Scientia Amazonia, v. 7, n.3, CB17-CB37, 2018
Revista on-line http://www.scientia-amazonia.org
ISSN:2238.1910

CIENCIAS BIOLOGICAS

Uma breve historia de promotores bacterianos: da sequéncia e mecanismo
regulatorio a aplicacdo biotecnolégica®

Diego da Silva Moreira?, Kerollen Runa Pinto®, Maria Clara Tavares Astolfi* ¢ Spartaco Astolfi-
Filho®

Resumo

Nas células procaritticas, o principal nivel da regulacéo da expressdo génica é o transcricional. Nesse processo,
existe um networking onde componentes moleculares interagem para controlar a leitura de informagdes
genéticas em resposta a uma gama de sinais ambientais e endégenos. Em nivel do DNA, a sequéncia que
determina o inicio da transcri¢cdo pela RNA polimerase é denominada de promotor. Esta reviséo é dedicada
ao: (I) inicio do processo de transcricdo em Escherichia coli, (Il) & arquitetura de sequéncias promotoras e
como a RNA polimerase interage com tais sequéncias, (I1) e a regulacdo desse processo. Sdo abordados 0s
mecanismos regulatdrios de promotores que compdem cassetes de expressao de vetores amplamente utilizados
em engenharia genética para producéo de proteinas recombinantes, como 0S Prac, Prac, Parasap, PL, Pr, Pr7.
Embora a edicdo génica, engenharia metabdlica, terapia genética e a constante demanda por aprimoramento
dos processos biotecnolégicos industriais tenham estimulado grande avango nessa area, o descobrimento de
novos promotores naturais, ou design de promotores sintéticos, continua uma necessidade. Nesse sentido, a
compreensdo dos mecanismos ja descritos por décadas de esforco cientifico pode abrir caminho e facilitar a
decodificacdo e engenharia de novos componentes moleculares que atuam em nivel transcricional, dando um
passo adiante rumo as aplicacGes biotecnoldgicas.

Palavras-Chave: Transcricdo, promotores bacterianos regulados, vetores de expressdo, proteinas
recombinantes de interesse industrial.

A brief history of bacterial promoters: from sequence and regulatory mechanism to biotechnology
application. In prokaryotic cells, the main level of regulation of gene expression is the transcriptional. In this
process, networking exists where molecular components interact to control the reading of genetic information
in response to a range of environmental and endogenous signals. At the DNA level, the sequence that
determines the start of transcription by RNA polymerase is called a promoter. This review is dedicated to: (1)
initiation of the transcription process in Escherichia coli, (I1) the architecture of promoter sequences and how
RNA polymerase interacts with such sequences, (lll1) and the regulation of that process. We discuss the
regulatory mechanisms of promoters that make up vector expression cassettes widely used in genetic
engineering to produce recombinant proteins, such as Pra, Prac, Parasap, PL, Pr, Pr7. Although genetics,
metabolic engineering, gene therapy, and the constant demand for improvements in industrial biotechnology
have spurred great strides in this area, the discovery of new natural promoters, or design of synthetic promoters,
remains a necessity. In this sense, the understanding of the mechanisms already described by decades of
scientific effort can open the way and facilitate the decoding and engineering of new molecular components
that act at the transcriptional level, taking a step forward towards biotechnological applications

Keywords: Transcription, regulated bacterial promoters, expression vectors, recombinants proteins of
industrial interest.
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1. Introducéo

O avanco da Biologia Molecular e da
Tecnologia do DNA Recombinante, a habilidade
de editar e criar novos circuitos genéticos abriu
caminho para uma gama de descobertas e uma
revolucdo na biotecnologia; desde a compreensao
da funcdo de conjuntos génicos, producdo de
biomoléculas em escala industrial & modelagem de
complexas vias metabdlicas (COHEN, 2013;
XIAO et al., 2014; JAJESNIAK & WONG, 2015).
Entretanto, embora tenha havido progresso nas
quatro décadas desde o advento da Engenharia
Genética, a alta producdo de proteinas
recombinantes em bactérias continua sendo um
grande desafio (ITAKURA et al., 1977; BRAUN
& LABAER, 2003).

N&o é uma tarefa simples tornar realidade
a superexpressao de genes no laboratério e menos
simples ainda, é transferir a eficiéncia obtida no
laboratério para a producédo em escala industrial.
Um dos principais desafios é o design preciso da
sequéncia genética que codifica a funcdo desejada
na dindmica do maquinario celular e a previsao do
seu funcionamento. Nesse sentido, uma série de
novas metodologias foram desenvolvidas para
facilitar esse processo desde o nivel de clonagem e
expressao génica, até a purificagdo e analise da
proteina recombinante em questdo (CHOU, 2007;
OVERTON, 2014; PAPANEOPHYTOU &
KONTOPIDIS, 2014, ROSANO &
CECCARELLLI, 2014).

As primeiras proteinas recombinantes
eram produzidas pela simples clonagem de um
fragmento de DNA (gene) ou cDNA (cépia do
mRNA) em um plasmideo multicopia (vetor) e esse
DNA recombinante era introduzido em uma célula
hospedeira, normalmente uma bactéria ou uma
levedura (HARTLEY, 2006). Esses trabalhos
iniciais foram importantes para consolidar a
metodologia da clonagem, mas obviamente nem
sempre garantiam grandes ganhos em relagdo ao
nivel de expressdo. A sintese de proteinas
recombinantes em altos niveis comegou a se tornar
realidade gracas ao desenvolvimento de sistemas
eficientes de expressdo ou expressao/secrecao
compostos de vetores e suas respectivas
hospedeiras (SORENSEN et al., 2005; ROSANO
& CECCARELLLI, 2014).

Um dos principais componentes de um
vetor de expressdo € o “cassete de expressdao”, um
conjunto de sequéncias funcionais de DNA que
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garante que genes heter6logos de interesse sejam
expressos em um determinado hospedeiro. Um
“cassete de expressdo” ¢ composto, principalmente
por: 1) um promotor que sinaliza o inicio da sintese
do mRNA pela RNA polimerase holoenzima (que
na maioria dos vetores utilizados é passivel de
regulacdo); 2) um sitio de ligacdo do ribossomo
(RBS ou Ribosome Biding Site) para sinalizar o
inicio da traducdo; 3) uma regido de multiplos
sitios de clonagem (polylinker) para permitir a
introducdo das mensagens genéticas a serem
expressas (também chamadas de CoDing Sequence
ou CDS); 4) e um terminador de transcrigdo — para
interromper as sinteses dos mMRNAs pela RNA
polimerase (GUSAROV & NUDLER, 2001;
CRAMER, 2002; VAN HIJUM et al., 2009).

A regido promotora (promotor) é a
sequéncia responsavel por indicar o ponto de inicio
de transcricdo do gene a ser expresso e pela
regulagdo desse processo. Em procariotos, o inicio
da transcricdo é a etapa mais relevante e estudada
do processo de regulacdo da expressdo génica.
Nesse sentido, a escolha do promotor ideal que ird
compor o cassete de expressdo & uma etapa
fundamental do design genético com vistas a uma
expressao de genes heter6logos com sucesso
(HALL & COLLIS, 1995; MAKRIDES, 1996;
BANEYX, 1999; SWARTZ, 2001; JANA & DEB,
2005).

Os vetores de expressdao funcionais em
Escherichia coli, para a produgdo de proteinas
recombinantes em altos niveis, necessitam conter
em seus cassetes de expressdo promotores
rigorosamente regulados, pois a constante
superexpressdo de genes heter6logos, com o
acumulo da respectiva proteina recombinante, pode
ser prejudicial ou mesmo letal para as células
hospedeiras, especialmente quando sdo tdxicas e
inviabilizam o bioprocesso como um todo
(SCHUMANN & FERREIRA, 2004; SAIDA et
al., 2006; MARSCHALL et al., 2016;).

Esses elementos genéticos que promovem
a transcricdo podem ser obtidos por clonagem
diretamente de sequéncias de DNA de genomas
naturais, podem ser fusionados para construcdo de
promotores hibridos ou ainda, mais usualmente,
elaborados com a ajuda de softwares que, além de
possibilitarem a montagem dessas sequéncias,
podem também realizar a andlise e simulacfes
computacionais para a melhor opgéo em cada caso
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e subsequente solicitacdo de sintese quimica de
DNA (JULLESSON et al., 2015).

Levando em consideragcdo a importancia
dos promotores, a presente revisao de literatura tem
por objetivo destacar 0s componentes que
constituem a minuciosa regulacéo e expressao de
informacBes genéticas em nivel de transcricéo,
indicando os sistemas de expressdo de proteinas
recombinantes mais utilizados historicamente e
descrevendo as vantagens e desvantagens do uso de
cada um deles. Assim, almeja-se facilitar o design
de novos cassetes de expressdo funcionais tanto
para uso em escala laboratorial como para a
producdo de proteinas recombinantes de interesse
industrial em altos niveis.

2. Metodologia

Esta revisdo de literatura levanta as
principais  informagdes  sobre  promotores
procariéticos e suas principais aplicacdes em
processos biotecnoldgicos. Foram consultadas as
fontes bibliogréaficas disponiveis na internet como:
Scopus, Scirus, Pubmed, Chemical Abstract,
SciELO, ScienceDirect e portal de periédico da
CAPES dentre outros sitios de fontes oficiais
confiaveis. A andlise critica das informages
levantadas foi com base na experiéncia adquirida
pelos dois primeiros autores no curso de mestrado
do Programa Multi-Institucional de Pés-Graduacao
em Biotecnologia (PPGBIOTEC) da Universidade
Federal do Amazonas-(UFAM), bem como na
experiéncia do grupo de Biotecnologia Molecular
na construcdo e uso dos vetores de expressao.
Foram consultados o0s principais artigos atuais
porém valorizando também os artigos de referéncia
historica na area.

3. A transcri¢do génica nos procariotos

A decodificacdo das informagdes genéticas
contidas nas sequéncias de DNA dos genes inicia-
se pelo processo de transcricdo, ou sintese de
acidos ribonucleicos (RNAs), dentre os quais 0
MRNA carrega a mensagem transcrita do DNA
para a sintese proteica (traducdo da sequéncia de
mRNA) (BAKSHI et al., 2015).

A transcricdo nos procariotos ndo € um
processo isolado, mas € fruto de uma orquestracéo
no qual uma rede de eventos se dedica a sintese de
diferentes tipos de RNA que acabam se
encontrando na derradeira missdo: “ler” o mRNA.
Os principais componentes da transcricdo do
mRNA sdo: 1) uma enzima multimérica, a RNA
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polimerase, que polimeriza 0 mRNA a partir da
informacdo da fita de DNA molde; 2) um
promotor, a sequéncia de DNA que indica o ponto
de inicio da transcri¢do de um gene; 3) fator sigma
(o), peca central no processo de iniciacdo,
responsavel por direcionar a RNA polimerase ao
reconhecimento dos elementos presentes nos
promotores; 4) fatores de transcricdo (TFs, do
inglés Transcription Factors), que atuam na
regulagdo como repressores ou ativadores deste
processo dinamico, controlando 0 momento que o
MRNA serd sintetizado de acordo com sinais
fisico-quimicos ambientais ou celulares; 5)
sequéncias operadoras, dominios nos promotores
selecionados pela evolugdo, onde os reguladores
(i.e. repressores ou ativadores) interagem e se
ligam; 6) e, por fim, o terminador de transcricéo,
que sinaliza o fim da transcricdo de um gene e
desacopla a RNA polimerase (CRAMER, 2002;
HAUGEN et al., 2008; VAN HIJUM et al., 2009;
SAECKER et al., 2011; LEE et al., 2012
BROWNING & BUSBY, 2004; 2016).

O processo de transcri¢cdo nos procariotos
é dividido em quatro etapas estruturalmente
distintas: o reconhecimento da regido promotora no
DNA, a inicia¢do, o alongamento e o término do
processo (BORUKHOV & NUDLER, 2003;
GEZVAIN & LANDICK, 2004; MURAKAMI,
2015).

Para que o inicio da transcri¢do ocorra
RNA polimerase, apoenzima que sintetiza RNA a
partir de um molde de DNA na presenca de
ribonucleotideos trifosfatados, deve primeiramente
se associar a outra subunidade proteica, conhecida
como fator sigma (o). O complexo formado pela
RNA polimerase e o fator sigma é chamado de
RNA polimerase holoenzima. A RNA polimerase
associada com um fator sigma é capaz de
reconhecer um promotor e entao iniciar o processo
de transcricdo (NUDLER, 2009; ROSS &
GOURSE, 2009).

Ao alcangar o final da regido a ser
transcrita, dominios presentes na sequéncia do
DNA e do RNA levam ao término da transcricao,
fazendo com que o complexo DNA-RNA
polimerase e RNA mensageiro sejam desfeitos.
Tais dominios sdo chamados de terminadores de
transcricio e sdo reconhecidas pela RNA
polimerase. Este processo pode ocorrer pela acéo
de fatores proteicos que auxiliam na sinalizacéo
para a terminacdo da transcri¢do (como os Rho-
dependentes, por exemplo) ou pelo simples
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desequilibrio das forcas de pareamento que
mantém o hibrido DNA e RNA mensageiro juntos
(ALBRECHTSEN et al., 1991; NUDLER &
GOTTESMAN, 2002; RICHARDSON, 2002;
CIAMPI, 2006; WASHBURN & GOTTESMAN,
2015).

3.1 A RNA polimerase de procariotos

A RNA polimerase bacteriana é composta
por pelo menos cinco subunidades que
compreendem a porcdo catalitica do complexo
enzimatico e pode ser encontrada em duas formas:
a) a apoenzima ou o nucleo (cerne catalitico) da
enzima, constituida pelas subunidades a, B, B' e ®)
a holoenzima que possui todas as subunidades,
inclusive o fator o, capaz de reconhecer promotores
génicos especificos e iniciar a sintese de RNA. Ao
contrario das demais, a subunidade a esta presente
em duas cépias (MURAKAMI et al.,, 2002;
MURAKAMI & DARST, 2003; LANE &
DARST, 2010; BAE et al., 2015).

A RNA polimerase da bactéria Gram-
negativa Escherichia coli é uma das mais estudadas
e a melhor caracterizada dentre os procariotos. As
duas subunidades alfa (a) possuem 40 kDa cada. A
subunidade beta (B) possui em torno de 155 kDa e
a beta linha (B') possui 160 kDa. A subunidade
omega (w) possui 10 kDa e os fatores sigmas (o)
possuem massa molecular variando de 25 a 92 kDa.
A subunidade o é formada por dois dominios de
aminodacidos independentes e unida por um ligante
flexivel de 20 aminoacidos: o dominio N-terminal
(9 kDa) com residuos de 1 a 235 aminoacidos e 0
C-terminal (26 kDa) composto por residuos de 250
a 329 aminoacidos. As subunidades [ e ' possuem
1,342 e 1,407 aminoacidos, respectivamente e a
subunidade ® (11 kDa) apresenta 91 residuos de
aminodcidos (BURGESS, 1969; ISHIHAMA,
2000; MURAKAMI et al.,, 2002; RUFF et al.,
2015).

Cada subunidade tem um papel especifico
na ligagio ao DNA, na interacdo entre as
subunidades da enzima e no processo catalitico. O
dominio N-terminal das subunidades o ¢
responsavel pela montagem da enzima, pois esta
envolvido na interacdo entre as duas subunidades o
(formando um dimero) e na ligagdo de p com B’, ja
0 C-terminal é responsdvel pela interacdo com
sequéncias especificas de DNA, presentes a
montante de alguns promotores, denominados
elementos UP, e com fatores de transcricdo
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(AIYAR et al., 1998; BURGESS & ANTHONY,
2001; YAN & FONG, 2017).

A subunidade B contém o sitio catalitico
ativo da polimerase e juntamente com [' especifica
a interagdo do o (sigma) com o promotor. Além
disso, esta subunidade se liga aos ribonucleotideos
que irdo ser polimerizados em RNA. A subunidade
o (0mega) atua como uma “chaperona molecular”
para o correto enovelamento da subunidade B' e
auxilia na montagem da RNA polimerase,
estabilizando o complexo enziméatico. As
subunidades o também auxiliam neste processo ao
conduzir o arranjo espacial das subunidades 8 e 5’
na estrutura da RNA polimerase. O fator ¢ consiste
na subunidade “livre” da RNA polimerase e se
associa ao seu cerne por meio de interagdes com 3
e B' (DARST, 2001; MINAKHIN et al., 2001;
VASSYLYEV et al., 2002).

3.2 Fatores ¢

A etapa central de identificacdo de um
promotor e o inicio da transcricdo pela RNA
polimerase é dependente de uma subunidade
especifica: o fator sigma (o). Esta subunidade tem
como fungdo o reconhecimento de promotores de
um conjunto de genes que precisam Ser expressos
em determinado estado ou fase celular do
metabolismo bacteriano (GRUBER & GROSS,
2003). Existem, pelos menos, seis tipos diferentes
de fator 6 em E. coli, que respondem a sinais
ambientais ou celulares distintos. Somente quando
ocorre a associacdo do cerne da RNA polimerase
ao fator sigma é que a holoenzima se torna apta a
reconhecer e se ligar de forma especifica a regido
promotora alvo e iniciar de fato o processo de
transcricdo do gene adjacente (MURAKAMI &
DARST, 2003; OSTERBERG et al., 2011;
FEKLISTOV et al., 2014; RANGEL-CHAVEZ et
al., 2017).

Com exce¢do da pequena familia ¢54,
todos os outros fatores sigmas compartilham
caracteristicas em comum (GUO etal., 2000). Sao
proteinas que possuem até quatro dominios
diferentes e estdo envolvidos no reconhecimento
dos promotores de genes em resposta a diferentes
situagdes, como: caréncia nutricional; aumento de
temperatura; fase estaciondria; estresse oxidativo;
estresse osmatico; transporte de ions; entre outros
(Tabela 1). Assim, torna-se possivel a um
organismo apresentar uma resposta adequada a
esses estimulos ambientais e sobreviver a certas
condicBes adversas utilizando a mesma enzima
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(RNA polimerase) e quando necessario ajustando
somente o fator 0 (GRUBER & GROSS, 2003;
TRIPATHI et al., 2014).

Todas as bactérias tém um fator sigma
priméario que é suficiente para o crescimento em
condicbes normais na presenca dos nutrientes
essenciais. A maioria dos fatores sigma bacterianos
possuem homologia significativa com o sigma 70

Tabela 1: Fatores sigmas (o) de Escherichia coli.
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(670) de E. coli e portanto, pertencem a familia
670. Outros pertencem a familia sigma 54 (c54),
responsavel pela expressdo de genes envolvidos na
utilizacdo de nitrogénio (MERRICK, 1993;
HELMANN, 2001; WIGNESHWERARAJ et al.,
2008; GHOSH et al., 2010).

Funcdo/Resposta

Estresse térmico extra-citoplasmético

Seg. Consenso
-35 Espacador -10

GGAACTT- 15 pb- GTCTAA

(ECF)

Mobilidade celular e patogenicidade

CTAAA-15pb-GCCGATAA

ou sintese de flagelo

Choque térmico extremo; renaturacéo
de proteinas

Resposta a estresse e fase estacionaria

Assimilacéo ou limitago de

CCCTTGAA -13-15pb -
CCCGATNT

TTGACA- 16-18 pb-
TATACT

CTGGNA -6pb- TTGCA

nitrogénio (N2)

Fator sigma (o) Gene
24 rpoE
28 FIiA ou rpoF
32 rpoH
38 rpoS
54 rpoN
70 rpoD

Manutencdo basal; crescimento
celular, sigma constitutivo

TTGACA - 16-18pb-
TATAAT

Fonte:

Em E. coli, o 670 ativa principalmente a
transcricdo dos genes constitutivos (housekeeping)
ou dos genes de manutengdo do metabolismo basal
da bactéria. Por conta disso, possui afinidade maior
pelo ndcleo da RNA polimerase quando em
comparagao a fatores ¢ alternativos, sendo também
0 mais abundante na célula (LONETTO et al.,
1992). A medida que os fatores o alternativos se
acumulam, passam a competir de forma dindmica
com o 670 pelo nucleo da RNA polimerase para
iniciar a transcricdo de promotores-alvo. Os
promotores bacterianos reconhecidos pelo 70
apresentam sequéncias de DNA bem conservadas
localizadas a -35 e -10 pares de bases localizados a
montante do sitio em que se inicia a transcri¢do
(PAGET & HELMANN, 2003; KAZMIERCZAK
et al., 2005).

O fator 670 pode ser dividido em quatro
dominios proteicos particulares. Cada dominio
interage com a RNA polimerase e com o0 DNA,
simultaneamente. Os dominios 4 e 2 ligam-se
especificamente as regides (ou hexameros) -35 e -
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Adaptado de HELMANN, 2001.

10, respectivamente. O dominio 3 interage com 0
elemento -10 estendido (TGn) presente em alguns
promotores. Como visto, os dominios 2, 3 e 4 estdo
envolvidos no reconhecimento do promotor,
entretanto a funcdo do dominio 1 ndo é bem
compreendida, ausente muitos fatores ¢ supfe-se
que esteja envolvido na regulacdo do complexo
aberto com a sequéncia de DNA, denominada de
discriminador (Figura 1) (PAGET & HELMAN,
2003; SCHUMANN & FERREIRA, 2004;
SAECKER etal., 2011).

3.3 Promotores procarioticos reconhecidos
pelo fator 670

Os promotores procarioticos reconhecidos
pelo fator 670 apresentam tamanho aproximado de
60~80 pares de bases. Estdo localizados a montante
do ponto de inicio de transcricdo. Desta maneira,
controlam os niveis celulares das proteinas
codificadas por estes genes através de sua taxa de
transcricdo. Estes promotores possuem regides
especificas que atuam como sitios de
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reconhecimento e ancoragem capazes de recrutar a
RNA polimerase holoenzima (a2, B, B', ® ¢ o) e
iniciar a sintese de RNA no sentido 5’ para 3°.
(BURGESS, 1969; ZHANG et al, 1999
CAMPBELL etal., 2001; LEE et al., 2012).

Elemento UP |
TTGACA

TGn TATAAT
Figura 1: A holoenzima RNA polimerase em interagéo
com o promotor génico. Esquema do modelo do
reconhecimento dos elementos que compdem a
sequéncia promotora pela RNA polimerase holoenzima
(a2, B, B', ®, e 6) baseado em estudos cristalograficos. A
fita verde sendo reconhecida pela RNA polimerase
holoenzima representa o DNA interagindo com o0s
quatro dominios proteicos (cl, 62, 63 e o4) da
subunidade ©70. Sd0 mostradas as sequéncias de
consenso para as regides -35 (TTGACA), elemento -10
estendido (TGn) e regido -10 (TATAAT) (Fonte:
adaptado de BROWNING & BUSBY, 2004).

O passo principal na iniciacdo da
transcricdo é o reconhecimento do promotor pela
RNA polimerase holoenzima. Os estudos
cristalograficos levaram a geracdo de modelos que
explicam como determinadas regides da sequéncia
de DNA, que compdem o promotor, sao
reconhecidos pela subunidade sigma. Estas regides
foram encontradas inicialmente através de analises
computacionais comparativas das sequéncias de
promotores, observando que, em certas regides dos
promotores, haviam sequéncias conservadas e por
isso foram denominadas de consensuais. Desde
essas analises iniciais considerava-se que, por
serem conservadas, essas regides deveriam ter
papéis relevantes no inicio do processo de
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transcricio (HAWLEY & MCCLURE, 1983;
HARLEY & REYNOLDS, 1987; VASSYLYEV
et al., 2002; BEREZHNOY & SHCKORBATOV,
2005; BURDEN et al., 2005).

Com a evolucdo dos procedimentos de
sequenciamento de DNA, uma vasta quantidade de
sequéncias de promotores de E. coli e de outros
procariotos foram determinadas, sendo estas
reconhecidas pela RNA polimerase por meio do
fator ©70. Os dados de sequenciamento,
juntamente com os gerados por outras estratégias
permitiram a proposi¢do do modelo apresentado na
Figura 1 (BEREZHNOY & SHCKORBATOV,
2005; FEKLISTOV et al., 2014).

As regides consensuais detectadas desde o
inicio das analises eram dois hexameros, situados
nas posicgdes -35 (TTGACA) e -10 (TATAAT) em
relacdo ao ponto de inicio da transcrigdo (+1).
Geralmente, em promotores fortes foi observado o
espacamento de 17 nucleotideos entre 0s
hexameros consensuais -35 e -10. Posteriormente,
foi confirmado por cristalografia de Raios-X que o
espacamento de 17 nucleotideos era o ideal para o
acoplamento da subunidade sigma 670 (HAWLEY
& MCCLURE, 1983; HARLEY & REYNOLDS,
1987; ZHANG et al., 1999; SHIMADA et al.,
2014; MURAKAMI, 2015;)

A regido -35 (TTGACA) atua como sinal
para que a RNA polimerase reconhega a sequéncia
promotora, enquanto que a regido -10 (TATAAT)
atua na abertura das fitas de DNA e na conversao
do complexo fechado para aberto. Estas sequéncias
consensuais sdo consideradas as principais para o
reconhecimento de um promotor e para determinar
sua forga, entretanto existem outras regiGes de
relevancia que atuam no processo, como O
elemento UP, o elemento -10 estendido, a
sequéncia discriminadora e o sitio de inicio da
transcricdo ou +1 (Figura 2) (PRIBNOW, 1975;
ENGSTROM & PFLEGER, 2017).

Elemento -10
estendido

Elemento UP

Regido -35
TTGACA

Regido -10

Discriminador

B
ATAAT G+Cn
000000 . . .

Figura 2. Promotor tipico reconhecido pelo fator sigma 70. Estd representado um promotor tipico de fator sigma 70,
indicando os principais elementos reconhecidos pela RNA polimerase (Fonte: Adaptado de FEKLISTOV et al. 2014).
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O elemento -10 estendido, € um motivo de
3-6 nucleotideos (5° TGn 3’) localizado logo a
montante da regido -10 (5° TATAAT 3°) pode
afetar o nivel de transcricdo através de contatos
especificos com dominio 63. Este elemento ¢
importante em promotores com regides -35
diferentes da sequéncia consenso 5° TTGACA 3’
ou espacadores mais longos (KEILTY &
ROSENBERG, 1987; BARNE et al., 1997,
HOOK-BARNARD; HINTON, 2007).

Os elementos UP sdo sequéncias situadas
normalmente entre as posi¢oes -60 e -38 do ponto
de inicio da transcricdo (+1), sdo ricas em
nucleotideos A e T e apresentam como consenso a
sequéncia
S’NNNAAAWWTWTTTTNNNAAANNN3 (W
=AouT e N =qualquer base). Atribui-se a funcdo
enhancer transcricional para esta sequéncia, ou
seja, aumenta a transcricdo em cerca de até 300
vezes in vivo (RAO et al., 1994; ESTREM et al.,
1998; GOURSE et al., 2000; ROSS & GOURSE,
2005; RHODIUS et al., 2012).

O discriminador é uma regido com cerca de
7-9 pb, e possui 5° GGG 3° como Sequéncia
consenso nas posicdes -4, -5 e -7, portanto estd
posicionado entre as regides -10 e o sitio de inicio
da transcricdo (+1). Contribui para a duracdo do
complexo de abertura do DNA pela RNA
polimerase (HAUGEN et al., 2006; BARINOVA
et al., 2008; RUFF et al., 2015).

O nucleotideo correspondente ao sitio de
inicio da transcricdo e a sua localizacao relativa em
relacdo a regido -10 foi estudado em muitos
promotores. Estéa localizado de 7-9 nucleotideos a
jusante da regido -10, sendo encontrado nos
promotores na seguinte ordem preferencial A > G
>T >>C (HOOK-BARNARD & HINTON, 2007).

Esses elementos estdo  envolvidos
diretamente na ligacdo (afinidade) da RNA
polimerase holoenzima ao promotor, bem como no
processo de abertura do complexo e inicio da
transcricdo. Assim, juntas, estas sequéncias
determinam a forca da expressdo do promotor,
tendo contribuicdo relativa que difere de promotor
para promotor (DAVIS et al., 2017).

4. O uso de promotores de Escherichia coli
em processos biotecnolégicos

A regulacdo da expressdo génica em E.

coli, e nos outros seres procariotos, ocorre

principalmente em nivel de transcri¢do, tendo

como elemento génico funcional o promotor.

B23

Scientia Amazonia, v. 7, n.3, CB17-CB37, 2018
Revista on-line http://www.scientia-amazonia.org

ISSN:2238.1910

Existem dois grandes tipos de promotores
presentes nas células, os ditos constitutivos (ou ndo
regulaveis) e os reguldveis, ou seja, 0s que sdo
suscetiveis a regulacdo (ANTHONY et al., 2004;
BLAZECK et al., 2012; BLAZECK & ALPER,
2013; DEHLLI; et al., 2012; GILMAN & LOVE,
2016; HEISS et al., 2016).

Para a expressdo de  proteinas
recombinantes em altos niveis em E. coli €
necessario que o promotor do “cassete de
expressdo” seja regulado, pois a expressdo em altos
niveis da proteina “estranha” no interior da célula
pode ser prejudicial e muitas vezes letal,
principalmente se ela apresentar toxicidade a célula
hospedeira (SAIDA et al., 2006; SAIDA, 2007;
MARSCHALL et al., 2017).

Um promotor eficiente de E. coli adequado
para a sintese de proteinas em alto nivel para
aplicagdo industrial deve apresentar varias
caracteristicas desejaveis, entre elas: 1) deve ser
forte, resultando em um acumulo de 20 a 40% ou
mais da proteina no citoplasma celular; 2) ter um
nivel minimo de atividade de expressdo basal,
sendo rigorosamente regulado; 3) e sua indugéo
deve ser feita de forma simples, efetiva e
economicamente viavel (JANA & DEB, 2005;
BERLEC & STRUKELIJ, 2013).

—+ 35

Repressor = +1

Figura 3: Repressao por impedimento estérico. A figura
ilustra a ligacdo de um ou mais repressores (circulos
ovais de cor rosa) aos elementos do ndcleo do promotor
blogueia o reconhecimento do mesmo pela RNA
polimerase holoenzima e o inicio da transcricdao (Fonte:
modificado de BROWNING & BUSBY, 2016).

A maioria dos sistemas que empregam
promotores regulaveis nos vetores de expressao se
baseia na repressdo por impedimento estérico, onde
reguladores de transcricdo (repressores) ligam-se
ao seu operador especifico, posicionado sobreposto
ou justaposto aos hexameros consensuais de
reconhecimento (-35 e -10) da sequéncia
promotora. Dessa maneira, com a ligagdo da



CIENCIAS BIOLOGICAS

molécula repressora ao operador, havera o
impedimento do reconhecimento do promotor pelo
fator sigma e pela RNA polimerase dificultando ou
impedindo o inicio do processo transcricional do
gene heterdlogo (Figura 3)
(ANDRIANANTANDRO et al., 2006; MINCHIN
& BUSBY, 2009; BROWNING & BUSBY, 2016;
ENGSTROM & PFLEGER, 2017).

Com o desenvolvimento da Biologia
Molecular e Engenharia Genética, diversos
promotores regulaveis se  tornaram
conhecidos, ou foram construidos, e utilizados
nos vetores de expressdo para linhagens de E.
coli, capazes de expressar proteinas de
procariotos e eucariotos. N&o existe um
sistema de expressao universal e a escolha de
cada sistema (hospedeira e vetor de expressao)
vai depender de cada proteina a ser expressa.
Alguns sistemas que empregam promotores
regulados em bioprocessos industriais estdo
descritos na tabela 2, assim como 0s Seus
indutores, nivel de regulacéo e a quantidade de
proteinas  heter6logas  produzidas na

Scientia Amazonia, v. 7, n.3, CB17-CB37, 2018
Revista on-line http://www.scientia-amazonia.org

ISSN:2238.1910

hospedeira. Entre eles, destacam-se o promotor
do operon lac e seus derivados, o promotor Pr
e P do fago £, o0 promotor Parasap do operon
da arabinose e o promotor do fago Ptz
(OVERTON, 2014; ROSANO &
CECCARELLI, 2014).

4.1 Promotor lac e seus derivados

O promotor de transcricdo mais estudado e
utilizado em engenharia genética é, sem divida, o
promotor lac do operon responsavel pelo
metabolismo da lactose (lac) em E. coli. Esse
operon regulavel é capaz de ser ativado/ndo ativado
e reprimido/induzido. O operon lac é constituido
por trés genes estruturais designados por lacZ, lacY
e lacA, que, respectivamente, codificam as
proteinas B-galactosidase, permease e
transacetilase, sob o controle do promotor lac, que
atua juntamente com outros elementos regulatérios
para captacdo e uso da lactose como substrato
energético, quando ha pouca oferta de glicose para
a célula (JACOB & MONOD, 1961; COOPER &
MAGASANIK, 1974; LEWIS, 2005;
DEUTSCHER et al., 2006; ULLMANN, 2009).

Tabela 2: Sistemas de expressdo comumente utilizados para a producéo de proteinas recombinantes em Escherichia

coli.
Sistema de Indutor Regulacédo Producdo de Referéncia
expressao proteinas em relagao
ao total
PLac. PLacuvs IPTG; TMG; Baixa 2-10% Gronenborn,
alolactose 1976.
Prac; Prrc IPTG; TMG; Moderada 15-32% Brosius, et al.
alolactose 1995;
ParaBAD L-arabinose Alta 10-30% Guzman et al.,
1995;
AP /cI857 e 28-42°C Moderada/Alta 30-50% Elvin, et al.
APr/cI857 1990;
P17, Pr7nacuvs IPTG Moderada/Alta 40-75% Studier, 1991;

O operon lac apresenta duas formas de
regulacdo que atuam de forma complementar. O
sistema de repressdo/inducdo que envolve
diretamente a regido promotora/operadora onde se
liga a proteina repressora Lacl e o sistema de
ativacdo que envolve uma sequéncia especifica de
DNA proxima ao promotor onde se liga a proteina
CRP (Cyclic-AMP Receptor Protein), também
denominada de CAP (Proteina Ativadora de
Catabolismo) (BUSBY & EBRIGHT, 1999;
LAWSON et al., 2004; KUHLMAN et al., 2007,
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BICH et al., 2016; ENGSTROM & PFLEGER,
2017).

O sistema de repressdo/inducdo funciona
da seguinte forma: E. coli tem um gene constitutivo
(ndo regulado) denominado de lacl, que sintetiza a
proteina repressora Lacl, constituida por 360
residuos de aminoacidos, um produto difusivel
ativo que reconhece e se liga com afinidade ao
locus operador lac (lacO) na auséncia de lactose.
Tal ligagdo impede que a RNA polimerase
reconheca e se associe ao promotor lac (Purac),
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diminuindo o nivel de transcricdo deste operon,
pois o operador lacO esta sobreposto ao promotor
na posicdo +1. Na presenca de lactose, essa €
isomerizada no interior da célula, originando a
alolactose, que se liga a proteina repressora Lacl e
altera sua conformacéo, fazendo com que essa
perca a afinidade pelo operador lacO, liberando-o.
Dessa forma, a RNA polimerase pode reconhecer o
promotor (PLac) e iniciar o processo de transcricdo
dos genes estruturais do operon lac, ou seja, dos
genes lacZ, lacY e lacA. Esse processo de
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liberacdo da transcricdo se chama induc¢éo, na qual
a alolactose atua como molécula indutora.
Normalmente, em laboratério, para a indugéo do
operon lac utilizam-se analogos a alolactose, ndo
metabolizaveis e mais eficientes denominados de
isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) ou
tiometil-B-D-galactosideo (TMG) (JACOB &
MONOD, 1961; CALOS, 1978; WILSON et al.,
2007; ULLMANN, 2009; GARCIA et al., 2012;
MARBACH & BETTENBROCK, 2012; FAUST
etal., 2015).

-35

JacO1

P LY AATGTGATCTAGATCACATTT
Lo 1A CACTAGATCTAGTGTAAA

CAP

Prac

PLacuvs

TTTACA CTTTATGCTTCCGGCTCG TATGIT GTGTGG

AATTGTGAGCGGATAACAATT]

- 12pb - AAATGT GAAATACGAAGGCCGAGC  ATACAA CACACC

[TTAACACTCGCCTATTGTTAA

I |

18pb -10

-35

+1

| I

5’ TITACA CTTTATGCTTCCGGCTCG TATAAT GTGTGG

IA ATTGTGAGCGGATAACAATT

T TAACACTCGCCTATTGTTAA

3" AAATGT GAAATACGAAGGCCGAGC  ATATTA CACACC
|

18pb -10

-35

5’ GAGCTG TTGACA ATTAATCATCGGCTCG TATAAT GTGTGG
3" CTCGAC AACTGT TAATTAGTAGCCGAGC ATATTA CACACC
16pb

-10

+1

A ATTGTGAGCGGATAACAATT
T TAACACTCGCCTATTGTTAA

+1

| N

Figura 4: Sequéncias nucleotidicas do promotores lac, lacUV5 e taec. Os nucleotideos marcados em vermelho nas
regides -35 e -10 mostram as diferengas de cada promotor (Fonte: adaptado de DE BOER et al., 1983).

O sistema de ativacdo/ndo ativacao,
sensivel a glicose, envolve cAMP, a proteina CRP
(ou CAP) e o locus de ligacdo de DNA do
complexo CRP-cAMP. Se a lactose e a glicose
estiverem presentes, a expressdo do promotor lac
ndo é totalmente induzida até que toda a glicose
tenha sido utilizada pela célula. Quando a célula se
encontra com pouca oferta ou auséncia de glicose,
é produzido cAMP (monofosfato de adenosina
ciclica), um sinalizador intracelular. Este controle
€ conhecido como repressdo catabolica. Na
auséncia de glicose, aumenta o nivel de cCAMP nas
células de E. coli, e este liga-se a proteina CRP. O
complexo cCAMP-CRP liga-se em uma sequéncia
especifica de DNA que se situa a montante do
promotor/operador, eventos necessarios para a
ativacdo completa do operon lac. O complexo
CAMP-CRP interage com a RNA polimerase
resultando na ativacdo do processo de transcricdo
dos genes estruturais do operon lac (WONG et al.,
1997; BUSBY & EBRIGHT, 1999; LAWSON et
al., 2004; LEWIS, 2005; BICH et al., 2016).
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O sistema de ativacdo/ndo ativacéo,
sensivel a glicose, envolve cCAMP, a proteina CRP
(ou CAP) e o locus de ligacdo de DNA do
complexo CRP-cAMP. Se a lactose e a glicose
estiverem presentes, a expressdo do promotor lac
ndo é totalmente induzida até que toda a glicose
tenha sido utilizada pela célula. Quando a célula se
encontra com pouca oferta ou auséncia de glicose,
é produzido cAMP (monofosfato de adenosina
ciclica), um sinalizador intracelular. Este controle
€ conhecido como repressdo catabolica. Na
auséncia de glicose, aumenta o nivel de cCAMP nas
células de E. coli, e este liga-se a proteina CRP. O
complexo cAMP-CRP liga-se em uma sequéncia
especifica de DNA que se situa a montante do
promotor/operador, eventos necessarios para a
ativacdo completa do operon lac. O complexo
CAMP-CRP interage com a RNA polimerase
resultando na ativagdo do processo de transcricio
dos genes estruturais do operon lac (WONG et al.,
1997; BUSBY & EBRIGHT, 1999; LAWSON et
al., 2004; LEWIS, 2005; BICH et al., 2016).
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Com o avango das técnicas de engenharia
genética, o promotor lac natural foi utilizado
conjuntamente com a sequéncia estrutural do gene
lacZ (como gene reporter) na composicdo dos
vetores plasmidiais de clonagem, denominados
pUCS8, pUCY, pUC18 e pUC19. Esses vetores sdo
amplamente utilizados para clonagem molecular de
genes, pois possibilitam selecdo direta dos clones
recombinantes pelo seu multiplo sitio de clonagem
(polylinker) e também pelo seu alto numero de
cdpias em E. coli. No que se refere a producéo de
proteinas recombinantes, s6 expressam proteinas
na forma de fusdo com B-galactosidase, com nivel
de expressao e regulacdo baixos (GRONENBORN,
1976). Esse foi um dos primeiros passos no uso de
sequéncias promotoras no design de vetores
moleculares na biotecnologia (RINGS, 1982;
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YANISCH-PERRON et al., 1985; AMANN et al.,
1988; STRIEDNER et al., 2003).

Foi desenvolvido um promotor mutante
derivado do promotor lac denominado de Piacuvs
(Figura 4), esse promotor difere do promotor lac
selvagem em 2 nucleotideos na regido conservada
-10, tornando-a idéntica a sequéncia consenso
TATAAT (a selvagem é TATGTT) o que o torna
2,5 vezes mais forte que o promotor lac nativo.
Além disso, 0 Picuvs ndo contém o sitio de ligagdo
da proteina CRP (CAP) e, portanto, ndo ¢ passivel
de regulacdo por cAMP/glicose. Esse promotor
integra cassetes de expressdo quando se necessita
expressar um gene em baixo/médio nivel de uma
forma bem regulada (SILVERSTONE et al., 1970;
FULLER, 1982; YU & REZNIKOFF, 1984;
LANZER & BUJARD, 1988; AIYAR et al., 1998;
ROSS & GOURSE, 2005).

-35

CAP

-35

PLacuvs

-35

Pracr

PL EY AATGTGATCTAGATCACATTT TITACA CTTTATGCTTCCGGCTCG [TATGTT GTGTGG|AATTGTGAGCGGATAACAATT]
ac . Qtareariararyyy - 12Pb - AAATGT GAAATACGAAGGCCGAGC ATACAA CACACC

AACACTCGCCTATTGTTAA
1 1
18pb -10 [

5’ TITACA CTTTATGCTTCCGGCTCG TATAAT GTGTGG |A ATTGTGAGCGGATAACAATT]
3’ AAATGT GAAATACGAAGGCCGAGC ATATTA CACACC|T
I |

5’ GAGCTG TTGACA ATTAATCATCGGCTCG TATAAT GTGTGG|A ATTGTGAGCGGATAACAATT
3" CTCGAC AACTGT TAATTAGTAGCCGAGC ATATTA CACACC |T TAACACTCGCCTATTGTTAA

L J +1

18pb -10

TAACACTCGCCTATTGTTAA

+1

-10 L

16pb

Figura 4: Sequéncias nucleotidicas do promotores lac, lacUV5 e tac. Os nucleotideos marcados em vermelho nas
regides -35 e -10 mostram as diferencas de cada promotor (Fonte: adaptado de DE BOER et al., 1983).

Promotores hibridos que combinam a forca
de um promotor com as vantagens da regulagéo do
promotor lac foram desenhados, construidos e
utilizados para expresséo de  proteinas
recombinantes, como 0s promotores sintéticos Prac
e 0 Prc. O promotor tac hibrido formado por parte
dos promotores lac e trp (do operon triptofano)
contém a regido consensual -35 (TTGACA)
derivada do promotor trp e a regido consensual -10
(TATAAT) derivada do promotor lac. A forca do
promotor foi aumentada em pelo menos 10 vezes
em relacdo ao Picuvs (DE BOER et al., 1983). O
promotor sintético trc € similar ao tac porém
contém 1 nucleotideo a mais na regido espagadora
entre as regides conservadas -35 e -10, ficando com
17 nucleotideos, a distancia considerada ideal para
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0 espacamento (BROSIUS et al., 1985; AMANN
etal., 1988).

Em condi¢bes adequadas de nivel
celular de moléculas repressoras para se ligar
aos loci operadores, como por exemplo,
clonando-se o gene lacl? no proprio plasmideo
multicbpia, esses promotores sdo bem
regulados e de for¢a considerada entre média e
forte. Esses promotores entram na composi¢ao
dos vetores da série pTTQs ou pTRCs, que
expressam niveis médios/altos de proteinas
heterologas e com bom nivel de regulagédo (DE
BOER etal., 1983; STARK, 1987; AMANN et
al., 1988).
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4.2 Promotor araBAD

A série pPBAD de plasmideos permite a
expressdo das proteinas recombinantes controladas
pelo promotor do operon da arabinose. A repressao
do promotor araBAD € mais eficiente do que os
promotores derivados do lac, reduzindo qualquer
expressdo basal indesejada. Os plasmideos de
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expressdo baseados no promotor araBAD foram
concebidos devido ao controle mais rigoroso da
expressdo, que pode ser graduada pelo indutor L-
arabinose para a producdo da proteina alvo. Um
aumento linear da expressao do gene heterdlogo é
observado em relacdo ao aumento da concentracao
do indutor (GREENFIELD etal., 1978; GUZMAN
etal., 1995; RENGBY et al., 2004).

_M_

5'| AMACCAATTGTCCCATA
3| TTTGGTTAACAGGGTAT|

ParaBAD |

_ TGACAAAAACGCGTAACAAAALEI ML OA M GCAGAAAAGT CCACATTGATT
" ACTGTTTTTGCGCATTGTTTT (WO CGTCTTTTCAGGTGTAACTAA|TARACGTGCCGCAGTGTGAMACG T

L, TATGCCA TAGCATTTTTATCCATA AGAT TAGCGGATCCTACCTGACG CTTTTTATCGCAACTC TCTACT GTTTCTCCA T ACCC 3'

ATTTGCACGGCGTCACACTTTGC

ATACGGT ATCGTAAAAATAGGTATTCTA ATCGCCTAGGATGGACTGCGAAAAATAGCGTTGAGAGATGACAAAGAGGT A TGGG 5

arall

aral2

b

16pb

Figura 5: Sequéncia nucleotidica do promotor araBAD e seus elementos regulatérios (Fonte: adaptado de

GREENFIELD et al., 1978).

A regulacdo do operon arabinose em E.
coli é dirigida pelo produto do gene araC, que tem
0 duplo papel de repressor e ativador. O promotor
C (Pc), adjacente ao promotor araBAD (Figura 5),
transcreve o gene araC na dire¢cdo oposta ao
promotor araBAD. A proteina AraC forma um
dimero e pode se ligar em trés sitios no operon da
arabinose: 02, 11 e 12. Na auséncia de arabinose,
AraC dimeriza-se e cada mondmero faz contato
com os sitios O2 (localizado dentro do gene araC)
e 11 (a montante do promotor araBAD), fazendo
uma curvatura (loop) de DNA com cerca de 210
pares de bases. Esta conformagdo 3D evita 0
reconhecimento do promotor pela RNA
polimerase, bloqueando a transcricdo dos genes
responsaveis pela captacdo e uso da arabinose,
assim como a ligagcdo da CAP-cAMP (HIRSH &
SCHLEIF, 1977; GREENFIELD et al., 1978;
GUZMAN et al., 1995; SCHLEIF, 2000; 2010).

Na presenca do indutor L-arabinose, a
proteina AraC se liga aos sitios 11 e 12. Neste
estado, permite o acesso da CAP-CAMP ao seu
sitio de ligacdo, o que por sua vez, ajuda a recrutar
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a RNA polimerase para 0s promotores Parasap € Pc
e assim ativar a transcrigdo dos genes(SCHLEIF,
2000; 2010).

O promotor araBAD do operon arabinose
de bactérias, regulado por L-arabinose e glicose,
entra na composi¢do dos vetores da série pBADs
que expressam genes heterélogos com forca média
e relativamente bem regulados (GUZMAN et al.,
1995; LIM et al.,, 2000; SAGMEISTER et al.,
2014; MARSCHALL et al., 2017).

4.3 Promotores pR e pL do bacteriéfago A

As pesquisas sobre os ciclos de vida dos
bacteri6fagos mostraram que alguns desses virus
contém promotores muito fortes, que juntamente
com outros fatores virais, propiciam eficiente
multiplicacdo na bactéria hospedeira com deplecéao
do metabolismo da célula bacteriana. Esses
promotores tém sido muito utilizados para a
expressao heterdloga de genes em altos niveis em
E. coli.
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+1
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3" ATGCAATTTAG|ATAGTGGCGTTCCCTAT[TTATAG

IATTGTGGCACGCAC

AACTGA TAAA|ATGGAGACCGCCA CTAT|TA CCCAAG T

+1
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Figura 6: Sequéncias nucleotidicas dos promotores pL e pR e seus elementos regulatdrios (Fonte: adaptado de

LEWIS et al., 2016).

O bacteriofago A tem dois promotores que
atuam em sentido opostos denominados P, (do
inglés promoter left - promotor a esquerda) e Pr (do
inglés promoter right - promotor a direita) que sdo
essenciais ao ciclo de vida viral (LEWIS et al.,
2016). Por apresentarem alta expressdo, séo
amplamente utilizados em Engenharia Genética
para expressdo de genes heterélogos em E. coli. Os
promotores P, e Pr (figura 6) sdo regulados pelo
produto do gene cl, o repressor Cl. Durante as
pesquisas com o fago A, obteve-se um gene cl
mutante (por mutagénese guimica) que produz um
repressor termossensivel denominado de cl857,
gue é ativo a 30°C e inativo a 37- 42°C. A expressao
de genes heter6logos sob o controle desses
promotores € reprimida a temperaturas inferiores a
33°C, ao passo que € induzida quando a
temperatura é elevada a 37°C ou acima
(normalmente 40°C) em consequéncia da mudanca
de conformacéo e inativacdo do repressor mutante
cl857 (ELVIN et al., 1990; MENART et al., 2003;
VALDEZ-CRUZ et al., 2010).

Uma das vantagens desse sistema de
indugdo térmica para aplicagdo industrial € o fato
de ser vantajoso economicamente induzir a
expressao do gene heterdlogo através do aumento
da temperatura em cerca de 10°C, ao invés de se
adicionar ao sistema fermentativo uma substancia
quimica indutora. Por outro lado, para o0s
promotores manterem-se reprimidos, as células
hospedeiras de E. coli necessitam crescer abaixo de
sua temperatura Otima, a 30°C, sendo uma
limitagdo para o processo fermentativo industrial.
Além disso, 0 aumento da temperatura para 40°C
desencadeia a inducdo do sistema de estresse
celular de choque térmico (HSR — Heat Shock
Response) que é controlada a nivel transcricional
pelo fator sigma alternativo 632 (VILLAVERDE
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et al., 1993; MENART et al., 2003; VALDEZ-
CRUZ et al., 2010).

A HSR inclui uma sintese rapida e seletiva
de proteinas de choque térmico (hsp - heat shock
proteins) logo apds o aumento da temperatura. As
proteinas HSP incluem as chaperonas moleculares
e proteases envolvidas no enovelamento,
degradacdo e regulacdo adequada em resposta ao
HSR. Dessa forma, pode-se aumentar o rendimento
da proteina heter6loga na conformagdo correta
através das chaperonas moleculares. Entretanto,
proteinas heter6logas pequenas poderiam ser
reconhecidas como estranhas e degradadas pelas
proteases. Além da sintese de HSP, a resposta
fisioldgica de E. coli apés um choque térmico
também inclui a diminuicdo temporaria da taxa de
crescimento e as alteragbes nas membranas
celulares devido a modificacdo da proporgdo de
lipidios e proteinas de membrana integral
(YAMAMORI & YURA, 1980; GROSSMAN et
al., 1984; MEJIA et al, 1999; GUISBERT et al.,
2004; KELLY et al., 2005; LIMA et al., 2010;
VALDEZ-CRUZ et al., 2010).

Os vetores de expressdo baseados nesses
promotores expressam, respectivamente, médios
(Pr) e altos niveis (PL) de proteinas heterélogas de
forma bem regulada. Uma série de vetores baseado
no promotor P, e no repressor cl857 denominadas
de vetores pLEX estdo disponiveis comercialmente
(SIEGELE & HU, 1997; SORENSEN et al., 2005).
No Brasil, o primeiro farmaco produzido por
engenharia genética/fermentacdo de E. coli foi a
insulina humana, o vetor de expressao utilizado era
pLMT8.5 de inducdo térmica baseado no promotor
P_do fago A (ASTOLFI-FILHO et al.,2000).
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4.4 Promotor do fago T7

Os bacteriofagos T7, diferentemente dos A,
ao infectarem as células de E. coli usam para
transcrever seus genes uma RNA polimerase
prépria que reconhece especificamente seu
promotor de apenas 18 pares de nucleotideos
(TAATACGACTCACTATAG), sendo que o
altimo nucleotideo (G) é o ponto de inicio da
transcricdo (figura 7) (OAKLEY & COLEMAN,
1977, TABOR & RICHARDSON, 1985;
STUDIER, 1991; TABOR, 2001).

Studier e Moffatt descreveram em 1986 o
primeiro sistema de expresséo utilizando o sistema
de transcrigdo (promotor e RNA polimerase) do
fago T7 (STUDIER & MOFFATT, 1986). A partir
desse trabalho foram construidos os primeiros
vetores de expressdo de uma série grande e
amplamente utilizada, denominados de PpETS.
Desde o inicio, esse sistema mostrou-se altamente
eficiente para expressdo de proteinas heterélogas
em E. coli, podendo expressar mais que 50% do
total de proteinas celulares, revolucionando o
campo da expressdo heterologa (TABOR &
RICHARDSON, 1985; DUBENDORF &
STUDIER, 1991; MATTHEY et al., 1999;
GRAUMANN & PREMSTALLER, 2006).
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5’ GAAAT TAATACGACTCACTATAG GGAGA
3’ CTTTA ATTATGCTGAGTGATATC CCTCT
+1

L
Figura 7: Sequéncia nucleotidica do promotor do
fago T7 (Fonte: adaptado de OAKLEY & COLEMAN,
1977).

T7

Como todo vetor de expressao, um vetor da
série pET também tem seu cassete de expressao, s6
que nesse caso 0 promotor é o promotor T7 e 0
terminador de transcri¢do o proprio do T7, ambos
especificos para a RNA polimerase do fago T7
(JENG et al., 1990; 1992; LYAKHOV et al., 1998;
MAIRHOFER et al., 2015). Além do polylinker
para clonagem da mensagem genética a ser
expressa, esse tipo de vetor tem também a
sequéncia codificadora do eficiente sitio de ligagdo
ao ribossomo do gene da proteina 10 do préprio
fago T7 (MOFFATT & STUDIER, 1987,
ROSENBERG et al., 1987; OLINS et al., 1988;
DERSCH et al., 1994).

Inducio (IPTG)

RNA polimerase E. coli

p T7 gene 1 T7 RNA polimerase
J —
> w
.

gene alvo

LacO

X \ﬁl‘omotor lac /

DE3
repressor Lacl
I
I
I
I
I
gene lacl —>

T,

| lisozima T7

gene lisozima — R ouE

promotor T7

X,...

repressor Lacl

gene lacl -)

pLysS

Figura 8: Expressio regulada de genes em F. c¢oli por meio de vetores pET. Elementos de controle presentes
no sistema da hospedeira BL21 e de vetores tipo pET que compdem o circuito genético para produgao de proteinas
heterologas (Fonte: adaptado de DUBENDORF & STUDIER 1991).

Esses vetores podem ser propagados e
amplificados em qualquer E. coli utilizada em

rotina para clonagem molecular de genes, mas para
expressar a mensagem genética heterdloga, tem
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gue ser introduzido no genoma de E. coli que
expresse 0 gene da T7 RNA polimerase (gene 1 do
fago). Para tal e para evitar vazamento da expressao
da T7 RNA polimerase, a regido estrutural do seu
gene foi introduzida em fago A sob o controle do
promotor lacUV5. Linhagens lisogénicas contendo
esse fago recombinante sdo denominadas de DE3 e
sdo utilizadas para expressar genes heterdlogos
clonados em vetores pETs com alta eficiéncia,
utilizando IPTG como indutor (figura 8)
(DAVANLOO et al., 1984; MERTENS et al.,
1995; BORGEAUD & BLOKESCH, 2013).

Em conjunto, as estratégias de evitar
vazamento e a elevada forca de expressao do
promotor T7 tornaram os vetores da série pET
0s mais utilizados para expressdo de genes
recombinantes em E. coli. Mais de 40
plasmideos pETs diferentes, que expressam
proteinas heter6logas em altos niveis e de
maneira bem regulada, estdo disponiveis
comercialmente por mais de uma empresa
(ZHANG & STUDIER, 1997; PIOLI et al.,
1999; OVERTON, 2014).

Procurou-se nesse artigo de revisao
descrever as sequéncias dos promotores funcionais
em E. coli, como interagem com a RNA polimerase
e apresentar 0s promotores mais utilizados nos
vetores de expressdo para producdo de proteinas
heter6logas nessa bactéria.

5. Concluséao

Desde o inicio da Tecnologia do DNA
Recombinante, tem sido constante a procura de
novos promotores para expressdo de mensagens
genéticas heterélogas nos mais variados tipos de

células, seja para expressdo constitutiva ou
regulada, para diferentes finalidades:
superexpressdo para fins industriais, terapia

genética ou mesmo engenharia metabolica.

Nos primordios 0s promotores eram
clonados a partir de genes ou operons naturais e 0s
mais fortes eram provenientes dos genomas de
bacteri6fagos. Hoje novos promotores ou
derivados dos naturais sdo produzidos por sintese
quimicas de DNA e mesmo novas sequéncias tém
sido geradas por sintese quimica randdémica.

Para realizar engenharia metabdlica com
eficiéncia e velocidade para os mais variados
propositos é de grande relevancia a disponibilidade
de um conjunto grande e de facil manipulacéo de
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cassetes de expressdo contendo promotores
constitutivos e regulados das mais variadas formas.

Em sintese podemos dizer que, embora a
pesquisa com promotores tenha evoluido muito nas
Gltimas décadas, a busca por novos promotores
funcionais, bem como o melhor entendimento de
sistemas de regulacéo da expressdo génica para 0s
mais variados tipos celulares e aplicag¢Ges, continua
sendo de extrema importancia estratégica para as
atividades  contemporaneas de  engenharia
metabolica, edicdo génica, terapia genética e
mesmo a biotecnologia industrial.
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