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A sintese quimica
do DNA

Um instrumento indispensavel
as manipulacOes genéticas

Alfredo Cravador *

Introducio

114 menos de 10 anos, a sintese quimica de DNA era
um dominio esotérico, apanagio de alguns quimicos
especializados. Calculava-se, em 1975, que seriam ne-
cessarios 20 anos para sintetizar um gene de 100 nu-
cleotideos segundo um esquema optimizado por com-
putador (1).

Actualmente & possivel realizar este trabalho em pou-
cas semanas: por exemplo nos sintetizamos recente-
mente um gene de 270 nucle6tidos em cerca de um més
a partir de dinucledtidos protegidos. Esta proeza técni-
ca ao alcance de um namero crescente de laboratérios
s6 & possivel gracas ao desenvolvimento acelerado das
técnicas de sintese quimica, catalisado pelo advento das
técnicas da Engenharia Genética. O alargamento conti-
nuo do campo de aplicagdo dos fragmentos sintéticos
de DNA, assim como o aspecto fundamental do estudo
estrutural de certas sequéncias particulares, constitui-
ram estimulos poderosos para os quimicos organicos
cujos esforgos conduziram ao ajustamento e ao aper-
feicoamento das técnicas de sintese.

Apresentamos neste artigo um resumo geral da quimica
que esta na base da sintese de DNA tal como ela é pra-
ticada actualmente, e algumas das suas aplicagdes.

[ — Principios da sintese quimica de DNA

A sintese quimica em solugdo de um oligodesoxinucle6-
tido comporta as seguintes etapas:

1 — Preparagdo dos quatro desoxinucle6tidos: timidi-
na, desoxicitidina, desoxiadenosina e desoxiguanosina
completamente protegidos. Estes sdo os blocos funda-
mentais para a sintese.

2 — Desprotecgdio selectiva de dois desoxinucle6tidos a
condensar, de maneira a libertar em cada um dos blo-
cos unicamente as fungdes implicadas na formagdo da
ligagdo internucleotidica.

3 — Condensagdo dos compostos assim gerados para
formar um dimero inteiramente protegido.

4 — Extensdo da cadeia de DNA repetindo as reacgdes
das etapas 2 e 3 até a obtengdo de um oligodesoxirri-
bonucledtido completamente protegido.

5 — Desprotecgdo sequencial e controlada do oligode-
soxirribonucleétido.

6 — Isolamento, purificagdo e caracterizagdo.
Quando a extensdo da cadeia desoxirribonucleotidica &

realizada em fase s6lida, sdo necessarias algumas eta-
‘pas suplementares:

i) funcionalizagdo de um polimero insoltvel

ii) fixacdo do primeiro desoxirribonucle6tido protegi-
do da cadeia oligodesoxirribonucledtida a sinteti-
zar, sobre a fung¢do do suporte s6lido

iii) clivagem da cadeia de DNA do suporte sélido

| — Preparagio dos blocos de base para a sintese

As substincias de base na sintese de DNA sdo os qua-
tro desoxirribonucle6tidos: timidina, desoxicitidina, de-
soxiadenosina e desoxiguanosina; (obtidos por degra-
da¢io de ADN de origem natural). (Esquema I[).
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Na molécula desoxinucleosidica podem-se/distinguir
trés centros que vio ser objecto de trés“formagdes dis-
tintas: as bases, as func¢des hidroxilicas em posi¢do 5'
e posigdo 3.

a) Protec¢do das fungdes aminas exociclicas

As bases que possuem fungOes aminas primarias (a ti-
midina ndo possui) tém que ser protegidas.

Esta protecgdo é permanente visto que o centro amina-
do ndo esta implicado nas reacgdes de extensdo oligo-
mérica. Portanto os grupos protectores devem ser esta-
veis ao longo de todas as etapas de sintese. No entanto
eles devem poder ser retirados no fim da sintese em
condigdes que preservem a integridade da molécula fi-

* Investigador no Laboratério de Genética Aplicada, Dé-
pau]'temenl de Biologie Moléculaire. Université Libre de Bruxelles
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nal. Os grupos que, nas estratégias de sintese mais uti-
lizadas, melhor satisfizeram estas condigdes, sdo o gru-
po benzoilo para a desoxicitidina e a desoxiadenosina e
0 grupo isobutanoilo para a desoxiguanosina (2). A sua
introdugdo tem de ser selectiva a fim de nio bloquear
0s grupos hidroxilicos do ciclo desoxirribofuranosilo.
Estes grupo sdo objecto de uma protecgdo transitéria
que pode ser especificamente removida apos acilagdo
dos grupos aminados (*) (Exemplo: esquema 2),
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Uma protecgdio suplementar original foi recentemente
introduzida por varias equipas, destinada a proteger a
fung¢do lactdmica da desoxiguanosina, fonte de reac-
¢Oes secundarias durante as reaccoes de condensacio e
de fosforilagdo (4).

b) Transformacio dos grupos hidroxilicos

Das fungoes hidroxilicas em posicdo 5' e 3' uma tem
de ser protegida por um 8rupo protector transitério, a
outra fosforilada. A escolha do centro a fosforilar de-
pende da estratégia adoptada.

A estratégia que consiste em fosforilar a posicio 3
deu até agora os melhores resultados e tem sido utiliza-
da nos métodos gerais de fosfatotriester e de fosfito-
triéster,

@) A proteccio do grupo hidroxilico em posicio §°
tem de ser temporaria. Ela tem de ser removida antes
de cada etapa de condensacdo durante a extensio da
cadeia desoxirribonucleotidica. O grupo protector deve
neste caso possuir as propriedades seguintes:

i) poder ser introduzido selectivamente em posicao 5’
deixando intacta a fun¢do hidroxilica em posi¢do 3"
ii) poder ser retirado em condi¢des suaves que nio
déem lugar a nenhuma reaccdo secundaria;

iii) ser estavel em todas as etapas de sintese, de despro-
teccdo e de purificagdo que se seguem a sua introdu-
¢do; :

i) eventualmente facilitar pela sua introdugio a purifi-
cagdo dos intermediarios de sintese.

Entre outros grupos introduzidos com bons resultados
0 4,4'-dimetoxitritilo ¢ um dos mais correctamente
adoptados (5). E introduzido atraves do seu cloreto ti-

rando-se beneficio da sua selectividade pela posi¢do 5’
devido a factores estéricos. (Exemplo: esquema 3).
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O grupo 4,4 "-dimetoxitritilo pode ser quantitativa e ra-
pidamente retirado em condi¢des de baixa acidez (Ex.:
acido dicloroacético, brometo de zinco) sem ruptura ou
com ruptura insignificante da ligagdo glicosidica; esta
reaccdo conduz a formagio do catido dimetoxitritilo de
cOr laranja cuja absorvincia pode ser medida espectro-
fotometricamente. Esta medida € particularmente Ttil
na sintese em fase sélida pois ela é a tinica indicagdo
da eficacia das reaccdes de condensagdo durante a
construcdo da cadeia oligonucleotidica,

B) A fosforilagido em posi¢do 3’ dos nucleosideos pro-
tegidos nas bases e no grupo hidroxilico em 5 pode
conduzir, segundo a estratégia escolhida, a um bloco
completamente protegido, ou a uma espécie fosforilada
activa capaz de reagir directamente com outro bloco
desoxinucleotidico desprotegido em posicdo 5’ para
formar a ligacio internucleotidica.

Numerosos agentes de fosforilagdo tém sido utilizados
em sintese de oligodesoxirribonucleotideos. sobretudo
na metodologia do fosfatotriéster (Esquema 4).

Esgoema 4

tur o !
° cut 0
L 1 o . M9 e -
L P —_ 22 1
[}
o

o H 3

'

R (L] S -
° 1

F2 v mase protaqids 4

T+ Dleatomteitile

I.x=w 0, 5 N T
&Y aigaias, alyitle sctatitatds ..,
' wansls, latilanats

:-l!ll!lclll'.ﬂ. arilo s tatitoade

¥ = tlaralo, oritersoteiersls cirs ..

Um dos substituintes do atomo de fosforo protege de
maneira permanente o anido fosfato responsavel pelos
fracos rendimentos das reac¢Oes de condensagdo, assim
como das dificuldades crescentes de purificagdo e de
solubilidade com o comprimento dos oligbmeros, sur-
gidas na metodologia inicial dos fosfatodiéster (¢).

O outro substituinte tem um papel de protecgio tem-
poraria destinada a ser substituida pela ligagdo fosfato
internucleotidica,

O grupo protector permanente deve possuir uma esta-
bilidade total durante as reagoes de eliminagio dos
Brupos protectores temporarios e durante as reacgoes
de condensagdo. Nio deve interferir negativamente
com o rendimento e a eficacia destas ultimas. Ele tem
No entanto que ser retirado especificamente no fim da
sintese sem provocar a fuptura concorrente das liga-
¢des internucleotidicas.
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O grupo protector transitorio deve ser suficientemente
estavel para permitir o isolamento, a purificacdo € a
estocagem dos blocos desoxinucleotidicos completa-
mente protegidos. A sua eliminagdo deve ser especifica
e rapida em condigdes que preservem 0s grupos protec-
tores permanentes € O grupo protector temporario em
posigdo 5.

Os grupos ortoclorofenilo (R=0.CICells com Y=0)
permanente e o cianoetilo (R =CI12CI{2CN com Z=0)
temporario (ver esquema 4) sio exemplos de grupos
muito utilizados na metodologia dos fosfatotriéster (7)
(Exemplo: esquema 5).
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O grupo protector permanente correntemente utilizado
na metodologia do fosfitotriéster é o radical metilo. O
terceiro substituinte do atomo do fésforo ¢ um grupo
azodialquilo introduzido em substituicdo de um atomo
de cloro, o qual confere uma reactividade particular-
mente forte ao intermediario fosfocloridrito (utilizado
durante o desenvolvimento inicial do método) (%) que o
torna instavel e de emprego pouco cémodo.

Os compostos diisopropilamino e morfolino-fosforoa-
midito possuem um bom compromisso de reactividade-
-estabilidade (Exemplo: esquema 6).
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E importante sublinhar que o sucesso da sintese quimi-
ca de DNA se baseia sobretudo na preparagdo destes
blocos de base, isto &, na escolha dos diferentes grupos
protectores, no rendimento das- diferentes reacgdes e na
pureza dos desoxinucledtidos completamente protegi-
dos.

2 — Desprotecgdo selectiva

Para poder condensar dois desoxinucledtidos pelo me-
todo do fosfato triéster, & necessario libertar separada-

mente por um lado a fun¢do fosfato e por outro o gru-
po hidroxilico 5 das suas protecgdes temporarias. Por
exemplo, o grupo dimetoxitritilo & retirado em condi-
¢des acidas suaves e o grupo cianoetilo em condigdes
basicas suaves.

3 — Reacgies de Condensagdo

A reaccdo de condensagdo necessita evidentemente da
formacdo de espécies activas capazes de reagir com
bons rendimentos sem formagdo de produtos secunda-
rios.

A activagdo do fosfatodiéster ¢ frequentemente realiza-
da pela ac¢do conjugada de um cloreto de arilosulfoni-
lo e de uma amina heterociclica, ou de uma sulfonami-
da preparada antecipadamente a partir deste tipo de
compostos ('%) (Esquema 7).
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A activagdo dos fosforoamiditos & realizada por um
agente de protonagdo, acido fraco (Ex.: o tetrazole
pKa=4,9) que acelera a quebra do grupo dialquilami-
na e favorece o ataque pela fungdo hidroxilica que vai
estabelecer a ligag¢do internucleotidica (''). Ndo & por-
tanto possivel dentro desta metodologia eliminar o gru-
po dimetoxitritilo em presenga do grupo fosforoamidi-
to (Esquema 8).
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4 — Construgio da cadeia oligodesoxinucleotidica

Na sintese em solu¢do e pela metodologia do fosfato-
triéster a extensdo da cadeia polinucleotidica pode
fazer-se de maneira alternada no sentido 3'—5' ou
5'—3" visto que se pode desproteger o grupo hidroxili-
co na extremidade 5' ou & na posicdo 3’ do
oligbmero em construgdo. Dois oligbmeros podem
igualmente ser condensados um com o outro. Devido a
sensibilidade dos fosforoamiditos as condigdes ligeira-
mente Acidas, esta flexibilidade propria aos triesterfos-
fatos ndo se aplica ao método do fosfitotriéster que
ndo foi desenvolvido em solugdo. A sintese em solugdo
permite a detecgdo de reacgdes secundarias de maneira
mais directa que a sintese em fase sblida. Ela permite a
identificagdo e a compreensdo, da origem dos produtos

*ﬁ%ﬁ%zb
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parasitas e portanto possibilita a intervengdo sobre os
pardmetros correctores (Esquema 9.
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Bp * citosina ou adenina ou guanina protegida, ou tiaina,
ClPh = 2-cloroferol

OMT = Dicetoxitritile

cr = ciamoetilo

TCA = acido triclorcacetico

MSNT = zesitilenosulfonil-J-nitrotriazole

A extensdo da cadeia de DNA em fase sélida realiza-se
numa sé direccdo (em geral 3'—5') a partir de um de-
soxirribonucleosideo fixo por uma das fungdes hidroxi-
licas a um suporte solido, A fixagdo efectua-se em ge-
ral através da formacgdo de uma ligagdo amidica entre
um 2 '-desoxi-3 '-succinilorribonucleésido e um polime-
ro insollvel aminado (8-NIiz) (12) (Esquema 10).
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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 te-
flo-poliestireno sio exemplos de polimeros insolfveis
correntemente utilizados.

A extensdo da cadeia polinucleotidica em fase sélida
consiste na repeticio de um ciclo que compreende es-
sencialmente:

—

W CCap
1) A reacgdo de desproteme¢do do grupo hidroxilico
em 5’ do primeiro nucledsido (ou da cadeia em cresci-
mento) fixo no polimero insolivel.
2) A reacgdo de condensagdo entre a fungdo hidroxili-
ca libertada e a espécie nucleotidica introduzida em so-
lugdo e activada “‘in situ’’ no atomo de f6sforo em po-
sigdo 3, .
Com o método do fosfdtotriéster uma terceira reac¢do
de oxidagdo do fosfito em fosfato é necessaria. Uma
reaccdo suplementar é por vezes efectuada, Ela visa o
bloqueamento da ligeira percentagem dos grupos hi-
droxilicos que ndo reagiram na reacgio de condensacgdo
a fim de os desactivar para as reacgdes ulteriores.
Os reagentes em excesso, 0s sub-produtos e os solven-
tes das reacgdes e de lavagem sdo eliminados por sim-
ples filtragdo do suporte sélido (Esquema 11).
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O isolamento do produto ligado ao polimero insolavel
& por consequéncia simples e rapido em relagdo aos
métodos convencionais em solugdo. O conjunto das
operagOes presta-se bem a automatizagio.

Uma desvantagem da fase s6lida é a cinética desfavo-
ravel. Para conseguir reacc¢des completas dentro de
tempos razoaveis é indispensavel utilizar excessos im-
portantes de reagentes cuja pureza é portanto critica.
Tragos de impurezas reactivas podem inibir completa-
mente a reac¢do de condensagdo.

Em fase sélida a acumulagdo de produtos indesejaveis
e inevitdvel visto ndo haver purificacio em nenhuma
etapa da extensdo do fragmento de DNA. Uma manei-
ra de minimizar este inconveniente consiste em utilizar
dimeros ou trimeros preparados em solugdo, estratégia
que nods adoptamos e que diminui de um factor 2 ou 3
0 numero de reacgdes efectuadas no polimero insolii-
vel,

O comprimento do fragmento de DNA que & possivel
obter por sintese quimica depende evidentemente do
rendimento da etapa de condensagdo que tem que ser
mantido o mais alto possivel (90 a 95%) de maneira re-
produtivel. Nos preparamos correntemente fragmentos
de 30 a 50 nucleotidos pelos métodos do fosfatotriéster
e do fosfitotriéster. Do ponto de vista das vantagens e
inconvenientes, os dois métodos sdo presentemente
equivalentes,

5 — Desprotecgdo

A desprotec¢do do fragmento de DNA & uma operac¢do
delicada que deve preservar a integridade do edificio
molecular. Reacgdes incompletas ou uma degradacgio
parcial conduzem a uma mistura complexa de produ-
tos.

A desprotecgdo compde-se de 3 etapas distintas:

I) transformagdo dos grupos triesterfosfatos em dies-
terfosfatos;
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II) Desprotec¢do das bases;
[1I) Desprotecgdo da fungdo OI terminal em 5'.

) A desproteccdo dos grupos fosfatos € uma fonte
possivel de ruptura internucleotidica. Esta pode ser mi-
nimizada utilizando reagentes selectivos antes de des-
proteger as bases.

Se a extensdo da cadeia de DNA for realizada pelo meé-
todo do fosfatotriéster em fase solida, a clivagem do
suporte insoliivel efectua-se com 0 mesmo reagente de
desprotecgdo dos grupos fosfatos clorofenilados, por
exemplo com o 2-nitrofenilcarbaldoximato de tetrame-
tilguanidina. O grupo metilo utilizado com o método
do fosfitotriéster & deslocado por ataque nucleofilico
pelo anido tiofenalato antes da clivagem. Esta € efec-
tuada em condigdes suaves.

II) As aminas exociclicas das bases sdo desaciladas por
amondlise a 50°C. Este tratamento provoca uma rup-
tura, que ndo é desprezavel, das ligagdes fosfatos inter-
nucleotidicas quando o fosfato estd na forma de triés-
ter; esta & a razdo pela qual se converte antecipada-
mente e selectivamente o fosfatotriéster em fosfatodiés-
ter.

[1I) O grupo protector da fungdo hidroxilica em posi-
¢do 5' é o ultimo a ser retirado (pelo 4cido acético
80% no caso do grupo dimetoxitritilo). E conservado
até ao fim para impedir a formagdo de triésteres fosfo-
ricos ciclicos que conduzem a estruturas oligodesoxirri-
bonucleo6tidicas com ligagdes 5'—5 ', durante as pri-
meiras etapas de desprotecgdo. Devido ao seu caracter
hidr6fobo o grupo dimetoxitritilo protector da fungéo
5'0I1 facilita o isolamento do produto por cromato-
grafia de silica em fase inversa (Esquema 12).
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6 — Isolamento, purificagio e caracterizagdo

Os métodos de isolamento e de purificagdo corrente-
mente utilizados sdo a cromatografia de DEAE-celulo-
se, de Sefadex, de camada fina de silica, a cromatogra-
fia liquida a alta pressio (IIPLC) com coluna de silica
de fase inversa ou de troca de catides e a electroforese
preparativa em poliacrilamida.

A caracterizagio do produto isolado e marcado numa
das extremidades com um radioisétopo pode ser efec-
tuada pelo método de sequenciagdo de DNA de Ma-
xam e Gilbert ('?). E no entanto necessario um reajus-
tamento das condi¢des das reacgdes aos fragmentos de
pequeno comprimento (%), Um outro método conheci-
do pelo nome de ‘*“Wandering spot’’ baseia-se na anali-
se a duas dimensdes (electroforese em acetato de celu-
lose, seguida de cromatografia em camada fina de
DEAE-celulose) dos fragmentos de oligonucleotido sin-

tético marcado numa extremidade, obtidos por diges-
tao parcial com uma exonuclease ('%). Este método res-
tringe-se a fragmentos de comprimento inferior a 20
nucleotidos.

II — O campo das aplicagdes

As aplicagdes dos oligodesoxirribonucle6tidos de se-
quéncia definida cobrem quase todos os aspectos da in-
vestigacdo que implicam a recombinagdo de DNA tan-
to no que diz respeito a construgdo, 4 identificacdo e a
caracterizacdo de clones bacterianos particulares, como
4 manipulagdo do DNA clonado com o fim de modifi-
car a sua estrutura.

Nos campos da determinagdo de sequéncias de DNA,
do estudo das interreacgdes proteina-DNA ou da anali-
se estrutural do DNA, os oligodesoxirribonucledtidos
sintéticos tém-se revelado uma arma extremamente Util.
A coordenagdo das competéncias e a conjugagdo dos
esforgos conduziram no nosso laboratério a alguns su-
cessos no dominio da Engenharia Genética aplicada a
medicina.

A sintese quimica de DNA de sequéncia definida possi-
bilitou a varredura (screening) de bancos de clones e o
isolamento de estirpes bacterianas como a alfa-1-
-antitripsina, a antitrombina III e a uroquinase (*%) (")
(%) e a sintese total da sequéncia de DNA que codifica
para a somatocrinina humana cuja introdugdo num ve-
tor plasmidico ('9) possibilitou a expressdo deste factor
hormonal na bactéria (?9). Estes exemplos ilustram, de
maneira ndo exaustiva a importincia da quimica de
sintese dos acidos nucleicos em qualquer programa de
engenharia genética: podemos prever, sem qualquer
divida, que esta importdncia continuard a aumentar
intensamente no futuro.
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