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[ Gene
~ | Transcrigao

v Codigo Genético

Traducao
v ¢

- Processo para sintese das
proteinas da célula

-Processo que ocorre nos
ribossomos

-Reflete o estado fisiologico
PROTEINA da célula/ organismo



Fluxo da Informacao Genética

Polimero de nucleotidios (DNA/ RNA)

Polimero de aminoacidos



Decifrando o Codigo Geneético

1.Quantos nucleotideos seriam necessarios?

4 nucleotideos 20 aminoacidos
diferentes no <:,l> diferentes na

DNA proteina

Codigo de um nucleotideo = 4 combinacoes
Codigo de dois nucleotideos (42) = 16 combinacoes

Codigo de trés nucleotideos (43) = 64 combinacoes



Decifrando o Codigo Geneético

2.0 codigo nao é superposto

aal aa2

ABCDCD

aal
aa?

aas3 aad

Analise da seqiiéncia de aminoacidos de mutantes da proteina da
capa do virus mosaico do tabaco mostraram que o codigo nao era

superposto. A mutacao em um nucleotideo leva a mudanca de um
aminoacido e nao de trés aminoacidos




Decifrando o Codigo Geneético

3.0 codigo nao tem pausas

5MUGIEA U U UACUAACeGgeluAaTeE €3

5'A [HGE|ATIA AT @d | AlEc C3

e codigo é lido sequencialmente sem pausas a partir do inicio
determinado definicao de fase de leitura




4. O codigo é degenerado

>

Degeneracao do
codigo genético

Amino acid

Number of codons

U C A G
UUU Phe | UCU Ser |[UAU Tyr [UGU Cys
UUC Phe | UCC Ser | UAC Tyr |[UGC Cys
UUA Leu | UCA Ser | UAA Stop |[UGA Stop
UUG Leu | UCG Ser | UAG Stop (UGG Trp
CUU Leu | CCU Pro| CAU His |CGU Arg
CUC Leu | CCC Pro|CAC His |CGC Arg
CUA Leu | CCA Pro|CAA Gln |CGA Arg
CUG Leu | CCG Pro|CAG GIn |CGG Arg
AUU Ile | ACU Thr | AAU Asn [AGU Ser
AUC Ile | ACC Thr | AAC Asn |AGC Ser
AUA Ile | ACA Thr | AAA Lys |AGA Arg
AUG Met | ACG Thr | AAG Lys |AGG Arg
GUU Val | GCU Ala| GAU Asp | GGU Gly
GUC Val | GCC Ala| GAC Asp | GGC Gly
GUA Val | GCA Ala| GAA Glu | GGA Gly
GUG Val | GCG Ala| GAG Glu | GGG Gly

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val
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DNA mRNA Polypeptide
Amine Fluxo da Informacao

terminus Gen ética

~

L
£

CinG
GincC
TinA

GiiCc
GincC
AmnmT

TinA
AT
CinG

AT
CinGg
TiA

TiA
TinA
TiiA

Ginc
CinGg
CinG

GiniC
TinA
TinA
TinA
CinG
TiA
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Template strand

Ry 0
z B H~/ ||-| l: -
C {,O c .0 — /C\ ,,-'N\

Tyr 0 0 0 ] H R,

Peptide bond

/CA\"‘O + H,0

Codigo genético

Phe

Codon de iniciacdo: AUG
(menos frequente GUG,
e UCC em algumas bactérias)

Ser Codons de terminacao:
Carboxyl

terminus U AA’ UAG, UGA
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Leitura do codigo

definicao de fase de leitura

Frame 1
6'—GCU, UGU, UUA CGA K AUU AA - mRNA
—— Ala—Cys—Leu—Arg— lle —— Polypeptide 1
Frame 2

5 —G CUU, GUU, UAC, GAA, UUA A— mRNA

—iLeu— ValHTyr—Glur—Leu Polypeptide 2
Frame 3
5'—GC UUG UUU ACG AAU UAA - mRNA
—Leu—Phe— Ser— Tyr —Stop— Polypeptide 3




procarioto e eucarioto

A)

Nucleus

Primary
transcript

Cytosol

Ribosome Ribosome

Nascent
protein

Nascent
protein

PROKARYOTE EUKARYOTE



Ligacao peptidica

il R
H3KI—CH—CH:—OH + H-N—CH—COO
0
H,O N 710
R! H R2

v |
HsN—CH—C—N—CH—COO"

!
O




N-terminal

end of
polypeptide chain
-5
Phe H-CI —CH, —@
0=(IZ
l‘ll -H
Ser H-CI —CH, —OH
0=C
Glu
- »
Lys H—CI —CH, -CH,-CH, -CHZ-N\- H*
0=¢ H
C-terminal
end of
polypeptide chain

Figure 2-24 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Sintese proteica

~300 moléculas envolvidas
~90% da energia gasta nos processos biossintéticos

Bacteérias: ~35% do peso:

20.000 ribossomos, 100.000 proteinas (fatores e enzimas),
200.000 tRNAs. Traducao acoplada a transcricao.

Processo rapido: ~20 residuos/seg
Erro: 1 a cada 10.000 aa adicionados
Sintese: de S’para 3°’°do mRNA



Componentes basicos da sintese
proteica

tRNASs- aa
mRNA

Ribossomos




tRNA

-Entre 75- 95
ribonucleotios;
sequéncia variada.

-Estrutura
secundaria com
grampos e alcas
formando um trevo

-Alto nimero de
bases modificadas
depois da sua
transcricao

-tRNA carregado
(com aa ligado no
braco 5’ CCA 3')

3’

TYCG loop Acceptor stem
5/
D loop
/ \\\\\*Vaﬁabb

loop

Anticodon loop

3

A

C Amino acid
Cc ar

B

TyC arm
Pu
Il 4 e NEEN]
C
e JATJ:/xIv
GIA
Contains N W Extra arm

Variable in size,

2 i = not present in
D residues —
at different —— all tRNAs
positions —_—
By
E py Anticodon
arm
Wobblev
position 5 5
Anticodon



Ribossomo- maquinaria de leitura

Procariotos

RNA ribossémico (rRNA)

@ s

23S
(2.900 bases) (120 bases)

16S
(1.540 bases)

Eucarioto

5,88
(160 bases)

& 5

(4. 800 bases) (120 bases)

18S
(1.900 bases)

Figura 7.6 Composi¢ao dos ribossomos procariéticos e eucariéticos.
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Menk & van Sluys

Ribossomos

Nome das unidades: de acordo com S
S=velocidade de sedimentacio



Ribossomo

Subunidade menor: plataforma para o pareamento mRNA- tRNA
Subunidade maior: responsavel pela formacao da ligacao peptidica (ribozima)

Exit tunnel

tRNA Growing
molecules Polypeptide \

Sitios

A- acesso — Especifico
P- peptidil __J tRNA
bty | (exit)- saida

’, &I
J
)




Etapas da sintese proteica

Formacao de aminoacil-tRNA
Iniciacao

Alongamento Traducao
Terminacao e liberacao

Enovelamento final e processamento pos-traducional

Initiation Elongation Termination

2

’ =~ —~_) )
irection of ribosome movement

/"




Sintese proteica

Growing peptide chain

Incoming tRNA

bound to Amino Aci
Outgoing

empty tRNA 1\ |

5)

Anti-codon
5l

MessengerRNA

Peptide Synthesis



Etapas da sintese de proteinas

Ativacao do aminoacido/ ligacao ao tRNA
especifico

« 20 aa

« 20 ou mais tRNAs

- Aminoacil- tRNA sintetases
« ATP

o MgZ+



Aminoacil-tRNA sintetases

Amino acid (Phe) High-energy
o = ester bond
HzN—(::—E—OH 't / T (I)
H,N—C—C—0 HN—C—C—0
n CH, CH,
B — Net result:
Linkage of Phe-tRNAP"¢ binds Phe is selected
Phe to tRNA""® to the UUU codon by its codon
/_\ Il
ATP AMP
+ PP,
Al GaET AAA AAA AAA
4 Aminoacyl-tRNA 5 I 3’

tRNA synthetase tRNA specific for
specific for Phe Phe (tRNAPh®)

mRNA

Bactéria: 30-40 tRNAs; eucariotos: 50-100 tRNA
Cada aminoacil- tRNA sintetase reconhece 1 aminoacido



Ligacao do aminoacido ao tRNA

3’ end of tRNA

Adenine H
OH
g i
. P
C|Hz H O *'NH;
(|) Aminoacyl
_ O_ﬁ): 0 group
B O
5" | Amino acid
pG arm
D TyC
arm arm
Anticodon

arm

Ester: 3°’0OH ribose/ carboxila aa

Ligacao do aminoacido ao
tRNA (ponta 3’')

ATP

AMP + 2PPi

Aminoacil t-RNA

A etapa de ativacao do
aminoacido é determinante na
fidelidade da traducao

Papel de aminoacil- tRNA
sintetase (revisao).

Erro: ~1:1000



Sintese proteica
1. iniciacao
Primeiro codon- AUG (mais frequente)

Procariotos, cloroplastos, mitocondria- formil metionina
(frequente, com poucas excecoes nos procariotos)

Eucariotos- metionina (removida frequentemente por
peptidases, as vezes com mais 1-2 aa)

tRNA especifico para a primeira metionina
tRINA distinto para as demais metioninas



Etapas da sintese de proteinas
Iniciacao (procariotos)

- mMRNA

« N-formilmetionil-tRNA (mais frequente)

« Codon de iniciacao no mRNA (AUG, mais frequente)
- Ribossomo 30S

- Ribossomo 50S

- Fatores de iniciacao (IF-1, IF-2, IF-3)

- GTP

. Mg?2+



Primeiro aminoacido da sintese: tRNA especifico

Formacao de fMet-tRNA fMet-tRNA, caracteristicas
(procariotos) que o distinguem como tRNA
P iniciador
H COO
]
H_ﬁ_N_(E_H LN l' .]' n l)
0 (|3H2 Met-tRNAfn .N -formyl-met-tRNA:
I ' Y
10-formyyl
S| tetr fllllr nlfnm Dlate Etrahydrorolate
CH;
N-Formylmethionine

Adicao do grupo formil: dependente de acido félico
(vit B9)



° ° ° ° ~ ; \ ,'/ _\
Fidelidade da Iniciacao @ @
(bactéria) Gl —
Ribossomo bacteriano (16S) e LW W 4

A e \ __d -
reconhece uma sequéncia no ~ mRNA
mRNA- Shine Delgarno (3-9
® Initiation mRNA

pares de base do codon de

Iniciacao)
E.colitrpA )A G C ACGAGGGGAAAUCUGAUGGAACGCUAC@H)
E. coli ara B UUUGGAUGGAGUGAAACGAUG GCGAUUGECA
E. colilac 1 CAAUUCAGGGUGGUGAAUGUG AAACCAGUA
¢X174 phage A protein AAUCUUGGAGGCUUUUUUAUG GUUCGUUCTU
A\ phage cro AUGUACUAAGGAGGUUGUAUG GAACAACGC
L |
/ \

Shine-Dalgarno sequence;
pairs with 16S rRNA

Initiation codon;
pairs with fMet-tRNAfMet

(a)

Eucariotos- reconhecimento do inicio depende de 5’Cap;
Primeira associacao € com tRNA; associacio com mRNA
dependente de 5’cap e varios fatores de iniciaciao)



Iniciacao
(bactéria)

Ribossomo bacteriano (16S)

-fmet-tRNA: entra no Sitio P
€ Nao no sitio A

-Fator de iniciacao IF1 bloqueia sitio A
-Subunidade 30 S: associacao pouco

antes da formacao da 1? ligacao
peptidica




- Os sitios A e P mantém o tRNA ligado ao mRNA

- pareamento complementar codon-anticodon

® 5 ®

E site P site A site E site P site A site

Somente 0 aa- tRNA iniciador se liga diretamente ao sitio P



Etapas da sintese de proteinas
(procarioto)

2. Elongacao

(~3-5 aa/ seqg)

- Ribossomo 70S funcional

« Aminoacil-tRNAs

- Fatores de elongacao (EF-Tu, EF-Ts, EF-G)
« GTP

« Mg2?+



|3. Elongacio | =

Initiation Binding of
mncomi
icoming

complex aminoacyl

(70S)
50S
5'

Alujgl | | | 3’

5!

P,

I/ GTP
) f GTP
GDP

5
Incoming
aminoacyl-
tRNA

5’

GTP

@)

T
1

©

Al e

3I



Elongacao- formacao da ligacao peptidica

Esite Psite A site Esite  Psite Asite

Deacylated

; fMet
fMet-tRNA tRNAMet

Aminoacyl-

Dipeptidyl-

mRNA 5' [ 0 3' o

Peptidil-tra/r;sfe}ase: 23S

Translocag¢ao induzida pela hidrdlise de GTP

Modificagdes conformacionais deslocam o mRNA em 3 nucleotidios no
sentido P

Transloca¢ao necessaria para a leitura do novo codon

Sintese ocorre por um tunel formado pelo rRNA 23S



GTP

@+GDP+Pi

Translocacao

E site A site

Incoming
aminoacyl-tRNAj3

3’

Direction of
ribosome movement



Etapas da sintese de proteinas
(procariotos)

3. Terminacao

« Codon de terminacao
- Fatores de liberacao (RF1, RF2, RF3)
. ATP



Terminagao

Relea:se factor

Polypeptidyl-tRNA

* Proteinas de terminacao, diferentes m‘% llmk T

de acordo com o Codon de terminacao.

* Hidrolise da ligacao peptidio-tRNA no sitio P.

« Desmonte do complexo ribossomo/ tRNA, e - 9

mRNA.

Dissociation
of components

> ] IUIAIG_3'




Enovelamento da proteina é concomitante com a sintese

A-site tRNA

Polypeptide tunnel



Polissomos: varios ribossomos atuando no mesmo mRNA
(10 a 100 ribossomos)

Incoming
ribosomal subunits

: 1 QQ#\\ ' l' RNA.
\ / | J \ 3 m
= A |4 £/ (
Polissomos | \. / ‘
"\ D A

Growing
polypeptide

(a)

""‘ 0,5 pm
RNA- i' ‘
-polimerase Vi
P v Direcao da transcrigao Direction
DNA S A D i Y . of
(l [ S 3 - D . - translation
a2 [P ™ L Y= N
Dire¢ao da i ) A NH;
Lo Lo traducdo — : \ \Ptie
o8 L
(N o 5 { ok -
(AN Sf; =
'u:,' i & > 8 7
(B O o % & .
=mRNA & & & P [

505 | otef | 305 o “ 3 ’ \ 2
" foo4 & wr AV ‘NH;
.,..““‘. ‘ < / 3 \»ﬁ".” N

Subunidades - 5 3 \ SR

ribossomais : _ oot )

. 5 (L
que chegam y
Polissomo .
o
5
(b) Polissomo

No caso de mRNA policistronico: um unico promotor, mas
cada gene desse mRNA tem seu codon de iniciacao



Inibicao da sintese proteica por antibioticos e toxinas

0{13 CH,
CH; OH

O"‘ Estreptomicina
CONH, - -

Causa leitura incorreta dos
OH O OH O cédons e inibe iniciacdo

Tetraciclina

Bloqueia o sitio A do
ribossomo bacteriano e
inibe associacao do
aminoacil-tRNA




Inibicao da sintese proteica por antibioticos e toxinas

NH—(HE—CHCIQ CH;
o ot ¢
OH CH, H;C O
OH ?HOH
Cl fenicol
oranfenico CH,
Bloqueia atividade de
peptidil transferase de
ribossomos bacterianos e
mitocondriais
O N O
H

Cicloheximida

Bloqueia atividade de
peptidil transferase do
ribossomo eucarioético



Processamento apos (ou
durante) a sintese de proteinas

@ Dobramento (Folding)

@ Clivagem proteolitica (incluindo aa
amino-terminal do inicio da sintese)

@ Modificacoes covalentes nos aminoacidos
@ Degradacao

e Influencia a estrutura e funcao de proteinas



20 aminoacidos
diferentes

Modificacoes covalentes
nos aminoacidos
(modificacoes pos-
traducionais):

Ex:
Metilacao
Acetilacao

Hidroxilacao
Glicosilacao
Fosforilacao
Grupos prostéticos ~200 aminoacidos
Acilacao diferentes
(modificados covalentemente)




Fosforilacao

Modulacao da atividade de proteinas, modulacao
de interacoes moleculares, sinalizacao celular

B COO™
COO o .
S H3N_C—H O
H,.N—C—H | I & 7o
CH,—O0—P—O N 3|
CHo (|)— i (_ZHZCHCOO‘
(j Fosfo-serina O0=P—0
N CO0™ 0
+ Fosfo-histidina
0 H.N—C—H O
O=P—-0" H—C—O 1|D O
O CH, O

Fosfo-tirosina . Fosfo-treonina



Glicosilacao

Protein
|

Os carboidratos sao

N-acetyl- ligados aos residuos
e de aminoacidos
através de ligacoes
e N- ou O- glicosidicas
nnose

Carbohydrate group

Glucose







Exercicios

Quais os elementos envolvidos na terminag¢ao?

Comente a afirmac¢ao: Todas as proteinas de eucariotos tém
metionina como amino-terminal. Explique

Um DNA que codifica para uma determinada proteina
bacteriana sofreu uma mutag¢ao com a troca de uma uUnica
base. No entanto, a proteinna resultante nao teve
alteracao na sua estrutura primaria. Explique

Procure na literatura 2 substancias que inibem a tradugao
(eucariotos ou procariotos). Discuta sua importancia.
Enumere as principais etapas da tradug¢ao. Quais os
principais elementos envolvidos? Explique o conceito de
codon e anti-cédon.

continua



O que se entende por ativagao de aminoacidos? Qual a
enzima envolvida?

Como é garantida a adi¢ao correta do aminoacido ao
tRNA?

O amino acido X covalentemente ligado ao seu RNA foi
modificado quimicamente para o amino acido Y. Qual
amino acido (X ou Y) sera adicionado no codon
correspondente a X? Explique.

Como se da a iniciagao da traducao? O que se entende por
complexo de iniciacao?

O que se entende por elongag¢ao na sintese proteica?
Esquematize as principais etapas. Que tipo de ligagao
covalente é formada na elongac¢ao?



