CAPITULO 1 4

Processamento
do RNA

SEQUENCIA CODIFICADORA DE UM GENE CODIFICADOR DE PROTEINAS € uma série

de c6dons, compostos por trés nucleotideos (trincas), que especifica a

sequéncia linear dos aminodcidos no produto polipeptidico. Até aqui,
assumiu-se que a sequéncia codificadora € continua: o codon corresponden-
te a um aminodcido esta imediatamente adjacente ao c6don do aminoacido
seguinte na cadeia polipeptidica. Isso € verdadeiro para a grande maioria das
bactérias e seus fagos. No entanto, raramente isto é verdade para os genes eu-
carioticos. Nestes casos, em geral, a sequéncia codificadora é periodicamente
interrompida por segmentos com sequéncias nao codificadoras.

Muitos genes eucarioticos sdao, portanto, mosaicos compostos por blocos
com sequéncias codificadoras separadas entre si por blocos com sequéncias nao
codificadoras. As sequéncias codificadoras sio chamadas éxomns e as sequéncias
intercaladas, nao codificadoras, sdo os introms. Ao serem transcritos em uma
molécula de RNA, os introns devem ser removidos e os éxons, unidos para criar
um mRNA para o gene. Na verdade, tecnicamente, o termo éxon aplica-se a qual-
quer regido mantida em um RNA maduro, sendo ou néo codificadora. Exons nao
codificadores incluem as regides S’ e 3’ ndo traduzidas de um mRNA; todas as
porcoes de RNAs nao codificadores estdveis e removidos, como o regulador da
inativacdo do cromossomo X, Xist (Cap. 20); e regides que ddo origem a RNAs
funcionais, como os micro-RNAs que serdo encontrados no Capitulo 20.

A Figura 14-1 apresenta um gene eucariotico tipico no qual a regiao co-
dificadora é interrompida por trés introns que fragmentam o gene em quatro
exons. O nimero de introns encontrado em um gene varia muito — desde um,
10 caso da maioria dos genes contendo introns em levedura (e alguns poucos
genes humanos), a 50, no caso do gene do colageno de galinha, proa2, e che-
gando a 363 no caso do gene humano Titin. A Figura 14-2 mostra o nimero
médio de introns por gene em uma variedade de organismos. Fica claro que
0 nimero médio aumenta a medida que se passa dos eucariotos unicelulares
simples, como as leveduras, para organismos mais complexos, como vermes e
moscas, até chegar aos seres humanos.

O tamanho dos éxons e introns também € variavel. Muito frequentemente,
0 introns sao bem mais longos do que os éxons que eles separam: Assim, por
‘exemplo, em geral, os éxons possuem cerca de 150 nucleotideos, enquanto os
introns - embora também possam ser curtos — podem ter até 800.000 nucleoti-
deos (800 kb). Como outro exemplo, o gene da enzima di-hidrofolatorredutase
de mamiferos tem mais de 31 kb de comprimento, contendo seis éxons dis-
persos que, juntos, correspondem a 2 kb do mRNA. Assim sendo, neste caso,
aregido codificadora do gene corresponde a < 10% de seu comprimento total.
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FIGURA 14-1 Um tipico gene eu-
cariotico. O gene representado contém
quatro éxons separados por trés introns.
A transcricdo a partir do promotor gera
o pré-mRNA, apresentado na linha inter-
mediéria, que contém todos os éxons e
introns. O processamento remove 0s in-
trons e une os éxons, formando o mMRNA
maduro, que continua a ser modificado
(ver poliadenilacdo, Cap. 13) e é exporta-
do do nucleo, para ser traduzido em um
produto proteico. Tecnicamente, as re-
gides 5' lider e 3’ ndo codificadoras tam-
bém sdo éxons porque elas sdo mantidas
no mRNA maduro. Elas estdo aqui repre-
sentadas em lil4s para indicar sua condi-
cao de éxons néo codificadores.

FIGURA 14-2 Numero de introns
por gene em varias espécies eucario-
ticas. O nimero médio de introns por
gene é apresentado para uma selecdo
de espécies eucaridticas. Os nomes em
vermelho sdo os dos organismos experi-
mentais comuns (Apéndice 1): levedu-
ra (Saccharomyces cerevisiae), mosca-
-da-fruta (Drosophila melanogaster),
nematddeo (Caenorhabditis elegans),
planta (Arabidopsis thaliana) e camun-
dongo (Mus musculus). As outras es-
pécies apresentadas sdo: Anopheles
gambiae; Aspergillus nidulans; nu-
cleomorfo de Bigelowiella natans;
Caenorhabditis briggsae; Candida
albicans; Chlamydomonas reinhardtii;
Ciona intestinalis; Cryptococcus
neoformans; Cryptosporidium parvum;
Cyanidioschyzon merolae; Dictyostelium
discoideum; Encephalitozoon cuniculi;
Giardia lamblia; nucleomorfo de Guillardia
theta; Homo sapiens; Leishmania
major; Neurospora crassa; Oryza sativa;
Paramecium aurelia; Phanerochaete

chrysosporium; Plasmodium falciparum;
Plasmodium yoelii; Schizosaccharomyces
pombe; Takifugu rubripes; Thalassiosira
pseudonana; e Trichomonas vaginalis.
(Redesenhada, com permissao, de Roy
S.W. e Gilbert W. 2006. Nat. Rev. Genet.
7: 212, Fig. 1. © Macmillan.)
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Da mesma maneira que os genes continuos dos procariotos, os genes des-
continuos dos eucariotos sdo transcritos em uma copia de RNA do gene in-
teiro — o transcrito primario para um gene eucariético tipico contém introns
e éxons. Isso é mostrado na parte central da Figura 14-1. Devido ao compri-
mento e ao nimero de introns, o transcrito primario (ou pré-mRNA) pode
ser, de fato, bastante longo. No caso extremo do gene da distrofina humana,
a RNA-polimerase precisa percorrer 2.400 kb de DNA para copiar o gene in-
teiro em RNA. (Considerando que a transcri¢do avanga a uma velocidade de
40 nucleotideos por segundo, sdo necessarias 17 horas para sintetizar um tni-
co transcrito desse gene.) Isso levanta a possibilidade de que a abundéancia e o
comprimento dos éxons podem ter efeito significativo sobre a taxa de expres-
sdo dos genes, assunto que sera retomado quando for considerada a regulacio
génica durante o desenvolvimento, no Capitulo 21.

Como se afirmou, os transcritos primarios dos genes que contém introns
devem ser processados para a remog¢ao dos introns antes de sua tradug¢do em
proteinas. O processo de remoc¢do dos introns, chamado processamento do
RNA, ou simplesmente splicing, converte o pré-mRNA em mRNA maduro e
precisa ocorrer com grande precisdo, evitando a perda ou adic¢do, ainda que
de apenas um nucleotideo, nos sitios de juncdo de éxons. Como serd visto
nos Capitulos 15 e 16, os cédons de trincas de nucleotideos do mRNA sdo tra-
duzidos em uma sequéncia (ou fase) de leitura constante, determinada pelo
primeiro c6don da sequéncia codificadora da proteina. A falta de precisao
no processamento — se, por exemplo, uma base for perdida ou adicionada na
fronteira entre dois éxons — deixaria as fases de leitura dos éxons fora de or-
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Capitulo 14 Processamento do RNA

dem: os codons a jusante seriam selecionados incorretamente e aminodcidos
errados seriam incorporados nas proteinas.

Alguns pré-mRNAs podem ser processados de mais de uma maneira. Assim,
mRNAs contendo diferentes grupos de éxons podem ser gerados a partir de um
mesmo pré-mRNA. Esse processo é denominado processamento alternativo
e, por meio dessa estratégia, um gene pode dar origem a mais de um produto po-
lipeptidico. Esses produtos alternativos sao chamados de isoformas. Estima-se
que 90% ou mais dos genes do genoma humano possam sofrer processamentos
alternativos, gerando mais de uma isoforma.

O ntmero de formas variantes que um determinado gene pode codificar
por esse processo varia de duas a centenas ou até milhares. Por exemplo, o gene
Slo de ratos, que codifica um canal de potassio expresso nos neurdnios, tem po-
tencial para codificar 500 formas alternativas desse produto. Como sera visto,
existe um gene especifico de Drosophila que pode codificar 38 mil diferentes
produtos em funcao do processamento alternativo. O processamento alternati-
vo € geralmente um processo regulado, com a producdo de diferentes isoformas
ocorrendo em resposta a diferentes sinais ou em diferentes tipos celulares.

Neste capitulo, sdo discutidos ndo apenas os mecanismos e a regulacao
do processamento do RNA, mas também hipoteses sobre o porqué dos genes
eucarioticos terem regides codificadoras interrompidas. Também ¢ descrita
a edicao do RNA, outro modo pelo qual os transcritos primarios podem ser
alterados para modificar o produto codificado.

O processamento foi descoberto em estudos de expressao génica de ade-
novirus de mamiferos, como descrito no Quadro 14-1, Os adenovirus e a des-
coberta do processamento.

QUIMICA DO PROCESSAMENTO DE RNA

Sequéncias no RNA determinam onde
ocorre o processamento

Agora, serdo considerados os mecanismos moleculares da reacao de processa-
mento. Como os introns e os éxons sao distinguidos entre si? Como os introns
sao removidos? Como os éxons sao emendados com alta precisao? As frontei-
ras entre introns e éxons estdo marcadas por sequéncias nucleotidicas especi-
ficas presentes nos pré-mRNAs. Essas sequéncias determinam onde o processa-
mento ocorrera. Assim, como demonstra a Figura 14-3, a fronteira éxon-intron
- isto ¢, a fronteira na extremidade 5’ de um intron - é marcada por uma
sequéncia chamada sitio de processamento 5’ (ou sitio 5' de splicing). A
fronteira intron-éxon na extremidade 3’ do intron é marcada como sitio de
processamento 3’ (ou sitio 3’ de splicing). (Os sitios de processamento 5’ e 3’
eram algumas vezes referidos, respectivamente, como sitios doador e recep-
tor, mas atualmente essa nomenclatura é pouco utilizada.)

A Figura 14-3 mostra uma terceira sequéncia necessaria para o processa-
mento. Ela é chamada de sitio do ponto de ramificacdo (ou sequéncia do
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FIGURA 14-3 Sequéncias das fronteiras entre intron e éxon. A figura apresenta as
sequéncias consenso dos sitios de processamento 5 e 3” e também o residuo de A conser-
vado no sitio de ramificacdo. Como em outros casos de sequéncias consenso, quando duas
bases alternativas sdo igualmente favorecidas, ambas sdo indicadas na posicao. Nesta figura,
as sequéncias consenso apresentadas sdo para seres humanos. O mesmo é valido para todas as
outras figuras deste capitulo, a menos que conste o contrario.
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470 Parte 4 Expressdo do Genoma

FIGURA 14-4 Reacado de proces-
samento. As duas etapas da reacao de
processamento descritas no texto sdo
mostradas. Na primeira etapa, o RNA for-
ma uma estrutura em alca, apresentada
em detalhe na figura seguinte.

ponto de ramificacdo) e localiza-se inteiramente dentro do intron, geralmen-
te proxima a sua extremidade 3’, sendo seguida por uma série de pirimidinas
(o trato de polipirimidinas ou trato Py).

A sequéncia consenso para cada um desses elementos é mostrada na Figu-
ra 14-3. As sequéncias mais bem conservadas sdo as GU no sitio de processa-
mento 5', as AG no sitio de processamento 3’ e o residuo A no sitio de rami-
ficacdo. Todos esses nucleotideos altamente conservados sdo encontrados no
proprio intron - o que nao surpreende, uma vez que as sequéncias da maioria
dos éxons, ao contrario dos introns, sdo limitadas pela necessidade de codifi-
car os aminoacidos especificos de um produto proteico.

A medida que éxons adjacentes sao unidos,
o intron é removido na forma de laco

Inicia-se considerando a quimica do processamento. Um intron é removido
por meio de duas reacdes sucessivas de transesterificacao, nas quais as
ligacoes fosfodiéster do pré-mRNA sado clivadas, e novas ligacoes sdo formadas
(Fig. 14-4). A primeira reacdo é desencadeada pela 2’-OH do A conservado
no sitio de ramificacdo. Este grupo atua como nucle6filo para atacar o grupo
fosforil da G conservada no sitio de processamento 5'. (Esta é uma reacgio S,2,
que ocorre por meio de um intermediario de fésforo pentavalente.)

Como consequéncia desta primeira reacdo, a ligacdo fosfodiéster entre o
actcar e o fosfato na jungdo 5’ entre o intron e o éxon é clivada. A extremi-
dade 5’ liberada do intron é unida ao A do sitio de ramificacdo. Assim, além
das ligagdes 5’ e 3' do esqueleto, uma terceira ligacdo fosfodiéster estende-se
da 2’-OH do A, originando uma juncao triplice (por isso, denominada sitio de
ramificacdo). A estrutura da juncao triplice é ilustrada na Figura 14-5.

Observa-se que o0 grupo que sai na primeira reacao de transesterificagio
€ 0 éxon de 5'. Na segunda reagdo, o éxon em 5’ (mais precisamente, a extre-
midade 3'-OH recém-liberada do éxon de 5’) reverte seu papel e torna-se um
nucleofilo que ataca o grupo fosfato no sitio de processamento 3’ (Fig. 14-4).
Esta segunda reacdo tem duas consequéncias. A primeira, e mais importante,
€ que ela une os éxons de 5' e 3'; portanto, esta é a etapa em que as duas se-
quéncias codificadoras sdo efetivamente “unidas”. A segunda é que esta mes-
ma reacdo libera o intron, como grupo de saida. Como a extremidade 5’ do
intron foi ligada ao A do sitio de ramifica¢do na primeira reacdo de transeste-
rificagdo, o intron recém-liberado tem o formato de um laco.

Nessas duas etapas de reacdo, ndo ha ganho liquido no namero de li-
gacoes quimicas — duas ligacdes fosfodiéster sio rompidas e duas novas sio
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. FIGURA 14-5 Estrutura da juncao
\ triplice formada durante a reacao de
processamento.

Quadro 14-1 Os adenovirus e a descoberta do processamento

Estudos em bactérias e seus fagos levaram a descoberta de
que, com relagdo a sequéncia de nucleotideos, o mRNA é uma
replica exata do gene do qual foi transcrito (ver Cap. 16). Por
isso, em 1977, a descoberta de que alguns (e como se sabe
hoje, a maioria) MRNAs de eucariotos podem ser clivados e
religados, em um trabalho de “corte e colagem®, a partir de
transcritos primarios muito mais longos, causou espanto ge-
ral. Como essa surpreendente descoberta foi feita?

Na tentativa de entender a transcricao génica em euca-
riotos, os cientistas detiveram-se em um virus de DNA huma-
no chamado adenovirus. Acreditava-se que o adenovirus pu-
desse servir como modelo para entender a biologia molecular
dos genes eucariéticos, assim como os fagos T4 e X haviam
servido para os genes procariéticos (ver Apéndice 1). O vi-
rion do adenovirus é formado por vérias proteinas diferentes,
codificadas por ele, e os mRNAs para essas proteinas foram
purificados, na expectativa de que suas extremidades 5” in-
dicassem precisamente os sitios de inicio da transcricio de
cada gene do genoma viral. Em vez disso, todos os mRNAs,
embora codificassem proteinas diferentes, apresentavam a
mesma sequéncia 5°. Hoje se sabe que todos os mRNAs de
proteinas do virion do adenovirus derivam de um promotor
lnico, conhecido como promotor tardio principal. O inicio a
partir desse promotor produz longos transcritos que incluem
as sequéncias codificadoras de varias proteinas (Fig. 1 deste
guadro). Entao, este transcrito sofre processamento alterna-
tivo para gerar mRNAs separados para componentes de vi-
rions individuais, como as proteinas héxon e fibrila. Todos os
MRNAs possuem a mesma sequéncia 5, que resulta da uniao
de trés sequéncias curtas que nao codificam proteinas, co-
nhecida como sequéncia-lider tripartida. A lider sofre proces-

samento alternativo as sequéncias codificadoras do héxon,
das fibrilas e de outras proteinas do virion, gerando cada um
dos futuros mRNAs virais.

A demonstracdo de que esses mensageiros sao proces-
sados pela uniao de RNAs que se originam em diferentes re-
gides do genoma surgiu por meio de varios experimentos —
um deles é conhecido como mapeamento pela alca R (Fig. 2
deste quadro). Em condi¢bes apropriadas, um RNA é incuba-
do com um DNA de dupla-fita contendo um segmento com
sequéncia idéntica ao RNA; este RNA se anelar4 a fita de DNA
complementar, deslocando a fita de DNA ndo complementar,
deixando-a em forma de alga (Fig. 2a deste quadro). Apés a
técnica de coloracao utilizada para visualizar 4cidos nuclei-
cos, a alca R pode ser observada ao microscépio eletrénico,
uma vez que os duplices de RNA-DNA e DNA-DNA aparecem
mais espessos do que os &cidos nucleicos de fita simples.
Quando esse experimento foi realizado em mensageiros de
adenovirus, observou-se que as alcas R ndo eram totalmente
contiguas a uma Unica regido do DNA. Em vez disso, e de-
pendendo do fragmento de DNA viral utilizado, uma ou am-
bas as extremidades do RNA projetavam-se das alcas de RNA
como caudas de fita simples (Fig. 2b deste quadro). Em ou-
tros casos, uma das caudas anela a um fragmento de DNA de
uma regido diferente do genoma viral (Fig. 2c deste quadro).
Claramente, esses mRNAs eram moléculas compostas, oriun-
das de sequéncias complementares a regides do genoma que
nao eram contiguas e que haviam sido ligadas. Esses e ou-
tros tipos de experimentos de anelamento DNA-RNA foram
usados para deduzir o padréo de processamento alternativo
mostrado na Figura 1 deste quadro.

(continua)
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Quadro 14-1 (Continuagéo)
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QUADRO 14-1 FIGURA 1 Mapa do genoma do adenovirus-2 humano. O mapa apresenta os padroes de transcri-
cdo dos mRNAs tardios, incluindo o transcrito primério (representado pela seta longa em verde-escuro na parte superior); as
sequéncias-lideres tripartidas encontradas nas posicdes 16,6, 19,6 e 26,6 (representadas como barras verdes); e as posicoes
no mapa das sequéncias de DNA que codificam os varios mRNAs tardios (representados pelas setas curtas em verde-escuro).
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QUADRO 14-1 FIGURA 2 Mapeamento de alca R dos mRNAs tardios do adenovirus-2. (a) A representacdo esque-
matica mostra a formacdo de uma estrutura de alca R. Um fragmento de DNA de dupla-fita gerado por digestdao com uma
endonuclease de restricdo é incubado com mRNA e aquecido um pouco acima da temperatura de desnaturacdo do DNA, em
80% de formamida. O hibrido formado entre o mensageiro e sua sequéncia complementar de DNA causa o deslocamento da
segunda fita de DNA. Observa-se que a cauda poli(A) do mRNA (ndo codificada pelo DNA) (ver Cap. 12) projeta-se a partir do
fim do duplex hibrido. (b) Micrografia eletrénica e diagrama esquemético de uma alca R observada apds a incubacdo do mRNA
de héxon com uma sequéncia de DNA complementar da regiao tardia do genoma do adenovirus-2. Observam-se as extensoes
das extremidades 5" e 3" no mensageiro. (Linhas cinzas) DNA; (linhas verdes) RNA. (Reproduzida, com permissao, de Berget
S.M. et al. 1977. Proc. Natl. Acad. Sci. 74: 3171-3175. © National Academy of Sciences.) (c) Micrografia eletrénica e diagrama
esquematico de uma alca R observada ap6s a incubagdo do mRNA de fiber (fibrila) com dois DNAs, o genoma completo do
adenovirus e um fragmento de endonuclease de restricao derivado de uma regiao inicial do genoma. (Reproduzida, com per-
missao, de Chow L.T. et al. 1977. Cell 12: 1-8, p. 2. © Elsevier.)
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feitas. Como se trata apenas de um rearranjo das ligacoes, ndo ha necessidade
do fornecimento de energia para o processo. Como serd visto a seguir, porém,
uma grande quantidade de ATP é consumida durante a rea¢ao de processa-
mento. Essa energia ndo é necessaria para a rea¢do quimica, mas sim para
formar e operar adequadamente a maquinaria do processamento.

Outro ponto relacionado a reacio de processamento € a direcdo: o que
assegura que o processamento ocorra apenas para a frente — isto é, na direcdo
dos produtos ilustrados na Figura 14-4? Em principio, as reacoes poderiam
ocorrer na outra direcdo e, de fato, isso pode ocorrer de maneira forcada, sob
circunstancias especiais. Mas na pratica, isso nio ocorre na célula, e serd des-
crito aqui como isso é garantido.

MAQUINARIA DO SPLICEOSSOMO

O processamento do RNA é executado porum
grande complexo chamado spliceossomo

As reagdes de transesterificacio recém-descritas sio promovidas por uma
grande “maquina” molecular, chamada spliceossomo. Este complexo com-
preende cerca de 150 proteinas e cinco RNAs e seu tamanho equivale ao de
um ribossomo, a “maquina” que traduz o mRNA em proteina (Cap. 15). Para
realizar o processamento, mesmo que apenas uma reacao, o spliceossomo hi-
drolisa varias moléculas de ATP. Surpreendentemente, acredita-se que muitas
funcdes do spliceossomo sao realizadas pelos RNAs que o compde e nio pelas
proteinas — novamente, outra semelhanca com o ribossomo. Sio esses RNAs
que localizam os elementos nas fronteiras entre introns e éxons e, provavel-
mente, participam da catélise da reagdo de processamento.

Os cinco RNAs (U1, U2, U4, U5 e U6) sdo chamados, conjuntamente, de
pequenos RNAs nucleares (snRNAs, small nuclear RNAs). Cada um de-
les tem entre 100 e 300 nucleotideos na maioria dos eucariotos e esta com-
plexado a varias proteinas. Estes complexos RNA-proteina sdo chamados de
pequenas proteinas ribonucleares (snRNPs, small nuclear ribonuclear
proteins). No Capitulo 6, viu-se a estrutura cristalografica de uma secido do
snRNA U1 ligada a uma das proteinas da snRNP U1 (Fig. 6-18).

O spliceossomo € o grande complexo formado por estas snRNPs, mas sua
constituicao exata difere em estagios distintos da reacao de processamento:
diferentes snRNPs vém e vdo em periodos diferentes, cada uma delas reali-
zando fungdes especificas na reacio. No spliceossomo, também existem va-
rias proteinas que nao fazem parte das snRNPs, e outras ligadas fracamente
ao complexo.

As snRNPs desempenham trés funcoes no processamento: elas reconhe-
cem o sitio de processamento 5’ e o sitio de ramificacao; aproximam esses
sitios, quando necessério; e catalisam (ou auxiliam a catélise) a clivagem do
RNA e as reagoes de religacdo. As interacoes RNA-RNA, RNA-proteina e pro-
teina-proteina sao importantes para a realizacdo dessas funcoes. Iniciaremos
considerando algumas das interacdes RNA-RNA. Essas interacOes estao pre-
sentes em cada snRNP, entre snRNPs diferentes e entre snRNPs e o pré-mRNA.

A Figura 14-6a, por exemplo, mostra a interagdo, por meio de pareamento
de bases complementares, entre o snRNA U1 e o sitio de processamento 5’ do
pré-mRNA. Na continuacdo da reacio, esse sitio de processamento ¢ reconheci-
do pelo snRNA U6. Outro exemplo, apresentado na Figura 14-6b, mostra o sitio
de ramificacdo sendo reconhecido pelo snRNA U2. Um terceiro exemplo, na
Figura 14-6¢, mostra uma interacio entre os snRNAs U2 e U6. Esta aproxima o
sitio de processamento 5’ e o sitio de ramificagdo. Sao essas interacoes e outras
semelhantes, bem como os rearranjos que delas resultam, que promovem a rea-
¢do de processamento e contribuem para sua precisao, com sera visto adiante.

Como mencionado anteriormente, algumas ndo snRNPs estdo envolvi-
das no processamento. Um exemplo disso, a U2AF (fator auxiliar U2), reco-
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FIGURA 14-6 Alguns hibridos
RNA-RNA formados durante a rea-
cao de processamento. Em alguns
casos, (a) diferentes snRNPs reconhecem
as mesmas sequéncias (ou sequéncias so-
brepostas) no pré-mRNA, em diferentes
fases da reacdo de processamento, como
mostrado aqui para o reconhecimento
do sitio de processamento 5’ pela U1 e
U6. (b) snRNP U2 faz o reconhecimento
do sitio de ramificacdo. (c) O pareamento
RNA:RNA das snRNPs U2 e U6 é mostra-
do. (d) Por fim, a mesma sequéncia em
um pré-mRNA ¢é reconhecida por uma
proteina (que nao faz parte de snRNP) em
uma etapa e é substituida por uma snRNP
em outra. Cada uma dessas alteragdes é
acompanhada pela chegada ou pela saida
dos componentes do spliceossomo e o
rearranjo estrutural necessario para a con-
tinuacdo da reacdo de processamento. As
sequéncias nesta figura sao de levedura.

nhece o trato de polipirimidina (Py)/sitio de processamento 3’ e, na etapa
inicial da reacdo de processamento, ajuda outra proteina, a BBP (proteina de
ligacdo ao ponto de ramificacdo), a ligar-se ao sitio de ramificacdo. A BBP
(também chamada de SF1 em sistemas mamiferos) €, entdo, deslocada pela
snRNP U2, como mostrado na Figura 14-6d. Outras proteinas envolvidas na
reacdo de processamento incluem fatores de anelamento ao RNA, que ajudam
a carregar as snRNPs no mRNA, e as proteinas helicases de DEAD-box. Essas
proteinas usam sua atividade de ATPase para dissociar certas interacdes RNA-
-RNA, permitindo a formacado de pares alternativos e, assim, promovendo 0s
rearranjos que ocorrem durante a reacdo de processamento. Elas também sao
necessarias para remover o mRNA processado do spliceossomo e desencadear
a sua desmontagem.

VIAS DE PROCESSAMENTO

Formacao, rearranjo e catalise no
spliceossomo: a via de processamento

As etapas do processamento sdo mostradas na Figura 14-7. O que est4 repre-
sentado € uma via candnica e, em um caso qualquer, determinadas etapas
podem ser levemente diferentes em sua ordem ou podem até mesmo ter
ordem inversa, situacdes essas que serdao retomadas mais tarde. Mas a via,
como primeiramente apresentada, revela a série extraordindria de eventos
realizados pelo dinamico spliceossomo para dirigir a reacdo de processa-
mento na célula.

2

Inicialmente, o sitio de processamento 5’ é reconhecido pela snRNP Ul
(pelo pareamento de bases entre seu snRNA e o pré-mRNA, como mostrado
na Fig. 14-6). O U2AF é formado por duas subnidades, a maior delas (65)
liga-se ao trato Py e a menor (35), ao sitio de processamento 3'. A primeira
subunidade interage com a BBP (SF1), auxiliando em sua ligacao ao sitio de
ramificacdo. Este arranjo de proteinas e RNA é chamado de complexo inicial
(E, early).
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FIGURA 14-7 Etapas da reacao
de processamento mediada pelo
spliceossomo. A formacao e a atuacdo
do spliceossomo estao ilustradas, e os
detalhes de cada etapa estdo descritos
no texto. Determinados componentes da
maquinaria de processamento entram ou
saem do complexo a cada etapa, e essas
alteragbes estao associadas aos rearranjos
estruturais necessarios para a sequén-
cia do processamento. Observa-se que
0 nome de cada complexo é mostrado a
direita. As evidéncias sugerem que alguns
dos componentes mostrados nao che-
gam ou saem exatamente nos momentos
indicados nesta figura; eles podem, por
exemplo, continuar presentes, mas enfra-
quecer sua associacao com o complexo,
em vez de se dissociarem completamen-
te. Também nao é possivel ter certeza da
ordem de algumas alteracdes mostradas,
sobretudo as duas etapas que envolvem
alteracdes no pareamento de U6: quando
ela substitui U1 no sitio de processamen-
to 5, comparado a quando ela substitui
U4 na ligagdo a U2. Apesar dessas incer-
tezas, o envolvimento fundamental dos
diversos componentes da maquinaria, nas
diferentes etapas da reacao de processa-
mento, e a natureza dindmica geral do
spliceossomo seguem o esquema ilustra-
do na figura.
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Entdo, a snRNP U2 liga-se ao sitio de ramificacdo, com o auxilio do U2AF
e desloca a BBP (SF1). Este arranjo é chamado complexo A. O pareamento de
bases entre a snRNA U2 e o sitio de ramificacdo é tal que o residuo A do sitio
de ramificacdo é expulso do trecho resultante de RNA de dupla-hélice como
uma protuberéncia de nucleotideo tnico, como mostrado na Figura 14-6b.
O residuo A nao pareado esté, portanto, disponivel para reagir com o sitio de
processamento de 5.

A proxima etapa é o rearranjo do complexo A para aproximar os trés
sitios de processamento. Isso é realizado da seguinte maneira: as SnRNPs U4
e U6, juntamente com a snRNP U5, unem-se ao complexo. Juntas, estas trés
snRNPs sio chamadas de particula tri-snRNP, na qual as snRNPs U4 e U6
sdo mantidas em unifo por pareamentos complementares das bases dos RNAs
que as compdem, e a snRNP US esté associada mais fracamente, por meio de
interagdes proteina-proteina. Com o ingresso da tri-snRNP, o complexo A &
convertido em complexo B.

Na etapa seguinte, U1 deixa o complexo e U6 o substitui no sitio de pro-
cessamento 5'. Isso exige a ruptura do pareamento de bases entre o snRNA
U1 e o pré-mRNA, permitindo que o RNA U6 se hibridize a esta mesma regiao
(na verdade, a uma sequéncia sobreposta, como visto na Fig. 14-6a).

Essas etapas completam a fase de formagéo. O rearranjo seguinte desenca-
deia a catalise e ocorre como segue: U4 € liberado do complexo, permitindoa
interacdo de U6 e U2 (por meio do pareamento de bases RNA:RNA, apresen-
tado na Fig. 14-6¢). Esse arranjo, chamado complexo C, produz o sitio ativo.
Isto é, o rearranjo retine no spliceossomo estes componentes — que parecem
ser regides exclusivas dos RNAs U2 e U6 — que, juntos, formam o sitio ativo.
O mesmo rearranjo também assegura que o RNA substrato esteja adequada-
mente posicionado para ser utilizado. E surpreendente que ndo apenas o sitio
ativo seja formado basicamente por RNA, mas também, que ele seja formado
apenas nesta fase da formagao do spliceossomo. Provavelmente, essa estra-
tégia diminui a probabilidade de processamentos aberrantes. Vincular a for-
macio do sitio ativo a finalizacdo correta das etapas anteriores de formagcdo
do spliceossomo torna bastante provavel que o sitio ativo esteja disponivel
apenas em processamentos legitimos.

A formacao do sitio ativo aproxima o sitio de ramificagdo do sitio de pro-
cessamento 5’ do pré-mRNA, facilitando a primeira reagdo de transesterifica-
¢do. A segunda reagdo, entre os sitios de processamento 5’ e 3, € facilitada
pela snRNP U5, que ajuda a aproximar os dois éxons. A etapa final envolve.
a liberagdo do produto mRNA e das snRNPs. Inicialmente, as snRNPs conti-
nuam ligadas ao laco, sendo recicladas apos a rapida degradagio deste frag-
mento de RNA.

A formacao do spliceossomo é dinamica e variavel,
e sua desmontagem garante que a reacao de
processamento nao seja reversivel na célula

E importante enfatizar que a via recém-descrita — a ordem das etapas neces-
sarias para a formacdo do spliceossomo - € a versao canodnica. De fato, o pro-
cesso pode ser menos rigidamente regulamentado do que essa descri¢ao su-
gere. A imagem apresentada mostra a maquinaria sendo montada em torno
do intron a ser removido. Na verdade, é possivel que mais frequentemente a
maquinaria seja inicialmente montada em torno de um éxon, processo geral-
mente chamado de definicdo de éxon (serdo descritos mais detalhes sobre
isso quando forem consideradas as agdes dos amplificadores de processamen-
to). Além disso, a ordem precisa dos eventos provavelmente varia em alguma
extensao — por exemplo, o pareamento do sitio de processamento pode ocorret
antes ou apds o recrutamento de tri-snRNP: os detalhes dependerao das se-
quéncias de RNA e de fatores de limitagdo de taxas em um caso qualquer. Além
disso, muitas etapas durante a formagao do spliceossomo podem ser revertidas.
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Anteriormente, mencionou-se que as duas reagbes principais do processa-
mento poderiam, em principio, ocorrer bidirecionalmente, mas que na célula
isso ndo € observado. Esta direcionalidade é garantida pela rapida desmonta-
gem do spliceossomo, imediatemente apos a realizacdo da segunda reacdo.
A desmontagem ¢ dirigida por uma das helicases DEAD-box que foi men-
cionada, esta chamada de Prp22. Esta proteina é necessaria para a segunda
etapa catalitica do processamento e também para remover o0 mRNA proces-
sado do spliceossomo. Mutacées que eliminam esta tltima funcdo também
bloqueiam a desmontagem do spliceossomo e, em tal situacio, as reacoes de
processamento podem ser observadas ocorrendo em ambas as direcoes em
spliceossomos purificados.

Pode parecer estranho que a maquinaria e o mecanismo de processamen-
to sejam tao complexos. Por que teriam evoluido desse modo? Nio teria sido
mais simples ligar os éxons em uma tinica reacdo, em vez das duas reacoes,
como recém-descrito? Para analisar essa questdo, sera discutido a seguir um
grupo de introns que - ao contrario dos considerados até agora — sdo capazes
de autoexcisdo do pré-mRNA, sem a necessidade de spliceossomo. Eles sio
chamados de introns de autoprocessamento.

introns de autoprocessamento revelam que o
RNA pode catalisar o processamento de RNA

As trés classes de processamento encontradas nas células (excluindo o pro-
cessamento de tRNAs, que serd discutido no Cap. 15) sdo apresentadas na
Tabela 14-1. Até 0 momento, nés s6 discutimos o processamento de pré-mR-
NAs nucleares, mediado pelo spliceossomo encontrado em todos os eucario-
tos. A Tabela 14-1 também apresenta os chamados introns de autoprocessa-
mento do grupo I e do grupo II. Por “autoprocessamento”, entende-se que
0 proprio intron, no RNA precursor, dobra-se em uma conformacao especifica
e catalisa a reacdo quimica de sua propria liberagdo (deve-se lembrar das ca-
racteristicas gerais das enzimas de RNA que foram discutidas no Cap. 5). Em
uma defini¢do pratica, a “autoexcisio” significa que esses introns podem rea-
lizar autorremogao dos seus RNAs, in vitro, na auséncia de quaisquer proteinas
ou moléculas de RNA. Os introns de autoprocessamento sdo agrupados em
duas classes, de acordo com a sua estrutura e mecanismo de processamento.
Arigor, os introns de autoexcisdo nio sdo enzimas (“catalisadores”), porque
promovem apenas um ciclo de processamento de RNA (como serd visto no
Quadro 14-2, Conversio dos introns do grupo I em ribozimas).

No caso dos introns do grupo II, a quimica de processamento e os inter-
mediarios de RNA produzidos sio iguais aos dos pré-mRNAs nucleares. Isto &,
como ilustrado na Figura 14-8, o intron usa um residuo A do sitio de ramifica-
¢d0 para atacar a ligacdo fosfodiéster na fronteira entre a sua extremidade 5’
€a extremidade do éxon que estd a 5'- isto &, no sitio de processamento 5.
Essa reacdo produz o lago ramificado, como se viu anteriormente, e é seguida
Por uma nova rea¢do, em que a extremidade 3'-OH recém-liberada do éxon
ataca o sitio de processamento 3’, liberando o intron na forma de um laco e
ligando os éxonsa3'ea 5.

TABELA 14-1 Trés classes de processamento de RNA

3}‘Classe Abundancia Mecanismo Maquinaria catalitica
Pré-mRNA nuclear Muito comum; utilizado na maioria  Duas reacoes de transesterificacdo; Spliceossomos principal e
dos genes eucaridticos sitio de ramificacdo A minoritario
introns do grupo Il Raros; em alguns genes de organelas Igual ao do pré-mRNA Enzima de RNA codificada pelo
eucaridticas e em procariotos intron (ribozima)
introns do grupo | Raros; no rRNA nuclear de alguns Duas reacdes de transesterificacao; Igual ao grupo II
eucariotos, em genes de sitio de ramificacao G

organelas e em alguns genes
procarioticos
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a spliceossomo de pré-mRNA b autoprocessamento do grupo II C autoprocessamento do grupo |

©1986 Elsevier

FIGURA 14-8 introns do grupo I e do grupo II. A figura compara as reacoes de autoexcisao
de introns dos grupos | e Il e da reacdo mediada pelo spliceossomo, ja descrita. No caso dos introns
do grupo I, a reagdo quimica é essencialmente idéntica a dos spliceossomos, com uma adenina
altamente reativa do intron iniciando o processamento e levando a formagao de um produto em
laco. No caso do intron do grupo I, o RNA dobra-se para formar um bolso de ligagdo a guanina,
permitindo que a molécula se ligue a um nucleotideo de guanina livre para iniciar o processamen-
to. Embora, in vitro, esses introns possam realizar autorremogao do RNA sem interferéncia de
proteinas, in vivo, em geral, ha a necessidade de diversos componentes proteicos para estimular a
reacdo. (Adaptada, com permissao, de Cech T.R. 1986. Cell 44: 207-210, Fig. 1. © Elsevier.)

Introns do grupo | liberam um intron
linear em vez de um laco

Os introns do grupo I sdo processados por uma via diferente (Fig. 14-8c). Em
vez de usar um residuo A do sitio de ramificacdo, eles usam um nucleotideo
ou nucleosideo G livre. Esse residuo G liga-se ao RNA, e seu grupo 3’-OH é
apresentado ao sitio de processamento 5’. O mesmo tipo de reacdo de tran-
sesterificacdo, que nos casos anteriores resultava na formacao do laco, aqui
liga G a extremidade 5’ do intron. Entédo, a segunda reacdo prossegue como
nos exemplos anteriores: a extremidade 3’ liberada do éxon ataca o sitio de
processamento 3’. Isso liga os dois éxons e libera o intron que, neste caso, é
linear e ndo uma estrutura em laco.

Os introns do grupo I, que sdao menores que os do grupo II, possuem
uma estrutura secundaria conservada comum (os dobramentos do RNA fo-
ram discutidos no Cap. 5). A estrutura dos introns do grupo I inclui um bolso
(ou fenda) de ligacdo que acomodaré qualquer nucleotideo ou nucleosideo de
guanina, desde que ele esteja na forma de ribose. Além desse bolso, os introns
do grupo I contém uma “sequéncia interna guia”, cujas bases pareiam com as
bases da sequéncia do sitio de processamento 5’, determinando o local exato
para o ataque nucleofilico pelo nucleotideo G (ver Quadro 14-2).

Um intron de autoprocessamento tipico tem entre 400 e 1.000 nucleoti-
deos de comprimento e, ao contrario dos introns removidos por spliceosso-
mos, grande parte da sequéncia de um intron de autoprocessamento é essen-
cial para a reacdo de processamento. Esta restricdo na sequéncia existe pois
o intron deve sofrer um dobramento exato para que possa realizar a reacio
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PEXPERIMENTOS-CHAVE

Quadro 14-2 Conversio dos introns do grupo | em ribozimas

Uma vez que um intron de autoprocessamento do grupo |
tenha sido removido, o sitio ativo que ele contém permanece
intacto. Entdo, o que impede a autorreversio da reacao de
processamento? Um fator é a alta concentracdo celular de
nucleotideos G, o que favorece muito um dos sentidos da
reacao. Além disso, o intron sofre uma reacao subsequente
que o impede de participar efetivamente da reacao reversa.
Convenientemente, no final da extremidade 3’ do intron ha
um G, que pode ligar-se ao bolso de ligacdo a G. Enquan-
to isso, a extremidade 5’ do intron pode ligar-se ao longo
da sequéncia-guia interna. Assim, uma terceira reacao de
transesterificacdo pode ocorrer para circularizar o intron.
A nova ligagdo formada com o G terminal é fraca e hidrolisa-
-se espontaneamente. Em consequéncia, o intron é relineari-
zado, mas é truncado e, assim, impedido de realizar a reacao
de processamento reversa.

Conforme explicado anteriormente, os introns do
grupo | (e do Il) ndo sao enzimas porque possuem um ndme-
ro de turnover de apenas 1. Mas eles podem ser prontamen-
te convertidos em enzimas (ribozimas) da sequinte maneira
(Fig. 1 deste quadro): o intron relinearizado descrito retém
seu sitio ativo. Se fornecermos um G livre e um substrato
que contenha uma sequéncia complementar a sua sequén-
cia interna guia, ele catalisara, repetidamente, a clivagem de
moléculas de substrato. Assim, pode-se converter um intron
de grupo | em uma ribozima, de modo semelhante ao da
enzima de autoclivagem Hammerhead (cabeca-de-martelo),
que pode ser convertida em ribozima ao separar-se o sitio ati-
vo do substrato (Cap. 5). Pode-se ir um passo adiante neste
processo alterando-se a sequéncia interna guia e, assim, pro-
duzindo ribonucleases sob medida que clivam uma molécula
de RNA & escolha.

ribozima

QUADRO 14-2 FIGURA 1 Os introns do grupo | po- =
dem ser convertidos em ribozimas verdadeiras.

quimica necessaria. Além disso, in vivo, o intron é complexado a varias protei-
nas que ajudam a estabilizar a estrutura correta — em parte, pelo isolamento
das regides do esqueleto umas em relagdo as outras. Assim, esse dobramento
fequer que certas segoes do esqueleto do RNA estejam proximas entre si € Se
nao forem protegidas, as cargas negativas dos fosfatos dessas regides seriam
repelidas entre si. In vitro, altas concentracdes salinas (e, portanto, ions positi-
v0s) compensam a auséncia dessas proteinas. £ por isso que se sabe que as pro-
teinas ndo sao necessarias para a reagdo de processamento propriamente dita.

Acredita-se que a semelhanca entre a reacao quimica do autoprocessa-
mento e a do processamento mediado pelo spliceossomo seja reflexo de uma
relacdo evolutiva. Talvez introns ancestrais semelhantes aos introns de auto-
excisao do grupo II tenham sido o ponto de partida para a evolucio do atual
processamento do pré-mRNA. As funcoes cataliticas fornecidas pelo RNA fo-
ram mantidas, mas a necessidade de extensiva especificidade de sequéncia no
intron propriamente dito foi aliviada pela fun¢do em trans de snRNAs e suas
proteinas associadas. Desta maneira, os introns precisaram apenas manter o
minimo de elementos de sequéncia necessarios para desencadear o processa-
mento nos locais corretos. Assim, permitiu-se a existéncia de muitas e varia-
das sequéncias e tamanhos de introns.
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FIGURA 14-9 Dobramento das
regides cataliticas do RNA, proposto
para processamentos de introns do
grupo Il e de pré-mRNAs. A regiio tra-
cejada no RNA do grupo Il substitui um
dominio adicional com quatro dobras,
nao representado aqui. As semelhancas
impressionantes propostas nestas estrutu-
ras foram confirmadas por meio de estu-
dos de cristalografia por raios X.

pré-mRNA

z _Jue

grupo |l

dominio 5

intron

E interessante que a estrutura da regido catalitica que realiza a primeira
reacao de transesterificagdo seja muito parecida nos introns do grupo Il e
no complexo pré-mRNA/snRNP (Fig. 14-9). Essa observacio, confirmada por
meio de detalhados estudos de cristalografia por raios X, recentemente, fo-
menta a grande especulacao (discutida no Cap. 17) de que, nos primérdios da
evolucdo dos organismos modernos, muitas funcdes cataliticas eram realiza-
das por RNAs, fungdes essas que, em sua maioria, foram substituidas por pro-
teinas desde entdo. No caso dos spliceossomos e ribossomos, entretanto, as
fungdes nao foram completamente substituidas por proteinas. Em vez disso,
resquicios de mecanismos catalisados por RNA continuam a ser fundamentais
na complexa maquinaria atual.

Como o spliceossomo encontra os sitios
de processamento com precisao?

Um mecanismo de protecdo contra processamentos improprios ja foi visto:
o sitio ativo do spliceossomo é formado apenas sobre sequéncias de RNA
que tenham sido eficientemente reconhecidas por varios elementos duran-
te a formacdo do spliceossomo. Desse modo, o sitio de processamento 5/,
por exemplo, precisa primeiro ser reconhecido pela snRNP U1 e, depois, pela
snRNP U6. E improvavel que ambas reconhe¢am uma sequéncia incorreta e,
por isso, a sele¢do € estringente. Ainda assim, o reconhecimento do sitio de
processamento apropriado no pré-mRNA continua sendo importante.
Considere-se o seguinte: um gene humano médio possui sete ou oito
eéxons e pode ser processado de trés modos alternativos. Existe, porém, um
gene humano com 363 éxons e um gene de Drosophila que pode ser proces-
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a omisséo de éxons b selegéo de pseudossitio de processamento

éxon 1 2

pré- SHEENTTT e a3 5 3
-mRNA

“pseudossitio” de
mRNA . 7 s ¢ processamento
sincorreto” 5' I 3 5' 3

sado de 38 mil modos alternativos, caso que sera descrito de maneira deta-
lhada na proxima secdo. Se as snRNPs tivessem que encontrar e aproximar
corretamente os sitios de processamento 5’ e 3’ apropriados ao longo de uma
molécula inteira de RNA, sem nenhuma ajuda, a ocorréncia de muitos erros
seria inevitavel. Deve-se lembrar também de que o éxon médio possui apenas
130 nucleotideos de comprimento, enquanto o intron médio tem cerca de
3.000 nucleotideos (como visto, alguns introns podem ter até 800.000 nu-
cleotideos). Portanto, os éxons tém de ser identificados em meio a esse vasto
oceano de introns.

O reconhecimento do sitio de processamento é passivel de dois tipos de
erros (Fig. 14-10). O primeiro é quando os sitios de processamento podem ser
“omitidos” e deixados para tras, e os componentes ligam-se, por exemplo,
a um determinado sitio de processamento 5’ que se hibridiza a um sitio 3’
adiante do sitio correto.

Segundo, outros sitios, com sequéncia semelhante aos sitios de proces-
samento verdadeiros, podem ser reconhecidos erroneamente. Isso é facil de
compreender quando se recorda que as sequéncias de consenso dos sitios de
processamento sao pouco definidas. Assim, por exemplo, componentes em
um dado sitio de processamento 5’ podem parear com componentes incorre-
tamente ligados neste “pseudossitio” de processamento 3’ (ver Fig. 14-10b).

Existem duas maneiras de aumentar a precisio da selecio dos sitios
de processamento. A primeira, como se viu no Capitulo 13, é que a RNA-
-polimerase II carrega varias proteinas que atuam no processamento deste
RNA, durante a transcri¢ao de um gene (ver Cap. 13, Fig. 13-19). Isso inclui
as proteinas envolvidas na remo¢ao dos introns. Quando um sitio de pro-
cessamento 5’ € encontrado em um RNA recém-sintetizado, certos compo-
nentes sao transferidos da “cauda” carboxiterminal da polimerase (a parte
da enzima a qual se ligam) para o RNA. Neste local, os componentes do sitio
de processamento 5’ estdo prontos para interagir com fatores que se liguem
a0 proximo sitio de processamento 3’ a ser sintetizado. Portanto, o sitio de
processamento 3 correto pode ser reconhecido antes que outros sitios com-
petidores a jusante tenham sido transcritos. Esse processo de carregamento
cotranscricional de componentes do processamento reduz bastante a proba-
bilidade de omissao ou salto de éxons.

(E importante ressaltar que, apesar de grande parte da maquinaria de
processamento ser montada enquanto o gene estd sendo transcrito, isso nio
significa, necessariamente, que os introns sejam removidos nessa ordem.
Assim, contrastando com diversos outros processos — transcri¢do, replicagao
€ outros —, parece ndao haver um mecanismo de “percurso” envolvido, o qual
faca com que a maquinaria se forme em uma extremidade do gene ou mensa-
gem e atue a medida que se desloca para a outra extremidade.)

Um segundo mecanismo que evita o uso incorreto dos sitios assegura
que os sitios de processamento proximos de éxons (e, portanto, provavel-
mente verdadeiros) sejam reconhecidos preferencialmente. As chamadas
proteinas SR (ricas em serina e arginina) ligam-se a sequéncias chamadas

481

FIGURA 14-10 Erros produzidos
por falhas na selecao de sitios de
processamento. (a) Consequéncia da
omissdo de um éxon. Isso ocorre quando
0s componentes do spliceossomo liga-
dos ao sitio de processamento 5’ de um
éxon interagem com componentes de um
spliceossomo ligado ao sitio de processa-
mento 3’ de um éxon posterior, mas nao
contiguo. (b) Efeito dos componentes de
spliceossomo que reconhecem um “pseu-
dossitio” de processamento — sequéncias
que se assemelham a (mas nédo sdo) sitios
verdadeiros de processamento. No caso
apresentado, o pseudossitio estd loca-
lizado em um éxon e resulta na excisao
incorreta das regides proximas a extremi-
dade 5" deste éxon, que sdo removidas
juntamente com o intron.
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FIGURA 14-11 As proteinas SR re-
crutam componentes do spliceossomo
para os sitios de processamento 5’ e 3'.
Os sitios de processamento auténticos sao
reconhecidos pela maquinaria de processa-
mento por estarem proximos dos éxons. As-
sim, as protefnas SR ligam-se a sequéncias
ESEs (do inglés, exonic splicing enhancers
[amplificadores de processamento exdni-
co]) do éxon e dali recrutam U2AF e snR-
NP U1, respectivamente, para os sitios de
processamento 5 a jusante e 3" a montan-
te. Isso d inicio a formacdo da maquinaria
de processamento nos sitios corretos, e o
processamento pode prosseguir como foi
descrito no texto. (Adaptada, com permis-
sao, de Maniatis T. e Tasic B. 2002. Nature
418: 236-243. © Macmillan.)
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FIGURA 14-12 Transprocessa-
mento. No transprocessamento, dois
éxons localizados inicialmente em duas
moléculas de DNA diferentes sao proces-
sados em um mesmo mRNA. A quimica
desta reacdo é a mesma do processa-
mento-padréo descrito anteriormente, e
o produto final é indistinguivel. No trans-
processamento, a Unica diferenca é que
o produto normal - o lago da reacao-
-padrdo — é substituido por uma estrutura
ramificada em formato de Y. Isso ocorre
porque a reacdo inicial une duas molécu-
las de RNA, em vez de formar uma alca
em uma Unica molécula.

intron éxon intron éxon intron

amplificadores de processamento exénico (ESEs, exonic splicing
enhancers) dentro dos éxons. As protefnas SR ligadas a esses sitios interagem
com componentes da maquinaria de processamento, recrutando-os para os
sitios de processamento vizinhos. Assim, a maquinaria liga-se com mais efi-
ciéncia a esses sitios de processamento do que a sitios incorretos, distantes de
éxons. Especificamente, as proteinas SR recrutam as proteinas U2AF para o si-
tio de processamento 3' e a snRNP U1 para o sitio 5’ (Fig. 14-11). Como se viu
anteriormente, esses fatores demarcam os sitios de processamento, para que
o restante da maquinaria se posicione corretamente (Fig. 14-7). Este recruta-
mento ocorre por meio da interacdo direta entre as proteinas SR e as proteinas
do spliceossomo ou por meio da interacio com, e estabilizacdo de, hibridos
de RNA:RNA formados durante a formacio e a atuacio do spliceossomo.

Ao recrutar fatores de processamento para cada lado de um dado éxon,
este processo encoraja a chamada “defini¢ao de éxon”, que foi mencionada
quando se discutiu a ordem dos eventos durante a formacio do spliceossomo.
Ou seja, os componentes do spliceossomo sao recrutados inicialmente em
torno de éxons, em vez de ao redor do intron a ser removido. Subsequente-
mente, 0s componentes proximos a um éxon irdo parear com o0s proximos a
um éxon adjacente para eliminar o intron interveniente.

As proteinas SR sdo essenciais para o processamento. Elas ndo apenas as-
seguram a precisdo e a eficiéncia do processamento constitutivo (como visto
anteriormente), mas também regulam o processamento alternativo (como
sera visto agora). As proteinas SR apresentam uma grande diversidade: algu-
mas sao controladas por sinais fisioldgicos, outras sdo constitutivamente ati-
vas. Algumas sdo expressas preferencialmente em determinados tipos celula-
res, controlando o processamento de acordo com padroes especificos do tipo
celular. Na secdo sobre processamento alternativo, serdo discutidos alguns
exemplos especificos das fun¢des das proteinas SR.

VARIANTES DO PROCESSAMENTO

Antes de abordar o processamento alternativo, serdo descritas brevemente
duas variantes da maquinaria de processamento e de reacoes de processamen-
to discutidas até o momento. No primeiro caso, sio considerados exemplos
nos quais os dois éxons que estao sendo unjdos residem em moléculas de
RNA diferentes e, no segundo, uma versao especializada da maquinaria de
processamento utilizada para processar um subconjunto de introns.

Exons de diferentes moléculas de RNA podem
ser ligados pelo transprocessamento

Na descricdo anterior do processamento, considerou-se que o sitio de processa-
mento 5" de um éxon ¢ ligado ao sitio de processamento 3’ do éxon que 0 Su-
cede imediatamente. Porém, nem sempre é assim. No processamento alter-
nativo, alguns éxons podem estar ausentes, ou um determinado éxon pode ser
ligado a outro situado bem mais adiante (como serd visto posteriormente). Em
alguns casos, dois éxons diferentes localizados em diferentes moléculas de RNA
podem ser ligados em um processo denominado transprocessamento. Fm-
bora seja um evento geralmente raro, o transprocessamento ocorre em quase to-
dos os mRNAs de tripanossomos. No verme nematédeo (Caenorhabditis elegans)
todos os mRNAs sofrem transprocessamento (para ligar uma sequéncia-lider 5')

!
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e muitos deles sofrem também cisprocessamento. A Figura 14-12 demonstra
como a reacao basica de processamento supradescrita é adaptada para realizar o
transprocessamento. O fransprocessamento utiliza a mesma maquinaria splice-
ossomal que o cisprocessamento, exceto por U1 que, pelo menos nos nematdde-
08, Ndo € necessaria para o transprocessamento. Agora serdo abordados casos de
processamentos nos quais a maquinaria é bastante distinta.

Um pequeno grupo de introns é processado
por um spliceossomo alternativo composto
por um conjunto diferente de snRNPs

Os eucariotos superiores (incluindo mamiferos, plantas, etc.) empregam a ma-
quinaria principal de processamento, discutida até aqui, para promover o pro-
cessamento da maioria de seus pré-mRNAs. Mas nesses organismos (diferente-
mente de leveduras), alguns pré-mRNAs sdo processados por uma forma mais
rara de spliceossomos. Essa forma possui alguns componentes comuns aos spli-
Ceossomos principais, mas também apresentam alguns componentes exclusi-
vos. Assim, nessa reacao de processamento, os componentes U11 e U12 do spli-
ceossomo alternativo possuem as mesmas funcoes que Ul e U2 tém na forma
principal, mas reconhecem sequéncias diferentes. U4 e U6 apresentam formas
equivalentes em ambas as formas de spliceossomos - embora sejam snRNPs di-
ferentes, elas compartilham os mesmos nomes. Finalmente, o componente U5
€ idéntico no spliceossomo principal e no alternativo (chamado minoritario).

O spliceossomo minoritdrio reconhece introns de ocorréncia rara com
sequéncias consenso diferentes da maioria dos introns de pré-mRNAs. Deve-
-se enfatizar que, embora esses introns sejam raros, eles estio amplamente
distribuidos — aproximadamente 800 genes humanos contém pelo menos um
intron minoritario. Além disso, mutacées em snRNAs minoritarios foram as-
sociadas a algumas doencas genéticas humanas raras.

Essa forma minoritaria também é conhecida como spliceossomo AT-AC,
porque as extremidades dos introns raros originalmente identificados contém
AU no sitio de processamento 5’ e AC no sitio 3’ (no RNA, ou AT e AC no
DNA). Mais tarde, verificou-se que muitos introns processados por essa via
tém extremidades GT-AG (como os introns comuns), mas, no restante, suas
sequéncias de consenso diferem das dos introns da via principal.

Apesar de os sitios de processamento e de ramificacdo reconhecidos pelos
dois sistemas serem diferentes, as formas principal e minoritaria dos splice-
0ssomos removem introns usando a mesma rea¢cdo quimica (Fig. 14-13). Em
conformidade com a conservacdo desse mecanismo, as diferencas de sequén-
cias nos sitios de processamento reconhecidas por essas snRNPs sio corres-
pondidas por diferencas complementares nas sequéncias de seus snRNAs. Por-
tanto, conserva-se a capacidade de pareamento de bases entre as sequéncias
dos snRNAs e as sequéncias dos sitios de processamento, e no a presenca de
determinadas sequéncias nas suas estruturas.

Também € importante registrar que os introns AT-AC poderiam enquadrar-
-se no esquema evolutivo discutido anteriormente. Como ja foi mencionado,
tem sido proposto que os introns do grupo II representam a forma mais antiga
de introns. Além disso, sugere-se que os introns AT-AC evoluiram dos introns
do grupo Il e, estes, por fim, originaram os introns do pré-mRNA principal.

PROCESSAMENTO ALTERNATIVO

Um mesmo gene pode originar diferentes
produtos pelo processamento alternativo

Como descrito na introducdo deste capitulo, muitos genes de eucariotos
superiores codificam RNAs que podem ser processados de modos alternati-
vos, gerando dois ou mais RNAs diferentes e, portanto, diferentes produtos
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FIGURA 14-13 Processamento
catalisado pelo spliceossomo AT-AC
(minoritario). Esse spliceossomo fun-
ciona em uma minoria de éxons (p. ex.,
talvez 1:1.000 éxons de seres humanos),
que tém sequéncias diferentes nos sitios
de processamento. Apesar disso, a reacao
quimica e alguns componentes do spli-
CeOSSOMO Sao 0S MesmMos, ao Passo que
outros sao muito semelhantes.
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FIGURA 14-14 Processamento
alternativo no gene da troponina T.
A figura mostra uma regido do gene da
troponina T que codifica cinco éxons que
gera duas formas alternativamente pro-
cessadas, como indicado. Uma delas con-
tém os éxons 1, 2, 4 e 5; a outra contém
oséxons1,2,3eb5.

mRNA processado processamento
de a-troponina T

transcrito éxon 1 3 4 B

primario 5’ s i [

do RNA

mRNA processado processamento

de B-troponina T

proteicos (ou isoformas). Hoje acredita-se que pelo menos 40% dos genes de
Drosophila e até 90% dos genes humanos sofram processamento alternati-
vo. Muitos genes alternativamente processados geram apenas dois produtos
alternativos, mas em alguns casos, o nimero de potenciais alternativas que
podem ser geradas a partir de um Gnico gene é impressionante — centenas
(p- ex., no caso do gene humano $lo) ou até mesmo milhares (para o gene
de Drosophzla Dscam). As vezes, o processamento alternativo é usado como
maneira de gerar diversidade, com formas alternativas sendo geradas esto-
casticamente. Mas em muitos casos, o processo é regulado para assegurar que
diferentes produtos proteicos sejam feitos em diferentes tipos celulares ou em
resposta a diferentes condicoes.

Para um caso simples de processamento alternativo, considere-se o gene
de uma proteina muscular de mamiferos, a troponina T. A Figura 14-14 ilustra
uma regido de pré-mRNA produzido por esse gene, contendo cinco éxons.
Esse pré-RNA € processado, formando dois mRNAs maduros alternativos, cada
um contendo quatro éxons. Em cada um dos dois mRNAs, um éxon diferente
€ eliminado, de modo que as duas mensagens tém trés éxons em comum, mas
cada uma tem um éxon exclusivo.

intron 1 2

éxon 1 3

2
ltranscngao

transcrito primario 5'—:—:— 3

do RNA 2
T e e e SV i w— 5 - ——
mRNA 5' E—— 4 K 5" S 3 5' E — 5' E— 3’
processado 1.2 3 1 3 1 2 3 1 2 3 1.2
normal éxon omitido éxon estendido intron mantido +
K
1 3
éxons
alternativos

FIGURA 14-15 Cinco maneiras de realizar o processamento de um RNA. No topo,
esta representado um gene que codifica trés éxons. Ele é transcrito em um pré-mRNA, apre-
sentado na parte intermedidria e, entdo, processado de cinco modos alternativos. Se todos
0s éxons forem inclufdos, é gerado um MRNA com os trés éxons. A omissdo de éxon gera um
MRNA que contém apenas os éxons 1 e 3. Na extensdo de éxons, parte do intron 1 é mantida
junto com os trés éxons. No outro caso, um fntron inteiro é mantido no mRNA maduro. Final-
mente, 0s éxons 2 e 3 podem ser utilizados de maneira alternativa, gerando uma mistura de
mMRNAs, e cada um deles contém os éxons 1 e 2 ou os éxons 1 e 3.
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No entanto, como mostrado na Figura 14-15, o processamento alternativo
pode acontecer de varias maneiras. Assim, além de éxons alternativos, os éxons
podem ser estendidos (pela selecio de um sitio de processamento alternativo 5’
a jusante, ou 3’ a montante). Em outros casos, os éxons podem ser “omitidos
ou saltados” (deliberadamente) ou os introns podem ser mantidos no mensa-
geiro maduro. Alguns processamentos alternativos resultam da transcricdo de
um gene a partir de promotores alternativos, permitindo que um transcrito
inclua um éxon 5’ ausente no outro. De maneira semelhante, sitios poli(A)
alternativos permitem que éxons 3’ terminais sejam estendidos ou éxons 3’
terminais alternativos sejam usados em alguns transcritos de um determinado
gene. Existem, ainda, casos de fransprocessamento alternativo (ver Fig. 14-12).

Em um exemplo de éxon estendido, a Figura 14-16 mostra o caso do anti-
geno T do virus SV40 de simios. O gene do antigeno T codifica dois produtos
proteicos: o antigeno T grande (T-ag) e o antigeno t pequeno (t-ag). As duas
proteinas resultam do processamento alternativo de pré-mRNAs do mesmo
gene. Assim, como ilustrado na Figura 14-16, o gene possui dois éxons, e dois
mRNAs maduros diferentes resultam do uso alternativo de dois sitios dife-
rentes de processamento 5’. No mRNA que codifica T-ag, o éxon 1 ¢ ligado
diretamente ao éxon 2, e o intron entre eles é removido. O mRNA do t-ag,
por outro lado, é formado utilizando um sitio de processamento 5’ alterna-
tivo no interior do intron. Neste caso, 0 mRNA inclui também uma parte do
intron. (Portanto, esse é um exemplo de “extensao de éxon” apresentada na
Fig. 14-15.) A existéncia de um cédon de terminacdo na fase de leitura do
mRNA mais longo explica porque este codifica uma proteina mais curta.

Ambas as formas de antigenos T sdo feitas em uma célula infectada por
SV40, mas eles possuem funcdes diferentes. T-ag induz a transformacio e o
reinicio do ciclo celular, enquanto t-ag bloqueia a resposta apoptética de cé-
lulas forcadas a esta via. A proporc¢ao das duas formas produzidas difere, de-
pendendo do nivel do regulador de processamento SF2/ASFE. Se presente em
niveis elevados, ela favorece o uso do sitio de processamento 5’ que gera uma
maior quantidade de mRNA de t-ag. A SF2/ASF € uma proteina SR e, quando
abundante, provavelmente liga-se a sitios no interior do éxon 2 e auxilia na
formacdo do spliceossomo no local.

Em estudos do genoma inteiro, as formas de processamento alternativo
mais comumente observadas s3o casos nos quais éxons completos sdo incluidos

codon de
SST &' terminagdo sst5 SST 3’

)

DNA (]

éxon 1

franscrito il 2 1 2
primario 5 S T p— 3 5' ] [ — 3
do RNA l

proteina N =
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FIGURA 14-16 Processamento alternativo do antigeno T de SV40. Processamento
do RNA do antigeno T de SV40. Normalmente, as duas formas de mRNA e ambas as proteinas
so sintetizadas, apds a infeccdo. O antigeno t menor é codificado pelo mais longo dos dois
MRNAS; este mensageiro contém um cédon de terminagéo em fase, a montante do éxon 2.
SST 5" refere-se ao sitio de processamento 5’ utilizado para gerar o mRNA de T maior; sst 5’
refere-se ao sftio de processamento 5' utilizado para gerar o t menor. SST 3’ ¢ o sitio de proces-
samento 3" utilizado para gerar ambos os mMRNAs.
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FIGURA 14-17 Processamento
mutuamente exclusivo: impedimen-
to estérico. (a) Esta visao mostra as
possibilidades de processamento alterna-
tivo. (b) A ligagdo da snRNP U1 ao sitio
de processamento 5’ do segundo fntron
exclui a ligacdo da snRNP U2 ao sitio de
ramificagdo do mesmo fintron; a liga-
cao de U2 ao intron sequinte resulta na
exclusdo do intron 3. (c) Aqui, a ligacdo
da snRNP U2 ao sitio de ramificacio do
segundo éxon exclui a ligacdo de U1 ao
sitio de processamento 5’ do mesmo fn-
tron. Neste caso, a ligacdo de U1 ao sitio
de processamento 5’ do primeiro intron
resulta na exclusdo do éxon 2.
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ou excluidos do mensageiro maduro. Estes éxons sdo geralmente chamados de
éxons cassete. Em cerca de 10% dos €asos, 0s éxons cassete ocorrem aos pares,
e apenas um € incluido no mensageiro processado, assim como se viu no caso
da a-troponina T (Fig. 14-14). Nestes casos, é preciso haver mecanismos que
garantam que os €xons sejam processados de maneira mutuamente exclusiva.

Existem varios mecanismos para garantir o
processamento mutuamente exclusivo

Existem varios mecanismos para assegurar que a selecdo de éxons alternativos
seja mutuamente exclusiva — ou seja, quando um é escolhido, o outro nio o
€ (ou, para citar novamente o exemplo da a-troponina T, quando o éxon 3 é
escolhido, 0 éxon 4 é sempre excluido, e vice-versa). Aborda-se, aqui, cada um
destes mecanismos e, entdo, na proxima secio, discute-se um caso extremo
no qual um mecanismo especial é necessario.

Impedimento estérico Considere dois éxons alternativos separados por um
intron. Se os sitios de processamento do intron estiverem muito proximos,
os fatores de processamento ndo poderdo ligar-se a ambos os sitios a0 mesmo
tempo. Assim, a Figura 14-17 mostra um caso no qual a ligacdo da snRNP Ul
ao sitio de processamento 5’ do intron entre dois éxons alternativos (éxons
2 e 3) impede a ligacao da snRNP U2 ao ponto de ramificacdo do mesmo intron
(Fig. 14-17b). Alternativamente, a ligacao da snRNP U2 ao ponto de ramificacio
exclui o uso do sitio de processamento 5’ (Fig. 14-17c). O processamento dos
éxons 3 e 4 da a-troponina é mutuamente exclusivo seguindo esse mecanismo.

Esse arranjo pode surgir por meio das posicdes relativas dos sitios de pro-
cessamento de um intron ou porque o intron é simplesmente muito pequeno
para funcionar; em Drosophila, qualquer intron com menos de 59 nucleoti-
deos entra nesta categoria.

Combinacoes de sitios de processamento principais e minoritdrios Como
visto anteriormente, ha uma forma de spliceossomo chamada spliceossomo
minoritario que reconhece sitios de processamento distintos dos reconheci-
dos pelo spliceossomo principal. Nenhum dos spliceossomos pode remover
um intron que contém uma combinagio de sitios (i.e., um sitio de processa-
mento 5’ de um tipo e um 3’, de outro tipo). Assim, pelo arranjo criterioso
de sitios de processamento 5’ e 3’ reconhecidos pelos spliceossomos alterna-
tivos, a exclusdo mutua pode ser alcancada, como mostrado na Figura 14-18a.
O gene humano /NK1I é um exemplo disso.

Decaimento mediado por nonsense Em vez de forcar a maquinaria de pro-
cessamento a processar de maneira mutuamente exclusiva, este mecanismo
garante que apenas 0s mensageiros que possuem um ou outro éxon (nun-
ca ambos, e nunca nenhum deles) sobrevivam. Em outras palavras, embora
nao garanta o processamento mutuamente exclusivo, as consequeéncias des-
te mecanismo sdo as mesmas. O decaimento mediado por nonsense (NMD,
nonsense-mediated decay) resulta do fato de a inclusio de ambos os éxons
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produzir um mRNA que contém um cédon de terminagdo prematuro (Fig.
14-18b). Estes mensageiros sio destruidos pelo NMD, cujos detalhes serio
descritos no Capitulo 15 (ver Fig. 15-51).

0 curioso caso do gene de Drosophila Dscam:
processamento mutuamente exclusivo em grande escala

O gene de Drosophila Dscam (do inglés, Down syndrome cell-adhesion molecule
[molécula de adesdo celular da sindrome de Downl]) codifica potencialmen-
te 38.016 isoformas proteicas. Como mostrado na Figura 14-19, cada mRNA
possivel gerado a partir do gene Dscam contém 24 éxons, e 20 deles sao sem-
pre os mesmos, mas quatro (éxons 4, 6, 9 e 17) existem em multiplas formas
alternativas no pré-mRNA. Assim, ha 12 versoes possiveis do éxon 4, 48 do
éxon 6, 33 do éxon 9, e duas do éxon 17. As permutagoes que isso possibilita
(12 X 48 x 33 x 2) ddo origem ao grande ntmero de formas possiveis.

Os produtos do gene Dscam sio proteinas de superficie celular da super-
familia das imunoglobulinas (Ig). Uma forma genérica da proteina é mostra-
da na parte inferior da Figura 14-19. A molécula possui um segmento trans-

éxon 4 éxon 6 éxon 9 éxon 17
DNA 12 alternativas 48 alternativas 33 alternativas 2 alternativas

——] T =] (o — e STl __
omRNA T

mMRNA 3 ST

segmento
transmembrana

proteina 4

repeticdes de Ig dominios de repetica

fibronectina delg
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FIGURA 14-18 Processamento
mutuamente exclusivo. (a) Sitios
de processamento reconhecidos pelos
spliceossomos principal e minoritario.
(b) Decaimento mediado por nonsense.

FIGURA 14-19 Os multiplos
éxons do gene Dscam de Drosophila.
O gene Dscam (mostrado no topo) pos-
sui 61,2 kb; uma vez transcrito e pro-
cessado, ele produz uma ou mais ver-
soes de um mRNA com 24 éxons e 7,8
kb (a figura mostra a estrutura genérica
desses mRNAs). Como mostrado, ha vé-
rias alternativas mutuamente exclusivas
para os éxons 4, 6, 9 e 17. Assim, cada
MRNA ird conter uma das 12 alternativas
possiveis para o éxon 4 (vermelho), uma
de 48 para o éxon 6 (roxo), uma de 33
para o éxon 9 (verde) e uma de duas para
0 éxon 17 (amarelo). Os éxons 4, 6 e 9 co-
dificam partes dos trés dominios de Ig, re-
presentadas nas cores correspondentes, e
0 éxon 17 codifica o dominio transmem-
brana. Se todas as combinacoes possiveis
desses éxons forem utilizadas, o gene
Dscam produz 38.016 mRNAs e proteinas
diferentes. (Adaptada, com permissio, de
Schmucker D. 2000. Cel/ 101: 671, Fig. 8.
© Elsevier.)
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Quadro 14-3 (Continuacdo)
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QUADRO 14-3 FIGURA 2 Sequéncia seletora de consenso de D. melanogaster. (Painel superior) As 48 sequéncias
seletoras e sequéncias flanqueadoras foram alinhadas. Os nucleotideos mais frequentes na porcao central do alinhamento es-
tao realcados. (Painel inferior) O alinhamento foi utilizado para gerar uma sequéncia seletora de consenso. (Reproduzida, com
permissao, de Graveley B.R. 2005. Cell 123: 65-73, Fig. 4. © Elsevier.)

O processamento alternativo é regulado
por ativadores e repressores

Proteinas que regulam o processamento ligam-se a sitios especificos chama-
dos amplificadores de processamento exénico (ou intronico) (ESE ou
ISE) ou silenciadores (ESS e ISS). Os primeiros potencializam, e os segundos
reprimem, a remogdo de introns nas proximidades dos sitios de processamen-
to. Os ativadores e as proteinas SR que se ligam a eles ja foram mencionadas
(Fig. 14-11). Esses elementos e proteinas sio importantes no direcionamento
da maquinaria de processamento para muitos éxons, mesmo quando ndo ha
envolvimento de processamento alternativo. Além disso, no exemplo do pro-
cessamento do antigeno T (Fig. 14-16), a proteina SR era a responsavel pela
- ocorréncia do processamento alternativo. Entretanto, essa familia de proteinas,
grande e diversificada, também desempenha funcées especificas no processa-
mento alternativo regulado, porque direciona a maquinaria de processamento
a diferentes sitios de processamento, sob condicdes diferentes. Desse modo, a
presenca ou atividade de determinada proteina SR pode determinar a utilizacio
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FIGURA 14-22 Processamento al-
ternativo regulado. (a) Alguns éxons al-
ternativamente processados aparecem em
mMRNAs, a menos que sejam impedidos
de fazé-lo por uma proteina repressora.
(b) Outros aparecem apenas se um ativa-
dor especifico promover a sua incluséo.
Ambos os mecanismos podem ser utiliza-
dos para regular o processamento de ma-
neira que, em um tipo celular, um deter-
minado éxon seja incluido em um MRNA,
enquanto outro, nao.
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de um dado sitio de processamento em um tipo celular especifico ou em uma
determinada fase do desenvolvimento. A Figura 14-22 apresenta casos hipoté-
ticos de processamento regulado por um ativador ligado a um amplificador de
processamento e de um repressor ligado a um silenciador de processamento.

As proteinas SR ligam-se a0 RNA usando um dominio - por exemplo, o
motivo de reconhecimento do RNA (RRM) j& bem caracterizado e descrito no
Capitulo 6 (Fig. 6-18). Cada proteina SR tem outro dominio, rico em serina e
arginina, chamado dominio RS. Este, encontrado na porcao carboxitermi-
nal da proteina, promove as intera¢des entre a proteina SR e as proteinas da
maquinaria de processamento, recrutando essa maquinaria para um sitio de
processamento proximo.

Um exemplo de ativador que promove um determinado evento de pro-
cessamento alternativo em um tecido especifico é a proteina Half-pint de
Drosophila. Este ativador regula o processamento alternativo de um conjunto
de pré-mRNAs no ovario da mosca. Ele atua pela ligacdo a sitios proximos ao
sitio de processamento 3’ de éxons especificos nesses pré-mRNAs e pelo recru-
tamento do fator de processamento U2AF. i

A maioria dos silenciadores é reconhecida por membros da familia de ri-
bonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNPs). Estas ligam-se ao RNA,
mas ndo possuem dominios RS e, portanto, nao podem recrutar a maquinaria
de processamento. Em vez disso, elas bloqueiam sitios especificos de processa-
mento, impedindo sua utilizagdo. Viu-se uma funcdo como essa no exemplo
anterior de Dscam, onde Hrp36 inibe a inclusido de variantes do éxon 6 no
mRNA. Outro exemplo é a hnRNPA1, que se liga a um elemento silenciador
exonico localizado no interior de um éxon do pré-RNA de tat do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), impedindo a inclusio desse éxon no mRNA
final. Esse repressor ligado bloqueia a ligacdo do ativador SC35 (uma pro-
teina SR) a um elemento ativador proximo. Esse bloqueio nao ¢ direto — os
dois sitios de ligacdo nado sdo sobrepostos —, mas 0 hnRNPA1 promove a liga-
¢do cooperativa de outras moléculas de hnRNPA1 a sequéncias adjacentes,
estendendo-se sobre o sitio do ativador (Fig. 14-23). No caso de outra proteina
SR (SF2/ASF) estar presente, essa repressio pode ser evitada, porque SF2/ASF
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FIGURA 14-23 Dois mecanismos de acdo do silenciador. (a) Mecanismo de exclusio
do éxon 3 do tat de HIV por hnRNPA1. O amplificador do processamento SC35 liga-se ao ESE e
promove a inclusdo do éxon. A1 liga-se ao ESS do éxon e, de 4, através da ligacao cooperativa
obstrui o ESE e impede a ligagdo de SC35 por competicao. (b) Mecanismo de exclusdo de éxon
pela proteina hnRNP1 (PTB). A PTB liga-se a um éxon e interage com U1 no sitio de processa-
mento 5’, como descrito no texto. Esta interagdo bloqueia a habilidade de U1 interagir com os
componentes do sitio de processamento 3’ e, assim, U1 do éxon a montante pareia com U2
do éxon a jusante.

tem afinidade maior com a sequéncia de amplificacdo/ativacdo do que SC35
e, assim, desloca os repressores ligados nas proximidades. Nos Capitulos 18
e 19, serdo vistas situacGes semelhantes envolvendo ligacdes cooperativas e
competitivas em exemplos de regulacao da transcricdo.

Outro repressor de processamento em mamiferos é a proteina hnRNPI
(ou proteina de ligacdo ao trato Py, PTB). Essa proteina exclui um determina-
do éxon do mRNA maduro ao ligar-se a sequéncias adjacentes ao éxon. Mas o
mecanismo pelo qual este opera ndo é por competicdo com os componentes
do spliceossomo pela ligacdo a sitios de processamento ou de ativadores de
processamento a seus sitios. Em vez disso, a hnRNPI interage com a maquina-
ria de processamento e inibe sua fungao: ap6s a ligagdo de U1 ao sitio de pro-
cessamento S’, a hnRNPI interage com uma regido de U1 que de outra forma
iria interagir com outras proteinas para facilitar o pareamento de éxon. Desta
maneira, hnRNPI previne o pareamento de éxon (Fig. 14-23b).

A regulacao do processamento alternativo
determina o género das moscas

Agora sera considerado um exemplo particularmente elaborado de processa-
mento alternativo regulado — o que envolve o gene double-sex de Drosophila.
O sexo de cada mosca depende de qual entre duas variantes de processamen-
to alternativo do mRNA é produzida.

O sexo da mosca é determinado pela relagdo/propor¢do entre cromosso-
mos X e autossomos. A fémea resulta de uma proporcio de 1 (dois X e dois
conjuntos de autossomos) e o macho, de uma relacdo de 0,5. Inicialmente,
essa relacdo € medida no nivel da transcricdo usando dois ativadores, chama-
dos SisA e SisB (os mecanismos de regulacdo da transcricio sio considerados
em detalhe nos Cap. 18 e 19). Como ambos os genes que codificam esses
reguladores estdo no cromossomo X, no embrido precoce, a futura fémea pre-
para duas vezes mais produtos do que o macho (Fig. 14-24).

Esses ativadores ligam-se a sitios da sequéncia reguladora a montante do
gene Sex-lethal (SxI). Outro regulador que se liga e controla o gene SxI é um re-
pressor chamado Dpn (Deadpan); este é codificado por um gene encontrado
em um dos autossomos (cromossomo 2). Portanto, a relacdo entre os ativado-
res e os repressores difere nos dois sexos, e isso determina a diferenca entre a
ativacdo (nas f€meas) e a repressao (nos machos) do gene SxI.

O gene SxI € expresso a partir de dois promotores, P, e P,. O primeiro
(promotor para estabelecimento) é controlado por SisA e SisB (e, portanto, ex-

Capitulo 14 Processamento do RNA
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FIGURA 14-24 Regulagao transcricional precoce de Sx/ em moscas machos e fé-
meas. Os genes sisA e sisB sao encontrados no cromossomo X e codificam ativadores trans-
cricionais que controlam a expressdo do gene Sx/. Dpn, um repressor de Sx/, é codificado por
um gene do cromossomo 2. Embora machos e fémeas expressem a mesma quantidade de Dpn
codificado de modo autossémico, as fémeas produzem o dobro de ativadores dos machos
(porque as fémeas possuem dois cromossomos X e os machos, apenas um). A diferenca na
proporcao entre ativadores e repressor assegura a expressao de Sx/ nas fémeas, mas nao nos
machos. Entdo, a protefna Sxl autorregula sua expressdo, como descrito no texto e na proxima
figura. (Adaptada de Estes PA. et al. 1995. Mol. Cell. Biol. 15: 904-917.)

presso apenas em fémeas). Mais adiante no desenvolvimento, esse promotor
¢ desligado permanentemente. Nos embrides de fémeas, a expressdo de Sx/ é
mantida pela expressdo a partir do P,, (promotor de manutencao).

A transcricdo a partir de P, é constitutiva em fémeas e machos, mas o
RNA produzido a partir desse promotor contém um éxon a mais do que o
transcrito produzido a partir de P, (Fig. 14-23). Se este éxon permanecer no
mensageiro maduro, ele ndo conseguira produzir uma proteina ativa, que € 0
que ocorre no macho. Na fémea, porém, o processamento remove esse €xon e
a proteina funcional Sxl continua a ser produzida.

Como demonstrado na Figura 14-25, é a propria proteina Sxl, presente
nas fémeas, mas ndo nos machos (gracas a expressdo precoce a partir de P,),
que promove o processamento do RNA feito a partir de P, e garante que 0
éxon inibidor seja excluido da cadeia. SxI realiza essa funcdo atuando como
repressor do processamento.

Assim, a proteina Sxl funcional continua a ser produzida nas fémeas.
Essa proteina regula o processamento de outros RNAs na fémea, além de seu
proprio RNA. Um deles é o RNA produzido constitutivamente (em machos
e fémeas) pelo gene tra (Fig. 14-25). Novamente, na auséncia do processa-
mento dirigido por Sxl, esse RNA ndo produz proteinas (em machos), mas
na presenca de Sxl, ele é processado para formar a proteina funcional Tra
(em fémeas).

A proteina Tra também é um regulador de processamento. Enquanto Sxl
é repressora do processamento, Tra ¢ ativadora (Fig. 14-25). Um de seus alvos
é 0 RNA produzido a partir do gene que codifica Doublesex (Dsx). Esse RNA
é processado de duas formas alternativas, ambas codificadoras de proteinas
reguladoras, mas com atividades diferentes. Assim, na presenca de Tra, 0 RNA
de dsx é processado de maneira a originar uma proteina que reprime a expres-
sdo de genes especificos de machos. Na auséncia da proteina Tra, a forma de
Dsx produzida reprime os genes especificos de fémeas.
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Uma alteracao de processamento alternativo
esta no cerne da pluripoténcia

Nenhum assunto gerou mais interesse no campo da biologia do desenvolvi-
mento de mamiferos ou chamou mais a atengio por potenciais avancos em
medicina do que o uso de células-tronco embrionarias para gerar tipos celula-
res especializados no laboratério. As células-tronco embrionérias sio células
indiferenciadas encontradas no embrido que dio origem a tecidos e tipos ce-
lulares do animal adulto e, assim, sio chamadas de pluripotentes (ver Apéndi-
ce 1). De fato, as células-tronco embrionérias podem ser induzidas em labora-
torio a se diferenciar em tecidos muscular, nervoso, pancredtico e outros tipos
celulares especializados. Recentemente, tornou-se possivel desencadear a des-
diferenciacdo de células somaticas de volta ao estagio de células pluripoten-
tes (as chamadas células-tronco pluripotentes induzidas ou células iPS) ao
amplificar artificialmente a produgdo de um ntmero relativamente pequeno
de fatores de transcricao essenciais, sabidamente necessarios para a manuten-
¢do da pluripoténcia (Quadro 21-1). Exemplos de tais fatores de transcricao
incluem OCT4 e NANOG. A produgio de OCT4 e NANOG (e outras proteinas
reguladoras essenciais) é estimulada por um fator de transcricdo conhecido
como FOXP1, membro da familia Forkhead de proteinas de ligacdo ao DNA.
Na verdade, existem duas isoformas da proteina FoxP1. Uma delas é o produto
de um mRNA processado para incluir um determinado éxon, o 18b, enquanto
aoutra variante de processamento carrega o éxon 18a (Fig. 14-26). A proteina
codificada pelo mRNA que contém o éxon 18b é chamada de FOXP1-ES: ela
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FIGURA 14-25 Uma cascata de
eventos de processamento alternati-
vo determina o sexo de uma mosca.
Como descrito de maneira detalhada no
texto, a proteina Sex-lethal (Sxl) é pro-
duzida em moscas que se desenvolve-
rao em fémeas (apresentadas & direita
da figura), mas ndo nas que origina-
rao machos (apresentadas a esquerda).
A presenca dessa proteina é mantida pela
autorregulacdo do processamento de sua
mensagem. Na auséncia da regulacéo, a
proteina funcional ndo é produzida (nos
machos). SxI também controla o proces-
samento do gene tra, produzindo uma
proteina funcional Tra nas fémeas (mas
nao nos machos). A propria Tra é um re-
gulador de processamento, e atua no pré-
-mRNA do gene doublesex (dsx). Quando
0 mRNA de dsx é processado em resposta
a protefna Tra, uma versdo da proteina
Dsx é produzida (em fémeas) com um tre-
cho de 30 aminoécidos em sua extremi-
dade carboxiterminal que a distingue da
forma da proteina produzida na auséncia
da proteina reguladora Tra (em machos).
A forma feminina de Dsx ativa os genes
necessarios ao desenvolvimento feminino
e reprime os genes de desenvolvimento
masculino. A forma masculina, que tem
um segmento de 150 amino&cidos na
extremidade carboxiterminal, reprime os
genes que promovem o desenvolvimen-
to feminino. A protefna Sxl atua como
repressora do processamento ao ligar-se
ao trato de pirimidina no sitio de proces-
samento 3’ (ver Fig. 14-3). A proteina Tra,
em contrapartida, atua como amplifica-
dora do processamento. Ela liga-se a uma
sequéncia reforcadora (enhancer) em um
dos éxons do RNA de dsx (ver Fig. 14-11).
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FIGURA 14-26 Uma alteracao
do processamento alternativo esta
no cerne da pluripoténcia. O fator de
transcricdo FOXP1 liga-se a sitios especi-
ficos do DNA por meio de um dominio
conhecido como hélice Winged. A espe-
cificidade do sitio de DNA que ele reco-
nhece pode ser alterada pelo processa-
mento alternativo de seu mRNA. Assim,
quando um determinado éxon é incluido
(éxon 18a), a isoforma resultante (FOXP1)
reconhece sitios de uma sequéncia, mas
quando o processamento alternativo gera
uma forma que inclui o éxon 18b em vez
do 18a, a isoforma resultante (FOXP1-ES)
liga-se a uma sequéncia diferente de DNA
e, assim, controla a expressao de um con-
junto diferente de genes.
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ativa genes (OCT4, NANOG, etc.) que promovem a desdiferenciacio e, assim,
estimula a formagado de células iPS. Em contrapartida, a forma contendo o
éxon 18a codifica FOXP1 propriamente dita, e esta tem o efeito oposto: ela
nao consegue estimular a expressio de OCT4 e NANOG e, em vez disso, ativa
genes que promovem a diferenciacao.

Como a troca do éxon 18a pelo éxon 18b explica a mudanca de expres-
sdo de genes promotores de células-tronco para genes que promovem a dife-
renciagdo? FOXP1 liga-se ao DNA por um dominio conhecido como hélice
Winged, que reconhece uma determinada sequéncia de DNA. A troca do éxon
18a para o €xon 18b substitui 35 residuos na regido da hélice Winged da pro-
teina incluindo quatro aminoacidos que sabidamente contactam o DNA. Essa
substitui¢do provoca uma mudanca na especificidade de sequéncia de DNA
de FOXP1. De fato, a substituicdo de dois destes residuos, uma asparagina e
uma histidina por uma glicina e uma treonina, respectivamente, pode ser li-
gada a uma determinada diferenca de par de bases entre a sequéncia consenso
para FOXP1 e a para FOXP1-ES.

Assim, no topo da hierarquia de eventos que controlam os circuitos transcri-
cionais para pluripoténcia e diferenciacdo, estd uma troca entre formas de pro-
cessamento alternativo do mRNA para FOXP1. Esta situacio nos recorda o pro-
cessamento alternativo do gene Sex-lethal, que, como visto, dispara uma cadeia
de eventos que determina o sexo das moscas. No caso do Sex-lethal, sabe-se como
a propor¢ao entre cromossomos X e autossomos dita qual variante de proces-
samento € produzida em machos e em fémeas. No caso de FOXP1, entretanto,
ainda nao foram descobertos os fatores que determinam qual forma é produzida
nas células-tronco embrionarias ou nas células em diferenciacdo. Ainda assim,
esses exemplos de moscas e mamiferos ressaltam o papel do processamento al-
ternativo em uma ampla e crescente variedade de eventos reguladores génicos.

No6s consideramos as vérias formas pelas quais o processamento é rea-
lizado em sistemas eucaridticos, bem como a diversidade de componentes
envolvidos. A perda de funcdo em qualquer um destes componentes pode
levar a graves consequéncias, como é descrito no Quadro 14-4, Defeitos no
processamento do pré-mRNA causam doencas humanas.

EMBARALHAMENTO DE EXONS

Os éxons sao embaralhados por recombinacao,
produzindo genes que codificam novas proteinas
Como ja mencionado, todos os eucariotos possuem introns; no entanto, estes

sdo raros — quase inexistentes — em bactérias. Existem duas explicagdes plau-
siveis para essa situacio.






