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RESUMO

A origem da vida é muitas vezes tida como a grande questdo da biologia. Pergunta-se a
respeito desde os primdrdios da humanidade, e no meio cientifico ainda ndo temos uma
resposta satisfatoria. Os Gltimos anos foram um periodo de grande foco nessa area de
estudo devido aos avangos nas técnicas moleculares e da bioinformatica. As primeiras
moléculas a iniciarem a maquinaria biologica, a origem do codigo genético e outras
questdes importantes acumularam evidéncias, mas permanecem em aberto. Neste
trabalho tedrico, fizemos um apanhado de todo o histdrico dessa questdo e exploramos o
que temos até agora. Nossa abordagem foi feita através das aminoacil-tRNA sintetases
(@aRS), enzimas responsaveis pela associacdo entre os aminoacidos e seus tRNAs
correspondentes. As aaRS, portanto, definem as regras do codigo genético e podem
fornecer dados cruciais no que diz respeito a origem da vida. Através de softwares como
0 BLAST, MEGA, RCSB PDB, TNT e o servidor I-TASSER, pudemos gerar dados
sequenciais, estruturais e filogenéticos das aaRS que podem nos ajudar a formular
hipdteses evolutivas que deem alguma luz a grande questdo. Naturalmente, quaisquer
resultados langcados aqui estardo longe de serem conclusivos, mas ha fortes sugestdes a
serem consideradas: hd uma clara ordem no c6digo genético parcialmente refletida nas
filogenias; foi verificada a presenca de dominios de ligacdo ao anticddon em aaRS
ancestrais geradas por alinhamento sequencial, tanto em sequéncia quanto em estrutura
e dados propostos por outros trabalhos parecem corroborar a hipotese de um mundo
ribonucleoprotéico, com um codigo genético rudimentar ja estabelecido desde o inicio
por relacGes esteroquimicas baseadas nas propriedades hidropaticas de tRNAs,
sintetases e aminoacidos e que tenha passado por varios ganhos de especificidade e

minimizacao de erros até se consolidar no que temos hoje.
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ABSTRACT

The origin of life is often taken as biology’s ultimate question. It is a wonder since the
dawn of humanity, and in the scientific community we still don’t have a satisfactory
answer. The last years have been a time of huge focus in this field of study due to the
advances on molecular tools and bioinformatics. The first molecules to initiate the
biological machinery, the origin of the genetic code and other main questions
accumulated evidences, but remain open. In this theoretical work, we made a summary
of all the history on this question and explored what we have so far. Our approach was
made through the aminoacyl-tRNA synthetases (aaRS), enzymes responsible for the
association between amino acids and their correspondent tRNAs. The aaRS, thus, define
the rules of the genetic code and may provide crucial data regarding the origin of life.
Through softwares like BLAST, MEGA, RCSB PDB, TNT and the I-TASSER server,
we were able to generate sequential, structural and phylogenetic data from the aaRS that
might help us formulate evolutionary hypothesis and shed some light on the subject.
Naturally, any results shown here would be far from conclusive, but there are several
suggestions to be considered: there’s a clear order on the genetic code partially reflected
on the phylogenies; it was verified the presence of anticodon-binding domains on
ancestral aaRS generated by sequence alignment both in sequence and in structure and
data proposed by other works seem to corroborate the hypothesis of a ribonucleoprotein
world, with a rudimentary genetic code already established since the beginning by
stereochemical relationships based on the hydropathy properties of tRNAs, synthetases
and amino acids and that had been through several increases on specificity and error

minimization until becoming what we have today.

Keywords: origin of life; aminoacyl-tRNA synthetases; genetic code
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1. INTRODUCAO
1.1 A ORIGEM DA VIDA

De onde viemos é uma questdo fundamental para toda a humanidade. Quando se
fala em origem da vida, pode-se chegar de cara em varias correntes de pensamento das
mais discrepantes naturezas. O que € vida? Os criacionistas e tedlogos usariam
argumentos espirituais. Segundo as religides abradmicas, a vida teria sido insuflada na
matéria por Deus, ndo decorrendo de leis naturais. Psicdlogos usariam argumentos
psiquicos, e relacionariam a vida ao &mbito da mente. Para uma pessoa comum, ela
estaria geralmente associada as experiéncias da existéncia. Todas estas constituem
visdes antropocéntricas da vida em si, que € um tema ainda relativamente recente no
ambito cientifico, se comparado com sua antiguidade no pensamento filoséfico e
religioso (DAMINELI; DAMINELI, 2007).

Seguindo a ldgica das religides abradmicas, escritos de Aristételes (384-322
a.C.) mencionam que haveria um principio divino da vida animal (pneuma), e este
“sopro vital” passaria para os descendentes por meio da reproducdo. Porém, alguns
organismos seriam capazes de surgir espontaneamente, sem serem frutos de outro ser
vivo. Um exemplo seria o surgimento de ratos e insetos em carne podre. Acreditava-se
que tais animais (matéria viva) teriam originado-se a partir da carne (matéria ndo-viva).
Esta teoria ficou conhecida como geracdo espontanea ou abiogénese, e perdurou por

todas as partes do mundo por dois milénios.

Até que Francesco Redi (1626-1697) demonstrou que 0s vermes brancos
presentes na carne podre resultam da postura de ovos por insetos, e sdo apenas larvas
que se desenvolvem em outro inseto. Seus experimentos bateram de frente com o que
era tido como dogma na época. A comunidade cientifica entrou em polvorosa, e um
confronto particularmente acirrado foi entre o inglés John Needham (1713-1781) e o
italiano Lazzaro Spellanzani (1729-1799). Ambos realizaram experimentos similares e
obtiveram diferentes resultados. Nos experimentos, liquidos que continham matéria
organica foram fechados em recipientes, aquecidos, e posteriormente examinados para
sinais de putrefacdo. Spellanzani havia selado hermeticamente seus recipientes, e ferveu
seu contetdo por longos periodos. Needham usou corticas, e aqueceu o liquido sobre
cinzas. No fim, os recipientes de Needham continham microorganismos, enguanto

alguns dos recipientes de Spellanzani permaneceram completamente livres de



micrébios. Needham concluiu que a geracdo espontanea era uma consequéncia
inevitavel da existéncia de matéria organica, e Spellanzani concluiu que o aparecimento
de seres vivos ndo seria observado se as devidas precaucOes fossem tomadas na
esterilizacdo. Spellanzani, entretanto, ndo obteve muito sucesso em convencer Seus

contemporaneos.

Foi com os meticulosos e elegantes experimentos de Louis Pasteur (1822 —
1895) que a teoria da geracdo espontanea caiu por terra. Pasteur inicialmente esquentava
0 ar que era direcionado até um caldo nutritivo, destruindo 0s microorganismos e
impedindo sua proliferacdo no caldo. Para responder as alegacdes de que a “forca vital”
teria sido destruida ao se aquecer o ar, ele refinou seu experimento utilizando frascos
com pescoco de cisne. O formato dos pescocos dos frascos impedia que particulas
viaveis caissem no fundo. Ao quebrar-se o0 pescoco destes mesmos frascos, a
proliferagdo de microorganismos tinha inicio. E de se notar que Pasteur nio decretou a
impossibilidade da geragdo espontanea, afinal, havia o problema do primeiro
organismo. Se a matéria poderia ou ndo organizar-se a Si mesma era uma questdo que

ainda prevalecia.

Hoje, temos evidéncias de que, de fato, ela pode. Charles Darwin (1809-1882)
pds em cheque as ideias da igreja acerca da origem da vida com a teoria da evolucéo e a
ancestralidade nos seres vivos. Darwin imaginava que um caldo nutritivo contendo
amonia, sais de fosforo, luz, calor e eletricidade pudesse ter dado origem a proteinas, € a
partir das ideias de Aleksandr Ivanovich Oparin (1894-1980), que também havia
elaborado modelos onde a vida seria produto da evolucdo bioquimica na Terra
primitiva, a experimentac¢do no ramo da origem da vida entrou em uma nova era. Oparin
propds que a organizacdo de lipidios em pequenas estruturas esféricas, denominadas
coacervados, poderiam ter dado origem as primeiras formas de vida. Tais estruturas,
primeiro investigadas pelo quimico H. G. Bungenberg de Jong em 1932, formam-se
espontaneamente em solucGes onde forcas hidrofobicas mantém as moléculas organicas
juntas. Em 1953, Stanley Miller (1930-2007) e seu famoso experimento demonstraram
como aminoacidos poderiam surgir atraves de processos abidticos num ambiente
redutor, que mimetizava as condi¢des da Terra primitiva propostas por Harold Urey
(1893-1981), onde a atmosfera seria composta primariamente por amdénia, metano e
hidrogénio. No experimento, 0S @gases passavam por uma camara, onde eram

submetidos a descargas elétricas, depois condensados num recipiente de &agua e


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=H.G._Bungenberg_de_Jong&action=edit&redlink=1

evaporados novamente. Em poucos dias se observou um precipitado rico em
aminoacidos. Tal resultado abriu novos horizontes para a &rea. Restava saber como
poderiam esses amino&cidos originarem moléculas maiores, e provavelmente ndo seria
na agua, ja que a formacdo das ligacOes peptidicas entre os aminoacidos libera uma
molécula de agua como produto. Sidney Fox (1912-1998), seguindo as idéias de Oparin,
onde a &gua da Terra primitiva rica em amino&cidos era levada pelas chuvas para a
superficie de rochas quentes, realizou um experimento onde ele aquecia uma solucéao
liqguida de aminoacidos numa superficie seca e aquecida. Formaram-se ligacOes
peptidicas que resultavam em moléculas semelhantes as proteinas e delimitadas por
membranas, denominadas microesferas (proteinoides). Assim como nos coacervados de
Oparin, o experimento de Fox sugere que as microesferas poderiam ter se desenvolvido
ao longo do tempo ao ponto de adquirirem as caracteristicas de um ser vivo. O
problema seria como esse organismo poderia se reproduzir para perpetuar-se no

ambiente. Em outras palavras, na replicagdo da informacéo.

Outros estudos apontaram que a formacdo de aclcares e nucleotideos também
seria possivel na Terra pré-bidtica (FOX; DOSE, 1977). A hipdtese do mundo de RNA,
onde o RNA seria a molécula primordial data desde os papers de Francis Crick, em
1968. Na década de 80, Thomas R. Cech, Sidney Altman e colaboradores descobriram
propriedades cataliticas em algumas moléculas de RNA, denominadas ribozimas,
confirmando as suposicdes de Crick (KRUGER et al., 1982; GUERRIER-TAKADA et
al., 1983). Sendo o0 RNA uma molécula muito mais simples do que o DNA e ter a
capacidade de armazenar informacéo e catalisar reacoes, ela poderia ser considerada um
modelo auto-replicativo que teria dado inicio a formacdo do primeiro organismo (DE
DUVE, 1991; DWORKIN et al., 2003). Porém, a complexidade dos nucleotideos, a
forma insoluvel do fosfato na Terra e as condigfes altamente danosas da Terra primitiva

impdem dificuldades nesta hipotese.

Ha também a possibilidade de um mundo ribonucleoprotéico. Por essa linha
nunca existiu um mundo de RNA; as proteinas ja estariam associadas as ribozimas
desde o inicio. Estudos envolvendo as intrinsecas relagdes entre RNAs e proteinas no
ribossomo sugerem uma gradual coevolucgéo entre as moléculas (HARISH; CAETANO-
ANOLLES, 2012). Harish e Caetano-Anollés (2012) propdem que o sitio peptidil-
trasferase, responsavel pela sintese protéica no ribossomo e localizado na subunidade

maior, tenha aparecido posteriormente a subunidade menor, o que leva a sugestdo de



que proteinas e RNAs tenham coevoluido para dar origem a um ribossomo moderno
com multiplas subunidades. Desta forma, a vida teria se iniciado da mesma forma como

funciona hoje: através da interacéo entre proteinas e RNA.
1.2 0 CODIGO GENETICO

Uma outra etapa crucial a se levar em conta quando se trata da origem da vida é
a origem e evolucdo do cddigo genético. Com uma olhada rapida na tabela do cédigo
pode-se perceber que a associacdo dos aminodcidos € claramente ndo-aleatdria
(KOONIN; NOVOZHILOV, 2009) (figura 1). Crick postulou que tal associacdo havia
sido resultado de uma combinacao aleatéria de seus componentes que, pelo grande
potencial evolutivo, prevaleceu na competicdo com outros sistemas e teria permanecido
como 0 Unico sistema universal compartilhado entre todos os seres vivos (CRICK;
1968). Isso é conhecido como a teoria do acidente congelado, e hoje j& € bastante
contestada devido as amplas evidéncias de que o codigo genético ndo é literalmente
universal e é passivel a mudancas (KNIGHT et al., 2001; YOKOBORI et al., 2001;
SANTOS et al., 2004; SENGUPTA et al., 2007).
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Figura 1. O codigo genético.



A maleabilidade do cddigo sugere que ele seja sujeito a evolucdo, e ha
basicamente trés grandes teorias acerca de como essa evolucao teria se dado, bem como
a natureza e origem do codigo genético (KOONIN; NOVOZHILOV, 2009):

A teoria estereoquimica baseia-se nas relacbes estereoquimicas entre 0s
aminoacidos e suas trincas cognatas. Essa teoria teve seus primeiros modelos postulados
por Gamow, em 1954. Gamow propds um mecanismo ‘chave e fechadura' para o0s
aminoéacidos e os 'buracos' em forma de losango deixados por nucleotideos no DNA
(GAMOW, 1954). A partir dai, varios modelos foram elaborados utilizando a mesma
base (WOESE et al., 1966; MELCHER, 1974; HENDRY et al., 1981; SHIMIZU, 1982;
YARUS, 2005) e, apesar das numerosas sugestdes mostrarem em geral afinidades fracas
e ndo-especificas, pode-se argumentar que um cddigo primordial baseado nessas
conformac@es possa ter evoluido para um codigo mais preciso e elaborado (KOONIN;
NOVOZHILOV, 2009).

A teoria adaptativa postula que a robustez do codigo foi modelada por pressées
seletivas, num processo de minimizagdo de erros. Ha aqui uma distin¢do entre a pressao
seletiva ser para reduzir o efeito de mutacdes deletérias (SONNEBORN, 1965) ou para
reduzir os erros de traducdo (WOESE, 1965). Também foram investigados os erros de
transicdo e transversdo, bem como o0s vieses de erro de traducdo de cada base,
separadamente (FREELAND; HURST, 1998a). Todos os estudos mostram a grande
eficiéncia do cédigo em sua minimizacado de erros, e este permanece sendo um dos mais
eficientes em comparacdo a cddigos alternativos quando se leva em conta os erros de
traducdo (FREELAND; HURST, 1998b).

A teoria da coevolucdo trata da origem do codigo genético através das vias
biossintéticas dos aminoacidos, onde os cédons de aminoacidos precursores teriam sido
realocados para codificar os aminoacidos produtos destes precursores (WONG, 1975).
A identificacdo dos pares precursor-produto de aminoacidos € o que torna esta teoria
sensivel, porem ha varios trabalhos que a corroboram ao apresentar sugestdes de um
papel fundamental das vias metabd6licas dos aminoécidos na estrutura do codigo
(NIRENBERG et al., 1963; DI GIULIO, 2000; ARDELL; SELLA, 2002).

Naturalmente, é possivel se considerar relagdes entre as teorias, principalmente
entre as abordagens estereoquimicas e adaptativas, mas, assim como a emergéncia do

metabolismo e da replicagéo, as questdes fundamentais acerca da origem e evolucéo do



codigo genético permanecem em aberto até hoje. Mas ha um grupo de moléculas antigas
que estdo relacionadas diretamente com tudo isso, e seu estudo pode revelar
imprescindiveis dados a respeito do surgimento das primeiras formas de vida. Estas sdo

as aminoacil-tRNA sintetases (aaRS) e elas sdo o grande foco deste trabalho.
1.3 AS AMINOACIL-tRNA SINTETASES

As aaRS sdo o grande elo entre proteinas e acidos nucléicos. Sdo enzimas de
multiplos dominios que fazem a ligacdo entre os tRNAS e seus respectivos aminoacidos,
definindo as regras do codigo genético e mediando a sintese protéica. Se proteinas ja
existiam previamente a prépria maquinaria de traducdo €, como exposto anteriormente,
uma das grandes discussdes a respeito da emergéncia das primeiras formas de vida. Mas
certamente, entre as primeiras proteinas pds-traducdo, estariam aquelas relacionadas ao
carregamento dos tRNAs. O papel central das sintetases na traducdo sugere que sua

historia e a do cddigo genético estejam interligadas (WOESE et al., 2000).

Existem 20 delas, cada uma associada a um dos aminodcidos e seus tRNA
cognatos. As sintetases atuam normalmente por um mecanismo de duas etapas (figura
2): inicialmente, 0 aminoacido e uma molécula de ATP se ligam aos seus respectivos
sitios e reagem, formando aminoacil-adenilato e liberando pirofosfato. O aminoéacido,
agora ativado, é transferido ao RNA, que também possui um sitio de ligacdo na
sintetase, liberando AMP. Ha& também uma via indireta de acilacdo, tRNA-dependente,
conhecida em alguns organismos como sendo 0 método essencial para se carregar certos
tRNAs (CURNOW et al., 1997; CURNOW et al., 1998). Neste caso, uma sintetase
ndo-discriminante carrega um tRNA com um aminoacido “precursor”. Este aminoacido
é entdo convertido para 0 aminoécido correto por uma outra enzima (WOESE et al,
2000). Estes processos sdo altamente especificos, ndo residindo necessariamente em
alguma propriedade da estrutura primaria ou secundaria isoladamente, e envolvem
mecanismos de revisdo (LING et al., 2009). A fidelidade da sintese protéica depende
das aaRS, ja& que erros na ligacdo dos aminoacidos a seus RNAs transportadores
correspondentes ndo serdo corrigidos no ribossomo. As sintetases também participam de
muitos outros processos além da tradugdo, como o processamento de RNA, sintese de
rRNA e apoptose (LEE et al., 2004), observados principalmente em eucariotos. Tal
versatilidade é produto da gradual incorporacdo de dominios ao longo do tempo
evolutivo (CAETANO-ANOLLES et al., 2013).



Acilacdo direta

Glutaminil-tRMA
GiIn + tRNAGIn 4+ ATP — GIn-tRNAGIN + AMP + PP;

sintetase

Modificacdo de aminoacido tRNA-dependente

Glu + tRNAGIN ¢ ATP e MNA gy, {RNAGIn + AMP + PP;
sintetase
Glu-tRNAGIn
GIn + Glu-tRNAGIn + ATP Gin-tRNAGIn 4 ADP + Pj + Glu

amidotransferase

Figura 2. Esquema dos mecanismos de acilacdo, no caso, para a formacdo do
glutaminil-tRNA. B. subtilis emprega a Glu-tRNAGIn amidotrasferase num processo

indireto de acilacéo.

As sintetases sdo um grupo diverso de proteinas, podendo ser monomeéricas,
diméricas ou tetraméricas. Elas sdo divididas em dois grupos, cada um contendo dez
delas, divididos por critérios estruturais: as sintetases de classe | possuem um dominio
catalitico N-terminal, com motivos de folhas-p paralelas ¢ a-hélices alternadas (dobras
de Rossman), enquanto que nas sintetases de classe IlI, h4& uma grande folha-
antiparalela circundada por a-hélices. Pertencem a classe | Arg-RS, Cys-RS, GIn-RS,
Glu-RS, lle-RS, Leu-RS, Met-RS, Trp-RS, Tyr-RS e Val-RS. Pertencem a classe 11 Ala-
RS, Asn-RS, Asp-RS, Gly-RS, His-RS, Lys-RS, Phe-RS, Pro-RS, Ser-RS e Thr-RS.
Como uma notavel excecdo, Lys-RS foi documentada como sendo de classe | em
algumas arqueobactérias (IBBA et al. 1997). Os dois grupos sdo monofiléticos,
praticamente ndo tém motivos em comum, encontram o RNA por diferentes angulos e
acilam os aminoéacidos a hidroxilas diferentes (IBBA; SOLL, 2000). O fato dos grupos
ndo terem quase nada em comum é um dos grandes mistérios da biologia, e sugere
diferentes origens evolutivas para cada classe de aaRS. E também interessante observar
a simetria entre os dois grupos nao-homologos, possivelmente associada a um
acoplamento de duas sintetases numa mesma haste aceptora (RIBAS DE POUPLANA;
SCHIMMEL, 2001). Sun e Caetano-Anollés (2008) indicam que estudos filogenémicos

da sequéncia e estrutura de milhares de tRNAs mostram uma origem mais tardia da



porcdo inferior do tRNA, que carrega o dominio de ligacdo ao anticodon. Desta forma,
as primeiras sintetases teriam suas especificidades voltadas exclusivamente para a
interacdo com a haste aceptora, e o sistema codificante teria surgido a partir das
graduais agregacdes de dominios das aaRS num mundo de proteinas. Farias (2013) e
Farias et al. (2014) sugerem um cenario onde o sistema codificante tenha surgido a
partir da coevolucdo entre sintetases e tRNAs, onde mudancas na segunda base dos
anticédons que resultam em mudancas em sua hidropatia teriam sido a forca que

induziu isso. O sistema codificante teria estado presente desde o inicio neste caso.

Além de todo o mistério acerca da origem de suas classes, as filogenias das aaRS
também muitas vezes fogem da classificacdo padrdo dos grandes dominios de seres
vivos (DOOLITTLE; HANDY, 1998), na qual Archaea é o grupo mais proximo de
Eukaria e teria dividido um ancestral comum com Bacteria em algum ponto. Por outro
lado, algumas das enzimas sé&o inteiramente consistentes com o modelo (DOOLITTLE;
HANDY, 1998), e é bastante provavel que as aaRS tenham passado por varias
transferéncias horizontais de genes (FOURNIER et al., 2011), 0 que a0 mesmo tempo
explica tais anomalias filogenéticas e torna incrivel o fato das enzimas reterem tantos
tracos evolutivos antigos. Provavelmente as linhagens envolvidas neste processo de
transferéncia horizontal datam de antes do Ultimo Ancestral Comum Universal
(LUCA).

1.4 A RECONSTRUCAO DE ANCESTRAIS

A era genbmica tornou possivel o sequenciamento de proteinas e &cidos
nucléicos, o que possibilitou toda a base para estudos evolutivos moleculares. Através
do alinhamento de multiplas sequéncias ja existentes e de uma arvore filogenética
correspondente, podemos produzir métodos para a reconstrugdo de ancestrais e gerar
inferéncias estatisticas para testar hipoteses evolutivas, verificar a plausibilidade de
modelos e inclusive sintetizar em laboratorio proteinas ancestrais inferidas (CHANG;
DONOGHUE, 2000). Os procedimentos de reconstrucdo de sequéncias ancestrais foram
aplicados com sucesso em estudos como a anélise da evolucdo da especificidade de
substratos em proteases (CHANDRASEKHARAN et al., 1996), a recriacdo de uma
ancestral rodopsina dos arcossauros (CHANG et al, 2002) e a paleobioquimica inferida
de bactérias antigas (GAUCHER et al., 2003). Para se inferir filogenias, ha trés métodos

principais: parsiménia, distancia e maxima verossimilhanca, todos revisados em



Felsenstein (1988). O avanco da bioinformatica trouxe uma vasta selecdo de softwares

dedicados a reconstrucéo de sequéncias ancestrais que aplicam tais métodos.

As historia evolutiva das aaRS pode nos fornecer informagdes cruciais para o
entendimento das origens da relagdo entre proteinas e RNAs, do cddigo genético e da
vida em si. Partindo das condigdes dos provaveis componentes de uma Terra
primordial, e através da reconstrucdo das formas ancestrais hipotéticas das moléculas,
podemos elaborar modelos de como um primeiro organismo poderia ter se consolidado.
Através de softwares e bancos de dados, pudemos gerar tanto sequéncias e estruturas
tridimensionais de aaRS ancestrais, quanto arvores filogenéticas para cada uma de suas
classes. Os dados das filogenias ddo margem a vérias ideias de como as moléculas mais
antigas poderiam ter interagido entre si e que tipo de forca poderia estar agindo para
isso, e a analise dos dominios encontrados nas sequéncias ancestrais € um grande
indicativo da presenca ou auséncia de uma associag&o inicial entre proteina e RNA. As
andlises das aaRS podem nos dar sugestdes de uma emergéncia tardia do codigo

genético, ou se isso ja fosse algo consolidado desde o inicio.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Gerar sugest@es da formacao das primeiras formas de vida através das aaRS.
2.2 OBJTIVOS ESPECIFICOS

Verificar a viabilidade das interacbes proteina-RNA num estado primitivo pela

analise dos dominios protéicos das formas ancestrais das aaRS;

Analisar possiveis associacdes entre as primeiras moléculas através da filogenia
das aaRS.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 DOMINIOS PROTEICOS

Submetemos as sequéncias ancestrais de cada sintetase a uma analise de
dominios pelo banco de dados BLAST. Usamos também o servidor I-TASSER
(ZHANG, 2008) para fornecer a estrutura tridimensional das ancestrais. Em seguida,
através da ferramenta de comparacdo RCSB PDB (PRLIC et al., 2010), obteve-se o
alinhamento estrutural entre os dominios de ligacdo ao anticddon de sintetases
modernas com as ancestrais, a fim de se verificar tanto a funcionalidade dos dominios

ancestrais (caso presentes) quanto possiveis sites que posteriormente teriam essa funcéo.
3.2 FILOGENIAS

O programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2011) foi usado em todos os testes para
se obter as filogenias de sequéncia. Apos o alinhamento pelo algoritmo ClustalW,
buscamos 0 modelo evolutivo de uma série de proteomas modernos de cada uma das
sintetases pelo método da maxima verossimilhanca para gerar as ancestrais. Foram 136
sequéncias usadas para Alanil-RS, 135 para Arginil-RS, 9 para Asparaginil-RS, 208
para Aspartil-RS, 140 para Cisteinil-RS, 139 para Glutamil-RS, 48 para Glutaminil-RS,
197 para Glicil-RS, 162 para Histidil-RS, 99 para Isoleucil-RS, 51 para Leucil-RS, 148
para Lisil-RS, 145 para Metionil-RS, 114 para Fenilalanil-RS, 125 para Prolil-RS, 142
para Seril-RS, 144 para Treonil-RS, 151 para Triptofanil-RS, 148 para Tirosil-RS e 136
para Valil-RS. Os modelos apontados foram: WAG para Ala (G: 1.03); rtREV para Arg
(G: 1.19); WAG para Asn (G: 5.10); WAG para Asp (G: 0.91); WAG para Cys (G:
0.93); WAG para GIn (G: 0.96); WAG para Glu (G: 1.54, I: 0.03); WAG para Gly (G:
2.33); WAG para His (G: 1.34); WAG para lle (G: 1.51, I: 0.05); WAG para Leu (G:
1.90); WAG para Lys (G: 1,78); WAG para Met (G: 1.39); WAG para Phe (G: 1.48);
WAG para Pro (G: 1.76, I: 0.02); WAG para Ser (G: 1.07); WAG para Thr (G: 1.26, I:
0.02); WAG para Trp (G: 2.26); WAG para Tyr (G: 2.22, I: 0.03) e WAG para Val (G:
1.03). Seguindo os respectivos modelos e fazendo um teste de bootstrap com 1000
replicacOes, geramos uma arvore filogenética por maxima verossimilhanca para cada
uma das sintetases, a partir das quais as sequéncias ancestrais foram tracadas e
extraidas. Quando ndo se foi possivel gerar um anico ancestral, admitiram-se dois.

Geradas as ancestrais, elas foram separadas por classe para novos testes de filogenia. Os
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modelos apontados foram JTT para a classe | e WAG para a classe I, e os métodos

foram novamente por méxima verossimilhanca e bootstraping com 1000 replicacGes.

Apols obtermos a estrutura tridimensional para cada uma das sequéncias
ancestrais, comparamos a distancia entre todas as estruturas uma a uma através da
ferramenta de comparacdo RCSB PDB. O valor de distancia é dado através do RMSD
(Root-Mean-Square Deviation), que é a distancia média do esqueleto de carbonos alfa
em duas estruturas sobrepostas. Os valores obtidos foram plotados em uma matriz e a
arvore de distancia foi calculada com o auxilio do programa TNT (GOLOBOFF;

NIXON, 2008), por parsimdnia e com 1000 replicagdes no bootstrap.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ANALISE SEQUENCIAL

A andlise dos dominios revelou dominios de ligacdo ao anticédon em alguns dos
ancestrais. A presenca de tais dominios sdo um indicativo de que a relagdo entre as
proteinas e 0 RNA fosse algo solidificado desde o inicio, principalmente quando
registrada em sintetases de aminoacidos considerados primitivos, como na Gly-RS
(figura 3).
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Figura 3. Presenca do dominio de ligagdo ao anticodon em Gly-RS, mais
especificamente Gly_2 (acima), e auséncia do mesmo em Phe-RS (abaixo).

O dominio de ligacdo ao anticddon foi encontrado em Arg-RS, Ile-RS (lle_1 e
lle_2), Met-RS e Val-RS para a classe I; e em Asn-RS, Gly-RS (Gly_2), Lys-RS, Pro-
RS (Pro_2) e Thr-RS para a classe 1. O dominio catalitico estava presente em todas as

ancestrais, com excecdo de His-RS. E bastante provavel que aminoacidos fossem
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abundantes na Terra primordial (MILLER, 1953; PARKER et al., 2011; BADA, 2013),
e € natural pensarmos que as aaRS tenham se associado inicialmente a eles. Mas a
associacdo com 0s anticodons aparentemente ndo é algo tdo posterior quanto se

pensava.
4.2 ANALISE ESTRUTURAL

A ocorréncia de um dominio numa sequéncia linear ndo nos da uma
correspondéncia funcional, ja que o arranjo da proteina pode p6r certas areas em regides
inacessiveis. Para se checar o arranjo dos dominios nas ancestrais, fizemos um
alinhamento entre elas e dominios de sintetases modernas. Verificada a presenca do
dominio na sequéncia primaria, e com arranjo similar a conformacdo moderna nas
ancestrais, hd uma forte sugestdo da emergéncia inicial do sistema codificante. O
alinhamento na ancestral Gly_2 ¢ evidenciado na figura 4A. A figura 4B mostra o néo-

alinhamento em Phe, para fins comparativos.
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Figura 4. Alinhamento entre as ancestrais (em branco) e o dominio de ligacdo ao

anticodon modernos (em vermelho). (A) Ancestral Gly 2 e o dominio de ligacdo ao
anticodon de Thermus thermophilus, razoavelmente alinhados. (B) Ancestral Phe e o

dominio de ligacéo ao anticodon humano mitocondrial, ndo alinhados.

O alinhamento ocorreu em Arg-RS, Cys-RS, GIn-RS, lle-RS (lle_1 e lle_2),
Met-RS e Val-RS para a classe I; e em Asn-RS, Gly-RS (Gly_2), Lys-RS e Thr-RS para
a classe Il. Temos entdo que as ancestrais Arg, lle_1, lle_2, Met, Val, Asn, Gly 2, Lyse
Thr possuem o dominio tanto na sequéncia, quanto numa aproximagdo em estrutura.
Cys e GIn sé alinharam em estrutura, mas ndo tém o dominio na sequéncia, enquanto
Pro_2 tem o dominio na sequéncia, mas ndo alinha em estrutura. Nesses casos,
interpretamos como uma consolidagdo inicial que se definiria melhor com o tempo
evolutivo, seja por mutacOes, seja por rearranjos. Isto desafia a nocdo de que as
proteinas precederam os acidos nucléicos ja que, como dito anteriormente, é bastante
provavel que as aaRS estejam entre as primeiras proteinas formadas. Sua vantagem

seletiva € muito grande. Ribas de Pouplana et al. (1998) sugerem, através de uma
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analise evolutiva da Lys-RS, que os tRNAs precederam suas sintetases, 0 que é mais
provavel. Esta segunda linha de pensamento vai de acordo com o mundo de RNA, mas
dadas as complicacdes relacionadas a esta hipotese e o fato dos dados aqui apresentados
sugerirem uma associacdo ja inicial entre proteinas e RNA, a hipotese do mundo
ribonucleoprotéico parece ainda mais plausivel. Vimos que ha sugestdes de uma
coevolucéo inicial e, desta forma, um sistema estaria cobrindo as pressdes negativas

sobre o outro, com um codigo genético rudimentar ja estabelecido.
4.3 FILOGENIA SEQUENCIAL

As arvores filogenéticas (figura 5) mostraram varios grupos peculiares. Em
busca de provaveis explicacfes para 0 que os dados revelaram, foram analisadas
caracteristicas estruturais, genéticas e bioquimicas tanto das sintetases quanto de seus
aminoacidos correspondentes. Ja& é proposto que haja um padrdo de diversificacdo entre
sintetases e seus aminoacidos (NAGEL; DOOLITTLE, 1995). Houveram agrupamentos
em que ndo se foi possivel encontrar explicacdes satisfatorias, mas com os dados
apresentados nesse e em outros trabalhos citados, temos o suficiente para propor um
modelo evolutivo para a coevolugédo entre sintetases e tRNAs e consequente formagéo

do cddigo genético.
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Figura 5. Arvores filogenéticas por maxima verossimilhanca.

Dentro da classe I, Val-RS e lle-RS sé@o sintetases com sequéncias bastante
similares (BROWN; DOOLITTLE, 1995), diferindo um pouco de Leu-RS, e as trés séo
especificas para aminoacidos hidrofébicos. Met-RS também tem um certo nivel de
similaridade com as trés, embora menor. Ao olhar a tabela do cddigo genético, podemos
ver que os anticodons para Val, lle, Leu e Met tém conformacdes similares. Cys-RS
também aparece compondo este primeiro grupo de enzimas, sendo estruturalmente
similar as outras mesmo sendo muito menor. Aparentemente 0os aminoacidos da Cys-RS
formam uma dobra de ligacdo ao nucleotideo bem mais compacta do que a de seus
relativos (HOU et al., 1991). Aqui, Cys-RS encontra-se particularmente préxima a Met-
RS, a outra sintetase especifica pra aminoacidos que contém enxofre em sua
composicdo e igualmente hidrofilicos. Quanto ao pareamento entre GIn-RS e Arg-RS,
os anticodons de GIn para Arg diferenciam apenas em sua segunda base e ambos 0s
aminoacidos sdo hidrofilicos e derivados do a-Cetoglutarato. Por outro lado, ndo ha
tracos como os mencionados em comum entre Glu-RS e Trp-RS. Provaveis motivos de
estarem agrupadas sdo desconhecidos. Além disso, Tyr-RS aparece sozinha, apesar de
suas notaveis semelhancas com Trp-RS (DOUBLIE et al., 1995).

Analisando a classe Il, a arvore agrupa Asn-RS, Asp-RS e Lys-RS, todas
estruturalmente similares (BERTHET-COLOMINAS et al, 1998) e de aminoacidos
hidrofilicos derivados do Oxaloacetato. Em outro clado, temos um grupo com His-RS,
Gly-RS, Thr-RS e Pro-RS (MARTINIS et al, 1999), tambeém estruturalmente similares.
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No primeiro grupo, a maior proximidade também é refletida em seus anticddons, e o
mesmo pode se dizer do agrupamento entre Thr-RS e Pro-RS. Também vemos Ala-RS
no segundo grupo proxima a Gly-RS. Além de terem anticédons similares, ambos
aminoacidos sao os mais simples em sua estrutura e hidrofobicos. Ja Phe-RS e Ser-RS
aparecem sem pareamentos proximos. Sabemos que Phe-RS é a Unica codificante para
um aminodcido aromaético na classe Il, mas Ser-RS é semelhante a Thr-RS em sua
estrutura, em seus anticodons e nas caracteristicas de seus aminoacidos. E estranho a

enzima estar posicionada desta forma na arvore.

Neste ponto, é interessante comparar a filogenia das aaRS com a filogenia dos
tRNAs. Farias (2013) propos uma filogenia dos tRNAs por uma metodologia bastante
semelhante. O trabalho dele sugere que ndo haja uma correlacdo entre a diversificacdo
dos tRNAs e um aminoacido em particular e, portanto, a correlacdo entre as duas
moléculas poderiam ter sido estabelecidas indiretamente por proto-aaRS. RelacGes de
hidropatia podem ter sido o centro dessa interacdo inicial (FARIAS et al., 2007). Tais
relacbes foram utilizadas por Woese et al. (1966) para demonstrar a distribuicdo
ordenada de cddons e aminoacidos, e é proposto que estejam primariamente associadas
ao crescimento gradual da cadeia de aminoacidos das aaRS (FARIAS et al., 2007).
Woese (1965) propde que a associacdo dos aminoacidos a seus codons tenha sido o
inicio da formacdo do cddigo genético, num gradual processo de reducdo de erros de
traducdo. Isso segue a linha da teoria adaptativa do cddigo, e consegue explicar as
similaridades entre aminodacidos de cddons também similares. Essencialmente, podemos
ter certeza de que as primeiras células operavam com uma forma rudimentar de
traducdo, onde ndo havia tanta diferenciacdo entre aminoacidos. Provavelmente, em tais
células, haviam varias ambiguidades na associacdo de codons e poucas chances de se
produzir enzimas funcionais. Neste cenario, as escalas de hidropatia entre tRNAS,
sintetases e aminoacidos seriam um provavel ponto de partida para os pareamentos
tendo em vista a notavel semelhanga entre este viés de associagdo e a forma como o
codigo se apresenta (Woese et al., 1966), seguindo desta vez uma abordagem
estereoquimica das origens do cddigo. Também vemos na filogenia proposta aqui que,
além de similaridades nas caracteristicas hidropaticas dos aminoacidos e na
conformacdo dos anticodons, sintetases cujos aminodcidos sdo derivados do mesmo
composto também é algo que tende a aparecer nos grupos. I1sso d& margem para uma

interpretacdo coevolutiva na qual os cdédons tenham sido realocados a medida que um
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aminoéacido fosse gerado a partir de outro ou de um mesmo substrato, adquirindo mais

especificidade com o tempo.
4.4 FILOGENIA ESTRUTURAL

Tendo em mente que a polaridade das moléculas € influenciada pelo arranjo de
seus atomos, a filogenia gerada a partir das matrizes de distancia refletem melhor o

carater estereoquimico mencionado anteriormente (figura 6).

S5 ls

Figura 6. Filogenias estruturais por parsimdnia. As ancestrais usadas como outgroup
(Leu-RS e Gly-RS) foram escolhidas com base em caracteristicas basais delas mesmas e

dos aminoéacidos correspondentes.

Na classe | vemos claramente que as aaRS de aminoacidos hidrofébicos se
agrupam, com Tyr-Trp em um pareamento, e Val-lle continuando juntas em outro.
Como ressaltado, Tyr-RS ndo aparece junto a Trp-RS na filogenia sequencial apesar de
suas similaridades. Provavelmente essa homologia vem mais de caracteristicas
estruturais, o que é corroborado por aparecerem juntas aqui e pelo fato de que Tyre Trp
sdo aminoacidos aromaticos de estrutura complexa, provavelmente tendo aparecido sO
depois de certo tempo evolutivo. Todas as outras sintetases codificam pra aminoacidos

hidrofilicos (com excecédo da outgroup Leu).
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A filogenia estrutural de classe Il ndo mostrou padrBes discerniveis; 0S
pareamentos Ser-Phe e Lys-Ala ndo sdo congruentes com 0s que vimos até entdo. Tais
convergéncias nao ocorrerem com a classe | no que diz respeito as estruturas nos leva a
crer que pressoes seletivas pudessem ser diferentes de uma para outra (visto que os dois
grupos sdo monofiléticos e tém origens evolutivas diferentes), de forma que aspectos
relacionados a estrutura, como a hidropatia, ainda ndo repercutissem em vantagens para

aclasse II.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados mostrados aqui estdo longe de serem conclusivos, mas procuramos
cobrir tanto a origem do codigo quanto 0s primeiros passos para a emergéncia de uma
maquinaria bioldgica funcional através das aaRS. A presenc¢a dos dominios de ligagdo
ao anticodon aparentemente funcionais nas ancestrais da forca a teoria do mundo
ribonucleoprotéico, com um cédigo rudimentar ja estabelecido no inicio das interacfes
proteina-RNA. No modelo proposto, o codigo teria comegado a se organizar pela
associacdo de aminoacidos a seus cédons por relacdes estereoquimicas de hidropatia,
com baixa especificidade e alta percentagem de erros de traducdo. Com o tempo, 0
cédigo foi adquirindo especificidade, possivelmente pela realocacdo de cddons a

medida em gue novos aminoacidos eram gerados no sistema.
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