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O fluxo da
iInformacao génica
depende da
traducao para que
proteinas possam
ser sintetizadas e
exercer sua funcao

EX:

e enzimas
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* receptores
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e citoesqueleto
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Traducao
« Acontece nos ribossomos, que sao grandes complexos de proteina e rRNA
» citoplasma de eucariotos
» catalisam a formacao da ligacdo peptidica

«  mMRNA contém a mensagem, que € “lida” pelos aminoacil-tRNAs

 amensagem € lida em trincas: codon no mRNA pareia com anticodon do tRNA

Growing protein chain

Amino acid
residue

Transfer
RNA

= T
Messenger RNA Ribosome

direction of ribosome
movement on mRNA



Quem participa da traducao?

MRNA
Ribossomos
Aminoacil-tRNAs

Fatores de traducao: proteinas com
funcdes especificas em cada etapa do
pProcesso



Elementos estruturais de mRNAS
necessarios para a traducao

stop RBS start
=

~ RBS start

stop RBS start
=N

5'GQRIG
L
3-9 bases l l l
00000000000 0000000000000 0000000000000

RBS= Sitio de ligacéo
de ribossomo

 MRNA bacteriano policistronico

sto
5/} Sl AAAAA 3

[

5'cap l

(0000005500000 00800500000000000000000000008000556¢00)

« mMRNA eucariotico maduro

ModificacGes importantes para a traducao: sem introns, com CAP e
com poli-A




RNAs transportadores (tRNAS)

Transporta aminoacidos
para o ribossomo

Estrutura secundaria com

ou

H Sitio de ligagao
<~ do aminoacido
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Ribossomos

Constituidos por RNAs e polipeptideos
Duas subunidades que s6 se reunem durante a traducéo
Locais onde ocorre a sintese da ligacao peptidica
103/bactéria a 10°/célula eucaribtica

prokaryotic
ribosome

708
(MW= 2,500,000)

Bactéria (70S)

-

5SrRNA
S (120

50S nucleotides)
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23SrRNA
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————— ~34 proteins
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21 proteins

Eucarioto (80S)

eukaryotic
ribosome
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5.8SrRNA
— 160
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28SrRNA
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nucleotides)
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408 18SrRNA

(MW= 1,400,000) % (1,900
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-
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Ribossomo € formado por proteinas




Ribossomos tém trés sitios para a
ligacao de tRNA

« Sitio A: tRNA-aa

« Sitio P: tRNA-
peptideo

.+ Sitio E: saida (exit)

mRNA




1.

ok Wi

Etapas da sintese proteica

Ativacao do aminoacido
»Ligacao ao tRNA

Inicio da traducao

Elongacao

Terminacao
Dobramento/processamento da
proteina pos-traducao



12 etapa: Ativacao do aminoacido (aa)

3’ end of tRNA

|
Adenine H 3 ° a.a+tR NA —
H\"0H "
0 _ : :
i) o (r = aminoacil-tRNA
CH, —~H 0 +1\|IH3
(|) Aminoacyl
=0 e e Cada aminoacil-tRNA
0

deve ter 0 aa
correspondente ao
anticodon

! . .
Amino acid
arm

D Ty C

O arm
Anticodon
arm




12 etapa: Ativacao do aminoacido (aa)

* Dois passos:
» formacao de AMP-aminoacido
» Ligacao do AMP-aa ao tRNA correspondente

« Enzimas responsaveis:
» aminoacil-tRNA sintetases

— Especificas para cada par tRNA-aa : apenas 1 erro a cada
104 aminoacidos

— Algumas aminoacil-tRNA sintetases podem “corrigir” a
ligacdo com um a.a errado

Aminoacil tRNA sintetase

ATP + aa — aminoacil-AMP + PP,

aminoacil-AMP + tRNA ——aminoacil-tRNA +
AMP

Aminoacil tRNA sintetase




Aminoacil-tRNA sintetases
passo 1: formacao do AMP-aa

Adenine

T
lr—O—CHz
o 0. [Adenine
H H
H H

5'-Aminoacyl adenylate
OH OH (aminoacyl-AMP)



Aminoacil-tRNA sintetases
passo 2: ligacao AMP-aa ao tRNA

classe Il

3" end of tRNA

Adenine—f H

tRNA
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Adenine/HXH i H

R—C—C—O—P—O-—{ Adenosine

‘Adenine H ' I
HY-OH ~ H |\

I —
(0] R—C—C—O—P—O——{ Adenosine ‘
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}$AMP
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| BN | | 5 |
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Produto final: éster do
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H\-OH
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Aminoacyl-tRNA

C-terminal do aa




A etapa de ativacao é determinante
na fidelidade da traducao

* O aminoacido presente no aminoacil-tRNA nao
tem papel no reconhecimento cédon-anticodon

* O ribossomo nao discrimina tRNAs carregados
Incorretamente

* Portanto, a especificidade das
aminoacil-tRNA sintetases sao
cruciais para que a traducao nao
tenha erros




Demais etapas da traducao

* Inicio
» ligacao do mRNA e do tRNA iniciador ao ribossomo

(codon AUG - Met ou fMet) e primeira ligacao
peptidica

« Elongacao
» da segunda a ultima ligacao peptidica

« Terminacgao
» liberacao do peptideo e dissociacao do mRNA do
rbossomo

Ribossomo “caminha” ao longo do mRNA



Traducao — algumas questoes

* Inicio
» como o codon iniciador (AUG) no mRNA é
reconhecido?

* Elongacao
» como a ligacao peptidica é feita?
* Termino
» como o peptideo e liberado do ribossomo?

Que fatores proteicos s&o necessarios
em cada fase?



Codon "n" Codon "n+1"

Poichods  Asiciscnored O ribossomo tem trés

by aminoacyl-tRNA

S sitios de ligacao ao tRNA

S | movement

1 Before peptide bond formation peptidyl-tRNA

« Sjtio A
occupies P site; aminoacyl-tNAA::::::f:izon N > e ntrad a d 0 gm | N OaC| I_tR NA

, -
e Sitio P
52 Peptide bond formation polypeptide is transferred

Efrom peptidyl-tRNA in P site to aminoacyl-tRNA in A site > on de (@) Qe ptl d | | -tR NA se I |g a

(peptideo nascente ligado ao
tRNA)

L}
E 3 Translocation moves ribosome one codon;

* places peptidyl-tRNA in P site; deacylated tRNA ° S I’tl O E
E leaves via E site; A site is empty for next aa-tRNA

» saida do tRNA descarregado
(exit)

» Subunidade maior

*
lllllll

Codon "n+1"

Codon "n+2"



Como o ribossomo reconhece qual o
codon AUG Iiniciador?

* outros AUGs podem existir ao longo de
todo o mRNA

* A leitura deve comecar no quadro correto

« Ha diferencas entre bactérias e
eucariotos!



Bactérias: presenca no mRNA de sequéncia de
ligacao ao ribossomo (RBS) ou Shine-Dalgarno (SD)

« Localizada na regido 5" UTR do mRNA na vizinhanca de cada codon
AUG onde ha inicio de traducao (podem existir varios locais de inicio
de traducdo no mesmo mRNA

« complementar a um trecho na sequéncia do 16S rRNA (subunidade
menor do ribossomo)

3-9 bases l l l

000000000000 eceecoscoococey) lo 0000000000808 08



MRNA bacteriano tem sitio de

ligacao ao ribossomo
(=Shine-Dalgarno)

AACAGGAGGAUUACCCCAUGUCGAAGCAA..

Leader Coding region
pareia com sequéncia ' ] . i :
complementarno | €<—  ghjne-Dalgarno AUG
RNA <10 bases posicionado

upstream of AUG no sitio P do

rilbossomo




Bactérias: sequéncia de ligacao ao
rlbossomo (RBS) ou Shine-Dalgarno (SD)

|

|

G

. 3’ End of | A

Prokaryotic 16S rRNA A U
mRNA U C

with consensus UCCUCCA

Shine-Dalgarno g i S e v Jeal o
sequence (5)G A UUCCUAGGA GG

c

UUGACCUAUGCGAGCUUUUAGU @3

(b)

E.colitpA 6))A GC ACGAGGGGAAAUCUGAUGGAACGCUA-C®B)
E. coliara B UUUGGAUGGAGUGAAACGAUGGCGAUUGCA
E. coli lac 1 CAAUUCAGGGUGGUGAAUGUG AAACCAGUA
¢$X174 phage A protein AAUCUUGGAGGCUUUUUUAUG GUuUCGUUCU
A phage cro AUGUACUAAGGAGGUUGUAUG GAACAACGC

Shine-Dalgarno sequence; Initiation codon;
pairs with 16S rRNA pairs with fMet-tRNAMet

(a)



Em bactérias, o primeiro a.a. a ser adicionado
é sempre N-formil-Met

H COO Figure 6.11 fMet-tRNA, has unique features that
distinguish it as the initiator tRNA.
H—C—N—C—H

| |
O

(|3H2 [ F lated
(|3H2 aming acid :> thZYI
; A
CHj g
N-Formylmethionine [ Nobaseparing > ©//A Neededfer
L =
o fMet-RNA tem Geccgggs ha
sy ;oo CGACGAg guceeT CA
caracteristicas unicas que o  ssss u
. . U A G U op AG
o distinguem como tRNA
iniciador: sO ele pode se LT H

ligar ao sitio P no inicio
da traducao



Seqguencia de eventos no inicio da traducao -
bactérias

IF-3
30 mANA complex. ~_{ Q = « Ribossomo dissociado

l « Subunidade menor ligada a IF-3 e IF-1
IF2-GTP joins complex IF-2 e a0 mMRNA
GIP. ,
AV, .gz \S
P 1 » AUG inicial posicionado no sitio P
Initiator tRNA joins “? parcial

« Ligacao de IF-2-GTP

508 subunit joins 1
and IF1-3 are released

| et « Ligacao de fMet-tRNA
Qes. \% |
F1IF2 IF3 GDPP, MmN o |Fs liberados, hidrolise de GTP,
subunidade maior se une e o ribosomo
completo se forma



(r3) (i) o .
N\ Inicio em bactérias

fatores de iniciacao de traducao envolvidos

S ,’
l,. mRNA
@ Initiation
5'

codon
AfulG] | [ |

mRNA . ° I F-3

© ¥ > Estabiliza 30S livre
s m » Capacita 30S a ligar mRNA
® - 5 » Checa acuracia do 1°. aa (fMet)

O
oialc

O
tRNA 8@ e |F-1
O GTP
icdon  EES

» Liga proximo ao sitio A parcial

5 HOCMER oy
» Previne entrada de um aa-tRNA

subunit N o5, qualquer
@@® . [F-2
» Interage com fMet-tRNA

» Associa com Sitio P parcial

» Liga/hidrolisa GTP, fornecendo
energia para liberacéo dos IFs

(Z)

50S
Subunit

Figure 27-25

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition P rc,)Xi m O aa S e I i g a ao S Ilti O A

© 2008 W.H.Freeman and Company



Inicio da traducao em

"‘""&\/\/\/\/\/\/\/\GCCéCCAUGG
N\ /

Methylated cap Initiation site

1 Small subunit binds to methylated cap

GCCéCCAUGG

2 Small subunit migrates to initiation site

|

Pore oA NANANANNANANG CQGA CCAUGG

3 If leader is long, subunits may form queue

Subunidade menor dos
ribossomos de

reconhece o e se
desloca até o sitio de inicio da
traducéo.

Contem um motivo de
sequéncia caracteristico que
tem complementaridade com o
18S rRNA

(Sequencia de Kozak)

5’(gcc)gcc®ccAUGG-3’
purina



Varios ribossomos podem traduzir
0 mesmo MRNA simultaneamente:
polissomos ou poli-ribossomos

(a) Direction of translation

408
Incoming ) mRNA ; il
ribosomal > 5/ = 3’
subunits G

60S Bl T NH,

Polypeptide ©~ +y
*NH,3

(b)

Direction of
translation

Ribosomes

Figure 27-32
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Fatores de inicio da traducao em

5'cap uu _,

start codon

A (AUG)
amef“
elF4A @

e|F2-GTE£
tRNA; met f@

elF1 ‘

elF3

elF1A _‘/

; ) 43S preinitiation
A\ / complex

Copyright © 2008 Pearson Education, Inc., publishing as Pearson Benjamin Cummings.



Voltando para as bactérias...

* Elongacéao e terminacao em bactérias e
eucariotos seguem 0S mesmaos principios

» Fatores proteicos diferentes e maior
complexidade em eucariotos



Initiation
complex

Initiation \ P / A’/' Next
codon == =" codon
305 5
Incoming N_@
aminoacyl- (\
tRNA (()
(==

binding of ! @
incoming
aminoacyl- GTP
tRNA |

Figure 27-28
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company

Elongacao em bactérias

1° passo

fMet-tRNA no sitio P

entrada de segundo aa-tRNA:
» ligado a EF-Tu-GTP
» Entra no sitio A
» Hidrdlise de GTP

EF-Ts recicla EF-Tu, o religando
com GTP

EF = fator de elongacao




Fator de elongacao EF-Tu contribui para a

fidelidade da traducao

« Hidrolise lenta do GTP ligado a EF-Tu (milisegundos) permite a verificacdo do
pareamento codon-anticodon e a dissociacao de tRNAs incorretos.

« contribui para aumentar a fidelidade da traducao

Formacao do par codon-anticodon correto
induz mudang¢as conformacionais e a
hidrélise do GTP pelo ribosomo

ribosomo
P

Se liga ao \/ >

EF-TU-GTP <

aminoacil-tRNA e
favorece sua /\
associagaocomo

sitio A do GTP | EF-Ts | GDP

ribosomo

EF-Tu-GDP

Regeneracao de EF-Tu-GTP

Se dissociado
ribosomo, ativando
a formacgdo da
ligacao peptidica




Esite P site

Elongacédo em bactérias
—— 2° passo

 Formacao daligacao peptidica

mANA 5 v 3 > fMet é transferida para o NH,
f — do aa?
T
Esite Asite l » Catalisada pelo 23S rRNA
Deaqfrlated (I’IbOSIma')
tRNAfMet

D, mn ™« tRNA iniciador sem fMet fica no
D égﬁ\) sitio P
| UIATC [ 1]

s AU T s

« tRNA2-fMet-aa2 no sitio A

Figure 27-29
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



cone [ Aot Elongacéo em bacterias
Deacylated 30 p aSSO

tRN AfMet

Dipeptidyl-

C% -Vl « Translocacédo: Ribossomo se
5 move
g » EF-G- GTP se liga e hidrolisa
GTP
——— @ o > tRNA iniciador sem fMet
cove iy we | >Er9)roorer passa para o sitio E e sai do
incoming rlbossomo
D » tRNA2-fMet-aa2 passa para o
sitio P

 Um novo aa-tRNA liga no sitio A
* Ciclo se repete...

Direction of
ribosome movement

Fi 27-30 ~
Lell?nl;'lnrgeer Principlaes of Biochemistry, Fifth Edition E F - fatO r d ee I on g a(;aO

© 2008 W.H.Freeman and Company




50S (23S RNA) tem atividade de
peptidil-transferase (ribosima)

Steitz, Ramakrishnan e Yonath RNAs com papel catalitico em um processo
Prémio Nobel de Quimica - 2009 primordial para o surgimento das enzimas!

Peptide chain
SHNZ

I
Peptide chain C
\HN/ u Z™

A2451

Peptide o

H
\g\__ N %o
H

tRNA

(P-site)  tRNA

LBy Atividade enzimatica L
- Lol L do ribosomo :;pmemo



Elongacao em bacterias

MRNA se mantém ligado ao ribossomo
Ligacao peptidica catalisada por rRNA

A cada ciclo, ribossomo se move 1 cdédon no
MRNA

aa-tRNA entra no sitio A, liga o polipeptideo
nascente, passa para o sitio P e depois para o E,
guando descarregado

Gasto de 2 GTP por aa adicionado: EF-TU/EF-Ts
(ligacao peptidica) e EF-G (translocacao do
ribosomo)




Elongacao em bactérias

*
*
*

o~ B
---.------”-’\ \‘,
- - e)
Yo, . oS % N 4 Yo,
- b S «* .
* * TS *

Tu-GTP %

®
»
hS

Pretranslocation:
Peptidyl-tRNA is in P site;
Aminoacyl-tRNA enters A site

I‘------..
*
’..
’.
g
)
y,
_|
,

\
/

./

l/>

Ternary J
complex

Posttranslocation:
Deacylated tRNA moves to E site;
peptidyl-tRNA moves to P site

aa-tBRNA enters CCA end moves

A




Terminacao em bacteérias

 stop codons * Reconhecidos por fatores
»UAA (ochre) de liberacdo que se ligam
>UGA (opal) no sitio A

* RF = release factor

* Nao tem tRNA
correspondente

»UAG (amber)

 |gual para eucariotos



Terminacao em
bactérias

« Fatores de liberacao
(RF) se ligam ao sitio A
guando um codon de
parada esta presente

« Ligacao entre

Py polipeptideo e tRNA é

Eg-or —— () quebrada

RRF-\ components
dissociate g’

polypeptidyl-tRNA
link hydrolyzed

rg-cop + * Ribossomo é
- & translocado e
s (T T T T[T [ olalc M- complexo € desfeito

Figure 27-31
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition

© 2008 W.H.Freeman and Company



Quais as principais diferencas e semelhancas
na traducao em bactérias e eucariotos?

Codon inicial AUG AUG —

Primeiro :

aminoacido N-formil-Met (fMet) Met #

Ligacdo do Sequéncia Shine- Reconhecimento do

ribossomo Dalgarno (SD ou RBS), CAP e busca pelo #
gue pareia com rRNA 16S inicio

Sitios de ligacéao

do tRNA no A PeE A PeE —

ribossomo

Catalls_e da ligacao ‘RNA catalitico rRNA catalitico —

peptidica

Stop codons UAA, UAG e UGA UAA, UAG e UGA




Animacao mostrando a traducéo de proteina nos
rlbosomos

https://www.youtube.com/watch?v=TfYf rPWuUdY



https://www.youtube.com/watch?v=TfYf_rPWUdY
https://www.youtube.com/watch?v=TfYf_rPWUdY
https://www.youtube.com/watch?v=TfYf_rPWUdY
https://www.youtube.com/watch?v=TfYf_rPWUdY
https://www.youtube.com/watch?v=TfYf_rPWUdY
https://www.youtube.com/watch?v=TfYf_rPWUdY
https://www.youtube.com/watch?v=TfYf_rPWUdY
https://www.youtube.com/watch?v=TfYf_rPWUdY

Bactérias:
transcricao e traducao sao acopladas

copet 1 P RNA
0 = ) polymerase

rlbossomo s

3rllllllllllll

Ribosome
Direction of transcription

Direction of translation

I ——



Em eucariotos, a transcricao acontece
no nucleo e a traducao no citoplasma

Citoplasma Nucleo

ATG
DNA genomico - V\/p"&'%g)_z—""ﬂ

J | Transcrigéo TSS AUG

Pre-mRNA

Processamento

mRNA BB /

*adicdo de cap 5’
+ adicédo de cauda poliA3
* remocao de introns (RNA splicing)

RNA transport
and translation
pProton
- B BEE

: Coaing sequence (COS) ___J Polypeptde 8 Ribosome D wmedMTR)seqnnoaJ



Varios antibidticos tém a traducao como alvo

mRNA

LI -T—IT*I“I

Ribosome / \ Tetracyclines \
- 1 Amino a
ANA
s ammo
Ami ogtyco'dn

Peptide chain

WL fHy
OHy O N
sesse
\If L G
Y OX YoY §°
C4 O WONC g

Doxycycline

e e

”‘:
Tobramycin

= = = — == =]
Ny lﬁlkl”l
Q||
| Chlorampherico
i

o
7l
O’ M= CH = CHy =M
\_/_ &

oo, 2

Chioramphenicol

jl'_lf‘fiTlfi

—» Erythromycin \

C

ey

Erythromycin

LLEEL ﬁi K

< \\‘

XV,

Streptomyces species

Tetraciclina
» Bloqueio sitio A
Estreptomicina

» Leltura incorreta dos
codons

Cloranfenicol
» Inibe peptidil-transferase
Eritromicina

» Bloqueia translocacao



Inibidores de traducao de eucariotos

peptidyl puromycin

e Puromicina

»Similar ao aa-tRNA, liga-se ao peptideo
nascente



Modificacoes pos-traducionais sao essenciais para
a estrutura e funcao das proteinas

@ Dobramento (“Folding”)
@ Direcionamento celular
@ Clivagem proteolitica

@ Modificagcdoes covalentes nos aminoacidos (ex.
fosforilacao, metilacao, acetilacao)

@ Degradacao
Proteinas podem sofrer modificacoes, precisam ter dobramento

correto e estar no local certo para desempenhar suas funcoes,
além de serem degradadas quando nao sao mais necessarias



Meia-vida de proteinas € variavel

Tabela 17.1 Meia-vida de proteinas

Proteina Meia-vida' (dias)
Hemoglobina falciforme 12 minutos
Ornitina descarboxilase 12 minutos
HMG-CoA redutase 3 horas
Fosfoenolpivurato carboxiquinase 5 horas
Glicoquinase 1,25
Acetil-CoA carboxilase 2

Alanina transaminase 2.5
Arginase 4

Aldolase 5
Citocromo b 54

Lactato desidrogenase 6
Citocromo ¢ 6,3
Hemoglobina 120

'Meia-vida de uma proteina é o tempo apds o qual metade das moléculas
é degradada. Proteinas defectivas e enzimas reguladoras tém, em geral,
meia-vida muito curta.
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of additional ubiquitin

Figure 27-47

Target protein

Repe"ated cycles lead to attachment

Proteinas sao marcadas para degradacao
através da modificacao covalente com
ubiquitina

e 76 aa; altamente conservada

* Liga-se covalentemente a
proteinas a serem
degradadas

* Processo requer quebra de
ATP

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Proteinas ubiquitinadas sao degradas no
proteassomo

« 2,5x10°Da

 2x32subunidades polipeptidicas

 Subunidades com atividades proteoliticas de especificidades
diferentes no anel

Substrate

protein
l"'
. Polyubiquitin
) attached to

protein interacts
with proteasome

19S regulatory
particle

(a) 20S core particle (b) Complete proteasome

Diferentes particulas regulatdrias agem em

condicoOes celulares especificas



A descoberta da via ubiquitina-proteosoma e seu papel
na regulacao de processos biolégicos

“ansaiption Rﬁ'gu,‘n’.o,7

e =
& ~ 0
<& £3 h. Y
é i R -,
Vs e o,’
W + BV 2 8 Substrate
recognition ‘;. »
v ¥ A\ %
2 J Ub Ubiquitin ligation ]
8 ' activation | g3 | (multiple cycles) \ 2
g | - JUb- -
&’ _* £2 Hub) Ub~Ub' ‘.._. g
z Ub [ 2
; c
% recycling | g
2 §
Peptides
o ::"
0)/ *V ! /,;:3' Y
s, \,30
% ‘x@
Q/b
)

Quality Contr®

Fig. 1 Ubiquitin-mediated proteolysis and its many biological functions

Nobel da Quimica, 2004, pela descoberta da degradacado de proteinas mediada por
ubiquitina
https://www.nobelprize.org/nobel prizes/chemistry/laureates/2004/press.html



