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Reticulo Endoplasmatico

- Compreendem mais de metade das

membranas totais de uma célula animal tipica

- Emaranhado de tubos e sacos ramificados

- Continuo com a membrana externa do

envoltorio nuclear

- A luz do Reticulo Endoplasmatico ocupa 10%
do volume total da célula

10 pm




Reticulo Endoplasmatico

Funcoes

Biossintese de proteinas e lipideos
- Local de sintese de todas as proteinas

transmembrana e proteinas para exportagao;

- Sintese de lipideos da maioria das organelas
celulares

Reservatorio de Ca%*intracelular

Utilizado em muitos processos de
sinalizacao celular

Destoxifica¢ao Celular

Enzimas da familia do citocromo P450
catalizam diversas reacoes de solubilizacao

de compostos toxicos
®

vegetal

animal

10 um




Reticulo Endoplasmatico

Composigdo Quimica - Membranas

Lipidios - 30%
Proteinas — 70%

Proteinas Oxidativas:
Preferencialmente na
face citoplasmatica

Glicoproteinas, proteinas para
modificacao de produtos, hidrolases,
peptidases: Face luminal

Citocromo P450: destoxificacao celular e sintese de hormoénios esteroides

Citocromo b5: dessaturacao de acidos graxos




Reticulo Endoplasmatico

Composigdo Quimica - Luz
Composic¢ao aquosa

Produtos de secrecao de cada tipo celular

Proteinas residentes do RE



Diversidade Estrutural do RE

Para executar tarefas tao diversas,

existem regioes especializadas do RE...



Diversidade Estrutural do RE Reticulo Endoplasmatico Rugoso

inner nuclear membrane

outer nuclear

Proteinas do RE, proteinas de nucleus membrane ER membraiie

exportagao, proteinas de membrana

Transporte co-traducional

200 nm

Celulas secretoras possuem o RE
{ rugoso bastante desenvolvido

CO-TRANSLATIONAL
TRANSLOCATION




Diversidade Estrutural do RE Reticulo Endoplasmatico Liso

ER membrane

Células do figado e
células produtoras de
hormonios esteroides

sao ricas em RE liso

Fibras musculares sao ricas em
Reticulo Sarcoplasmatico




Diversidade
Estrutural do RE

Reticulo Endoplasmatico
Liso ou Rugoso sao apenas
estados funcionais
diferentes de uma mesma
organela

rough ER

o F
')

smooth ER



Reticulo Endoplasmatico

O RE possui uma conformac¢ao morfoldgica complexa e
apresenta-se espalhado no meio das outras organelas celulares

Terasaki et al., 2013



Microssomos e a Hipotese do Sinal

Como sao selecionadas e capturadas as proteinas

que devem ser translocadas para o RE?

Uma sequéncia lider N-terminal
direciona a proteina nascente para o RE

2

- free ribosomal
subunits

/ : 3/ CYTOSOL

mRNA

Posteriormente essa
sequéncia € clivada
da proteina final

cleaved s;gnal
peptide

closed
translocator

on growing
polypeptide
CLEAVAGE chain
OF SIGNAL
PEPTIDE

mature
polypeptide chain




Como a sequeéncia sinal é reconhecida?

tRNA < BINDING OF SRP
A5’ TOSIGNAL SRP-BOUND SRP AND SRP RECEPTOR
N PEPTIDE CAUSES RIBOSOME DISPLACED AND RECYCLED
APAUSEIN £ ATTACHES TO
TRANSLATION / SRP RECEPTOR
IN ER
3 MEMBRANE

TRANSLATION

mRNA CONTINUES AND
. TRANSLOCATION
signal sequence BEGINS
on nascer.it Particula
patypepiics SRP Reconhecedora
CYTOSOL de Sinal

ER LUMEN

protein SRP receptor protein
translocator in rough ER membrane

Receptor de SRP



Particula Reconhecedora de Sinal

small ribosomal subunit

large ribosomal
subunit

/

sequence
on nascent
polypeptide
chain

signal recognition
particle (SRP)

A SRP possui um sitio
que se liga ao sinal
assim que esse emerge
do Ribossomo

Outro sitio se liga as
subunidades maior e
menor impedindo sua
ligacao com os fatores
de elongacao

hinge

signal sequence
bound by SRP

Importancia da interrupcao da sintese?



Proteina Receptora de SRP

A proteina receptora de SRP é uma proteina de membrana do RE e
direciona o complexo SRP-ribossomo para o translocador

BINDING OF SRP
' TO SIGNAL SRP-BOUND SRP AND SRP RECEPTOR
PEPTIDE CAUSES RIBOSOME DISPLACED AND RECYCLED
A PAUSE IN ATTACHES TO
TRANSLATIO SRP RECEPTOR

IN ER
3/ MEMBRANE
TRANSLATION
CONTINUES AND
mRNA TRANSLOCATION

signal sequence
on nascent

polypeptide SRP

BEGINS

CYTOSOL

ER LUMEN

protein SRP receptor protein
translocator in rough ER membrane

Quando o ribossomo ja se associou ao translocador, a SRP e o
Receptor de SRP se dissociam do ribossomo



Poliribossomos e RE

ER membrane polyribosome

O que determina se um ribossomo

vai ser livre ou permanecer aderido
ao RE?

Qual a diferenca entre esses
ribossomos?




Poliribossomos e RE

mRNA encoding a cytosolic protein

remains free in cytosol free polyribosome

in cytosol

D

common pool of ribosomal
@. subunitsin cytosol
7 ;

3 Y

by
ER \,

signal
sequence

mRNA encodinga  polyribosome bound to ER
protein targeted membrane by multiple
to ER remains nascent polypeptide chains

ER membrane membrane-bound



Clivagem da Sequencia Sinal

Proteinas soluveis no limen do RE

-
-

n

Proteases da membrana
O translocador se do RE degradam o
abre lateralmente peptidio sinal

NH2  cytosoL

#
}ignal 4 < ER LUMEN

peptidase

inactive protein active NH>

translocator translocator

Quando a proteina atinge
um certo tamanho a
sequencia sinal é clivada

mature soluble
protein in ER lumen

A sequéncia de clivagem
determina o local da clivagem




Proteinas de membrana Unipasso

Sequéncia de parada no meio da cadeia peptidica

T Translocagao para quando uma
start-transfer  gequencia hidrofébica secundéria
sequence & alcanca o translocador

COOH

stop-transfer
sequence

CYTOSOL

ER LUMEN

signal
peptidase

hydrophobic  hydrophobic
stop-transfer- start-transfer-
peptide- peptide-

: binding site binding site

translocator protein

mature transmembrane protein
in ER membrane



Proteinas de membrana Unipasso

Sequéncia de inicio no

meio da cadeia peptidica CYTOSOL

e

(R) ~ ERLUMEN

mature transmembrane
protein in ER membrane

COOH

A distribuicao de cargas dos
aminoacidos vizinhos a sequéncia
sinal determinam qual
extremidade da proteina sera
translocada

4 CYTOSOL

(B) = ERLUMEN

mature transmembrane
NH, protein in ER membrane



Proteinas de Membrana
Multipasso

COOH NH,

stop-transfer
sequence

start-transfer
sequence

CYTOSOL

ER LUMEN

—_—

hydrophobic  hydrophobic
stop-transfer- start-transfer-
peptide- peptide-

' binding site binding site

d

mature transmembrane
protein in ER membrane

translocator protein

Proteinas com duas Passagens pela Membrana



Proteinas de Membrana Multipasso

Proteinas com multiplas Passagens pela Membrana

1 2 3 4 5 6 7
o e L s B s Wl e | (e W |
E COOH
o
2
-]
>
= CYTOSOL
B
=
o
2
:S LUMEN
0 100 200
(A) amino acid number (©)
® ©
HoN = S m—— COOH
o start Istart stopI Istart stopI Istart stopI

O que determina se uma sequéncia sera de inicio ou parada de translocac¢ao?

Dessa forma € determinado qual sera
o lado citoplasmatico de uma
proteina e qual sera o extracelular




Proteinas Residentes do RE

Algumas proteinas sao residentes do RE e nao
estao “em transito” para nenhuma outra organela

* free ribosomal i
subunits
3! CYTOSOL

mRNA ' 4

cleaved signal

!
5 5 - peptide closed

translocator

< signal
peptidase

signal sequence
on growing
polypeptide

CLEAVAGE chain

OF SIGNAL

PEPTIDE

NH COOH
4 NH, (g

e LUMEN

mature
polypeptide chain

Um sinal de retencao com 4
aminoacidos na extremidade C terminal

KDEL - lisina, asparagina, acido glutamico e leucina



Proteinas Residentes do RE

PDI - Proteina Dissulfeto Isomerase

Catalisa a formacao de pontes dissulfeto (S-S) entre cisteinas

- Praticamente todas as cisteinas dos dominios nao-citoplasmaticos estao
formando pontes dissulfeto;

- Raramente uma ponte dissulfeto ocorre no dominio citoplasmatico das
proteinas.



Proteinas Residentes do RE

BiP
Proteina Chaperona

Participa da translocacao pos-traducional de proteinas;

Reconhece proteinas dobradas incorretamente;

Reconhece dominios
hidrofdébicos expostos

Reconhece subunidades que ainda nao se juntaram;

Impede que proteinas defeituosas deixem o RE.

Reconhece segmentos

polares e apolares alternados
Folha




Glicosilacao

A maioria das proteinas que passam pelo RE sao Glicoproteinas

Asn-X-Ser ou Asn-X-Thr

X= qualquer aa exceto prolina

H ( CH,
asparagine< C =0 .
side chain { I Existem menos Asn na
face lumenal do que na

face citosolica

Um oligossacarideo com 14
acgucares ¢ transferido em glucose =
bloco para a cadeia lateral de mannose = ()
uma asparagina N-acetylglucosamine = ()




Glicosilacao

Cada translocador possui uma NH, roughER

oligossacaril transferase associada

\

oligosaccharyl
transferase

CYTOSOL

Ligacgao de

e TR
energia ,

P

$

ER LUMEN

growing
polypeptide chain

lipid-linked
oligosaccharide



Processamento do Oligossacarideo

Uma grande diversidade de oligossacarideos ¢ produzida a partir do
processamento do oligossacarideo precurssor

rough ER

\

oligosaccharyl
transferase

CYTOSOL

ER LUMEN

growing
polypeptide chain

lipid-linked
oligosaccharide

Ainda no RE 3 glicoses e
1 manose sao retiradas




Importancia da Glicosilacao

A glicosilagao parece ser importante para que as proteinas se dobrem corretamente

Calnexina e Calreticulina

- Chaperonas (Lectinas);
- Ligam-se aos oligossacarideos e mantém as proteinas no RE;

- Impedem que proteinas nao dobradas corretamente se agreguem;

Ligam-se apenas a oligossacarideos que contém apenas uma glicose



Importancia da Glicosila¢ao

EXIT
= FROM
UDP- =y
glucose glucose
ubpP gl I
ucosy
TGRI;:\JIlilIOI:IZ\ transferase
— N-linked
\‘ oligosaccharide
glucosidase
calnexin
ER LUMEN

ER membrane CYTOSOL



Muitas proteinas nao alcancam sua forma final

correta e precisam ser degradadas no citosol

Proteinas Dobradas Como essas proteinas
Incorretamente sao translocadas
(deslocadas)?



Proteinas Dobradas Incorretamente

Uma manose retirada por uma manosidase lenta funciona como timer

I'N |
|
10’

Conjugador de ubiquitin ? Iy
ubiquitina proteasome
ligado ao RE >/ | [ 7
Oligossacarideo \_ - /’

retirado em |
bloco -

~

-

U \"m\
N-glycanase

W rsorssmmmm— S ——

/ ER protein translocator
with accessory proteins

misfolded protein

CYTOSOL

ER LUMEN

&

chaperone



Proteinas Ligadas ao GPI

A sequeéncia C-terminal sinaliza para a ligagao com o GP1

glycosyt phqsphatidyl- cleaved C-terminal
CYTOSOL COOH inositol COOH peptide

ER LUMEN

H,N ..\»P [ NH, ’P«o-m-Y P

inositol

protein bound
to membrane
by GPIl anchor

NH;

~NH;

As proteinas ligadas ao GPI podem
ser rapidamente removidas e
liberadas da membrana plasmatica




Sintese de Lipideos de Membrana

%
‘ glycerol 3-phosphate
e CDP-choline

|
CH,—CH—CH p—p
iHg—EH—al [t p — » —{chicline]

fatty acid
binding protein

OH OH
- hosphatase ghating che
acyl Gk phosphotransferase lc—vrp —
CoA transferase At aiUR [
OH
P; I |
—— e C"'z = SH =~ CH, —CH—CH

o o (o) o

lipid
bilayer
of ER
Ph°5apc'i‘:t'd'c diacylglycerol phosphatidyicholine
ER LUMEN

A maioria dos lipideos de membrana séo produzidos no RE



Distribuicao de Lipideos no RE

(A) ER MEMBRANE

CYTOSOL

® 00
lipid bilayer of
endoplasmic
reticulum

o0 O
ER LUMEN

® o PHOSPHOLIPID SYNTHESIS
\l ADDS TO CYTOSOLIC HALF
OF THE BILAYER

\ J

e ® O 06 ¢
® 0 ®
SCRAMBLASE CATALYZES
FLIPPING OF PHOSPHOLIPID
MOLECULES
® 00 ¢

symmetric growth
of both halves
of bilayer




Distribuicao de Lipideos na
Membrana Plasmatica

(B) PLASMA MEMBRANE

CELL EXTERIOR
asymmetric lipid
bilayer of plasma
membrane
(STOTSTOTT)
CYTOSOL
o

ﬁ DELIVERY OF
NEW MEMBRANE

BY EXOCYTOSIS

wu

\

FLIPPASE CATALYSES
FLIPPING OF SPECIFIC
PHOSPHOLIPIDS TO
CYTOPLASMIC MONOLAYER



Sintese de Colesterol

Ocorre no RE a partir do acetil Co-A, formando o Ciclopentanoperidrofenantreno

OH ’_\ ]pﬂ-lﬂr head group
) (
. '

CH; rigid
steraid
ring
structure
CHy __.-EH'J i
GH:
CH, nanpolar
I hydrocarbon
CH; tail
CH
",
CHy CHy
A} {E] N

Producao de acidos biliares e hormonios esteroides



Destoxific ac 30 Reticulo Endoplasmatico Liso

O, H,0
NADP NADP+
R - — ROH
t
Drdga FHOCTOm® Produto

insoluvel hidrossoltavel



Glicogenolise
Degradacao do glicogénio

Glicose-6-fosfatase

Glicose-6-fosfato > Glicose + Pi
H,O
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