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A SINTESE QUIMICA DE ADN — UM INSTRUMENTO
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PREAMBULO

Hi menos de 10 anos. 4 sintese quimica de ADN era um
dominio esotérico, apanigio de alguns quimicos especiali-
zados. Calculava-se, em 1975, que seriam necessirios 20
anos para sintetizar um gene de 100 nucleotideos segundo
um esquema otimizado por computador’ .

Atualmente é possivel realizar este trabalho em poucas
semanas: por exemplo nds sintetizamos recentemente um
gene de 270 nucleotideos em cerca de um més a partir de
dinucleotideos protegidos. Esta proeza técnica. ao alcance
de um nimero crescente de laboratérios, s6 é possivel
gragas ao desenvolvimento acelerado das técnicas de sinte-
se quimica, catalisado pelo advento das técnicas da Enge-
nharia Genética. O alargamento continuo do campo de apli-
cagdo dos fragmentos sintéticos de ADN, assim como o
aspecto mais fundamental do estudo estrutural de certas
seqiiéncias particulares, constituiram estimulos poderosos

para os quimicos orginicos cujos esforgos conduziram ao

ajustamento e ao aperfeicoamento das técnicas de sintese.

Apresentamos neste artigo um apanhado geral da qui-
mica usada na sintese de ADN, tal como ela é praticada
atualmente.

PRINCIPIOS DA SINTESE QUIMICA DE ADN.
a) Resumo das etapas da sintese

A sintese quimica em solugdo de um oligodesoxinucleo-
tideo comporta as seguintes etapas:

1 — Preparagdo dos quatro desoxinucleotideos, corres-
pondentes a desoxitimidina, desoxicitidina, desoxiadeno-
sina e desoxiguanosina completamente protegidos, “buil-
ding blocks” de base da sintese.

2 — Desprotegdo seletiva de dois desoxinucleotideos a
condensar-se um com o outro, de maneira a liberar em cada
um dos blocos unicamente as fungdes implicadas na forma-
¢do da ligacao internucleotidica.

3 - Condensagio dos compostos assim gerados para
formar um dimero inteiramente protegido.

4 - Extensio da cadeia de ADN repetindo as reacoes
das etapas 2 ¢ 3 até a obtengdo de um oligodesoxiribonu-
cleotideo completamente protegido.

5 — Desprotegio seqiiencial e controlada do oligodeso-
xiribonucleotideo.

6 - Isolamento, purificagdo e caracterizagio.

Quanto a extensdo da cadeia desoxiribonucleotidica,
realizada em fase s6lida, sdo necessdrias algumas etapas
suplementares:

i) — funcionalizagio de um polimero insohivel.

ii) — fixagdo do primeiro desoxiribonucleotideo prote-
gido da cadeia oligodesoxiribonucleotidica a sintetizar,
sobre a fungio do suporte s6lido.

iii) — clivagem da cadeia de ADN do suporte sblido.

b) Preparagio dos blocos de base da s{ntese.

As substancias de base da sintese de ADN sdo os qua-
tro desoxiribonucleosideos: desoxitimidina, desoxicitidina,
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desoxiadenosina e desoxiguanosina; (obtidos por degrada-
¢do de ADN de origem natural). (Esquema 1).

Na molécula desoxinucleosidica podem-se distinguir
trés centros que vio ser objeto de trés formagdes distintas:
as bases, as fungdes hidroxilicas em posi¢do 5’ e em posi-
¢do 3.

1) Protecao das fungdes aminas exocfclicas.

As bases que possuem fungbes aminas primérias (a timi-
dina ndio possui) tém que ser protegidas.

Esta prote¢fio é permanente, visto que o centro amina-
do nio estd implicado nas reagbes de extensio oligomérica,
Portanto os grupos protetores devem ser estiveis ao longo
de todas as etapas de sintese. No entanto eles devem poder
ser retirados no fim da sintese em condigdes que preser-
vem a integridade da molécula final. Os grupos que, nas
estratégias de sintese mais utilizadas, melhor satisfizeram
estas condigbes, si0 o grupo bensoilo para a desoxicitidi-
na e a desoxiadenosina e o grupo isobutanoilo para a deso-
xiguanosina®. A sua intradugdo tem que ser seletiva a fim
de nio bloquear os grupos hidroxilicos do ciclo desoxiri-
bofuranosilo. Estes grupos s3o objeto de uma protegio
transitoria que pode ser especificamente removida apos
acilagdo dos grupos aminados® (Exemplo: esquema 2).

Uma prote¢do suplementar original foi recentemente
introduzida por varias equipes, destinada a proteger a fun-
¢30 lactamica da desoxiguanosina, fonte de reagtes secun-

dirias durante as reagoes de condensagdo e de fosforila-

¢io’,

2) Transformagéio dos grupos hidroxflicos

As fungbes hidroxilicas em posigio 5’ e 3’ tém de ser
uma protegida por um grupo protetor transitorio, a outra
fosforilada. A escolha do centro a fosforilar depende da
estratégia adotada,

A estratégia que consiste em fosforilar a posigao 3’ deu
até agora os melhores resultados através dos métodos co-
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nhecidos pelos nomes gerais de fosfatotriéster e de fosfito-
triéster.

A prote¢iio do grupo hidroxilico em posicdo 5’ tem de
ser temporéria. Eia tem que ser removida antes de cads
etapa de condensagdo, durante a extensdo da cadeia deso-
xiribonucleotidica. O grupo protetor deve, neste caso,
possuir as propriedades seguintes:

i) — poder ser introduzido seletivamente em posigdo 5’
deixando intacta a fungdo hidroxilica em posigdo 3';

ii) — poder ser retirado em condigbes suaves que nio
dém lugar a nenhuma reagio secundiria;

iii) — ser estivel em todas as etapas de sintese, de des-
protegdo e de purificag3o que se seguem a sua introdugdo;

iv) — eventualmente facilitar, pela sua introdugdo, a pu-
rificag@o dos intermediarios de sintese.

Entre outros grupos introduzidos com bons resultados,
o 4,4’-dimetoxitritilo é um dos mais corretamente adota-
dos®. E introduzido através do seu cloreto tirando benefi-
cio da sua seletividade pela posigdo 5’ condicionada por
fatores estéricos. (Exemplo: esquema 3),

O grupo 4.4’-dimetoxitritilo pode ser quantitativo e
rapidamente retirado em condigdes de baixa acidez (Ex.:
icido dicloroacético, brometo de zinco) sem ruptura ou
com ruptura insignificante da ligagdo glicosidica; esta rea-
¢3o conduz & formagdo do cation dimetoxitritilo de cor la-
ranja, cuja absorbancia pode ser medida espectrofotometri-
camente. Esta medida é particularmente 1til na sintese
em fase s6lida pois ela € a Unica indicagdo da eficicia das
reagoes de condensacdo’ durante a construgdo da cadeia
oligonucleotidica.

(3) A fosforilagdo em posi¢do 3’ dos nucleosideos pro-
tegidos nas bases e no grupo hidroxflico em 5’ pode condu-
zir, segundo a estratégia escolhida, a um bloco completa-
mente protegido, ou a uma espécie fosforilada ativa capaz
de reagir diretamente com outro bloco desoxinucleotidi-
co desprotegido em posigiio 5’ para formar a ligagdo inter-
nucleotidica. .

Numsrosos agentes de fosforilagdo tém sido utilizados
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em sintese de oligodesoxiribonucleotideos, sobretudo na
metodologia do fosfatotriéster (Esquema 4).

Um dos substituintes do 4tomo de fésforo protege de
maneira permanente o anjon fosfato, responsével pelos fra-
cos rendimentos das reagtes de condensagdo, assim como
pelas dificuldades crescentes de purificagfio e de solubilida-
de com o comprimento dos oligdbmeros, surgidas na meto-
dologia inicial dos fosfatodiéster®.

O outro substituinte tem um papel de prote¢do tempo-
rdria, destinada a ser substituida pela ligacio fosfato inter-
nucleot{dica.

O grupo protetor permanente deve possuir uma estabili-
dade total durante as reagGes de eliminagio dos grupos
protetores tempordrios e durante as reagdes de condensa-
¢do. Ndo deve interferir negativamente com o rendimento
¢ a eficicia destas tltimas. Ele tem no entanto que ser reti-
rado especificamente no fim da sintese sem provocar a rup-
tura concorrente das ligagoes internucleotidicas.

ESQUEMA 4

OB

Bp= base protegida HO
DHT= Dimetoxitritilo
Z2,¥Y= H,0,5

n's alquile , alquilo substituido ... AR

e arilo, 2-etilarilo

d-atiltiocarilo, arilo substituido
X= triazolo, oxzibanszotriazolo
€loxo ...

* @—c-cl —

oo £ ©

OCH 4

O grupo protetor transitério deve ser suficientemente
estdvel para permitir o isolamento, a purificagio e a estoca-
gem dos blocos desoxinucleotfdicos completamente pro-
tegidos. A sua eliminagdo deve ser especifica e rdpida em
condigdes que preservem os grupos protetores permanentes
e 0 grupo protetor temporirio em posigo 5°.

Os grupos ortoclorofenilo (com Y = O) permanente ¢ o
cianoetilo (R = CH,CH,CN, com Z = O) temporirio sio
exemplos de grupos muito utilizados na metodologia dos
fosfatotriéster” (Exemplo: esquema 5).

O grupo protetor permanente correntemente utilizado

‘na metodologia do fosfitotriéster é o radical metilo. O ter-

ceiro substituinte do 4tomo do fésforo é um grupo azodial-
quilo introduzido em substitui¢do de um itomo de cloro,
o qual confere uma reatividade particularmente forte ao in-
termedidrio fosfocloridrito (utilizado durante o desenvolvi-
mento inicial do método)®, que o torna inst4vel e de empre-
go pouco comodo.
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Os compostos diisopropilamino -e morfolino-fosforoami-
dito possuem um bom compromisso reatividade-estabilida-
de (Exemplo: esquema 6).

E importante sublinhar que o sucesso da sintese quimica
de ADN baseia-se sobretudo na preparagio destes blocos
de base, isto €, na escolha dos diferentes grupos protetores,
no rendimento das diferentes reages e na pureza dos de-
soxinucleotideos completamente protegidos.

ESQUEMA 6
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¢) Reagdo de condensagiio

Para poder condensar dois desoxinucleotideos pelo mé-
todo do fosfatotriéster, é necessirio liberar separadamente
por um lado a fung@o fosfato e por outro o grupo hidrox{li-
co em 5° das suas prote¢bes tempordrias. Por exemplo, o
grupo dimetoxitritilo é retirado em condigdes 4cidas sua-
ves € 0 grupo cianoetilo, em condigdes bésicas suaves. Evi-
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ESQUEMA 7
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dentemente a reagiio de condensagfo necessita da formagfio
de espécies ativas capazes de reagir com bons rendimentos,
gem formago de produtos secundérios.

A ativagio do fosfatodiéster é freqieniemente realiza-
da pela agdo conjugada de um cloreto de arilosulfonilo e de
uma amina heterociclica, ou de uma sulfonamida preparada
antecipadamente a partir deste tipo de compostos'® (Esque-
ma 7).

A ativagdo dos fosforoamiditos é realizada por um agen-
te de protonagio, dcido fraco (Ex.: o tetrazolico, pKa =4,9)
que acelera a partida do grupo dialquilamina e favoriza o
ataque pela fun¢@o hidroxilica que vai estabelecer a ligagio
internucleotidica’. Ndo é portanto possivel dentro desta
metodologia eliminar o grupo dimetoxitritilo em condi-
¢oes acidas em presenga do grupo fosforoamidito (Esquema
8)

ESQUEMA 8

| OR

d) Construgio da cadeia oligodesoxinucleotidica

Na sintese em solugdo e pela metodologia do fosfato-
triéster, pode-se fazer a extensio da cadeia polinucleotidi-
ca de maneira alternada no sentido 3'*5 ou 5’3’ visto
que se pode desproteger o grupo hidroxilico na extremida-
de 5°, ou o trifosfato na posi¢do 3’ do oligdbmero em cons-
trugdo. Dois oligdbmeros podem igualmente ser condensados
um com o outro. Devido & gensibilidade dos fosforoamidi-
tos as condi¢bes ligeiramente 4dcidas esta flexibilidade pro-
pria aos triesterfosfatos ndo se aplica ao método do fosfi-
totriéster que ndo foi desenvolvido em solugdo. A sintese
em solugdo permite a detecgfio de reagded secundirias de
maneira mais direta que a s{ntese em fase s6lida; ela permite
a identificagio e a compreensio da origem dos produtos
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parasitas e portanto possibilita a intervengdo sobre os pa-
rimetros corretores (Esquema 9).

A extensdo da cadeia de ADN em fase gblida realiza-se
muma 86 diregdo (em geral 3°—*5') a partir de um desoxi-
ribonucleosideo fixo por uma das fungBes hidrox{licas a
um suporte gdlido. A fixagio efetua-se, em geral, através
da formag¢io de uma ligagio amidica entre um 2’-desoxi-
3’-succiniloribonucleosideo e um polimero insohivel ami-
nado (P-NH,)"* (Esquema 10).

ESQUEMA 10

D [}
NTO o Bp
* o]
™
(o]
OH

DMTO= ( Ver esquema 6 )

DHT O

Bps= citosina, adenina, guanina protegida
ou timina.
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O poliestirenodivinilbenzeno, a resina composta polidi-
metilacrilamida-kieselguhr, a silica, as esferas de vidro de
porosidade controlada, a celulose, o co-polimero teflon-
policstireno sfo exemplos de polimeros insoliveis corren-
temente utilizados.

A extensfio da cadeia polinucleotfdica em fase sélida
consiste na repeticio de um ciclo que compreende essen-
cialmente:

1) A reagfio de desprotegfio do grupo hidroxilico em 5’
do primeiro nucleosideo (ou da cadeia em crescimento)
fixo no polimero insolGvel.

2) A reagio de condensagfio entre a fungfio hidroxflica
liberada ¢ a espécie nucleot{dica introduzida em solugiio
¢ ativada “in situ” no dtomo de f6sforo em posi¢do 3°.

Com o método do fosfatotriéster uma terceira reagio de
oxidagio do fosfito em fosfato é necessiria. Uma reagfio
suplementar ¢ por vezes efetuada. Ela visa o bloqueamento
da ligeira percentagem dos grupos hidroxilicos que nfio
reagiram na reagio de condensagfio a fim de desativa-los
para as reages ulteriores.

Os reagentes em excesso, os subprodutos e os solven-
tes das reagbes e de lavagem sfo eliminados por simples
filtragdo do suporte s6lido (Esquema 11).

O isolamento do produtc ligado ao polimero insohivel
¢, por conseqiiéncia, gsimples ¢ rdpido em relagdo aos méto-
dos convencionais em solugdo. O conjunto das operagdes
presta-se bem & automatizagio.

Uma desvantagem da fase sblida é a cinética desfavora-

vel. Para conseguir reagdes completas dentro de tempos

razodveis é indispensdvel utilizar excessos importantes de
reagentes cuja pureza é portanto critica. Tragos de impure-
zas reativas podem inibir completamente a reagdo de con-
densagfo.

Em fase s6lida, a acumulagdo de produtos indesejéveis
¢ inevitdvel visto ndo haver purificagdo em nenhuma etapa
da extensdo do fragmento de ADN. Uma maneira de mini-
mizar este inconveniente consiste em utilizar dimeros ou
trimeros preparados em solugdo, estratégia que noés adota-
mos e que diminui de um fator 2 ou 3 o mimero de reagoes
efetuadas no polimero insolivel.

DMT O
) 0 5
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ESQUEMA 11
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DNT = dimetoxitritilo |
Bp = citosina ou adenina ou guanina protegida 3
" ou timina
R = grupo protetor do fosfato
P = polimero insolivel

O comprimento do fragmento de ADN, que é possivel
obter por sintese quimica, depende evidentemente do ren-
dimento da etapa de condensagiio que tem que ser mantido
o mais alto possivel (90 a 95%) de maneira reprodutivel.
Nobs preparamos corretamente fragmentos de 30 a 40 mu-
deotideos pelo método do fosfatotriéster. Do ponto de
vista das vantagens e inconvenientes, o3 métodos do fosfato-
triéster e do fosfitotriéster 850 equivalentes no momento
atual.

e) Desprotegfio, isolamento e purificagfio

A desprotegio do fragmento de ADN é uma operagio
delicada que deve preservar a integridade do edificio mole-
cular. Reagdes incompletas ou uma degradagfio parcial con-
duzem a uma mistura complexa de produtos.

A desprotec¢do compse-se de 3 etapas distintas:

I) — transformagio dos grupos iriesterfosfatos em dies-
terfosfatos;

II) — Desprotec@o das bases;

III) — A desprotecdo da fungio OH terminal em 5°.

I) A desprotegdo dos grupos fosfatos é uma fonte possi-
vel de ruptura internucleotidica. Esta pode ser minimizada
utilizando reagentes seletivos antes de desproteger as bases.

Se a extensdo da cadeia de ADN for realizada pelo méto-
do do fosfatotriéster em fase sélida, a clivagem do suporte
insohivel efetua-se com o mesmo reagente de desprote¢io
dos grupos fosfatos clorofenilados, por exemplo com o

ESQUEMA 12
bp Bp Bp
Desprotagio dsa
foafatos .
E e elivagea poer. g
bt ? 1
| 0
o
R
DNT o dimatoxitritilo
Bp w=citosina cu adenina ou guanina protegida
ou timina P

B ® grupo protator do fosfato
P epolimarxo insolivel

M —
1 on

2-nitrofenilcarbaldoximato de tetrametilguanidina. O gru-
po metilo utilizado com o método do fosfitotriésier é deslo-
cado por ataque nucleofflico pelo anion tiofenalato antes
da clivagem. Esta é efetuada com amonfaco em condiges
suaves.

I) As aminas exocfclicas das bases siio desaciladas por
amonblise a 500C. Este tratamento provoca uma ruptura,
que nfio é desprezfvel, das ligagGes fosfatos internucleoti-
dicas quando o fosfato estd na forma de triéster; esta ¢
a razio pela qual se converte antecipada e seletivamente o
fosfatotriéster em fosfatodiéster.

IIT) O grupo protetor da fungfo hidroxflica em posigio
§' é o1iltimo a ser retirado (pelo écido acético 80% no caso
do grupo dimetoxitsitilo). E conservado até o fim para
impedir a formagfo de triésteres fosforicos ciclicos que
conduzem a estrufuras oligodesoxiribonucleot{dicas com
ligaghes 5’ —*5', durante as primeiras etapas de desprotegfio.
Devido ao seu cardter hidr6fobo, o grupo dimetoxitrilo
protetor da fungfo 5’OH facilita o isolamento do produto
por cromatografia de silica em fase inversa (Esquema 12).

03 métodos de isolamer :0 e de purificag@io correntemen-
te utilizados sdo a cromatografia de DEAE-celulose, de Se-
fadex, de camada fina de silica, a cromatografia liquida a
alta pressdo (HPLC) com coluna de silica de fase inversa ou
de troca de cations e a eletroforese preparativa em polia-
crilamida.

A caracterizagio do produto isolado e marcado numa
das extremidades com um radioisdtopo pode ser efetuada

O =NmQ
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pelo método de seqienciamento de ADN de Maxam e
Gilbert’®, E no entanto necessério um reajustamento das
condigdes das reagbes aos fragmentos de pequeno compri-
mento’. Um outro método, conhecido pelo nome de
“Wandering spot”, baseia-se na andlise em duas dimensdes
(eletroforese em acetato de celulose, seguida de cromatogra-
fia em camada fina de DEAE-celulose) dos fragmentos do
oligonucleot{deo sintético marcado numa extremidade, ob-
tidos por digestdo parcial com uma exonuclease'®. Este mé-
todo restringe-s¢ a fragmentos de comprimento inferior a
20 nucleotideos.

ALGUMAS APLICACOES RECENTES DA SINTESE DE
ADN NO NOSSO LABORATORIO DA U.L.B.

As aplicagbes dos oligodesoxiribonucleotideos de se-
qiéncia definida cobrem quase todos os aspectos da inves-
tigagdo que implicam a recombina¢io de ADN, tanto no
que diz respeito 4 construgdio, & identificagdo e 4 caracte-
rizagdo de clones bacterianos particulares, como & manipu-
lagdo do ADN clonado com o fim de modificar a sua estru-
tura.

Nos campos da determinagio de seqiiéncias de ADN, do
estudo das inter-reagoes proteina-ADN ou da anélise estru-
tural do ADN, os oligodesoxiribonucleotideos sintéticos
tém-se revelado uma arma extremamente vitil.

A nossa equipe de sintese quimica de ADN, do departa-
mento de Biologia da U.L.B. (Université Libre de Bruxelles)
faz parte de um grupo de investigadores formados em dife-
rentes disciplinas tais como a Biologia, a Genética, a Quimi-
ca e a Imunologia. 4 coordenagio das competéncias e a
conjugacio dos esforcos conduziram a alguns sucessos no

dominio da Engenharia Genética aplicada 3 Medicina. O

nosso trabalho consiste em fomecer sondas de oligodesoxi-
ribonucleotideos de seqiéncia definida que possibilitaram
a varredura (“screening”) de bancos de clones e o isolamen-
to de cepas de bactérias que produzem proteinas humanas
de interesse tcrapéutico, tais como a alfa-1-antitripsina, a
antitrombina I1I e a uroquinase'®. Efetuamos igualmente a
sintese total da seqiiéncia de ADN que codifica para a
gomatocrinina humana (140 pares de bases) e introduzi-
mo-la num vetor plasmidico afim de exprimir este fator
hormonal na bactéria. Estes exemplos ilustram de manei-
ra nio limitativa a importincia da quimica de sintese dos
dcidos nucléicos em qualquer programa de Engenharia
Genética: podemos prever, sem alguma divida, que esta
importancia continuard a aumentar intensivamente no fu-
turo.
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