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Pergunta: Como a informagdo genética contida no DNA (gene) dita a
sequéncia da proteina (aminodcidos)?

ACG T

A,C,D,E,FGH,IKLMN,PQR,S,TV,WY

Se o codigo for lido em unidades de dois nucleotideos, o numero possivel de
codons seria:

4x4=16

Mas se o codigo for lido em unidades de 3 nucleotideos, o numero possivel de
codons seria:

4x4x4=64




Codigo genético é lido em trincas
e
O cddigo genético € uma linguagem baseada em 4 "letras" = 4 bases dos
nucleotideos, que formam "palavras" de 3 letras = cddons que,
dependendo da maneira como sdo agrupados, formam "sentencgas" =
proteinas.

Um cdodon é uma sequéncia de 3 nucleotidios que corresponde a um
aminodcido.

Todos os 64 codons sdo usados.

61 cddons especificam aminodcidos.

Os 3 remanescentes sdo nonsense ou codons de parada (stop codons).

UGA, UAA e UAG

Portanto, o cédigo genético é degenerado




O cddigo € degenerado, sendo que a maioria dos aminodcidos é
especificado por 2 ou mais cédons sinénimos.
e

Ala GCU, GCC, GCA, GCG Leu UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG
Arg CGU, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG Lys AAA, AAG

Asn AAU, AAC Met AUG <— Cobdon de inicio

Asp GAU, GAC Phe UuUuU, UUC

Cys UGU, UGC Pro CCU, CCC, CCA, CCG

Gln CAA, CAG Ser UCU, UCC, UCA, UCG, AGU,AGC
Glu GAA, GAG Thr ACU, ACC, ACA, ACG

Gly GGU, GGC, GGA, GGG Trp UGG

His CAU, CAC Tyr UAU, UAC

lle AUU, AUC, AUA Val GUU, GUC, GUA, GUG



Tabela do codigo genético

second position

VT o , .. .
we O cddigo genético ndo é
V4 V4
WA ambiguo = cada codon
uuG
corresponde a apenas
. V4 o
cuu . um aminoacido
— cuc cce CAC cGC =
= Leu Pro Arg =
w CUA CCA CAA CGA 3
in GIn k1
2 cuG CCG CAG CGG 3
[e] (=
= o
2 AUU ACU AAU AGU =
Q Asn Ser -
% AUC lle AcC AAC AGC 0
= AUA AcA A AGA =
AUGt Met ACG AAG S Ace 9
GUU GCU GAU GGU
GUC oce cac P GGC
cua V@ cca @ GAA cea W
GUG GCG T GGG




E se o codigo genético ndo fosse degenerado?
I

second position

ucu UAU
Tyr
ucce UAC
Ser
UCA m stop
UCG m stop
cuu ccu CAU o cGu
IS
— cuc CCC CAC CGC =
2 Leu Pro Arg =
S CUA CCA CAA CGA a
in GIn 3
= cuUG cce CAG CGG °
S =
e AUU ACU AAU AGU 2
o Asn Ser «
= AUC lle ACC AAC AGC ®
;E Thr o
AUA ACA AAA . AGA A <
AUGH Met ACG A ° AGG 19
GUU GCU GAU A GGU
suc oce cac P ceC
GUA 2 cca @ GAA cea Y
GUG GCG cac G GGG




E se o codigo genético ndo fosse degenerado?
I

second position

Phe ucu Ser UAU Tyr ucu Cys
uuc stop ucc stop UAC stop ucc stop

UUA stop UCA stop m stop m stop

UUG stop | ucG stop | XA stop | UGG T

I CUU Leu CCU Pro CAU His cGU Arg n

~dom o A b ~AD ~donam ~~~ PN NN

Se o codigo nao fosse degenerado, entao 44 dos 64 cédons
seriam stop cédons e a maioria das mutacoes causaria

catastrofes na sintese proteica!
. AUGt Met- ACG stop AAG st_op AGG stop E

GUU Val GCU Ala GAU Asp | GGU Gly
GUC stop | GcC Stop | GAC gtop | GGC stop
GUA stop | cca StoP | Gaa gy | GGA stop
GUG stop GCG stop GAG stop GGG stop




O codigo genético € quase universal
e

Permitiu estudar a evolugdo de através da comparagdo de sequéncias codificadoras
proteinas entre diferentes organismos.

Ajudou a criar a drea de engenharia genética, tornando possivel expressar cépias
clonadas de genes de proteinas dteis em organismos hospedeiros substitutos, jd que
o MRNA de uma especie pode ser traduzido corretamente em outra espécie.

O cddigo tem natureza conservativa, a maioria das mutagdes em tRNAs que alteram
o codon por ele reconhecido sdo letais, principalmente em organismos hapléides. Ex:
tRNAser reconhece UCU, se passase a reconhecer UUU, introduziria Ser aonde
deveria ser Phe em muitas proteinas, além de ndo inserir Ser em muitas proteinas.

O cédigo evoluiu cedo e se tornou tdo complexo que sua evolugdo “congelou” porqué
g 2 S . N9
qualquer mudanga no codigo pode afetar a tradugdo de proteinas existentes.



Como ¢ feita a decodificacdo?
S —
A decodificagdo € feita por moléculas adaptadoras - os tRNAs

Trevo
< Extremidade 3’ aceptora para ligagao do aminoacido
.

' acceptor arm

Braco aceptor

s E_Io:l

- RNA de fita simples de ~75 nucleotidios

- Estrutura em forma de Trevo

D loop sEE2 28 YU loop
: variable loop ) 4 bragos:
Brago D — Dihidrouridina (D),
Braco do anticodon Braco WU - Pseudouridina (WYU)

Braco do anticodon
Braco aceptor do aminoacido

anticodon loop

L ]
anticodon



Como ¢ feita a decodificacdo?
S —
A decodificagdo € feita por moléculas adaptadoras - os tRNAs

T Terciaria
< Extremidade 3’ aceptora para ligagao do aminoacido

3 3'acceptor
g end

\

Braco aceptor

= :_IU]

acceptor arm

S 2% ¢S YU loop

D loop

variable loop

Braco do anticodon

anticodon loop

:| anticodon

anticodon loop —— "N

L ]
anticodon



Diferentes tRNAs para codons sinonimos

-
«  No ser humano existem cerca de 50 tRNAs diferentes

+  Uma vez que hd 20 aminodcidos e ~50 tRNAs, um determinado
aminodcido pode ser ’rranspor"rado por' mais de uma molécula de tRNA.

********************************************

O H H  cHy CHy
3 | /o
—0—C—C—C—CH, —C—C—C—CH,
N N
NH; H CH, | CHj |
5 (@) é :;cceptor leucine
Cl|G| [stem
G| |C
AU )
-1 —— Dois tRNAs para
D stem |G| cl—ch . .
GDARy U ccccc AA e leucina dlfer'em na
:*i S (8CGGGTC |l posi¢do 5' do anticodon
~ | el e reconhecem dois
Som | Al cédons que variam ha
g e posigdo 3.
anticodon | -anticodon
RNA 3 - 5' mRNA 3 - 5 D., Watson, James, et al. Biologia Molecular do

codon Gene. Grupo A, 2015. [USP Minha Biblioteca].



Um tRNA para diferentes codons sinonimos
e

No ser humano existem cerca de 50 tRNAs diferentes

Uma vez que hd 61 codons que especificam aminodcidos, alguns
tRNAs irdo reconhecer mais de um cédon singnimo.

Isto foi uma surpresa para os bidlogos moleculares.

Como isto é possivel? Ndo € uma violagdo do pareamento de bases de
Watson-Crick?



Outra sur'Er'esa

3l
A~ OH
? ‘\Aminoacid
C attachment site
|
i
5966
G—C
1 ]
G—U
| |
C—G
] |
G—C
] ]
v
G—C uTY=a
9 ¢ J DAGGCC \
= m’G 1 G
f ‘UGC G- UCCGG c'
o b | 2
: ,GCGCo C\“w
“m2G
¢ AR N

Alguns TRNAs tem uma base
purinica ndo usual, inosina,

ha posi¢do 5" do anticodon. golay
\ U/ ’

Anticodon



Pareamentos da Inosina

anticodon codon
[ I |
H
/
H N O "H—N H
\(/
. /N / N—H“""'N>_\§;H
ribose
N:< >—N\
H @] ribose
inosine—cytosine
@] H
H N O NMH
\‘%
N
N/ >/ \
. J N—HwQ ribose
ribose .
=
H
inosine—uracil
H
/
H N Qi H—N N H

ribose/ NS < >—N ribose
H D., Watson, James, et al. Biologia Molecular do Gene. Grupo A,
2015. [USP Minha Biblioteca].

inosine—adenine



Hipotese da “oscilagao” (“wobble”)

A hipdtese da oscilagdo propde que a extremidade 5' do anticodon ndo esta tdo
espacialmente confinada como os outros nucleotideos e estd livre para formar
pontes de hidrogénio com bases diferentes na posigdo 3' do cédon.

Explica como um tRNA pode reconhecer mais de um cédon

Amino acid

12 anticbdon 3% codon
U Aou G
C G
A U
G CoulU
|
MRNA 32]‘-1 “<— Anticodon | A,UouC
1213,
cc')(;_oln tRNAse"anticodon 3'- AGG-5’ liga-se

aos codons 5’-UCU-3’ e 5’-UCC-3’



A posigdo 5' do anticodon ndo sofre empilhamento e esta
livre para “oscilar”.

T stem acceptor stem 3" acceptor

63 end
T loop 54 \ \ 1 \

56
D loo
p\
20
32
37
variable loop ~_ » 3 end of anticodon

anticodon stem

5"end of anticodon

anticodon D., Watson, James, et al. Biologia Molecular do
Gene. Grupo A, 2015. [USP Minha Bibliotecal.

L 1

anticodon loop ——__"



O Reconhecimento Codon—Anticodon envolve
pareamento oscilante

uuu ucu UAU UGU
uuC UCC UAC UGC
UUA UCA UAA UGA i S
uUG UCG UAG UGG Codons multiplos que
Cuu ccu CAU iely,
cuc CEC CAC 6GE representam o mesmo
CUA CCA CAA. CGA _ o ) _
CUG Ccca CAG CGG aminoacido diferem mais
AUU ACU AAU AGU .
S 0ee AAC. AGC frequentemente na terceira
AUG ACG ARG e b do céd ADOi
GUU GCU GAU GGU as? O codon ( _pOI? a
e a%e = hipotese da oscilagao).
GUG Eoe GAG Eeie

Third-base relationship Third bases Codon

with same Number ] o
meaning As bases na terceira posicao
} Third base U,C, A G 32 tém a menor influéncia no
irrelevant U,C A e significado do cédon.
Purines differ AorG 14

} from pyrimidines UorC 10

Unique G only 2



3 regras governam a leitura de codons em sequéncias

codificadoras
T

I. Os codons sdo traduzidos na direcdo 5'-3' do mRNA.

IT. Os cédons ndo se sobrepoem (a leitura é
consecutiva)

ITI. As sequéncias codificadoras sdo traduzidas em uma
fase fixa de leitura que é determinada pelo cddon de
inicio da traducdo.



Regra I: Os codons sdo traduzidos na diregdo 5'-3' do
mRNA.

RNAP

LoD

D., Watson, James, et al. Biologia Molecular do
Gene. Grupo A, 2015. [USP Minha Bibliotecal.



Regra I: Os codons sdo traduzidos na diregdo 5'-3' do
mRNA.

growing

Q /polypeptide\ %

XYY Y ¥

mRNA  start (AUG)

3'

stop (UAC)

D., Watson, James, et al. Biologia Molecular do
Gene. Grupo A, 2015. [USP Minha Bibliotecal.



Regra II: Os codons ndo se sobrepoem

Leitura consecutiva A YU AC G A,GU C,, ___
1 2 3

Leitura sobreposta A U A C G A GUC

Se a leitura fosse sobreposta:

A sequéncia do primeiro codon limitaria a sequéncia do segundo codon

A alteracao de um unico nucleotideo afetaria 3 aminoacidos!!!



Um mesmo RNA pode ser lido em trés “janelas” ou “fases”

5'--4qU U c|lu ¢ G|[c A c][c U G||G A G|JA U U|Jc A C|[A G U[---3'

---UJlU C UJ|IC G G||JA C C|lUG G|J|A G AlUU CJAC AlIG U —---

---U UJ[C U C||G G A|C C U|[G G A|G A UJluC AJIC A G|JIU-—--

[ 1 fase 1
E=1 fase2 ca(da fase gera uma proteina diferente!
[ 1 fase 3 ,

apenas uma delas é a correta

a fase ¢ definida na etapa de iniciacao —
Importante que seja precisa



Regra ITI: As sequéncias sdo traduzidas em uma fase fixa de
leitura que é determinada pelo céodon de inicio da tradugdo.

A mesma sequéncia pode ser lida em 3 fases diferentes.

Fase 1 ACGACGACGACGACGACGACG Thr
Fase2 CGACGACGACGACGACGACGA Arg

Fase 3 GAC GAC GAC GAC GACGACGAC Asp



Regra ITI: As sequéncias sdo traduzidas em uma fase fixa de
leitura que é determinada pelo céodon de inicio da tradugdo.

O codon de inicio determina a fase de leitura.

Fase 1 AUGACGACGACGACGACGACGACG Thr

Fase2 AUGCGACGACGACGACGACGACGA Arg

Fase 3 AUG GAC GAC GAC GAC GACGACGAC Asp



Fase de Leitura Aberta (ORF)

Em geral, somente uma fase de leitura é traduzida e as outras sdo
bloqueadas pela ocorréncia de cédons de terminagdo (geralmente varios).

Iniciagao Apenas uma fase de leitura aberta Terminacao

III |ll

g ;,AGQAUAAAAAUAGAGAGA § 1?{ UUOGCUAGA)GUUAAUGANGCAUAA[

i

Segunda fase de leitura fechada Terceira fase de leitura fechada

Uma ORF comega com AUG e continua em trincas até o codon de
terminacao sem ser interrompida por codons de terminacao.



Os 3 tipos de mutagdes que alteram o cddigo
e

1. Mutagoes "missense”. mutagoes nas quais a substitui¢do de
uma base causa a transformagdo de um codon em outro, com
consequente troca do aminodcido naquela posigdo.

2. Mutagoes "nonsense”: mutagoes nas quais a substituigdo de
uma base causa a transformacdo de um codon em um sinal
de parada.

3. Mutacgoes de alteracdo de fase ("frameshift"): mutagoes
nas quais a inser¢do ou dele¢do de uma base altera a fase ou
"janela” de leitura do mRNA.



Efeito de Insercoes e delecoes na Sintese Protéica

Wild type
/' GCU GCU GCU GCU GCU GCU GCu GCU[\
Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala

Insertion 9

~ JGCU GCU AGC UGC UGC UGC UGC UGCU

~

I Wild-type sequence Mutant sequence

Ala Ala Ser Cys Cys Cys Cys Cys

As mutacdes que alteram a fase de leitura
Deletion G

— mostram ydi nético e i m

GCU GCU GCU GCU GCU CUG CUG CUG[ ostram que © codigo gene coe d9 ©

s -~ trincas a partir de um ponto inicial fixo.
Ala Ala Ala Ala Ala Leu Leu Leu

Double mutant A G '

. 2 | . .
/GEUGOU AGC UGC UGCUCU GEUGCUE ' £, o imentos genéticos de Crick e Brenner

Ala"Ala” Ser Cys Cys Ser fAla”Ala em 1961 usando mutantes do gene rlIB do
Triple mutant A A A bacteriofago T4
]GCU GCA UGC UGC AUG CAU GCU GCU[_

Ala Ala Cys Cys Met His Ala Ala

o

.\/
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Francis Crick: Fisico e bioquimico inglés, 1916-2004

Crick sugeriu a existéncia de moléeculas adaptadoras para
interagir com os aminoacidos e o mRNA.

Dramin Noheal erm EicinlnAaia e Meadicina 10R2 (Erancic Crirck |Iameac WAWatenn R Maririre \Willkkine nor



tRNAs - A Hipotese do Adaptador

I. Os tRNAs sdo adaptadores entre a linguagem de 4 letras do mRNA e a
linguagem de 20 letras do polipeptideo

IT. Eles transferem informagdo da linguagem nucleotidica para a linguagem de
aminodcidos

ITI. Cada molécula de tRNA € "carregada” com um aminodcido e reconhece trincas
especificas

Cadeia proteica
nascente

>

%l\ tRNA
aminoacilado

(carregado)
- 3
RNA
mensageiro
(MRNA)

Ribossomo



O Carregamento de tRNAs

A formagdo de aminoacil-tRNA é catalizada pela enzima aminoacil
tRNA sintetase.

Requer a hidrédlise de uma molécula de ATP.

A ligagdo acil possui alta energia e é a fonte da energia usada para
formagdo da ligagdo peptidica.

Nenhum gasto extra esta envolvido na formagdo da ligagdo peptidica
no ribossomo.

amino acnd O
e
ATP

tRNA Aminoacil-tRNA
Sintetase




O Carregamento de tRNAs ocorre em duas etapas

Etapa 1: Ativagdo do aminodcido

NH,—L —C—O0O~ + O_T_O_T_O_T

I (o) (o) (om

H

amino acid l ATP

R O

| i S
NH2—c—c—o—||>—o + o—T—o—T—o-

I!l (on (o O

. . OH .
Aminoacil-AMP 3 Pirofosfato

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings



O Carregamento de tRNAs ocorre em duas etapas

Etapa 2: Transferéncia do grupo aminoacil
para a extremidade 3' do TRNA

Aminoacido adenililado

1 \
NH,—C—C— 0—P—0 tRNA
NS %

O—71=0

Ligacao
de alta o
energia + o,
R R c
NHZ—C—C—OM
] 3
charged tRNA AMP

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings



As reagoes de carregamento ocorrem dentro da aminoacil-
tRNA sintetase.

-O0——C—C—R
: Actlvatlon Transfer CH - I |
aa 2 O BIEL
' 2a- AMP ' o)
{ ATP | /
- “0—P=0
PP| |
%L_O C alfa

Resultado final

Notar

1- que o0 aminoacido esta ligado a OH do C3’ da ribose da Adenosina da extremidade 3’
terminal do tRNA

2- que o aminoacido esta ligado pela carboxila e que o NH;* esta livre




Se o carregamento do tRNA for errado, o ribossomo
sabe discriminar entre tRNAs ligados ao aminodcido
correto de tRNAs ligados ao aminoacido incorreto?

NAO!I O ribossomo aceita qualquer tRNA
carregado desde que o pareamento
codon-anticodon esteja correto.



Uma vez que o aminodcido esta ligado ao tRNA, ele serd incorporado na proteina com
base no reconhecimento cédon-anticddon. O aminodcido esterificado ao seu TRNA
ndo contribui para a especificidade do aminoacil-tRNA

CERTO

Ala 3

MRNA

GgN=— anticédon

tRNA Ala

GCU

Cdodon para Ala

ERRADO

Val

MRNA

3I

tRNA Ala

GA=— anticodon

GCU

Codon para Ala

Se a alanil-tRNA sintetase carregar Valina no tRNA de Alanina, entdo Valina sera
incorporada na proteina em todos os pontos onde deveria haver uma Alanina.

Consequéncias ?



A etapa de carregamento do tRNA é
determinante na fidelidade da
traducao



Como a especificidade de acoplamento é atingida?

S —
A especificidade € atingida pela selegdo dos TRNAs e
aminodcidos pelas tRNA sintetases.

I. Existem 20 aminodcidos.
IT. Existem 20 aminoacil TRNA sintetases.
ITI. Cada sintetase € responsavel por UM aminodcido.

IV. Cada sintetase precisa reconhecer os tRNAs corretos

A taxa de erro é da ordem de 1 em 1000



Aminoacil TRNA sintetases e TRNAs estdo associados com
varias classes de doencas

WRS

mito- Neuron

tRNALYs \

:".;L‘Xse, mito-LRS Park S G et al. PNAS 2008;105:11043-11049
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Os Ribossomos

-Nanomaquina evolutivamente conservada
-Composto por duas subunidades (grande e pequena)
-Composto por proteinas (35%) e RNA (65%) (RNA
ribossomico, rRNA)

/

Centro decodificador small subunit

Centro de peptidil
transferase —

Large subunit



Ribossomo = rRNA + proteinas

PROCARIOTOS
Subunits A':)sembled
55 Subunidade 50S - rRNA 23S, rRNA 5S e 34 proteinas
5 centrifuga
- . J teinas
. ( | C —au / ‘
. _- \A_.z S, rRNA 5,85 e 50
308 508 708
subunidades ribossomais

Subunidade 40S - rRNA 18S e 33 proteinas

P

80S




O ciclo ribossomal: visdo geral

initiator tRNA

AP

small ribosomal
subunit

MNA aminoacyl-tRNAs

start stop
W'Ypeptge

Je

A tradugdo comega com a associagdo das subunidades pequena e

Aunv\f\'n A N mhk‘A P~ -l-nnuv\nlnn Y Y U7 .9 ’Jut‘nnn:nnnn I'JA v L\nf‘f‘nlﬁnn [PV Y _ Y _TREY.Y..)

/

-



O Ribossomo tem 3 sitios de ligagdo a tRNAs
I

Os sitio "P" e "A" cobrem dois codons
vizinhos

5 3

Na tradugdo, o sitio "A" - de aminoacil - é ocupado pelo aminoacil-tRNA

O sitio "P" - de peptidil - € ocupado pelo peptidil-tRNA, ligado a cadeia
peptidica que estd sendo sintetizada

Excecdo

Na etapa de iniciagdo o tRNAiniciador (um aminoacil-tfRNA especial) liga-se
diretamente ao sitio “P".
O Sitio "E" - de exit- € ocupado pelo TRNA deacilado



ETAPAS DA SINTESE PROTEICA

Initiation 30S subunit on mRNA binding site
is joined by 50S subunit and aminoacyl-tRNA binds

1. Iniciagdo

Elongation Ribosome moves along mRNA, extending
protein by transfer from peptidyl-tRNA to aminoacyl-tRNA
.

2. Elongagdo

Termination Polypeptide chain is released from tRNA,
and ribosome dissociates from mRNA

t .
3. Terminagdo @

VAV AVAV AN



INICIACAO: Cédon de iniciacdo e TRNA iniciador

Todas as proteinas t€m sua sintese iniciada com o aminodcido Metionina que tem
como cddon iniciador no mRNA - AUG

Na fita codificadora do DNA este codon é ATG

Existem dois tRNAs para metionina: um TRNA especial usado na iniciagdo (tRNAi)
e 0 TRNA normal para metionina (tRNAm) usado na elongagdo.

A Metionil-tRNA sintetase liga Metionina aos dois TRNAs.

Met-tRNAi reconhece o cédon AUG de iniciacdo

Met-tRNAm reconhece codons AUG internos no mRNA




+RNA iniciadores também sdo encontrados em eucariotos

...mas em eucariotos a Metionina ndo € formilada

tRNA M

+ | Methionine

+ | Methionine

Eukaryotes

¢ Archaeans

Bactena

All cells

#+ CHO

Met [ tRNA/ |

H RNA M|

wd> |nitiation

M —> Elongation



Iniciacdo da Tradugdo em bactérias-
como o ribossomo reconhece o cdodon
de iniciacdo?



Iniciagdo da Tradugdo em bactérias - pareamento de
bases entre o RBS e 0 RNA 16S da subunidade
pequena

ribosome 16S start 30S
binding site  rRNA codon /subunit




Como o codon de iniciagdo ¢ alinhado no sitio P?
I

E.colitrpA 5')A GC ACGAGGGGAAAUCUGAUGGAACGCUA AC(3")
E. coliaraB UUUGGAUGGAGUGAAACGAUGGCGAUUGCA
E. colilacl CAAUUCAGGGUGGUGAAUGUG AAACCAGUASA
¢X174 phage A protein AAUCUUGGAGGCUUUUUUAUG GUUCGUUCU
A\ phage cro AUGUACUAAGGAGGUUGUAUGGAACAACGC
Shine-Dalgarno sequence; Initiation codon;
pairs with 16S rRNA pairs with fMet-tRNAfMet
(a)
1
1
1
, 3'0H G
Prokaryotic 3"End of }\ G
mRNA 16S rRNA U C
with consensus UCCUCCA

Shine-Dalgarno =E=EEEE=EE=

sequence 5')GA UUCCUAGGAGGUUUGACCUAUGCGAGCUUUUAGU (3"
(b)
Promovido pelo pareamento de sequéncias do mRNA (SD) e do rRNA 16S
Quanto melhor o pareamento, mais eficiente a tradugdo.



O reconhecimento do codon de inicio em bactérias
explica a existéncia de RNAs policistronicos

RBS start stop RBS start stop RBS start

stop
5 QOO EENE S N E— I —

l l l

sitio de ligagdo ao ribossomo (RBS), localizado de 3-9 nts 5' do
cddon de iniciacdo recruta o ribossomo.

Um tRNA iniciador (tRNAI) especial introduz N-formil-metionina
no codon de inicio da tradugdo.



Iniciagdo da Tradugdo em eucariotos - Regras

diferentes
; , PN GCCACCAUGG
A extremidade 5 e / \
CAP sinaliza o inicio  CAP metilado  Sitio de inicio
da ’rradugﬁo e o A subunidade pequena se liga ao CAP Sequéncia de Kozak
A ! metilado
ribossomo percorre o /

mMRNA até encontrar  “=RA ~nnnnacchcoruce
o AUG iniciador.

A subunidade pequena migra para o sitio de iniciagdo

\

Em eucariotos, o P AN TN GCCACOAUGE
tRNA iniciador

Incorpora metionina
ho codon de inicio (e
ndo fMet).

Se a regido 5-UTR for longa, as subunidades podem formar uma fila

Rt RPN NAABNA GGCACCGAUG



Iniciagdo da Tradugdo em eucariotos - Regras

diferentes
Poret\ GCCACCAUGG
N bz \
O tRNAi ., CAPmetilado Sitio de inicio
. | Se associaa A subunidade pequena se liga ao CAP Sequéncia de Kozak
subunidade pequena metilado /
antes do recrutamento ) \
W/\/\GCC CCAUGG
pelo CAP G Interage com
A subunidade pequena migra para o sitio de iniciagdo O tRNAI, ndo
com o rRNA
O tRNAi participa do \ 18S
reconhecimento do P PNNANN TN GCCATCAUGS

codon de inicio

Se a regido 5-UTR for longa, as subunidades podem formar uma fila

"‘“&\/\/\/\/\/\/\/\ GCCé CCGAUG



Iniciagdo da Tradugdo em eucariotos - Papel da cauda Poli A

complexo dei@éi
pré-inicio (8 -~ o
43S & £ » r3/| I‘:ga';;eégaadUda . . . ~
NG P O fator de iniciagdo eIF4-G

se liga a extremidade 5' e 3'
o do mRNA

" cauda de D&i—(x )_‘

Aumenta a eficiéncia de
recrutamento do ribossomo

W .. Facilita reiniciacdo

FIGURA 15-27 Modelo para a circularizagdo do mRNA eucariético. A circulanzagao
é mediada por interagbes entre elF4G, proteina de ligagdo a cauda poli(A) e cauda poli(A).



ETAPAS DA SINTESE PROTEICA

Initiation 30S subunit on mRNA binding site
is joined by 50S subunit and aminoacyl-tRNA binds

1. Iniciagdo

Elongation Ribosome moves along mRNA, extending
protein by transfer from peptidyl-tRNA to aminoacyl-tRNA
.

2. Elongagdo

Termination Polypeptide chain is released from tRNA,
and ribosome dissociates from mRNA

t .
3. Terminagdo @

VAV AVAV AN



Etapas da iniciagdo (Procariotos)

MRNA liga-se a subunidade 30S

RES,

mRNA

5I

\

Small
ribosomal
subunit

Ligacao do mRNA com rRNA 16S

O fmet-tRNA liga-se o complexo
reconhecendo o codon AUG

f et

)

UAC




Etapas da iniciagdo (Procariotos)

Subunidade 50S liga-se ao complexo. A sintese proteica ocorre dentro do
ribossomo.

sitio  sitio
P A
et
50S L

Complexo de iniciacao 70S

Participam fatores de iniciagdo (IF) e 1 GTP, que € hidrolisado a GDP + Pi
(liberagdo de energia)



ELONGACAO

Pode ser dividida em 3 etapas que se repetem sucessivamente:

1) Entrada do aminoacil-tRNA correto no sitio A do ribossomo

2)Formagdo da ligagdo peptidica

3) Translocagdo do ribossomo para o codon seguinte no mRNA



ELONGACAO - entrada do aminoacil-tRNA no sitio A

Entra o segundo aminodcido ligado a seu tRNA no sitio A

Vai permanecer no sitio A somente se o pareamento codon-anticodon for correto.

sito  sitio A verificagdo do pareamento codon-
P A anticodon é mediada por um fator de
alongamento (EF) que hidrolisa 1 GTP

|\_ Logo, a energia de hidrélise do GTP é
usada para garantir que o TRNA
correto foi introduzido no sitio A.

UAC GUA

O sitio E ndo esta representado neste esquema



ELONGACAO - Formacdo da Er'imeir'a Iiaag&'o EeEﬁdica

Catalisada pela Peptidil transferase, que € um componente da subunidade 505

Notem que a fMet ligou-se a Histidina

sito sitio carregada pelo TRNA2.
> Mg ,
e Notem que o TRNA ficou descarregado
1, nho sitio P

O sitio E ndo esta representado neste esquema



FORMACAO DA LIGACAO PEPTIDICA

I tide chain ) . . 7 . .
poyp;p o, ; Notem que a cadeia proteica ¢ sintetizada no sentido
" TON—er H—d—r amino-terminal (N) para carboxi-terminal (C)
R
) I . p S
! ! Formagdo da ligagdo peptidica pela

%f‘r‘ ‘\l‘if "peptidil transferase”

peptide bond
peptidyl-tRNA aminoacyl-tRNA
H O l
|l R O H
--N—Cc—C_ | || |
| N—C—C—N—cC
H R [ |\
H H H Cc=o0 5 3
S
OH
‘\y . . e
\rf' “ Guiada pela alta energia da ligagdo acil entre
& o aminodcido e o TRNA formado durante o
carregamento.




FORMACAO DA LIGACAO PEPTIDICA

O Ribossomo é uma ribozima

A atividade de peptidil transferase é
desempenhada integralmente pelo
rRNA 23S (28S em eucariotos).

* Ndo existem proteinas em
proximidade ao sitio catalitico

- A ribozima aproxima as
extremidades 3' dos tRNAs nos #
sitios P e A para catalisar a
formagdo da ligagdo peptidica,

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings



ELONGACAO - Translocacdo do ribossomo

O tRNA livre move-se para o sitio E (ndo representado) e depois sai do complexo
e o ribossomo move-se um codon, posicionando o terceiro codon no sitio A.

sitio sitio
s ¢ — P A
( W\ et e s ~ . Z
— e — A translocacdo do ribossomo é
L J ' [\_ mediada por um fator de
A alongamento (EF) que hidrolisa
QAT | 16TP
GUA

O sitio E ndo esta representado neste esquema



L

mnnoar.y
binding A sita

O TRNA
descar'r'egado deixa
ositioE

O ciclo de
elongagdo se
repetell



TERMINACAO

Complete
polypeptide

chain
\ P A Ndo existem tRNAs
P zite
| | que reconhegam

(possuam anticodons
para) os codons de
parada

O Processo de terminagdo é desencadeado quando o ribossomo é translocado para
um codon de parada.



TERMINACAO

O surgimento de um cédon de terminagdo - UAG, UGA ou UAA - determina a
ligagdo de um "Fator de terminagdo”, uma proteina.

Complete
pnlgpeptide
chain SItIO SItIO
Fator de
-/ terminag&o

3 1

Stup
codon



TERMINACAO

A ligagdo do fator de terminagdo no codon especifico determina a quebra (hidrdlise)
da ligagdo entre o Ultimo AA e seu tRNA, fazendo com que a proteina recém-
sintetizada se desligue do ribossomo

Em seqguida o ribossomo se desliga do mRNA e as subunidades se separam

sitio  sitio
P A O processo de
terminacdo envolve a
)j L hidrélise de 1 GTP




Custo energético da sintese proteica
e

Iniciacado

1 GTP por proteina
Elongagdo

1 GTP por aminodcido -1 (Verificagdo do pareamento codon-anticodon)
1 ATP por aminodcido (para formagdo da ligagdo peptidica/hidrélise final -
carregamento do tRNA)
1 GTP por aminodcido -1 (Translocagdo do ribossomo)

Terminagdo
1 GTP por proteina

Total de GTPs e ATPs
2GTP (n) + 1ATP (n), onde n é o nimero de aas

Total de ligagoes de alta energia
4(n), onde n é o nimero de aas



Antibidticos que atuam na sintese protéica

40% dos antibioticos existentes sdo inibidores da
maquinaria de tradugdo

Exploram as diferengas estruturais e funcionais entre os ribossomos e
fatores eucaridticos e bacterianos

Antibiético Células-alvo Efeito
- Inibe a iniciacao
e e - Provoca erro na leitura do
Estreptomicina Procariotica RNAM

- Inibe a ligagcao do aminoacil-

Tetraciclina Procariotica RNAt ao sitio A do ribassoma

- Inibe a actividade da peptidil
Cloranfenicol Procariotica transferase

- Liga-se a subunidade 50S do

Eritromicina Procariotica ribossoma e inibe a translocacao
- Provoca a terminagao
prematura da cadeia, actuandao
Puromicina Procaridtica e Eucaridtica | como um analogo do aminoacil-
RNAt
Cicloheximida Eucariética ~Inibe & actividade da pephdi

transferase




Inibigdo da sintese proteica por toxinas

Toxinas proteicas que inibem a tradugdo em
eucariotos:

Toxina da difteria: inativa o fator eEF2
(ADP-ribosila histidina)

Ricina : inativa a subunidade 60S (depurina uma
adenosina do rRNA 285S)



