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RESUMO

Entender a questdes de como a vida se formou em nosso planeta, e como um
sistema bioquimico simples emergiu ndo é facil. A hipétese de que o RNA foi
a primeira molécula da vida, se torna uma das mais plausiveis para a origem
do maquinario bioquimico devido & dualidade que encontramos nessas
moléculas, que tanto podem carregar informacdo biolégica como atuar na
catélise. A RNA dependente RNA polimerase (RDRP) € uma enzima de virus
de RNA. Em eucariotos funciona como amplificador de diversas moléculas de
RNA com func¢éo de regulacéo da expressao génica. Todas as RDRP possuem
oito motivos de aminoacidos conservados, quatro desses motivos estao
presentes em todas as classes de polimerases e residem na porcao catalitica
da enzima no dominio “palma”. Nés buscamos compreender a transi¢do de um
mundo de RNA para um mundo RNA/proteina, a partir de uma andlise
estrutural das RNA dependente RNA polimerase, evidenciando a hipotese
“tRNA Core” mostrando a origem dos primeiros genes. Extraimos dos
trabalhos de FARIAS et al, quatro sequéncias ancestrais de tRNA para a
RDRP. Obtivemos 301 sequéncias para a enzima encontrada no NCBI, depois
alinhamos e geramos uma filogenia, com o alinhamento e a arvore, no
programa MEGA7, extraimos sequéncias de aminoécidos ancestrais, com as
sequéncias primarias conseguimos gerar as estruturas tridimensionais dessas
proteinas hipotéticas. Todas as estruturas ancestrais foram submetidas ao
COACH e depois sobrepostas a todas as estruturas modernas da RDRP
encontrada no PDB. Com os valores de RMSD das sobreposi¢cdes construimos
uma filogenia estrutural. Segundo os resultados do COACH todas as estruturas
estavam se ligando a cofatores importantissimos para a reacdo de catalise,
assim como acidos ribonucleicos. Nas sobreposicdes, as estruturas ancestrais
se ligaram em todos os dominios proteicos das proteinas modernas, mas com
prevaléncia ao sitio catalitico. Seguindo a filogenia, as ancestrais em sua
grande maioria se encontraram na base da arvore. Os resultados sugerem que
a enzima se originou a partir do dominio catalitico, sendo muito pequena e
através da incorporacdo de pequenos aminoacidos da origem ao dominio
catalitico mais parecido com o evidenciado atualmente. Seguindo a hip6tese
tRNA Core, é provavel que um dos primeiros genes a se fixar ao codigo em
formacgao fosse uma polimerase.

Palavras chave: RNA dependente RNA polimerase, tRNA, Mundo de RNA.



ABSTRACT

Understanding how life was formed on our planet, or even how a simple
biochemical system emerged is not easy. The hypothesis that RNA was the
first molecule of life, is one of the most plausible for the origin of the biochemical
machinery. This is due to the duality we find in these molecules, which can both
carry biological information and act in catalysis. One example of RNA having a
catalytic action is RNA-dependent RNA polymerase (RDRP) is an enzyme
found in retrovirus. In eukaryotes, it functions as an amplifier of several RNA
molecules with the function of gene expression regulation. All RDRPs have
eight conserved amino acid motifs, four of these motifs are known to be present
in all classes of polymerases and reside in the catalytic portion of the enzyme
in the palm domain. We sought to understand the transition from a RNA world
to an RNA /protein world, from a structural analysis of RNA-dependent RNA
polymerase, evidencing the "tRNA Core" hypothesis and showing the origin of
the first genes. We extracted from the works of FARIAS et al, four ancestral
sequences of tRNA for RDRP. We obtained 301 sequences for the enzyme
found in NCBI, then we aligned these sequences and calculated a phylogeny,
using the alignment and the tree, with the program MEGA 7 we extracted
sequences of ancestral amino acids, with the primary sequences we were able
to generate the three-dimensional structures of these hypothetical proteins. All
ancestral structures were submitted to COACH and then superposed to all the
modern RDRP structures found in the PDB. With the RMSD values of the
overlaps we constructed a structural phylogeny. According to the results of
COACH all the structures were linking to very important cofactors for the
catalysis reaction, as well as ribonucleic acids. In overlaps, the ancestral
structures have been bound in all protein domains in modern proteins, but with
prevalence at the catalytic site. Following the phylogeny, the ancestors mostly
found themselves at the base of the tree. The results suggest that the enzyme
originated from the catalytic domain, being very small and through the
incorporation of small amino acids from the origin to the catalytic domain more
similar to the currently evidenced. Following the tRNA Core hypothesis, it is
likely that one of the first genes to attach to the code in formation would be a
polymerase.

Keywords: RNA-dependent RNA polymerase, tRNA Core, RNA world.
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INTRODUCAO

1 FUNDAMENTACAO TEORICA

Uma das questbes mais intrigantes para a ciéncia é o surgimento da
Vida, em que ponto um sistema simples capaz de se auto replicar, gerar
variantes e ser cabivel de evolucdo Darwiniana, pode emergir de um
aglomerado de moléculas organicas, que passaram por um processo de
evolucdo quimica[l]. Como esse maquinario bioquimico que conhecemos
atualmente, emergiu de uma quimica prébidtica basica? Qual a primeira
entidade auto replicante a se estabelecer? E o maior de todos os
questionamentos, quem vem primeiro Acidos nucleicos ou proteinas ?. Essas
perguntas sdo bastantes dificeis de responder, pois ainda precisamos
melhorar a gama de experimentos in vitro sobre quimica prébidtica, criar novas
metodologias para poder analisar e interpretar dados moleculares, assim como
limitagcdes que sempre irdo estar presentes em trabalhos sobre origem da vida,

impedindo uma abordagem mais apurada dos fatos[2].

Como estamos tratando de algo muito distante da nossa realidade, fica
claro que é um tempo bastante longo do passado. Logo sdo variaveis que nem
conhecemos com tanta clareza, por exemplo quais as condicbes de
temperatura, PH, salinidade dos mares, pressdo atmosférica, entre varias
outras do nosso planeta a 4 bilhdes de anos atras, que foram essenciais para
a emergéncia da vida[3]. Temos dados atuais que ha cerca de 4 milhdes de
anos atras ja tinhamos células bacterianas capazes de obter sua prépria
energia, e isso nos mostra que a vida celular € muito antiga em nosso
planeta[4]. E provavel, que a formac&o do codigo genético foi essencial para
essa vida celular se desenvolver e evoluir, pois quando o genoma se formou

estabeleceu o que chamamos de “Dogma Central” na Biologia da vida[5].



Desde os antigos gregos, passando pelos experimentos de Miller até os
dias atuais, os pesquisadores tém tentado mostrar como a vida comecgou até
a formacgéo da primeira célula[6]. Hoje vérios estudos tém tentado demostrar
um genoma para o ultimo ancestral celular universal (LUCA), mostrando que o
ancestral de todas as células ja tinha um sistema bioquimico bem estabelecido,
e que evoluiu muito provavelmente de um pré-LUCA[7]. Mas outros estudos
pelo contrario, tem proposto que antes da formacao desse pré-LUCA, haveria
entidades replicativas que estavam em constante simbiose umas com as
outras, havendo troca constante de informacéo, ou seja, havia um genoma
antes do LUCA[8], com genes essenciais para uma entidade auto-replicativa
evoluir, e com essa troca de informacéo, foi possivel algumas classes dessas

entidades darem origem a populacao de LUCA][9].

Existem varios estudos que tentam mostrar a formacdo de moléculas
organicas no laboratério, simulando o ambiente prébidtico da terra sobre
condicdes controladas[10-13]. Desde 1953 sabemos que a formacdo de
aminoacidos € plausivel de ocorrer na sopa prébidtica. Varios estudos com
outras moléculas foram realizados, por exemplo, estudos com formamidina e
cianeto de hidrogénio, tem demonstrado que em algum ponto de aglomeracéo
dessas moléculas temos a formacdo de purinas, pirimidinas, acidos graxos,
diversos cofatores como NAD, FAD, ATP[12,13,14]. Véarios desses estudos
tem focado em meteoritos ricos em agua, minerais radioativos e compostos
organicos, que sugerem gue pode ser plausivel a formacéo de todas essas
moléculas essenciais para 0s organismos vivos, na terra ha 4 bilhdes de

anos[15].
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Em 1986 foi lancanda a hipétese do mundo RNA, em que foi proposto
gue o RNA foi a primeira molécula da vida a se forma [16]. Devido a dualidade
gue encontramos hoje em moléculas de RNA, que tanto podem armazenar
informacgéo genética, como possuir atividade de catalise[17-19], por exemplo a
parte do ribossomo que exerce a ligacdo peptidica é uma ribozima, parte do
rRNA[20,21]. A existéncia desse pequeno momento na emergéncia da vida,
em que moléculas de RNA possuiam func¢des tanto de fendtipo quanto de
genatipo, torna o0 mundo de RNA uma hipétese promissora para a formacao

das primeiras entidades auto-replicativas [22].

O mundo RNA é uma das mais plausiveis hipoteses para explicar a
origem da vida, devido a variedade de observacdes que encontramos nos
organismos atuais, onde o RNA com suas diversas funcfes € parte chave na
decodificacdo da informacédo. Temos varias moléculas de RNA que passam
por processos de auto-splicing, a vasta gama de ribozimas demostrada em
laboratorio, assim como aquelas encontradas naturalmente[23,24,25]. Outra é
o controle da expressdo génica sendo guiada por moléculas de RNA de
interferéncia. E a descoberta atual de que quase todo o genoma € transcrito,
mas apenas uma pequena porcentagem é codificada em proteinas, enquanto
a maior parte produz RNAs nao codificantes que vao atuar como reguladores
de expressao[26,27]. Todos esses pontos fortalecem ainda mais a ideia de
qgue, esse mundo de RNA tenha existido e todas essas reliquias/fésseis
moleculares nos deixam pistas acerca desse mundo. Por exemplo, a
replicacdo do DNA, necessita de uma vasta gama de enzimas proteicas, assim
como no reparo e recombinacdo, o mundo de RNA nos deixa claro que
situacbes como essas, poderiam se formar muito mais simples quando n&o
existia DNA ou Proteina, sendo o RNA a primeira molécula a exercer papeis
tanto de genoma como catalise, que posterior essas fungdes foram melhor

exercidas por DNA e proteina respectivamente[28].
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Outros estudos também focando em saber como ocorreu a formacao de
moléculas de RNA e posteriormente o surgimento do DNA, tem mostrado que
era plausivel a existéncia de quimeras de RNA/DNA, e que essas quimeras
poderiam ser muito mais estaveis do que moléculas de RNA por si s6, sendo
percussores da formacéao de cadeias apenas de DNA, pela melhor estabilidade

exercida pela molécula[29].

As RNA-dependente RNA-polimerase (RdRp) sdo enzimas esséncias
para todos os virus com genoma de RNA[30]. Diferente de outras polimerases,
as RdRp possuem alta taxa de erro na hora da incorporacédo do nucleotideo
adequado (em ordem de 10#). Por isso, sdo cruciais para gerar a variabilidade
viral e permiti sua evolucdo. Segundo os trabalhos de Nasir et al [31], onde
afirmam gue os virus de RNA séo a classe de viroses mais antiga, essa enzima
tem papeis fundamentais para sua evolucdo, pois € provavel que essas
entidades sejam fosseis moleculares de um passado remoto [31,32]. Estas
enzimas também participam de varios processos bioldégicos em eucariontes,
como amplificacdo de microRNAs, que exercem papeis no controle da
expressao genica, atuando no desenvolvimento de nematodides, e protegendo

plantas contra acidos nucleicos patégenos [33,34].

As RdRp apresentam em sua conformacao estrutural 3D, arquitetura de
uma mao direita com trés subdominios funcionais, denominados, dedos, palma
e polegar. Em todas as polimerases o subdominio palma € bastante
conservado, sendo os outros subdominios diferentes em cada classe. Nas
RdRp o subdominio Palma possui dois residuos conservados de Aspartato, o
gual interagem com dois ions metalicos bivalentes para a ocorréncia do ataque
nucleofilico, onde essa interacdo permite a incorporacao do ribonucleotideo de
entrada da cadeia em formacédo. O subdominio dos dedos estar envolvido na
interacdo com a molécula molde e incorporacdo de nucleotideos. O
subdominio polegar estar relacionado a formacdo do grampo de ligagdo no
momento em que a reacado ocorre. Estar localizado oposto aos dedos, na

porcao N-terminal da enzima, sendo o dominio mas variavel [35-37].
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Seis motivos estruturais (A — F) sdo bastante conservados em todas as
RdRp. Todos esses motivos estdo localizados no subdominio palma, com
excecdo do motivo F, que se encontra nos dedos. Todos esses motivos tém
mostrado estarem relacionados a processos importantissimos na correta
incorporacao e reorganizacdo de nucleotideos. Varios desses motivos séo
compartilhados com outras polimerases, indicando sua importancia
fundamental na funcéo enzimatica. Nas RdRp estes motivos encontram-se na
cavidade central que estar responsavel pela ligacdo de substratos e cofatores
[38,39].

As RdRp tém um papel central no inicio da evolugéo da vida, quando o
RNA primariamente supostamente se comportava como material genético.
Acredita-se que essa enzima teria importantes funcées. Periodicamente as
primeiras formas de vida poderiam ser baseadas em RNA, algumas moléculas
desses RNAs poderiam possuir acéo catalitica a partir de mudancas estruturais
na cadeia, com ribozimas polimerases exercendo funcéo de replicacao desse
genoma de RNA [40-41]. Posteriormente quando a funcéo catalitica passou a
ser exercida por proteinas, as enzimas que replicam o genoma teriam sido as
primeiras a se formar devido a sua importancia, sendo a polimerase de RNA
parte dos primeiros genes. Ainda essas polimerases sédo capazes de inserir
mutacdes, processo base para ocorréncia de variabilidade genética, o que
pode te levado & origem de outras enzimas polimerases[42]. LEON et al[40]
sugere que uma transcriptase reversa teve papel importantissimo para o

surgimento da molécula de DNA.

Farias et al [8,9] sugeriram a constituicdo do proteoma antes do ultimo
ancestral comum universal baseado na traducdo das moléculas ancestrais de
tRNA. Entre as proteinas modernas que tinham semelhancas com as
sequéncias ancestrais de tRNA traduzidas, a RdRp era a Unica polimerase que

tinha correspondéncia.
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Estes resultados reforcam a natureza do material genético primitivo

baseado em RNA e o surgimento precoce da RdRp no sistema biolégico.

FARIAS et al [9,43], sugerem um novo modelo para a origem do sistema
biologico, onde as moléculas de tRNA orquestraram a organizacao inicial da
vida. Na emergéncia do sistema biologico primitivo, o tRNA poderia trabalhar
como o material genético primitivo e dar origem ao mRNA e rRNA, bem como,
gerar por conformacdes estruturais alternativas &s primeiras ribozimas.
Através do processo de dimerizacdo, moléculas de proto-tRNA poderiam dar
origem ao Centro Peptidil Transferase(PTC)[44]. Com o surgimento do rRNA e
MRNA, este sistema poderia originar o sistema de traducdo primitiva, que
possibilitou a sintese das primeiras proteinas.

Esse sistema de traducédo primitiva, permitiu a transicdo de um mundo

de RNA para um mundo de RNA/proteina e posteriormente, para 0 mundo
DNA/RNA/ proteina[43,44].

14



2 OBJETIVO GERAL

Compreender a origem e a evolugdo estrutural das RNA polimerase
RNA dependentes

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar as estruturas ancestrais derivadas de tRNAs como provaveis
moléculas originarias das RdRp.

e Reconstruir sequéncias ancestrais das RdRp a partir de sequéncias
modernas, determinar a estrutura tridimensional e as etapas
evolutivas até a formacao da enzima funcional.

e Compreender as relacdes filogenéticas estruturais, buscando
observar mecanismos transicionais durante o processo evolutivo.
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3 METODOLOGIA

3.1 Reconstrucao da estrutura ancestral para tRNA e analise de ligacao

Farias et al [9] sugeriram que a RNA polimerase RNA dependente tinha
origem a partir da juncédo de tRNA ancestrais. Quatro sequéncias ancestrais
para RNA polimerase RNA dependente foram utilizadas neste trabalho como
sugerido por Farias et al. Cada sequéncia ancestral foi submetida ao servidor
web |-Tasser [45] (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) para
prever por homologia o melhor modelo estrutural. Para uma melhor resolucéo
estrutural das proteinas ancestrais, cada modelo ancestral estrutural foi
submetido ao programa ModRefiner[46]
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner), que refinou todas as
hastes dando uma melhor resolucdo para cada modelo ancestral (Figura 1).
Apés o refinamento, cada modelo estrutural foi submetido ao programa
COACH]I47] (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/COACHY/) para inferéncia
sobre qual molécula se liga melhor ao local de ligacdo das Proteinas

ancestrais.

3.2 Reconstrucao da estrutura ancestral para RDRP e andlise de ligacéo

Obtivermos 301 sequéncias da polimerase encontrada no NCBI

(http://ncbi.nlm.nih.gov/), para todos os virus de RNA assim como organismos

celulares, todas com mais de 500 aminoacidos. Cada sequéncia foi submetida
ao Uniprot [48](http://www.uniprot.org/blast/) para verificar a confiabilidade das
mesmas, sendo excluidas sequéncias redundantes. Posteriormente alinhamos
as sequéncias utilizando o MAFFT[49](http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/),
para posterior inferéncia sobre qual o melhor modelo evolutivo para o
alinhamento usando o ProtTest 3.2[50], que analisou e o0 melhor modelo foi 0
WAG+G.

Com o alinhamento foi gerada uma arvore filogenética utilizando T-
Rex[51] (http://www.trex.ugam.ca/index.php?action=inferenceé&project=trex),
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construida pelo método de Maxima Verossimilhanca. Com o alinhamento e a
arvore filogenética foi possivel no programa MEGA7[52], construir uma
filogenia ancestral, obtendo também as sequéncias ancestrais. N&o foi
possivel o calculo com 100% de delecdo de gaps, assim extraimos duas

sequéncias ancestrais a 90%.

Cada sequéncia ancestral foi submetida ao I-Tasser[45]para predicao
da melhor estrutura. Para melhor resolucdo estrutural dessas proteinas
hipotéticas, cada uma delas foi submetida ao ModRefiner [46], que refinou
todas as estruturas dando uma melhor resolucéo para cada modelo (Figura 2).
Apbs refinado cada modelo estrutural foi submetido ao COACH [47] para

inferéncia sobre qual molécula melhor se liga ao seu sitio.

COACH é uma abordagem de meta-servidor para predi¢cao do local de
ligacdo e os melhores ligantes da proteina alvo. O COACH ir4 gerar previsdoes
do sitio de ligacdo do ligante complementar utilizando varios métodos
comparativos, que reconhecem modelos de ligacéo de ligantes a partir da base
de dados da funcédo de proteina BioLiP por comparacfes de subestrutura e
correspondéncia de sequéncia. Estas previsdes serdo combinadas com
resultados de outros métodos para gerar previsdes finais do sitio de ligacéo do
ligante[47].

3.3 Andlise Comparativa e Filogenia Estrutural

Foram extraidas todas as sequéncias das 24 RdRp cristalizadas
encontrada no PDBJ[53]. Depois, foi realizado todo o processo descrito acima
com essas sequéncias. No programa MEGA7 poder-se construir a arvore
ancestral assim como sequéncias ancestrais com 100% de delecéo de gaps.
Extraimos uma sequéncia ancestral, que depois de submetida ao I-Tasser,
ModRefiner (Figura 3), foi lancada ao COACH[45-52].
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Foram obtidas as estruturas cristalizadas modernas para RdRp, de virus
de RNA, que incluem : RNA Polimerase DSRNA Bacteriophage(PDB: 1HHS);
RNA Polimerase Rabbit Hemorrhagic Disease Virus(PDB: 1KHV); RNA
Polimerase Sapporo Virus(PDB: 2CKW); RNA polimerase Hepatitis C (PDB:
2D41); RNA polimerase Neurospora Crassa (PDB: 2J7N); RNA Polimerase
Birnavirus (PDB: 2PGG); RNA Polimerase Infectious bursal disease virus
(PDB: 2PUS); RNA polimerase Rotavirus (PDB: 2R7T); RNA polimerase
Infectious Pancreatic Necrosis Virus(PDB: 2Y18); RNA polimerase cypoviruses
(PDB: 3JA4); RNA polimerase Enterovirus A (PDB: 3N6L); RNA polimerase
Norwalk virus (PDB: 3UQS); RNA polimerase Rotavirus A (PDB: 4AUG6); RNA
polimerase Thosea asigna virus (PDB:4XHA); Rhinovirus A (PDB: 1XR7);
Enterovirus C(PDB: 30L6); Foot-and-mouth disease virus (PDB: 1UQ09);
Cardiovirus A (PDB: 4NZ0); Japanese encephalitis virus (PDB: 4HDH); Dengue
virus (PDB: 2J7U); Bovine viral diarrhea virus 1 (PDB: 1S48); virus Qbeta
(PDB: 3MMP); Reovirus (PDB: 1MUK); La Crosse Bunyavirus (PDB: 5AMQ);

Cada estrutura extraida do PDB[53], foi submetida ao ModRefiner[46].
As estruturas modernas foram sobrepostas s duas proteinas ancestrais
hipotéticas e a todas as 4 estruturas de tRNA. Usando o TM-

align[54](http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/), foi possivel verificar

em qual regido elas estdo se ligando, junto com seus valores de RMSD.

Com os valores de RMSD das sobreposi¢cdes criamos uma matriz de
sobreposicao estrutural, que através do método Neighbor-Joining no T-
Rex[51], deu origem a uma arvore filogenética estrutural para todas as

proteinas. Em todos os programas foram utilizados parametros padréo.
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4 RESULTADOS
4.1 Melhores ligantes COACH

Os resultados do COACH para nossa estrutura controle é apresentada
na Tabela 1, mostrando como esperado que os melhores ligantes sao
moléculas essenciais para atividade de polimerizacdo[12,13,32], como

observado para Ancescont.

Tabela 1: Resultados do COACH, com melhores ligantes para nossa estrutura
controle.

Grupo Controle COACH TM-SITE S-SITE
Ancescont Acidos Magnésio, Magnésio
Ribonucleicos Célcio, Zinco

Na figura 1, sdo mostradas as sequéncias e 0os modelos estruturais
gerados por homologia com sequéncias ancestrais, como sugerido por Farias
et al.[9]. As estruturas obtidas mostraram uma conformacao simples com loops
e hélices e as sequéncias propostas em tRNAL, tRNA 2 e tRNA 3 mostraram
semelhancas entre elas, com pequenas diferencas na constituicdo de
aminoécidos. A sequéncia tRNA 4 é mais divergente e pode representar um
segundo modulo na formacédo da proteina primordial.

Na Tabela 2, € mostrada a analise ao substrato e a ligacdo do cofator
as sequéncias ancestrais derivadas do tRNA ancestral. Os dados indicam que
as estruturas ancestrais tém a capacidade de se ligar em moléculas simples
como magnésio, calcio, ribonucleétidos entre outros. O cofator mais
frequentemente encontrado nesta analise foi 0 magnésio que é o cofator das
RdRp moderna. Estas analises indicaram que na origem da RdRp a parte mais
antiga da proteina é o local de ligacéo do cofator. Nas proteinas modernas, o
local de ligacdo do cofator esta localizado no dominio palma, o que é
considerado pela analise evolutiva 0 dominio mais antigo na RdRp moderna
[38].
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R %

Seq = PGPADRRILLNSDGFDPSGTAQPTTRG Seq = PGPADRRILLNSDGFDPSGTAQPTTS

s oA

Seq = PGPADRRILLNSVGDSFSPARWLRSIWYG Seq = AERIERPWQVMSELICSGHSAVQVSSHELDGFDP

Figura 1: Modelo estrutural com suas respectivas sequéncias geradas usando
0s concatameros de proto-tRNA traduzidos como sugerido por Farias et al,
com o metal representado no centro de cada molécula. A- tRNA 1. B — tRNA
2. C—tRNA 3. D- tRNA 4.

A
Seq=SIILPFEKNNIEARLLIEARKYQTTEIERILIQLKVVDRYVKD Seq=SLITPVLRNSLNMGLLAKKSAFQVAEVINRIILL
FLFFPKGNLQGNLLGECFLFIYIASQC MAVLEPYLSSMLFIPKGRLMGDILGEVFIVAKIRNES

Figura 2: Estruturas ancestrais para RDRP refinadas. A — Equivalente a
Ancestral 90, com metal no centro da proteina. B — Equivalente a Ancestral
90.1 com seu respectivo metal no centro da molécula.
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Seq = GMSATSIMGDLQALIEVTFLKRTFRLDPVLPMKENMQEHHG

Figura 3: Estrutura controle, com o metal representado no centro da molécula,
e sua respectiva sequéncia de aminoacidos.

Estes dados estdo de acordo com a sugestéo de Farias et al, onde os
tRNAs por juncdo, deram origem aos primeiros genes e que RdRp € uma
enzima muito antiga no sistema biolégico. Ancestralmente a RdRp replicaria o
RNA, essa molécula genética primitiva pode entdo armazenar as informacgdes
biolégicas iniciais e com o surgimento desta enzima no inicio da organizagao
do sistema biolégico temos a criacdo e perpetuacdo do primeiro médulo
informativo que funcionou como o impulso inicial para o Metabolismo

necessario a emergéncia da vida.

Tabela 2: Resultado da melhor ligagdo do substrato para os modelos gerados
pela traducédo dos proto-tRNA traduzidos.

ANCESTRAIS COACH TM-SITE S-SITE
tRNA
tRNA 1 NAD, Potassio Magnésio, Magnésio, AMP,
Potassio, Calcio Célcio
tRNA 2 Célcio Zinco, calcio Magnésio, AMP,
Célcio
tRNA 3 Magnésio Magnésio,Acidos Clorofila, D-
Ribonucleicos, manose
Célcio
tRNA 4 lodo Magneésio, Zinco, FAD,Zinco, ATP
Célcio
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Para as estruturas ancestrais da RdRp, os melhores ligantes foram
acidos ribonucleicos assim como cofatores importantes para a a¢ao catalitica
como o magnésio (Tabela 3). Mostrando que estruturas ancestrais em sua
conformacdo simples tem preferéncia nos sitios de ligagdo por uma
diversidade de moléculas, que de alguma forma interagem para a melhora da

atividade catalitica da enzima[30,35].

Tabela 3: Melhores ligantes para as ancestrais geradas a partir das sequéncias
modernas para a RNA polimerase RNA dependente.

Ancestrais COACH TM-SITE S-SITE
RDRP
Ances 90 Peptideos, Bacterioclorofila Magnésio
clorofila
Ances 90.1 Acidos Magnésio Acidos
Ribonucleicos Ribonucleicos,

fosfatidilcolina

4.2 Alinhamento Estrutural

A estrutura controle (Figura 3) em sua grande maioria se ligou no
dominio catalitico das proteinas Virais, assim como em regifes proximas de
incorporacdo de nucleotideos. Como esperado, a estrutura ancestral tem
preferéncia de ligacdo por regibes com funcéo principalmente envolvidas na
reacdo de polimerizagcdo. Das 24 sobreposi¢cOes realizadas, nove delas a
estrutura controle estava se ligando no dominio catalitico, oito na regido do
polegar, trés na regido dos dedos e quatro sobreposi¢des a estrutura estavam
ligando em sitios proximos de onde h& a incorporacdo do metal. Esses
resultados servem como base para todas as sobreposi¢cées geradas com as

ancestrais hipotéticas.
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Na Tabela 4, € mostrado o valor de RMSD para o alinhamento estrutural
entre os tRNA e as proteinas modernas. E possivel observar que os ancestrais
de tRNA tém correspondéncia com todas as proteinas modernas e com
dominios diferentes nestas proteinas. O alinhamento estrutural com o menor
valor de RMSD foi entre o tRNA 2 no dominio dos dedos do Cardiovirus A com
um valor de RMSD de 1,97 (4NZ0), o tRNA 3 no dominio Palma da RNA
Polimerase DSRNA Bacteriéfago com RMSD de 1,93 (1HHS) e no dominio
polegar temos a RNA polimerase Rotavirus com RMSD de 1,44 (2R7T). Na
Figura 4, é mostrado o alinhamento estrutural que tinha o menor valor de
RMSD.

Estes resultados sugerem que a RdRp tem origem a partir das juncdes
dos proto-tRNAs que foram traduzidos no surgimento do sistema de traducéo
primitiva, onde o RNA foi a molécula informativa. Também esta sugerindo que
0 pequeno dominio que tinha origem a partir de proto-tRNAs funcionou como
blocos de construcdo e que o surgimento dos dedos e polegar ocorreu pela

duplicacdo do primeiro dominio que teve origem no dominio palma.

Tabela 4: Resultados do TM-aling. Cada estrutura moderna sobreposta as
proteinas hipotéticas de tRNA, com seus respectivos valores de RMSD.

ESTRUTURA DEDOS PALMA POLEGAR
PDB

1HHS tRNA 2 RMSD= 2.67 tRNA 1 RMSD= 3.27
tRNA 3 RMSD= 1.93
tRNA 4 RMSD= 2.21

1KHV tRNA 1 RMSD= 2.46 tRNA 4 RMSD= 2.99
tRNA 2 RMSD= 3.40
tRNA 3 RMSD= 1.96

IMUK tRNA 1 RMSD= 3.39 tRNA 2 RMSD= 3.54 tRNA 3 RMSD= 2.21

tRNA 4 RMSD= 2.27

1548 tRNA 1 RMSD= 2.80 tRNA 2 RMSD= 3.48 tRNA 3 RMSD= 1.95
tRNA 4 RMSD= 3.01
1U09 tRNA 1 RMSD= 3 tRNA 3 RMSD= 2.15
tRNA 2 RMSD= 3.67 tRNA 4 RMSD= 3.08

1XR7 tRNA 1 RMSD= 3.40 tRNA 3 RMSD=1.97
tRNA 2 RMSD= 3.26
tRNA 4 RMSD= 2.72
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ESTRUTURA
PDB

DEDOS

PALMA

POLEGAR

2CKW

tRNA 2 RMSD= 3.73

tRNA 3 RMSD = 2.49

tRNA 1 RMSD= 2.87
tRNA 4 RMSD= 2.72

2D41

tRNA 1 RMSD= 3.49
tRNA 2 RMSD= 3.37
tRNA 3 RMSD= 3.15

tRNA 4 RMSD= 2.39

2J7N

tRNA 2 RMSD= 2.82

tRNA 1 RMSD= 3.66

tRNA 3 RMSD=2.95
tRNA 4 RMSD= 3.29

237U

tRNA 1 RMSD= 3.30
tRNA 4 RMSD= 2.66

tRNA 3 RMSD= 2.46

tRNA 2 RMSD= 3

2PGG

tRNA 1 RMSD= 3.26

tRNA 4 RMSD= 2.51

tRNA 2 RMSD=3.30
tRNA 3 RMSD=2.59

2PUS

tRNA 1 RMSD= 2.76
tRNA 2 RMSD= 2.30

tRNA 3 RMSD= 2.84
tRNA 4 RMSD= 2.84

2R7T

tRNA 2 RMSD= 2.91
tRNA 4 RMSD= 2.49

tRNA 1 RMSD = 3.45

tRNA 3 RMSD= 1.44

2Y18

tRNA 1 RMSD= 3.33
tRNA 4 RMSD= 3.08

tRNA 3 RMSD= 3.21

tRNA 2 RMSD= 2.79

3JA4

tRNA 1 RMSD= 3.18
tRNA 3 RMSD= 2.12

tRNA 2 RMSD= 3.26

tRNA 4 RMSD= 2.81

3MMP

tRNA 1 RMSD= 2.70
tRNA 3 RMSD= 2.03

tRNA 2 RMSD= 3.36
tRNA 4 RMSD= 3.10

3N6L

tRNA 2 RMSD= 4.09

tRNA 1 RMSD= 3.23
tRNA 3 RMSD= 2.43
tRNA 4 RMSD= 2.78

30L6

tRNA 2 RMSD=4.1

tRNA 1 RMSD= 3.16
tRNA 4 RMSD= 2.74

tRNA 3 RMSD= 2.45

3UQS

tRNA 2 RMSD= 3.24
tRNA 3 RMSD= 2.01

tRNA 1 RMSD= 3.50
tRNA 4 RMSD= 3.14

4AUG

tRNA 2 RMSD= 2.35
tRNA 4 RMSD= 2.51

tRNA 1 RMSD= 3.20

tRNA 3 RMSD=1.77

4HDH

tRNA 1 RMSD= 3.46
tRNA 3 RMSD= 2.28
tRNA 4 RMSD= 2.70

tRNA 2 RMSD= 3.44

4NZO0

tRNA 2 RMSD= 1.97

tRNA 1 RMSD= 2.29
tRNA 3 RMSD= 2.35

tRNA 4 RMSD= 3.25

4XHA

tRNA 3 RMSD= 2.05

tRNA 1 RMSD= 3.12
tRNA 2 RMSD= 2.86
tRNA 4 RMSD= 3.52

5AMQ

tRNA 4 RMSD= 3.11

tRNA 1 RMSD= 3.23
tRNA 2 RMSD= 3.43
tRNA 3 RMSD= 2.27
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O dominio catalitico pode ter sua formacdo com uma sequéncia
pequena de aminoacidos, com o Loop de ligacdo ao metal em sua estrutura
tridimensional como parecido com as estruturas de tRNA (Figura 1), que
posteriormente foi complexificado com a incorporacdo de mais aminoacidos
levando ao desenvolvimento do dominio palma primitivo, que poderia ser
parecido com umas das Ances 90 ou 90.1(Figura 2). Com o advento do
magquinario bioquimico moderno, as estruturas apenas incorporaram Nnovos
residuos que formou novos dominios, gerando a diversidade estrutural que

vemos nessas proteinas polimerases modernas[34,35,37,38].

Figura 4: Alinhamento estrutural entre os modelos gerados pela traducao de
proto-tRNA com RdRp moderna com o menor valor de RMSD. Em verde o
dominio Dedos, em azul o dominio Palma, em amarelo o dominio polegar e em
vermelho o modelo estrutural gerado pela traducao de concatameros de proto-
tRNA. Em (A) o alinhamento estrutural entre o tRNA 2 e RdRp do Cardiovirus
A, em (B) o alinhamento estrutural entre o tRNA 3 e RNA Polimerase DSRNA
Bacteriophage e em (C) o alinhamento estrutural entre o tRNA 3 e RNA
polimerase Rotavirus. Em destaque a porgao estrutural alinhada entre cada
modelo de tRNA e a proteina moderna.
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As estruturas ancestrais para a RdRp 90 e 90.1 se ligaram em todos os
dominios, tendo, porém, o dominio catalitico prevalente entre as
sobreposicdes como pode ser observado na tabela 5. Esses resultados nos
mostram que as estruturas ancestrais para a RdRp eram inicialmente
pequenos dominios com afinidade por cofatores i6nicos, que melhoram a
funcionalidade dessas estruturas simples. Todas as estruturas modernas
tiveram principalmente a estrutura Ances 90 se sobrepondo ao dominio
catalitico, sendo muito provavel a conservacdo do dominio palma que se

formou a partir de estruturas mais simples[38,39].

Tabela 5: Resultado das sobreposi¢cdes das ancestrais para a RDRP com as
estruturas modernas virais, com seus respectivos valores de RMSD.

ESTRUTURA DEDOS PALMA POLEGAR
PDB
90 RMSD =3.14 90.1 RMSD =4.02

1HHS

1KHV 90 RMSD = 3.76 90.1 RMSD =3.75
IMUK 90 RMSD = 3.12

90.1 RMSD =3.12

1548 90 RMSD =4.19 90.1 RMSD =4.01
1U09 90 RMSD =4.01 90.1 RMSD = 3.54
1XR7 90 RMSD =3.17 90.1 RMSD = 4.02
2CKW 90 RMSD = 3.62 90.1 RMSD = 3.78
2D41 90 RMSD =4.43 90.1 RMSD =4.11
2J7N 90 RMSD =3.24 90.1 RMSD = 3.63
237U 90 RMSD =3.94 90.1 RMSD =4.13
2PGG 90.1 RMSD =3.30 90 RMSD = 3.26
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ESTRUTURA
PDB

DEDOS

PALMA

POLEGAR

2PUS

90 RMSD = 3.38
90.1 RMSD = 4.22

2R7T

90 RMSD = 3.50
90.1 RMSD = 3.54

2Y18

90.1 RMSD =3.26

90 RMSD =3.12

3JA4

90 RMSD = 3.67

90.1 RMSD = 4.36

3MMP

90 RMSD = 3.38
90.1 RMSD = 4.36

3N6L

90 RMSD = 3.90

90.1 RMSD = 3.93

30L6

90 RMSD =4

90.1 RMSD = 3.98

3UQS

90 RMSD = 3.32

90.1 RMSD = 3.84

4AUG

90 RMSD = 3.98

90.1 RMSD =4.40

4HDH

90 RMSD =4.40

90.1 RMSD =3.71

4NZO0

90 RMSD =3.94

90.1 RMSD = 3.88

4XHA

90 RMSD = 3.22

90.1 RMSD =4.26

5AMQ

90.1 RMSD =3.77

90 RMSD = 3.76
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4.3 Filogenia Estrutural

A arvore filogenética construida com os valores de RMSD das
sobreposicdes (Figura 5) nos mostra um pouco sobre a evolugao estrutural das
proteinas Polimerases de RNA das viroses com as ancestrais hipotéticas.
Como podemos observar, as RdRp apesar de seus dominios conservados, sdo
bastante diferentes entre si, pois cada grupo de viroses possui suas proprias
peculiaridades. Na base da arvore temos as ancestrais de tRNA 1 e 2, como
nossas ancestrais hipotéticas. Esses resultados levam a hip6tese de que

incialmente moléculas de tRNA poderiam originar os primeiros genes|[8,43,44].
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Figura 5: Filogenia Estrutural das Proteinas para a polimerase de RNA. Arvore
construida pelo método Neighbor-joining, a partir de uma matriz com valores
de RMSD, com cddigo do PDB. 3mmp virus Qbeta; 2j7n Neurospora Crassa;
1muk Reovirus; 3jad4 cypoviruses; 2r7t Rotavirus; 4au6 Rotavirus A; 1hhs
DSRNA Bacteriophage; 1s48 Bovine viral diarrhea; 2j7u Dengue virus; 4hdh
Japanese encephalitis virus; 4xha Thosea asigna virus; 2yi8 Infectious
Pancreatic Necrosis Virus; 2pgg RNA Polimerase Birnavirus; 2pus Infectious
bursal disease virus; 3ugs Norwalk virus; 1khv Rabbit Hemorrhagic Disease
Virus; 2ckw Sapporo Virus; 1u09 Foot-and-mouth disease virus; 4nz0
Cardiovirus A; 1xr7 Rhinovirus A; 3n6l Enterovirus A; 3ol6 Enterovirus C; 2d41
Hepatitis C; 5amq La Crosse Bunyavirus;
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5 DISCUSSAO

Todas as moléculas ancestrais hipotéticas para a RdRp e tRNA aqui
geradas, estdo se ligando a cofatores, principalmente ions divalentes que sao
essenciais para atividade de polimerizacdo enzimatica[13,42,43]. NOs
podemos inferir que o sitio catalitico foi o primeiro a se formar, como esperado
devido a sua funcédo. Os outros dominios muito provaveis foram incorporados
mais tarde na evolucao da polimerase[38,39]. Todas as classes de polimerase
compartilham o sitio catalitico, principalmente residuos de aminoacidos
responsavel por incorporacdo dos metais magnésio, tendo varios estudos

mostrando que dentre essas polimerases a RdRp sdo o grupo mais antigo[36].

Seguindo a hipotese de que os tRNA deram origem aos primeiros
genes[8,43,44], seria bastante provavel na terra prébidtica a presenca de
varios cofatores assim como minerais em determinadas concentracfes, com a
presenca de moléculas de acido ribonucleico entre varias outras moléculas
organicas disponiveis naquele tempo[6,7,10-12]. Haveria entdo a matéria-
prima necesséaria para evolucdo de genomas RNA de entidades primitivas
como virus de RNA e os ancestrais progenotes do LUCA[7-9,28,31], onde as
funcdes cataliticas inicialmente estavam se formando, assim poderia haver
também uma troca de informacao génica por transferéncia horizontal, sendo a
relacdo viroses com progenotes um evento importantissimo para a evolucao

dos organismos celulares [6,12,13].
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Inicialmente, uma ribozima com atividade de polimerase poderia ter
aumentado a sua atividade por ligacdo em cofatores simples, como magnésio,
assim, exercendo as fungdes de replicacédo de alguma informacgéo armazenada
em moléculas de RNA [24,25]. Com o surgimento do sistema de traducao
primitiva, as primeiras proteinas a serem formadas pela traducéo da juncéo de
proto-tRNAs foi a enzima RdRp[8].

Acompanhado pelo processo de compartimentalizagdo, com o controle
de solutos no ambiente interno, a funcéo de polimerizacéo por proteina poderia
ocorrer muito mais eficientemente do que uma ribozima, o que melhoraria o
funcionamento do sistema bioquimico primitivo. Inicialmente, a enzima foi
formada apenas pelo loop-catalitico com capacidade de ligacdo no cofator e
moléculas simples como ribonucleétidos, como podemos ver nas Figuras 1 e
2, que posteriormente com a duplicacao e diversificacdo do dominio catalitico
inicial emergiram as outras partes da proteina. Com o estabelecimento do
primeiro dominio na RdRp, as variantes poderiam ser geradas e mutacdes
poderiam ocorrer, assim, era possivel gerar novas proteinas, com a

conservacao do local catalitico[33].

Na tabela 4, observamos que todas as proteinas modernas possuem
correspondéncias com moléculas de tRNA. Como observado na figura 4, as
RdRp tiveram sua origem a partir do dominio catalitico, que emergi das juncdes
de proto-tRNAs. Com a formacdo desse dominio, através de duplicacao,
poderia ocorrer 0 surgimento dos outros dominios primitivos que vao originar
0s dominios dedos e polegar. O primeiro dominio formado de proto-tRNAs
provavelmente funcionou como bloco de construcdo da organizacéo inicial da

enzima.

Com o surgimento de uma variante com propriedades da transcriptase
reversa, e subsequentemente uma polimerase de DNA, ocorreu um passo
fundamental para originar os primeiros genomas baseados em DNA, sendo a

ponte para se mover de um mundo de RNA/Proteina para um mundo
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DNA/RNA/Proteina [16,17,40]. Quando as moléculas de DNA emergiram, por
variacdo, apareceram outras classes de polimerases. Com a complexificacao
do sistema bioldgico, emergiram fungbes como replicagdo, reparo e
recombinacdo, as taxas de erro de incorporacdo foram selecionadas
negativamente e as novas variantes surgiram para trabalhar em processos

especificos durante a complexificacdo do sistema biologico inicial.

E sabido que esta polimerase seja a mais antiga dentre todas as
polimerases DNA/RNA dependente[34-36]. Evidéncias atuais de varios
trabalhos, nos levam a sugerir que o0s virus, principalmente os de RNA,
rementem a um passado muito antigo, sendo fosseis moleculares de um tempo
prebiotico[28,31,42].N0 tempo em que uma comunidade de
protocelulas/progenote estavam em formacdo, seria muito provavel que
através de transferéncia horizontal de genes entre esses progenotes e as
entidades virais, pudesse haver a emergéncia de um LUCA[6-9]. Essas
entidades virais poderiam ajudar a inserir novos genes que se favoravel a
adaptacdo desses progenotes, levariam ao posterior desenvolvimento e
evolucao do ancestral de todas as células, e consequentemente a formacao

da diversidade celular que vermos atualmente.

Nas sobreposi¢cOes entre as estruturas modernas para a RdRp e as
estruturas ancestrais hipotéticas geradas a partir das sequéncias de
aminoacidos, chamadas de Ances 90 e 90.1(Tabela 5). Tivemos em sua
grande maioria a Ances 90 se encontrando no dominio palma ou proximo de
onde ha a ligagdo do metal. A maioria das estruturas ancestrais hipotéticas de
tRNA estavam se ligando no dominio catalitico, sendo algumas préximas dos
residuos de incorporacdo de ions divalentes, e varias se ligando nos
subdominios dedos e polegar. Esses resultados podem servir como base para
corroborar a hipotese de moléculas de tRNA originando os primeiros genes no

maquinario bioquimico primitivo[43,44].
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Além dessas tRNAs se ligarem a diversos cofatores, estdo em sua
grande maioria se ligando no subdominio palma, sugerindo que foi o primeiro
a se formar na evolugdo das polimerases, devido a sua funcéo de
polimerizacdo, que comegou com moléculas de RNA e posterior molécula de
DNA, por isso se manteve conservada entre todas as classes de

polimerases[33-39].

Seguindo a filogenia com dados estruturais (Figura 5), podemos
observar que a estrutura mais basal € tRNA1 seguidas das outras tRNAs. Na
base também encontramos a Ances 90 sendo a mais ancestral para as outras
classes. Apesar da alta taxa de residuos conservados as proteinas modernas
virais possuem diferencas significativas de estrutura, que séo caracteristica
para cada tipo de virus[30]. Podemos inferir que a evolucédo estrutural das
RdRp se iniciaram como um loop que se ligava a ions magnésio para melhorar
a ocorréncia da reacdo. Depois com a incorporagdo de outros residuos esses
ions tenderam a se inserir para dentro da enzima, enquanto 0s outros dominios
estavam se formando, seguindo uma melhora na reacdo de polimerizacéo e

diminuicéo nas taxas de incorporacao de nucleotideos errados.

33



6 CONCLUSAO

Responder a questdes tdo profundas néo é facil, principalmente em
relagdo de como a vida surgiu na terra e foi capaz de se desenvolver. Ainda
precisamos de uma vasta gama de experimentos que demostre mais
precisamente como as primeiras moléculas se formaram em um ambiente
cadtico para depois se organizar de forma a originar 0os primeiros sistemas
biolégicos. Nosso trabalho leva a sugerir, que a enzima RdRp se originou a
partir do domino catalitico “Palma”, sendo muito pequena e através da
incorporacdo de pequenos residuos de aminoacidos emerge o dominio
catalitico mais parecido com o evidenciado hoje. Posteriormente, 0s outros
dominios seriam incorporados. As viroses de RNA foram essenciais no
processo de formacdo dos primeiros genomas, seria muito provavel que no
momento da fixacdo de genes ao cbédigo genético haveria uma troca de
informacdo muito grande entre entidades antigas (Virus de RNA,
progenotes/LUCA). Principalmente quando as func¢des de catalise passaram a
ser exercidas por proteinas, genes de polimerizacao foram um dos primeiros a
se formar e a se fixarem ao genoma. Além disso, com 0 surgimento de
variantes e o aparecimento de outras classes de polimerases poderia ocorrer
o aparecimento dos primeiros genomas de DNA. Como os residuos envolvidos
na catalise sdo altamente conservados, mostrando que tiveram uma origem
em comum, é plausivel sugerir duplicacdo seguida de mutacdo para o
desenvolvimento de novas proteinas, dando origem as varias classes de
polimerase que vemos hoje nos organismos modernos. Entretanto, varios
outros estudos precisam ser realizados para podermos entender com mais

clareza como ocorreu a formagéo dos primeiros genomas.
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