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A síntese química
do DNA
Um instrumento indispensável
às manipulações genéticas Alfredo Cravador *

Introdução

Iiá menos de 10 anos, a síntese química de DNA era
um domínio esotérico, apanágio de alguns químicos
especializados. Calculava-se, em 1975, que seriam ne-
cessários 20 anos para sintetizar um gene de 100 nu-
cleotídeos segundo um esquema optimizado por com-
putador ( 1 ).
Actualmente é possível realizar este trabalho em pou-
cas semanas: por exemplo nós sintetizámos recente-
mente um gene de 270 nucleótidos em cerca de um mês
a partir de dinucleótidos protegidos. Esta proeza técni-
ca ao alcance de um número crescente de laboratórios
só é possível graças ao desenvolvimento acelerado das
técnicas de síntese química, catalisado pelo advento das
técnicas da Engenharia Genética. O alargamento contí-
nuo do campo de aplicação dos fragmentos sintéticos
de DNA, assim como o aspecto fundamental do estudo
estrutural de certas sequências particulares, constituí-
ram estímulos poderosos para os químicos orgânicos
cujos esforços conduziram ao ajustamento e ao aper-
feiçoamento das técnicas de síntese.
Apresentamos neste artigo um resumo geral da química
que está na base da síntese de DNA tal como ela é pra-
ticada actualmente, e algumas das suas aplicações.

I — Princípios da síntese química de DNA

A síntese química em solução de um oligodesoxinucleó-
tido comporta as seguintes etapas:

1 — Preparação dos quatro desoxinucleótidos: timidi-
na, desoxicitidina, desoxiadenosina e desoxiguanosina
completamente protegidos. Estes são os blocos funda-
mentais para a síntese.

2 — Desprotecção selectiva de dois desoxinucleótidos a
condensar, de maneira a libertar em cada um dos blo-
cos unicamente as funções implicadas na formação da
ligação internucleotídica.

3 — Condensação dos compostos assim gerados para
formar um dímero inteiramente protegido.

4 — Extensão da cadeia de DNA repetindo as reacções
das etapas 2 e 3 até à obtenção de um oligodesoxirri-
bonucleótido completamente protegido.

5 — Desprotecção sequencial e controlada do oligode-
soxirribonucleótido.

6 — Isolamento, purificação e caracterização.

Quando a extensão da cadeia desoxirribonucleotídica é
realizada em fase sólida, são necessárias algumas eta-
pas suplementares:

i) funcionalização de um polímero insolúvel
ii) fixação do primeiro desoxirribonucleótido protegi-

do da cadeia oligodesoxirribonucleótida a sinteti-
zar, sobre a função do suporte sólido

iii) clivagem da cadeia de DNA do suporte sólido

1 — Preparação dos blocos de base para a síntese

As substâncias de base na síntese de DNA são os qua-
tro desoxirribonucleótidos: timidina, desoxicitidina, de-
soxiadenosina e desoxiguanosina; (obtidos por degra-
dação de ADN de origem natural). (Esquema 1).
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Na molécula desoxinucleosídica podem-se distinguir
três centros que vão ser objecto de três formações dis-
tintas: as bases, as funções hidroxílicas em posição 5 '
e posição 3 '.

a) Protecção das funções aminas exocíclicas

As bases que possuem funções aminas primárias (a ti-
midina não possui) têm que ser protegidas.
Esta protecção é permanente visto que o centro amina-
do não está implicado nas reacções de extensão oligo-
mérica. Portanto os grupos protectores devem ser está-
veis ao longo de todas as etapas de síntese. No entanto
eles devem poder ser retirados no fim da síntese em
condições que preservem a integridade da molécula fi-
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nal. Os grupos que, nas estratégias de síntese mais uti-
lizadas, melhor satisfizeram estas condições, são o gru-
po benzoílo para a desoxicitidina e a desoxiadenosina e
o grupo isobutanoílo para a desoxiguanosina ( 2). A sua
introdução tem de ser selectiva a fim de não bloquear
os grupos hidroxílicos do ciclo desoxirribofuranosilo.
Estes grupo são objecto de uma protecção transitória
que pode ser especificamente removida após acilação
dos grupos aminados ( 3) (Exemplo: esquema 2).

rando-se benefício da sua selectividade pela posição 5 '
devido a factores estéricos. (Exemplo: esquema 3).
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Uma protecção suplementar original foi recentemente
introduzida por várias equipas, destinada a proteger a
função lactâmica da desoxiguanosina, fonte de reac-
ções secundárias durante as reacções de condensação e
de fosforilação ( 4).

b) Transformação dos grupos hidroxílicos

O grupo 4,4 '-dimetoxitritilo pode ser quantitativa e ra-
pidamente retirado em condições de baixa acidez (Ex.:
ácido dicloroacético, brometo de zinco) sem ruptura ou
com ruptura insignificante da ligação glicosídica; esta
reacção conduz à formação do catião dimetoxitritilo de
cer laranja cuja absorvância pode ser medida espectro-
fotometricamente. Esta medida é particularmente útil
na síntese em fase sólida pois ela é a única indicação
da eficácia das reacções de condensação durante a
construção da cadeia oligonucleotídica.
/3) A fosforilação em posição 3 ' dos nucleosídeos pro-
tegidos nas bases e no grupo hidroxílico 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
desoxinucleotídico desprotegido em posição 5 ' para
formar a ligação internucleotídica.
Numerosos agentes de fosforilação têm sido utilizados
em síntese de oligodesoxirribonucleotídeos, sobretudo
na metodologia do fosfatotriéster (Esquema 4).
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Das funções hidroxílicas em posição 5 ' e 3 ' uma tem
de ser protegida por um grupo protector transitório, a
outra fosforilada. A escolha do centro a fosforilar de-
pende da estratégia adoptada.
A estratégia que consiste em fosforilar a posição 3 '
deu até agora os melhores resultados e tem sido utiliza-
da nos métodos gerais de fosfatotriester e de fosfito-
triéster.

a) A protecção do grupo hidroxílico em posição 5 '
tem de ser temporária. Ela tem de ser removida antes
de cada etapa de condensação durante a extensão da
cadeia desoxirribonucleotídica. O grupo protector deve
neste caso possuir as propriedades seguintes:

i) poder ser introduzido selectivamente em posição 5 '
deixando intacta a função hidroxílica em posição 3 ';
ii) poder ser retirado em condições suaves que não
dêem lugar a nenhuma reacção secundária;
iii) ser estável em todas as etapas de síntese, de despro-
tecção e de purificação que se seguem à sua introdu-
ção;
i) eventualmente facilitar pela sua introdução a purifi-
cação dos intermediários de síntese.

Entre outros grupos introduzidos com bons resultados
o 4,4 '-dimetoxitritilo é um dos mais correctamente
adoptados ( 5). É introduzido através do seu cloreto ti-

Um dos substituintes do átomo de fósforo protege de
maneira permanente o anião fosfato responsável pelos
fracos rendimentos das reacções de condensação, assim
como das dificuldades crescentes de purificação e de
solubilidade com o comprimento dos oligómeros, sur-
gidas na metodologia inicial dos fosfatodiéster ( 6).
O outro substituinte tem um papel de protecção tem-
porária destinada a ser substituída pela ligação fosfato
internucleotídica.
O grupo protector permanente deve possuir uma esta-
bilidade total durante as reações de eliminação dos
grupos protectores temporários e durante as reacções
de condensação. Não deve interferir negativamente
com o rendimento e a eficácia destas últimas. Ele tem
no entanto que ser retirado especificamente no fim da
síntese sem provocar a ruptura concorrente das liga-
ções internucleotídicas.
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O grupo protector transitório deve ser suficientemente
estável para permitir o isolamento, a purificação e a
estocagem dos blocos desoxinucleotídicos completa-
mente protegidos. A sua eliminação deve ser específica
e rápida em condições que preservem os grupos protec-
tores permanentes e o grupo protector temporário em
posição 5 '.
Os grupos ortoclorofenilo (R = o.C1C6I Ia com Y = 0)
permanente e o cianoetilo (R = CII2CI I2CN com Z = 0)
temporário (ver esquema 4) são exemplos de grupos
muito utilizados na metodologia dos fosfatotriéster ( 7)
(Exemplo: esquema 5).

Esquema 5
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O grupo protector permanente correntemente utilizado
na metodologia do fosfitotriéster é o radical metilo. O
terceiro substituinte do átomo do fósforo é um grupo
azodialquilo introduzido em substituição de um átomo
de cloro, o qual confere uma reactividade particular-
mente forte ao intermediário fosfocloridrito (utilizado
durante o desenvolvimento inicial do método) ( 8) que o
torna instável e de emprego pouco cómodo.
Os compostos diisopropilamino e morfolino-fosforoa-
midito possuem um bom compromisso de reactividade-
-estabilidade (Exemplo: esquema 6).

mente por um lado a função fosfato e por outro o gru-
po hidroxílico 5 ' das suas protecções temporárias. Por
exemplo, o grupo dimetoxitritilo é retirado em condi-
ções ácidas suaves e o grupo cianoetilo em condições
básicas suaves.

3 — Reacções de Condensação

A reacção de condensação necessita evidentemente da
formação de espécies activas capazes de reagir com
bons rendimentos sem formação de produtos secundá-
rios.
A activação do fosfatodiéster é frequentemente realiza-
da pela acção conjugada de um cloreto de arilosulfoni-
lo e de uma amina heterocíclica, ou de uma sulfonami-
da preparada antecipadamente a partir deste tipo de
compostos ('D) (Esquema 7).
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A activação dos fosforoamiditos é realizada por um
agente de protonação, ácido fraco (Ex.: o tetrazole
pKa = 4,9) que acelera a quebra do grupo dialquilami-
na e favorece o ataque pela função hidroxílica que vai
estabelecer a ligação internucleotídica ("). Não é por-
tanto possível dentro desta metodologia eliminar o gru-
po dimetoxitritilo em presença do grupo fosforoamidi-
to (Esquema 8).
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É importante sublinhar que o sucesso da síntese quími-
ca de DNA se baseia sobretudo na preparação destes
blocos de base, isto é, na escolha dos diferentes grupos
protectores, no rendimento das diferentes reacções e na
pureza dos desoxinucleótidos completamente protegi-
dos.

2 — Desprotecção selectiva

Para poder condensar dois desoxinucleótidos pelo mé-
todo do fosfato triéster, é necessário libertar separada-
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4 — Construção da cadeia oligodesoxinucleotídica

Na síntese em solução e pela metodologia do fosfato-
triéster a extensão da cadeia polinucleotídica pode
fazer-se de maneira alternada no sentido 3 ' -' 5 ' ou
5 ' -*3 ' visto que se pode desproteger o grupo hidroxíli-
co na extremidade 5 ' ou trifosfato na posição 3 ' do
oligómero em construção. Dois oligómeros podem
igualmente ser condensados um com o outro. Devido à
sensibilidade dos fosforoamiditos às condições ligeira-
mente ácidas, esta flexibilidade própria aos triesterfos-
fatos não se aplica ao método do fosfitotriéster que
não foi desenvolvido em solução. A síntese em solução
permite a detecção de reacções secundárias de maneira
mais directa que a síntese em fase sólida. Ela permite a
identificação e a compreensão da origem dos produtos

CH,D - P-N-<
/IN
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parasitas e portanto possibilita a intervenção sobre os
parâmetros correctores (Esquema 9).

1) A reacção de desprotonação do grupo hidroxílico
em 5 ' do primeiro nucleósido (ou da cadeia em cresci-
mento) fixo no polímero insolúvel.
2) A reacção de condensação entre a função hidroxíli-
ca libertada e a espécie nucleotídica introduzida em so-
lução e activada "in situ" no átomo de fósforo em po-
sição 3 '.
Com o método do fosfatotriéster uma terceira reacção
de oxidação do fosfito em fosfato é necessária. Uma
reacção suplementar é por vezes efectuada. Ela visa o
bloqueamento da ligeira percentagem dos grupos hi-
droxílicos que não reagiram na reacção de condensação
a fim de os desactivar para as reacções ulteriores.
Os reagentes em excesso, os sub-produtos e os solven-
tes das reacções e de lavagem são eliminados por sim-
ples filtração do suporte sólido (Esquema 11).
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A extensão da cadeia de DNA em fase sólida realiza-se
numa s6 direcção (em geral 3 ' S ') a partir de um de-
soxirribonucleosídeo fixo por uma das funções hidroxí-
licas a um suporte sólido. A fixação efectua-se em ge-
ral através da formação de uma ligação amídica entre
um 2 '-desoxi-3 '-succinilorribonucleósido e um políme-
ro insolúvel aminado (Q-NI12) ( 12) (Esquema 10).

quema 10
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A extensão da cadeia polinucleotídica em fase sólida
consiste na repetição de um ciclo que compreende es-
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O isolamento do produto ligado ao polímero insolúvel
é por consequência simples e rápido em relação aos
métodos convencionais em solução. O conjunto das
operações presta-se bem à automatização.
Uma desvantagem da fase sólida é a cinética desfavo-
rável. Para conseguir reacções completas dentro de
tempos razoáveis é indispensável utilizar excessos im-
portantes de reagentes cuja pureza é portanto crítica.
Traços de impurezas reactivas podem inibir completa-
mente a reacção de condensação.
Em fase sólida a acumulação de produtos indesejáveis
é inevitável visto não haver purificação em nenhuma
etapa da extensão do fragmento de DNA. Uma manei-
ra de minimizar este inconveniente consiste em utilizar
dímeros ou trímeros preparados em solução, estratégia
que nós adoptámos e que diminui de um factor 2 ou 3
o número de reacções efectuadas no polímero insolú-
vel.
O comprimento do fragmento de DNA que é possível
obter por síntese química depende evidentemente do
rendimento da etapa de condensação que tem que ser
mantido o mais alto possível (90 a 95%) de maneira re-
produtível. Nós preparamos correntemente fragmentos
de 30 a 50 nucleótidos pelos métodos do fosfatotriéster
e do fosfitotriéster. Do ponto de vista das vantagens e
inconvenientes, os dois métodos são presentemente
equivalentes.

5 — Desprotecção

A desprotecção do fragmento de DNA é uma operação
delicada que deve preservar a integridade do edifício
molecular. Reacções incompletas ou uma degradação
parcial conduzem a uma mistura complexa de produ-
tos.
A desprotecção compõe-se de 3 etapas distintas:

I) transformação dos grupos triesterfosfatos em dies-
terfosfatos;

DMTO
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II) Desprotecção das bases;

III) Desprotecção da função OII terminal em 5 '.

I) A desprotecção dos grupos fosfatos é uma fonte
possível de ruptura internucleotídica. Esta pode ser mi-
nimizada utilizando reagentes selectivos antes de des-
proteger as bases.
Se a extensão da cadeia de DNA for realizada pelo mé-
todo do fosfatotriéster em fase sólida, a clivagem do
suporte insolúvel efectua-se com o mesmo reagente de
desprotecção dos grupos fosfatos clorofenilados, por
exemplo com o 2-nitrofenilcarbaldoximato de tetrame-
tilguanidina. O grupo metilo utilizado com o método
do fosfitotriéster é deslocado por ataque nucleofílico
pelo anião tiofenalato antes da clivagem. Esta é efec-
tuada em condições suaves.

II) As aminas exocíclicas das bases são desaciladas por
amonólise a 50°C. Este tratamento provoca uma rup-
tura, que não é desprezável, das ligações fosfatos inter-
nucleotídicas quando o fosfato está na forma de triés-
ter; esta é a razão pela qual se converte antecipada-
mente e selectivamente o fosfatotriéster em fosfatodiés-
ter.

III) O grupo protector da função hidroxílica em posi-
ção 5 ' é o último a ser retirado (pelo ácido acético
80% no caso do grupo dimetoxitritilo). É conservado
até ao fim para impedir a formação de triésteres fosfó-
ricos cíclicos que conduzem a estruturas oligodesoxirri-
bonucleótidicas com ligações 5 ' ', durante as pri-
meiras etapas de desprotecção. Devido ao seu carácter
hidrófobo o grupo dimetoxitritilo protector da função
5 'OH facilita o isolamento do produto por cromato-
grafia de sílica em fase inversa (Esquema 12).

6 — Isolamento, purificação e caracterização

Os métodos de isolamento e de purificação corrente-
mente utilizados são a cromatografia de DEAE-celulo-
se, de Sefadex, de camada fina de sílica, a cromatogra-
fia líquida a alta pressão (IIPLC) com coluna de sílica
de fase inversa ou de troca de catiões e a electroforese
preparativa em poliacrilamida.
A caracterização do produto isolado e marcado numa
das extremidades com um radioisótopo pode ser efec-
tuada pelo método de sequenciação de DNA de Ma-
xam e Gilbert ( 13). É no entanto necessário um reajus-
tamento das condições das reacções aos fragmentos de
pequeno comprimento ( 14). Um outro método conheci-
do pelo nome de "Wandering spot" baseia-se na análi-
se a duas dimensões (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-
tão parcial com uma exonuclease ( 15). Este método res-
tringe-se a fragmentos de comprimento inferior a 20
nucleotidos.

II — O campo das aplicações

As aplicações dos oligodesoxirribonucleótidos de se-
quência definida cobrem quase todos os aspectos da in-
vestigação que implicam a recombinação de DNA tan-
to no que diz respeito à construção, à identificação e à
caracterização de clones bacterianos particulares, como
à manipulação do DNA clonado com o fim de modifi-
car a sua estrutura.
Nos campos da determinação de sequências de DNA,
do estudo das interreacções proteína-DNA ou da análi-
se estrutural do DNA, os oligodesoxirribonucleótidos
sintéticos têm-se revelado uma arma extremamente útil.
A coordenação das competências e a conjugação dos
esforços conduziram no nosso laboratório a alguns su-
cessos no domínio da Engenharia Genética aplicada à
medicina.
A síntese química de DNA de sequência definida possi-
bilitou a varredura (screening) de bancos de clones e o
isolamento de estirpes bacterianas como a alfa-!-
-antitripsina, a antitrombina III e a uroquinase ( 16) ( 17)
( 18) e a síntese total da sequência de DNA que codifica
para a somatocrinina humana cuja introdução num ve-
tor plasmídico ( 19) possibilitou a expressão deste factor
hormonal na bactéria ( 2Ó). Estes exemplos ilustram, de
maneira não exaustiva a importância da química de
síntese dos ácidos nucleicos em qualquer programa de
engenharia genética: podemos prever, sem qualquer
dúvida, que esta importância continuará a aumentar
intensamente no futuro.
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