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Química Combinatória: moderna ferramenta para a obtenção de
candidatos a protótipos de novos fármacos
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A Química Combinatória (QC) é atualmente uma das mais
promissoras ferramentas para a descoberta e o desenvolvimento
de novas moléculas com potencialidades terapêuticas. Nesta
metodologia de síntese os produtos são formados simultaneamente
e podem ser testados biologicamente em uma só vez, seja em forma
de misturas ou separadamente. A principal meta desta nova
metodologia é reduzir o tempo necessário para a obtenção de um
novo fármaco. A síntese de quimiotecas pode ser realizada através
da utilização de polímeros insolúveis, solúveis ou pela tradicional
síntese em solução, sendo que cada uma delas apresenta
características que podem ser vantajosas ou não, dependendo da
metodologia utilizada. O desenvolvimento de técnicas de high
throughput screening (HTS) devido às suas características
peculiares necessita de tempo, razão pela qual a síntese de
quimiotecas pequenas e racionais é enfatizada.
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INTRODUÇÃO

Apesar do crescente desenvolvimento e dos eviden-
tes avanços científico e tecnológico da indústria farmacêu-
tica, existem ainda inúmeras doenças que necessitam de
novos fármacos, com melhor perfil terapêutico para o seu
tratamento, como por exemplo SIDA, Alzheimer, câncer,
malária, entre outras (Wermuth, 1996). Assim, a busca por
novos agentes terapêuticos ainda se faz necessária nos tem-
pos de hoje.

Historicamente, a pesquisa para a descoberta de no-
vas substâncias biologicamente ativas vem seguindo pro-
cesso seqüencial, em que a síntese dos compostos ocorre de
maneira artesanal, isto é, uma molécula de cada vez, esco-
lhendo-as a partir de substâncias de origem natural ou sin-
tética e, depois de exaustivas etapas de isolamento, purifi-
cação e caracterização, o candidato a protótipo de fármaco

é submetido a testes para detecção de eventuais atividades
farmacológicas (Gedeck, Willett, 2001). Este processo clás-
sico é amplamente empregado em laboratórios de pesqui-
sa de instituições de ensino e empresas farmacêuticas, mas
apresenta como desvantagem o fato de ser relativamente
lento e gerar reduzido número de derivados diferentes.

Atualmente, o planejamento racional de fármacos
fundamenta-se basicamente no conhecimento da estrutura
molecular dos receptores, o que possibilita elaborar subs-
tâncias com perfis farmacológicos mais definidos. Para tan-
to, as hipóteses são elaboradas fundamentando-se no conhe-
cimento das propriedades físico-químicas dos compostos
ativos e seus respectivos sítios moleculares de ação
(Folkers, Kubinyi, 1997). Entretanto, como muitas vezes a
estrutura dos receptores não é conhecida admite-se que a
gênese de moléculas potencialmente bioativas seja realiza-
da sem levar em conta sua natureza (Villar, Koehler, 2000).
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O progresso mais recente consiste na construção de uma só
vez de coleções de substâncias que servirão para estudos de
relação estrutura/atividade (REA), ou seja, para descobrir
uma nova entidade química candidata a protótipo de
fármaco (Gordon, Kerwin, 1998; Fenniri, 2000). É nesta
etapa que a química combinatória torna-se uma ferramen-
ta importante no progresso da química medicinal. Atual-
mente, grande variedade de novas moléculas vem sendo
sintetizada através da Química Combinatória (QC), inten-
siva área de pesquisa desde o seu surgimento no início dos
anos 90 (Brocchini, 2001). Esta estratégia tomou impulso
no momento em que foi incorporada à química medicinal,
a partir dos trabalhos de Elmann com a síntese de benzo-
diazepinas (Bunin, Ellman, 1992), e de DeWitt na síntese de
quimiotecas de hidantoínas (DeWitt et al., 1993). Ela per-
mite utilizar a síntese automatizada e miniaturizada e a far-
macologia de forma interativa, reduzindo consideravelmen-
te o tempo da pesquisa, uma vez que cria rapidamente uma
coleção de substâncias análogas, com diferentes grupos
farmacofóricos ou conformações, objetivando acelerar a
descoberta de potenciais candidatos a fármacos (Gordon,
Kerwin, 1998; Fenniri, 2000).

QUIMIOTECAS

Em QC, uma quimioteca é uma coleção de molécu-
las sintetizadas simultaneamente em forma de misturas ou
isoladas, a partir de um ou mais substratos de partida. As
quimiotecas podem ser constituídas de dezenas, centenas ou
milhares de estruturas diferentes. Historicamente, as pri-
meiras quimiotecas sintetizadas foram as de peptídeos
(Merrifield, 1963). Contudo, devido aos problemas de
biodisponibilidade apresentados por estas estruturas, alia-
dos à sua baixa diversidade química, as investigações vol-
taram-se para a síntese de moléculas orgânicas mais sim-
ples, de natureza não polimérica (Kubinyi, 1995). De fato,
este interesse dirige-se cada vez mais à criação de
quimiotecas de heterociclos substituídos devido à grande
relevância terapêutica de derivados apresentando este pa-
drão de funcionalização (Franzén, 2000). A experiência
acumulada que havia para sintetizar peptídeos contribuiu
para a aplicação e o desenvolvimento desta metodogologia.

Atualmente, a QC utiliza-se do planejamento raci-
onal para a criação de suas quimiotecas, nas quais a síntese
simultânea de vários compostos por coleção aumenta a
probabilidade de se chegar a uma substância protótipo.
Adicionalmente, o emprego de recursos computacionais
modernos e da modelagem molecular, que aliam as propri-
edades estruturais ou físico-químicas dessas moléculas,
permitem o planejamento racional da diversidade (Villar,
Koehler, 2000).

Quimiotecas pequenas são mais facilmente caracte-
rizadas e possuem alta reprodutibilidade química, sendo
adequadas para o aperfeiçoamento de propriedades de um
protótipo e estudos de relação estrutura-atividade (REA).
Grandes quimiotecas são mais indicadas quando o objeti-
vo é identificar o protótipo. Desta forma, a QC pode ser
empregada tanto para descobrir novas moléculas potenci-
almente bioativas quanto para otimizar sua atividade e/ou
diminuir sua toxicidade, estando por trás disso um inten-
so planejamento de todas as etapas do processo (da síntese
à avaliação farmacológica) e a escolha correta da estraté-
gia de síntese a ser utilizada (Brocchini, 2001).

Quimiotecas podem ser diferenciadas de acordo
com o modo de síntese escolhido e a estratégia sintética
empregada (Figura 1). Elas podem ser preparadas através
de síntese em solução ou então com o auxílio de um
polímero insolúvel, originando o que se conhece hoje
como a Síntese Orgânica em Fase Sólida - SOFS
(Marquardt, Eifler-Lima, 2001). Já quanto à estratégia,
podem-se construir quimiotecas através da síntese em
paralelo, originando grande quantidade de compostos já
isolados, ou através da síntese de misturas.

A possibilidade de formação das quimiotecas na
forma de misturas de substâncias ocorre, por exemplo,
quando à uma molécula inicial (building block) se adici-
onada mistura de reagentes resultando na formação de
mistura de compostos (Dias, Corrêa, 2001). Esta estraté-
gia de síntese acarreta a realização dos testes biológicos
com as misturas, de modo que, no caso de uma das
quimiotecas apresentar uma resposta interessante, o pró-
ximo passo a seguir é a sua ressíntese (Thompson, Ellman,
1996; Marquardt, Eifler-Lima, 2002). A preparação de
quimiotecas em solução, na forma de grandes misturas (ca
1000 substâncias), diminui da mesma maneira o tempo de
síntese, mas conduz a algumas dificuldades adicionais
(Thompson, Ellman, 1996). As cinéticas distintas existen-
tes em cada reação química podem levar à formação de
produtos em diferentes concentrações, sendo, então, a sín-
tese de quimiotecas menores o procedimento mais indica-
do e adotado atualmente por muitos pesquisadores
(Fenniri, 2000).

MODOS DE SÍNTESE DAS QUIMIOTECAS

Síntese orgânica em fase sólida - SOFS

A síntese orgânica em fase sólida (SOFS) é sem
dúvida a maneira mais utilizada para a obtenção de
quimiotecas combinatórias. Este tipo de síntese emprega
suportes sólidos, constituídos por polímeros insolúveis,
também conhecidos como resinas, que possuem uma
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subunidade responsável pela sustentação física da molé-
cula (estrutura polimérica inerte) e outra parte, conhecida
como ligante (linker), responsável pelo acoplamento ao
material de partida. Após as transformações químicas re-
alizadas em outra parte da molécula, as resinas são sepa-
radas do produto por meio de algumas estratégias de
clivagem (Marquardt, Eifler-Lima, 2001).

O primeiro relato sobre o emprego da SOFS data de
1963, quando Bruce Merrifield desenvolveu metodologia
para a síntese de peptídeos, utilizando polímeros insolú-
veis e inertes, que serviram de suportes para a síntese
(Merrifield, 1963). Esta técnica apresentou vantagens na
quimiosseletividade das reações e, conseqüentemente,
diminuição de reações paralelas. Entretanto, a maior van-
tagem da SOFS é a simplificação da etapa de purificação
dos produtos sintetizados, que passa a consistir de simples
processo de lavagem e filtração em cada etapa da rota sin-
tética. Dessa maneira, eliminam-se excesso de solventes,
reagentes e possíveis produtos indesejados não covalen-
temente ligados à resina. A última etapa da rota sintética
consiste na clivagem da molécula do polímero para obten-
ção do produto final com elevado grau de pureza
(Marquardt, Eifler-Lima, 2001). O pioneirismo dos traba-
lhos de Merrifield conduziu-o ao prêmio Nobel de Quími-
ca no ano de 1984 com a síntese da bradicinina (Dulac et

al., 2001). Na década de 1980, esses trabalhos foram re-
tomados abrindo perspectivas para o desenvolvimento de
outros polímeros com diferentes ligantes e estruturas di-
ferenciadas da resina Merrifield (Blackburn et al., 1997;
Rano et al., 2000). Atualmente, esta metodologia é rotinei-
ramente empregada em laboratórios europeus e norte-
americanos, acadêmicos ou de empresas farmacêuticas.

Para ilustrar a relevância do uso de suportes sólidos
na pesquisa pela busca de novos fármacos, podemos citar
como exemplo um método versátil para a síntese de
arilalcanolaminas diversamente substituídas empregando
carbamatos imobilizados (Figura 2). A metodologia foi
empregada com sucesso na síntese de ariletanolaminas e
arilpropanolaminas com altos rendimentos e pureza dos
produtos (Srinivasan et al., 2001).

O desafio do monitoramento
Diferentemente da síntese em solução, que faz uso

da cromatografia e/ou da ressonância magnética nuclear,
a síntese em fase sólida possui a etapa de acompanhamen-
to das reações como um fator limitante. Esta deficiência
acarreta imprecisão dos tempos reacionais e incertezas nos
rendimentos. Por isso, inúmeros estudos visam ao desen-
volvimento de técnicas para o acompanhamento das rea-
ções cujos produtos a serem monitorados estão acoplados

FIGURA 1 - Estratégias sintéticas empregadas para a construção de quimiotecas.
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às resinas. Essas investigações sugerem o uso da
espectroscopia no infravermelho (IV) para o monito-
rização de reações em fase sólida (Yan, 1998; de Miguel,
Shearer, 2001), além de outras técnicas como: eletroforese
capilar, espectrometria de massas, ressonância magnética
nuclear e cromatografia líquida acoplada à espectrometria
de massas (Fauchére et al., 1998).

A espectroscopia na região do infravermelho com o
uso de microscópio de alta resolução é um dos métodos
analíticos mais estudados com este objetivo, possuindo uti-
lidade na determinação do tempo final de reação com maior
segurança e, conseqüentemente, otimização do processo
como um todo (Yan, 1998; Yan et al., 1999; Pivonka, 2000).
Entretanto, ainda não pode ser metodologia de rotina, prin-
cipalmente devido ao seu alto custo. Para tanto, sugere-se
o uso do IV com pastilhas de KBr e correção da linha de
base do espectro. O simples emprego desta medida
operacional no espectrômetro fornece espectros com alta
qualidade e definição, podendo ser empregado rotineira-
mente para o controle das reações em fase sólida (Eifler-
Lima et al., 2002). O método consiste basicamente em ob-
servar o aparecimento e/ou o desaparecimento de bandas
características aos intermediários formados. Para isso esco-
lhe-se uma banda representativa da resina como padrão
interno, como por exemplo a banda de absorção em 1450
cm-1 pertencente à ligação C=C aromática da resina
Merrifield. Desta maneira o uso da espectroscopia no IV

com pastilhas de KBr para monitorar reações em fase sóli-
da pode ser explorado, o que é facilitado pela existência
deste aparelho na maioria dos laboratórios de química orgâ-
nica das universidades.

Síntese em solução

A síntese de quimiotecas em solução consiste na
dissolução de todos os reagentes no solvente. Os pesqui-
sadores que se dedicam a esse tipo de estratégia sintética
preconizam diversas vantagens destas, quando compara-
das à SOFS, como veremos a seguir. Uma das vantagens
preconizadas para esse tipo de síntese na obtenção de
quimiotecas está justamente no maior contato que ocorre
entre os reagentes, aumentando a probabilidade de deslo-
camento da reação para a obtenção do produto desejado
(Gayo, 1998), embora não existam até o presente trabalhos
de cinética química conclusivos que demonstrem que as
reações em solução são mais rápidas que as realizadas por
SOFS. Outro fator considerado é o custo, pois não requer
excesso de reagentes como ocorre na SOFS. Como não
existem as etapas de acoplamento à resina, nem de
clivagem, o tempo de síntese é menor, fornecendo o pro-
duto solúvel, diretamente no meio reacional. Além disso,
existe enorme repertório de reações químicas desenvolvi-
das em solução, facilitando os caminhos de obtenção dos
produtos, fazendo com que esta metodologia seja mais

FIGURA 2 - Rota sintética, empregando a SOFS, para a síntese de arilpropanolaminas.



Química Combinatória: Moderna ferramenta para a obtenção de candidatos a protótipos 355

adequada para a otimização do protótipo (Gayo, 1998).
Pode ser aplicada tanto para quimiotecas de produtos in-
dividuais quanto de misturas de produtos.

Contudo, algumas desvantagens para a aplicação
desta metodologia em química combinatória podem ser
evidenciadas. A principal desvantagem da preparação de
coleções combinatórias em solução, com grau de pureza
confiável para a posterior avaliação farmacológica, con-
siste na purificação dos intermediários e produtos, que é
particularmente difícil, demandando período de tempo
adicional (Gayo, 1998; Corrêa, Dias, 2001). Estas reações
são limitadas a seqüências curtas na rota sintética, evitan-
do procedimentos sintéticos com muitas etapas. Reações
que requeiram excesso de material de partida ou de
reagentes não voláteis também são evitados, pois produ-
zem importantes impurezas ao final da síntese. Adicional-
mente, na síntese em solução é imperativo que ocorra a
completa conversão dos reagentes a produtos com pouca
ou nenhuma formação de subprodutos. Como pode ser
observado, a combinação de todos estes fatores limita a
aplicação da síntese em solução na QC.

Para contornar esses problemas alguns pesquisadores
têm desenvolvido técnicas a fim de viabilizar a aplicação da
síntese em solução na QC. Dentre estes pode-se citar Curran
e colaboradores (2000) e Studer e colaboradores (1997),
que desenvolveram técnica de extração líquido-líquido, que
consiste na utilização de suportes fluorados, também cha-
mada de “síntese combinatória em fase fluorosa”. Nesta
síntese utilizam-se solventes perfluorcarbonados (PFC),
que são imiscíveis tanto em água quanto na maioria dos
solventes orgânicos, constituindo-se em uma “terceira
fase”, facilmente extraída (Figura 3).

Na síntese em fase fluorosa, o substrato é ligado
temporariamente ao reagente fluorado, que pode ser libe-
rado em qualquer etapa da síntese. A separação ocorre
com a partição em fases diferentes com base na presença
ou ausência do reagente fluorado, com uma extração líqui-
do/líquido, que pode ser em duas fases (flúor-orgânica ou

flúor-água) ou três fases (flúor-orgânica-água) (Curran,
2000).

A aplicação de polímeros como “removedores de
impurezas” (material de partida em excesso ou subpro-
dutos de reações paralelas), conhecidos como scavengers,
também vem sendo metodologia cujo uso está em crescen-
te ascensão pelos praticantes de síntese orgânica em solu-
ção (Booth, Hodges, 1997). Isto porque estes polímeros
reagem com os grupos funcionais das impurezas forman-
do ligação covalente, sendo retirados da mistura reacional
pelo simples processo de filtração (Figura 4). Os
scavengers possuem no seu linker grupamentos de cará-
ter nucleofílico ou eletrofílico como isocianatos, aldeídos,
aminas, entre outros. Este tipo de resina, em sua maioria
derivadas da resina Merrifield, diminui de forma conside-
rável os contaminantes usuais, que dificultam a separação
e identificação das quimiotecas sintetizadas em solução
(Gayo, 1998).

Desviando as dificuldades: polímeros solúveis
Outro método emergente visando à utilização de sín-

tese em solução para gerar quimiotecas preconiza o empre-
go de suportes poliméricos solúveis como auxiliares na sín-
tese (Borman, 2001a,b). Este tipo de reação foi descrito
pioneiramente por Janda e colaboradores, que desenvolve-
ram homopolímeros lineares solúveis, nos quais a reação é
realizada em meio completamente homogêneo (Gravert,
Janda, 1996). Esta estratégia tem por objetivo combinar as
vantagens de ambas as tecnologias: a SOFS e a síntese em
solução, chamada de “síntese orgânica em fase líquida -
SOFL”. Nesta metodologia o polímero solubilizado no
meio reacional é precipitado através da adição de determi-
nados solventes, como éter etílico ou óxido de nitrila em
éter etílico, seguindo-se, então, de filtração e lavagem, o que

FIGURA 4 - O substrato A reage com B formando o
produto AB e A excedente, que reage com a resina e é
eliminado por filtração fornecendo o produto AB.

 resina; X – grupo funcional.

FIGURA 3 - Dois exemplos de solventes perfluorados.
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leva ao isolamento dos produtos de interesse. Este tipo de
síntese permite o acompanhamento da reação através das
técnicas clássicas, como a cromatografia em camada delga-
da (CCD), além das demais vantagens mencionadas para a
síntese em solução.

Como exemplo de sua utilização, polímeros solú-
veis foram empregados na síntese de β-aminoálcoois, le-
vando à obtenção do propranolol em bons rendimentos e
alto grau de pureza (Figura 5) (Hans et al., 1995).

Contudo, a escolha por este tipo de técnica ainda
acarreta algumas desvantagens de natureza experimental
e as dificuldades decorrentes de sua utilização muitas
vezes ultrapassam os benefícios obtidos. A principal des-
vantagem deste último tipo de polímero é que as reações
somente podem ser efetuadas em solventes nos quais ele
é solúvel, limitando seu uso. Outra características destas
resinas é que elas podem formar no meio reacional mas-
sa altamente viscosa (“grudenta”) que torna a filtração
muito difícil. Por outro lado, estas resinas permitem o
monitoramento por espectroscopia de RMN 1H e 13C de
alta resolução (Sherrington, 1998).

ESTRATÉGIAS A PARA SÍNTESE DE
QUIMIOTECAS

Sem dúvida alguma, a tendência atual da química
combinatória é o desenvolvimento de métodos de síntese
em fase sólida de quimiotecas tanto de substâncias isola-
das (em paralelo e em “beads”) quanto em misturas, pela
técnica de “misturar e dividir” (pool-and-split synthesis),
como será comentado a seguir.

Síntese em paralelo – substâncias isoladas

A síntese combinatória em paralelo consiste na sín-

tese simultânea de série de compostos em distintos meios
de reação. As etapas são realizadas simultaneamente, em
compartimentos individuais, geralmente em placas com
96 pocinhos, nas quais cada pocinho é um diferente meio
reacional e em cada um destes meios é sintetizado um
único e definido produto, o qual pode ser prontamente
identificado. Atualmente, existem placas com maior nú-
mero de pocinhos (384 e 1536) e a escolha entre uma des-
tas dependerá da diversidade da síntese e do número de
compostos a serem sintetizados (Dias, Corrêa, 2001;
Wolcke, Ullmann, 2001; Marquardt, Eifler-Lima, 2002).

A síntese em paralelo é sempre planejada segundo
orientação pré-estabelecida, não se tratando simplesmente
da realização de múltiplas reações com formação de pro-
dutos que guardam pouca ou nenhuma relação estrutural
entre si. As quimiotecas obtidas formam uma “família” na
qual ocorrem poucas e definidas variações estruturais e
conformacionais entre seus componentes (Marquardt,
Eifler-Lima, 2002). Esta estratégia de síntese pode ser
realizada tanto em solução como através do emprego de
suportes sólidos. Entretanto, devido às vantagens da
metodologia mencionada anteriormente, acredita-se que a
realização da síntese paralela em fase sólida seja a estra-
tégia mais vantajosa.

Split-and-pool synthesis - síntese de misturas

A formação de pequenas quimiotecas na forma de
misturas de substâncias ocorre quando à molécula inicial se
adiciona, num mesmo recipiente, a mistura de reagentes da
mesma classe química. Após o período de tempo necessá-
rio haverá a formação de mistura de produtos congêneres
(Dias, Corrêa, 2001). O emprego desta estratégia induz à
realização dos testes biológicos diretamente com as mistu-
ras. Caso umas das quimiotecas apresente uma resposta

FIGURA 5 - Síntese de β-aminoálcoois: obtenção do propranolol utilizando um polímero solúvel.
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interessante, avança-se para o passo seguinte, que seria a
ressíntese desta quimioteca, através de estratégias de

dissociação (deconvolution) (Figura 6), para descobrir a
molécula responsável pela atividade observada (Marquardt,

FIGURA 6 - Síntese de misturas. A mistura é sintetizada e testada e o resultado é positivo. Para chegar ao composto
responsável pela atividade, procede-se à dissociação da mistura com ressínteses e repetição dos testes com quimiotecas
cada vez menores.
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Eifler-Lima, 2002). Quimiotecas de misturas podem ser
feitas em fase sólida ou em solução e é uma estratégia efi-
ciente para a identificação do protótipo. Para um estudo de
relação estrutura/atividade (REA) quimiotecas de compos-
tos puros são as ideais (Boger, Goldberg, 2000).

Para a formação de quimiotecas maiores (ca 1000 -
10.000 moléculas) prefere-se a síntese de misturas conhe-
cida como split-and-pool synthesis. Sua concepção bási-
ca consiste em grupos de compostos, os quais são modi-
ficados quimicamente, divididos, reagrupados e modifica-
dos novamente em uma série de passos seqüenciais. Su-
cessivamente, formam-se produtos em progressão geomé-
trica a cada nova etapa de separação e mistura (Figura 7).

A vantagem do uso desta metodologia consiste na
ampla diversidade química gerada, com o uso de muitos
building blocks diferentes, fazendo com que seja a mais
difundida das metodologias empregadas em QC, inclusi-
ve utilizada como exemplo ilustrativo quando se aborda o
assunto.

ESTRATÉGIAS UTILIZADAS NA AVALIAÇÃO
FARMACOLÓGICA DE QUIMIOTECAS
COMBINATÓRIAS

Antes de abordarmos as estratégias mais emprega-
das para a avaliação biológica e identificação de qual com-
posto apresentou melhor resposta biológica, é necessário
mencionar que o sucesso desse processo está inteiramente
ligado à sensibilidade e especificidade do ensaio e da téc-
nica de screening. O candidato mais potente talvez não
venha a ser descoberto no primeiro screening. Pode ocor-
rer que um ligante com baixa afinidade venha a ser detec-
tado e, num segundo momento, usado como protótipo na
ressíntese de quimiotecas menores. O screening pode ser
realizado com o produto ainda ligado à resina ou então
solubilizado (descartada a resina), isoladamente ou em
misturas do tipo split-and-pool. Isto define o tipo de en-
saio a ser usado e, ultimamente, o tamanho das quimio-
tecas a serem ensaiadas (Fenniri, 2000).

Concomitantemente com o aperfeiçoamento das
técnicas de química combinatória, farmacólogos e biólo-
gos vêm desenvolvendo os chamados ensaios biológicos
automatizados (high throughput screening – HTS), um
processo rápido de determinação da atividade de amostras
de uma quimioteca combinatória, geralmente de forma pa-
ralela em placas com 96 poços acoplados a leitores de
emissão de fluorescência, com o objetivo de descobrir
protótipos biologicamente ativos (Fenniri, 2000; Dias,
Corrêa, 2001).

Além das placas, outras técnicas utilizadas nos ensai-
os de quimiotecas são: permeação em gel (bastante similar

às técnicas de avaliação de atividade antimicrobiana) e se-
leção por afinidade, a qual constitui-se na determinação da
afinidade de ligação do composto por determinada
macromolécula, sem avaliação de qualquer atividade
(Sigal, Chelsky, 1998). A maioria dos alvos biológicos uti-
lizados é constituída de variações de quatro enfoques bási-
cos: ensaios enzimáticos, cultura de células íntegras, ensai-
os de binding e de ligação a alvos específicos altamente
purificados sem predição de atividade (Beutel, 1998).

A escolha da técnica e do tipo de ensaio a serem
utilizados na avaliação farmacológica das quimiotecas
sintetizadas está estreitamente relacionada ao alvo
terapêutico selecionado. Contudo, a estratégia e o modo de
síntese utilizados devem ser igualmente considerados.
Quimiotecas originadas da síntese em paralelo podem ser
facilmente avaliadas em placas do mesmo tamanho que as
já utilizadas na síntese, sendo o composto ativo facilmente
identificado, devido à presença de um único composto por
pocinho (Beutel, 1998; Sigal, Chelsky, 1998). Já as
quimiotecas de misturas podem ser ensaiadas sem o iso-
lamento dos compostos sintetizados. Este ensaio ocorre de
forma muito similar à estratégia do fracionamento
bioguiado de extratos vegetais: neste a mistura é testada e,
apresentando atividade promissora, é retornada ao quími-
co para que seja identificada e ressintetizada (“fracio-
nada”) e, assim, sucessivamente, até o isolamento de um
ou mais produtos promissores como está esquematizado
na Figura 6. Porém, esta estratégia possui como principal
desvantagem a provável interação entre os compostos
presentes na quimioteca, que podem possuir efeitos
sinérgicos ou antagônicos, dificultando a interpretação dos
resultados obtidos.

Há, ainda, a possibilidade de, com quimiotecas ori-
ginadas de um procedimento de síntese em fase sólida,
serem realizados ensaios com os produtos ainda ligados à
resina, também denominados ensaios do tipo on-bead.
Esta estratégia agiliza a identificação de substâncias ati-
vas, uma vez que elimina a etapa de clivagem dos produ-
tos da resina, bem como etapas de purificação dos mes-
mos. Ao utilizar uma estratégia de síntese na qual cada
bead contém apenas um produto, a identificação e isola-
mento do composto ativo fica muito facilitada, consistindo
apenas na separação do bead ativo dos demais (Beutel,
1998; Sigal, Chelsky, 1998).

Justamente a presença da resina acarreta certas limi-
tações para este tipo de ensaio. Primeiramente, todos os
reagentes devem encontrar-se em solução para garantir sua
difusão ao interior da resina, impossibilitando a utilização
de certos ensaios em células íntegras, devido ao pouco aces-
so dos produtos aos alvos intracelulares. O composto sinte-
tizado, quando ligado à resina, pode encontrar-se em uma
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FIGURA 7 - Split-and-pool synthesis.
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conformação diferente de sua conformação em solução
devido, principalmente, à natureza hidrofóbica do polímero,
o que pode causar interferência na interação da molécula
com o alvo biológico. Apesar destes obstáculos, a utilização
de ensaios on-bead é de grande valia principalmente na pré-
seleção de um grupo de compostos para posterior avaliação
em solução e confirmação de sua potencial atividade (Sigal,
Chelsky, 1998).

Uma das formas de contornar estas limitações é a
realização de determinadas técnicas de permeação em gel,
nos quais os beads são distribuídos em uma fina camada
de gel e apenas parte do produto é clivado da resina. Esta
parcela de substrato clivado é que vai, então, se difundir
no gel e atingir o alvo biológico, com a conseqüente for-
mação de um halo de fluorescência em torno do bead de
origem. Este pode, então, ser isolado com parte do produto
ainda ligado para posterior clivagem e identificação estru-
tural. Estas características fazem com que este tipo de
ensaio agregue a maior confiabilidade dos ensaios em
solução e a facilidade de identificação do composto ativo
dos ensaios on-bead (Beutel, 1998).

A constante necessidade de reduzir o tempo de des-
coberta de um novo fármaco, bem como de lidar com a
grande quantidade de compostos sintetizados através das
diversas estratégias da química combinatória frente a gama
de novos alvos advindos dos estudos do genoma humano,
têm levado à uma completa reavaliação das tecnologias
utilizadas nos ensaios farmacológicos in vitro. Neste con-
texto, uma das estratégias a ser utilizada é a miniaturização,
na qual é necessário o estabelecimento de condições ótimas
de ensaio para uma escala de volume de microlitros,
agilizando todo o processo de teste de novos compostos sem
aumento dos custos (Wolcke, Ullmann, 2001).

Um ensaio é considerado miniaturizado quando o
volume final do meio de incubação não ultrapassa 5 µL,
permitindo à utilização de placas com 1536 pocinhos ou
mais. Esta estratégia resulta em economia de solventes e
reagentes de, no mínimo, 20 vezes em relação ao forma-
to tradicional de 96 pocinhos (Wolcke, Ullmann, 2001).

Teoricamente, qualquer técnica já utilizada rotinei-
ramente no formato de 96 pocinhos pode ser miniatu-
rizada. Porém, na prática surgem algumas complicações,
sendo uma das mais importantes o limite de detecção das
técnicas de identificação, baseadas principalmente na
emissão de fluorescência total (Sigal, Chelsky, 1998). Os
pequenos volumes utilizados nos ensaios levam à redução
na superfície de contato entre os compostos e o alvo
terapêutico e à necessidade de fina automação do sistema
de pipetagem, bem como de proteção contra a evaporação
das pequenas quantidades de reagentes, garantindo maior
uniformidade em todos os pocinhos (Wolcke, Ullmann,

2001). Outra característica importante é que os ensaios
para HTS possibilitem a utilização de solventes orgânicos,
objetivando sobretudo a solubilização de substâncias
hidrofóbicas.

CONSIDERAÇÕES FINAIS

A QC vem se constituindo em importante ferramen-
ta no planejamento racional de novos fármacos, despertan-
do o interesse das empresas farmacêuticas. Esse interesse é
devido, em parte, à missão primordial da QC: a busca por
maior diversidade molecular no mais curto espaço de tem-
po possível. Acredita-se que a modelagem molecular, que
é capaz de prever qual o tipo de ligante específico para uma
determinada biomolécula (bio-receptor), juntamente com a
QC, com seus robôs miniaturizados, acelerem o processo de
descoberta de novos fármacos (Watkins, 2002).

O surgimento da QC no começo da década de 90 com
a proposta de obtenção de moléculas bioativas em menor
espaço de tempo e, conseqüentemente, a probabilidade
maior de se chegar rapidamente a um novo fármaco, levou
a indústria farmacêutica a investir de maneira significativa
nesta área. Como exemplos têm-se a aquisição e o desen-
volvimento de equipamentos adequados e pessoal altamen-
te qualificado, evidentemente visando ao rápido retorno
financeiro com a possibilidade de novas patentes (Caldwell,
1998).

Atualmente, sabe-se que a síntese de milhares de
moléculas torna difícil tanto a identificação da substância
ativa quanto os ensaios farmacológicos. Dessa maneira
propõe-se a síntese de quimiotecas menores, visando à
maior potência e seletividade da sua atividade biológica ou
até mesmo a presença de outra atividade, através do plane-
jamento elegante, que inclui a modelagem molecular, uma
rota sintética muito bem delineada e o tipo de ensaio bioló-
gico a ser desenvolvido. Soma-se a isso a possibilidade de
desenvolver estudos de REA e de quantificação de relação
estrutura atividade (QSAR) com essas quimiotecas.

Para a realização dos testes farmacológicos as qui-
miotecas são testadas em ensaios biológicos automatizados,
possibilitando, dessa forma, a avaliação in vitro de grande
número de compostos. Entretanto, o desenvolvimento de
técnicas de HTS, devido às suas características peculiares,
necessita de tempo e não atende, ainda, à demanda de
quimiotecas de milhares de compostos, razão pela qual a
síntese de quimiotecas pequenas e racionais é novamente
enfatizada.

Como pode ser observado, existe ainda muito traba-
lho relacionado à rotina a ser desenvolvido e otimizado,
com novos conceitos a ser introduzidos e explorados no
campo da QC. É inegável que esta moderna metodologia
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promoveu um grande impacto na química medicinal, embo-
ra a maior parte das aplicações industriais ainda não cons-
tem da literatura e existam ainda muitos problemas no que
diz respeito às patentes (Caldwell, 1998). Entretanto, pode-
se esperar que haja aumento da eficiência na geração de
quimiotecas mais específicas e o desenvolvimento dos
métodos analíticos de identificação. Neste sentido, é impor-
tante evidenciar que o tempo que se “perde” na otimização
do processo, se ganha depois, na diversificação (Huesgo,
2001). Visto que o número de artigos publicados tem au-
mentado significativamente a cada ano, a expectativa para
o futuro é de maior disseminação da QC no meio acadêmico
brasileiro e, quem sabe, no setor produtivo nacional.

ABSTRACT

Combinatorial chemistry: advanced tool for drug
leads discovery

Nowadays, Combinatorial Chemistry is one of the most
promising tools used in the design and discovery of new
molecules potentially useful in the therapeutics. In this
methodology, the reaction products are synthesized
simultaneously and can be evaluated once, either in a
complex mixture or as isolated compounds. The main aim
of this new approach is the time for the development of
new drugs. The synthesis of combinatorial libraries can be
performed using either insoluble or soluble polymers and
also by the traditional organic synthesis in solution. Each
one of these approaches presents features that may be
advantageous depending on the final objective of the
synthetic process. The development of high throughput
screening (HTS) assays takes much time, which makes the
synthesis of small and well designed combinatorial
libraries the most recommended strategy.

UNITERMS: Combinatorial Chemistry.Solid Phase
Organic Synthesis. Rational Drug Design. Medicinal
Chemistry
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