la solucién individual del aminoacido corres-
pondiente, aunque en dependencia de las secuencias
disefiadas, varias bolsas pueden coincidir en una mis-
ma solucion. Todos los pasos comunes del proceso se
pueden realizar simultaneamente en un solo frasco de
reaccion (Figura 2B). Al final de la sintesis, cada bolsa
contiene una secuencia peptidica unica.

El uso mas efectivo que ha encontrado esta técni-
ca ha sido en el mapeo de epitopos [19], en la carac-
terizacion estructural de proteinas [20] y en conjunto
con algunos métodos de prediccion estructural para
el diseflo de farmacos [21].

La ventaja fundamental de la aplicacion de esta
técnica para la preparacion de bibliotecas de péptidos
es que se pueden producir cantidades suficientes de
estas moléculas (0,05-0,5 mmol) para la purificacion
y la caracterizacidn, si es necesario. Estas bibliote-
cas pueden ser efectivas cuando se utilizan en ciclos
avanzados de pesquisaje, donde las posibilidades se
reducen a un numero menor de moléculas y crece la
necesidad de cantidades suficientes de cada compues-
to para ensayos mas restringentes. No se conoce hasta
el momento la obtencion de otras moléculas organi-
cas con la aplicacion de esta técnica combinatoria.

La sintesis sobre membranas de celulosa se desa-
rrollo, en un primer intento, como una técnica rapida
para el estudio de sitios de unioén de anticuerpos con
péptidos inmovilizados sobre un area predefinida.
El fundamento del método consiste en la utilizacion
de la superficie previamente funcionalizada de una
membrana de celulosa como soporte sélido para el
ensamblaje de los compuestos deseados [11]. La sin-
tesis se realiza con la aplicacion de un volumen ade-
cuado de la mezcla de reaccidn que contiene el
monoémero en un solvente poco volatil como la
N,N-dimetilformamida sobre la membrana de celulo-
sa. Esta mezcla, mientras se absorbe y difunde en
una superficie circular (mancha) de un diametro pro-
porcional al volumen que se dispensa, reacciona con
los grupos reactivos que se encuentran dentro de esta
area [22]. Esta operacion se puede realizar paralela-
mente con diferentes monémeros y formar un gran
numero de estas manchas en una misma superficie
integra de celulosa. En cada mancha se ensamblara un
compuesto quimico con una estructura diferente.

Cada mancha se identifica escribiendo con lapiz
un nimero consecutivo que se corresponde con una
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Figura 2. A) La resina se coloca en el interior de la bolsa porosa de polipropileno con el cédigo
correspondiente. El diametro de los poros permite el flujo de los reactivos y solventes hacia dentro y
fuera de la bolsa. B) Representacién del esquema de la sintesis multiple con el uso de estas bolsas
permeables. Algunos pasos comunes se pueden realizar simultdneamente en un solo frasco de reaccién.

estructura especifica en el listado de los compuestos
a sintetizar.

Las manchas o zonas reactivas sobre la membrana
se pueden tefiir con bromofenol azul [23] antes de la
reaccion de acoplamiento del préximo mondmero
(Figura 3). Esta tincidn no destructiva permite el con-
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Figura 3. Membrana de papel Whatman 540 (9 cm de
diémetro) con 50 manchas tefiidas con bromofenol azul. La
identificacién de la membrana (A), asi como la enumeracién
de los diferentes compuestos se realiza con lapiz directamente
sobre la superficie del papel.
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trol visual de la eficiencia del dispensado de los vola-
menes y de la eficiencia de cada reaccion. La técnica
de los péptidos sintetizados sobre membranas de celu-
losa fue utilizada inicialmente para el mapeo de epitopos
con anticuerpos monoclonales [24] siguiendo el proce-
dimiento estandar para un ELISA (Figura 4). Sin em-
bargo, la practica ha mostrado la utilidad de esta técnica
en ensayos de union con sueros totales, proteinas pu-
rificadas y péptidos sintéticos [25].

La sintesis mediada por luz dirigida es una combina-
cion de la sintesis multiple y paralela con la fotolitografia.
La metodologia para la obtencion de estas bibliotecas
ha encontrado aplicacion fundamentalmente en la ob-
tencion de bibliotecas de péptidos sintéticos [10].

Es imprescindible utilizar el grupo nitroveratri-
loxicarbonilo (Nvoc-) para proteger el grupo N®-amino
de los aminoacidos empleados durante la sintesis (Fi-
gura 5), el cual se elimina facilmente en presencia de
luz ultravioleta. En general, el procedimiento es el si-
guiente: se funcionaliza la superficie de vidrio con
aminopropiltrietoxisilano, se hace reaccionar toda la
superficie con dcido Nvoc-N®-aminohexanoico, se
desprotegen los grupos aminos de una region especifica
con irradiacion de luz ultravioleta de 365 nm a través de
una pantalla litografica, se lava y se hace reaccionar la
superficie irradiada con otro aminoacido determinado
(Figura 6). Este ciclo de operaciones se repite con dife-
rentes pantallas litograficas y con el niimero de aminoa-
cidos que sea necesario. Es posible un alto grado de
miniaturizacion para la obtencion de miles de diferen-
tes péptidos en un 4rea tan pequefia como 1 cm?.

Una de las estrategias de pesquisaje mas recomen-
dadas es la utilizacion de anticuerpos marcados con
fluoresceina. En este caso la eficiencia de la union de
los anticuerpos es proporcional a la intensidad de la
fluorescencia en una superficie dada y se puede me-
dir en un microscopio fluorescente [26]. La utiliza-
cion de un equipamiento adicional para la irradiacion
de la superficie de sintesis y para la deteccion de los
péptidos reconocidos por los anticuerpos ha moti-
vado que esta variante de bibliotecas de péptidos
sintéticos sea poco utilizada.

O O

Cromégeno
o O (BCIP)
BCI
Enzima ® ®
fosfatasa ® e e
Anticuerpo
secundario
NN\
primario
P, P, Py P,
Celulosa

Figura 4. Esquema de reconocimiento de un péptido en un
ensayo inmunoenzimdatico.

Bibliotecas con deconvolucién de las mezclas

Este tipo de bibliotecas implica la sintesis de mezclas
con un alto grado de diversidad. A diferencia de la sin-
tesis paralela de estructuras definidas, la localizacion
espacial de una estructura quimica dada no puede ser
determinada; es decir, se conoce solo todas las posibles
variantes de compuestos presentes en la mezcla, pero
espacialmente no pueden ser asignadas. Por lo tanto la
identificacion de los compuestos activos debe ser reali-
zada por un proceso iterativo de pesquisaje y resintesis
de mezclas cada vez mas pequeiias en cuanto al nimero
de moléculas que las integran. Este proceso se conoce
como deconvoluciony alas mezclas que se generan en
cada proceso iterativo y que representan solo una parte
de la biblioteca inicial, se les denomina subbibliotecas.
De acuerdo a la estrategia de deconvolucion de las mez-
clas, se ha generalizado el uso de dos variantes de estas
bibliotecas combinatorias de compuestos sintéticos: las
bibliotecas iterativas y las bibliotecas con barrido de
posicion.

Bibliotecas combinatorias iterativas. El procedi-
miento general para la obtencion de una biblioteca com-
binatoria iterativa de hexdmeros se muestra en la Figura
7. Inicialmente se preparan O* subbibliotecas, en las
cuales se predefinen las dos posiciones iniciales
0,0,XXXX (O representa el nimero total de mono-
meros utilizados en las reacciones combinatorias). Por
ejemplo, si se utilizan 20 compuestos de partida dife-

Placa de vidrio

1) Aminopropiltrietoxisilano
2) Nvoc-N“-aminohexanoico

Nvoc Nvoc Nvoc Nvoc Nvoc Nvoc

Ll

Nvoc Nvoc Nvoc

I

Nvoc Nvoc

Pantalla litogréfica
Nvoc

Nvoc Nvoc NH, NH, Nvoc Nvoc

Nvoc-AA,-OH

Nvoc Nvoc

Nvoc Nvoc AA, AA, Nvoc Nvoc

Figura 6. Sintesis de péptidos mediada por luz dirigida. El uso
de la luz ultravioleta para la desproteccion de los grupos Nvoc-
es controlada por la presentacién sobre la superficie del vidrio
de diferentes pantallas
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MeO. o N/AA\
H
MeO NO,

Figura 5. Estructura quimica del
grupo N*-amino protector,
nitroveratriloxicarbonilo (Nvoc-).
Cuando se irradia con luz ultravioleta
a 365 nm, el enlace entre el grupo
Nvoc- y el aminodcido (AA) se
rompey libera al grupo amino para
una posterior reaccién con otro
aminoécido.

0,0,XXXX
Pesquisaije inicial
XX, XXXX  Resultado
Sintesis
X,X,0,0,XX

Pesquisaje
XX, X XXX  Resultado
Sintesis

X X,X.X,0,0,

Pesquisaije

Resultado

XXX XXX,

Figura 7. Esquema del procedimiento
de pesquisaje de una biblioteca
combinatoria iterativa de compuestos
formados a partir de la combinacién
de diferentes monémeros de partida
en seis posiciones. Oy O,
representan posiciones fijas de
compuestos de partida, X, Xz, ... Xs
son posiciones definidas después de
cada ciclo de pesquisaje y X
representa las posiciones aleatorias.
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rentes (aminoacidos, acidos carboxilicos, aldehidos,
etc.) el numero total de subbibliotecas sera de 400
(20%). Las restantes posiciones X se generan de forma
aleatoria e incluyen todas las posibles combinaciones
de los monomeros empleados en la sintesis, por lo que
cada subbiblioteca contendra 160 000 compuestos (20%)
y en total la biblioteca incluira 64 millones de produc-
tos sintéticos (20 x 20*). La combinacién éptima de
los dos primeros monoémeros O,0; se selecciona con
el pesquisaje de las 400 mezclas para la determinacion
de cual presenta mayor actividad biologica.

Una segunda sintesis es necesaria, esta vez con las
dos primeras posiciones X;X, determinadas por el
pesquisaje inicial y con la combinacion predefinida de
dos compuestos de partida en las siguientes dos posi-
ciones. El nimero total de péptidos se reduce a 160 000
debido a que se generan 400 subbibliotecas con solo
dos posiciones aleatorias en la secuencia (20* x 20%):
X1X20,0,XX. En la segunda iteracion de pesquisaje
se selecciona la combinacion dptima de las siguientes
dos posiciones X;X4. Finalmente se requiere la sinte-
sis y el pesquisaje de solamente 400 moléculas
X1 X>X5X40,0; para la determinacion del producto
final con una actividad bioldgica dada. Este tltimo
paso no difiere metodologicamente de la obtencion
de bibliotecas por sintesis paralela de estructuras
definidas.

Las posiciones aleatorias en la biblioteca combina-
toria iterativa se generan utilizando la estrategia de
sintesis conocida como “racionar y mezclar” [27],
como “dividir, acoplar y recombinar” [15] o como
“sintesis por particion” [17]. El procedimiento se
muestra en la figura 8 y consiste en dividir la cantidad
inicial de la resina en un numero (n) de partes igual al
namero de compuestos de partida que se utilice para
la obtencidn de la biblioteca. Posteriormente se reali-
zan las (n) reacciones por separado y una vez conclui-
do este paso, se mezclan todas las partes para dar una
cantidad total de resina con los productos intermedia-
rios anclados que se toma como punto de partida para
un nuevo ciclo de dividir, acoplar y recombinar. Este
proceso se repite para todas las posiciones aleatorias.

Esta variante de bibliotecas combinatorias requiere
de un esfuerzo y una dedicacion considerables en la
preparacion de las subbibliotecas necesarias para un
proceso de pesquisaje completo hasta determinar una
estructura biolégicamente activa. No obstante, se han
aplicado en la identificacion de potentes péptidos an-
timicrobianos [28] y de antagonistas del receptor
opioide [29].

Bibliotecas combinatorias de barrido de posicion.
Un enfoque similar al de las bibliotecas combinatorias
iterativas se describe para la variante de las bibliotecas
combinatorias de barrido de posicion. En este caso la
idea es obtener una biblioteca de hexapéptidos, pero a
diferencia de las bibliotecas iterativas, solo se fija una
posicion (O) que barre toda la secuencia: OXXXXX,
XOXXXX, XXO0XXX,..., XXXXXO [16]. Las res-
tantes cinco posiciones (X) se obtienen igualmente de
forma aleatoria. El nimero total de subbibliotecas de-
pende de la cantidad de mondmeros empleados en la
sintesis y del nimero de ciclos necesarios para ensam-
blar las estructuras necesarias. Por ejemplo, si se em-
plean los 20 aminoacidos proteogénicos en la obtencion
de una biblioteca de hexapéptidos, se deben preparar

Resina

polimétrica
(perlas)

Dividir

Resina

polimétrica
(perlas)

Recombinar

Figura 8. El método de “dividir, acoplary recombinar” para la
generacién de las posiciones aleatorias en la secuencia de una
biblioteca combinatoria iterativa.

120 subbibliotecas que contendran cada una 3,2 millo-
nes de secuencias diferentes (20°). Si se agrupan por el
orden que ocupa la posicion fija en la secuencia, cada
grupo de subbibliotecas contendra 64 millones de
péptidos (20 x 20%).

Esta variante es mucho mas efectiva que las bibliote-
cas combinatorias iterativas por cuanto del pesquisaje
de las 120 mezclas, se selecciona un residuo activo en
cada posicion especifica para formar la estructura final
del péptido con mayor actividad bioldgica. Esto impli-
ca ademas, que los pasos de resintesis y analisis de las
mezclas no son necesarios. Al igual que la variante de
bibliotecas del tipo iterativas, las de barrido de posi-
cidn se han aplicado fundamentalmente en el pesquisaje
de antagonistas de receptores y péptidos antimicrobia-
nos [30-32]. Un inconveniente de las bibliotecas
iterativas y de barrido de posicion es la poca solubilidad
en el medio acuoso necesario para los ensayos biologi-
cos de algunas secuencias que se generan.

Bibliotecas inmovilizadas
sobre el soporte sélido

Bibliotecas combinatorias del tipo
“una perla, una estructura”

La preparacion de esta variante de bibliotecas combina-
torias solo es posible con el empleo como soporte soli-
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do de alguna de las resinas poliméricas (perlas) comun-
mente utilizadas en la sintesis estandar en fase sélida.
El concepto de “una perla, una estructura” se basa en
que en las bibliotecas combinatorias preparadas por la
estrategia de sintesis de “racionar y mezclar” sobre cada
perla de resina polimérica se mantiene anclado un solo
tipo de péptido [17]. Esto se debe a que en cada ciclo de
acoplamiento, cada perla encuentra un solo aminoacido
para reaccionar, lo que resulta en el ensamblaje de una
unica secuencia por perla individual. Se estima que en
una perla de 0,1 mm de diametro pueden ensamblarse
aproximadamente 10’ copias del mismo péptido.

La caracteristica fundamental de estas bibliotecas es
que se preparan con todas las posiciones aleatorias de
una manera rapida y sin mucho esfuerzo. Si se em-
plean los 20 aminoacidos proteogénicos, en una bi-
blioteca de este tipo se obtienen 64 millones de
secuencias diferentes en el mismo niimero de perlas.

Un factor determinante en el éxito de la prepara-
ciony el pesquisaje de estas bibliotecas es la seleccion
del soporte solido. La homogeneidad en el tamafio y la
carga de las perlas poliméricas es de extrema impor-
tancia para la correcta evaluacion de los ensayos bio-
logicos, debido a que de estas caracteristicas depende
la cantidad de cada péptido por perla. Para la obten-
cion del nimero esperado de estructuras, la resina tam-
bién debe caracterizarse por ser resistente a la
formacion de conglomerados que dificulten la distri-
bucidn estadistica de las perlas durante la preparacion
de la biblioteca. Por ultimo, el soporte sélido debe ser
capaz de hincharse tanto en el medio organico durante
la sintesis, como en el medio acuoso durante el ensayo
bioldgico [18].

Se ha desarrollado un nimero considerable de resi-
nas adecuadas para la preparacion de bibliotecas del
tipo “una perla, una estructura”. Se han utilizado per-
las de polidimetilacrilamida ya que este polimero se
comporta de manera similar tanto en medio orgéanico
como acuoso [17, 33]. También han encontrado una
amplia aplicacion las resinas que incluyen una matriz
hidrofébica de poliestireno con un espaciador hidrofi-
lico de polioxietileno que asegura un comportamiento
similar de los péptidos en medio acuoso como las
TentaGel [34], las PEG-PS [35] y las resinas de Meldal
basadas en la copolimerizacion de la acrilamida y el
polioxietileno [36, 37].

Meétodos de pesquisaje. El pesquisaje en fase soli-
da es posible tanto para los ensayos de union directa
del blanco molecular (anticuerpos monoclonales y
policlonales, receptores moleculares, células aisla-
das, etc.) al ligando inmovilizado en las perlas, como
para los ensayos de deteccion de algunas propieda-
des funcionales del ligando (identificacion de
sustratos proteoliticos, de sitios de fosforilacion,
etc.). En el caso de los ensayos de union directa, la
deteccion del resultado positivo se realiza utilizando
un grupo reportero como una enzima [38] o un
radionucledtido [39], aunque también es posible aco-
plar un colorante [40] o un grupo fluorogénico [41]
directamente a la molécula blanco. Cada perla colo-
reada, fluorescente o radiactiva es separada cuidado-
samente al microscopio para la subsiguiente
determinacion de la secuencia del péptido que porta.
Cuando se utilizan células aisladas como blancos, la
deteccion se puede realizar sin la ayuda de grupos

reporteros, debido a que las células de 6-10 pum de
diametro unidas a la perla son facilmente visibles al
microscopio [42]. Aunque los ensayos funcionales
tradicionalmente se realizan en solucion, se han pu-
blicado procedimientos para la determinacion en fase
solida de algunas propiedades funcionales como la
identificacion de sustratos peptidicos para las pro-
teinas quinasas [43] y cisteinicas [35] y de sustratos
proteoliticos para varias proteasas [44].

En principio, la mayoria de los ensayos en solu-
cion pueden adaptarse al pesquisaje de bibliotecas
combinatorias, pero debido al gran nimero de com-
puestos o de mezclas de compuestos que se generan,
la tendencia es miniaturizar y automatizar estos en-
sayos. En este caso hay que incluir en el disefio de la
biblioteca espaciadores especiales con un sistema
ortogonal de simple o doble liberacion de los péptidos
[45]. De esta forma, una parte de las moléculas
peptidicas es liberada para los ensayos bioldgicos en
solucion, mientras otra parte se mantiene anclada a
las perlas para un segundo ensayo o para la determi-
nacion de la secuencia [37].

En general, la realizacion de los ensayos directa-
mente sobre las perlas representa un menor esfuerzo
de trabajo y elimina el inconveniente de la solubilidad
de determinadas secuencias. Esto se debe a que la
presencia del espaciador de origen organico e hidrofi-
lico permite mantener soluble practicamente cual-
quier secuencia en medio acuoso. Sin embargo, la
necesidad de un blanco purificado muchas veces se
convierte en una limitacion considerable para los en-
sayos en fase solida.

Determinacion de la estructura primaria. Las bi-
bliotecas combinatorias descritas previamente no
necesitan de la determinacion estructural con la ayu-
da de métodos fisico-quimicos, ya que éstas son co-
nocidas previamente (para la sintesis paralela de
estructuras definidas) o son deducidas a partir de los
ensayos de actividad biologica (para las bibliotecas
con deconvolucion de las mezclas). Sin embargo, como
se habia mencionado, en el caso de las bibliotecas del
tipo “una perla, una estructura”, la secuencia de un
péptido en una perla individual con actividad positi-
va no es conocida y por lo tanto debe ser aislada para
la determinacion estructural por un método instru-
mental. La microsecuenciacion automatica de Edman
y la espectrometria de masas son la mejor eleccion
para este fin debido a que son capaces de detectar
cantidades de hasta 1 pmol de un péptido (una perla
de 0,1 mm contiene aproximadamente 100 pmol de
una secuencia dada).

También se ha empleado la estrategia de marcaje
con “etiquetas moleculares” a partir de las cuales la
secuencia peptidica activa se deduce a través del ana-
lisis de la “etiqueta” correspondiente. Se han descri-
to varias etiquetas moleculares; éstas incluyen
polioxinucledtidos [46] que son analizados por la
reaccion con la polimerasa y la secuenciacion de ADN
y péptidos [47] que son analizados por microse-
cuenciacion automatica de Edman. El encarecimiento
de la preparacion de las bibliotecas y las limitaciones
practicas de la introduccion de estas etiquetas
moleculares, han hecho de la microsecuenciacion au-
tomatica y la espectrometria de masas las técnicas
mas utilizadas para la determinacion estructural de
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las moléculas activas en una biblioteca del tipo “una

perla, una estructura”.

Conclusiones

El rapido avance en la robotica, en las metodologias de
sintesis, en la biologia molecular, en los métodos rapi-
dos de pesquisajes y otras tecnologias relacionadas ha
tenido una gran influencia en el desarrollo de la quimi-
ca combinatoria para una amplia serie de aplicaciones
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