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RESUMO 

 

O código genético é a linguagem pela qual a informação contida no DNA possa ser traduzida 

em proteínas. A relação da informação contida no DNA e o código genético é mantida pela 

maquinaria de tradução, que é responsável pela identificação do códon e associação com seu 

respectivo aminoácido. Dentre as proteínas envolvidas na tradução, destacam-se as aminoacil-

tRNA sintetase (aaRS), enzimas responsáveis pela associação de cada aminoácido com seu 

respectivo tRNA. As aaRS compreendem 20 proteínas altamente conservadas, divididas 

simetricamente entre duas classes: classe I (ArgRS, CisRS, GlnRS, GluRS, IleRS, LeuRS, 

MetRS, TrpRS, TirRS, ValRS) e classe II (AlaRS, AsnRS, AspRS, GliRS, HisRS, LisRS, 

PheRS, ProRS, SerRS, ThrRS). Para uma melhor compreensão do estabelecimento do código 

genético, se faz necessário diversas análises a respeito da evolução dos componentes da 

maquinaria de tradução, uma vez que ambos estão relacionados. Dessa forma, esse trabalho se 

propõe a analisar a evolução molecular das aaRS de classe I, o papel desempenhado pelos tRNA 

e a implicação desses eventos no estabelecimento do código genético. Para tal análise, foram 

geradas sequências ancestrais para 9 aaRS da classe I e posteriormente essas sequências foram 

modeladas. Estudos de docking molecular entre as estruturas ancestrais modeladas com o loop 

do anticódon e o braço aceptor do tRNA cognato de cada aaRS foram conduzidos. Nossos 

resultados apontam para uma evolução gradual das estruturas das aaRS, com a aquisição de 

alguns domínios como o domínio responsável pela revisão dos aminoácidos, e o domínio de 

ligação aos peptídeos (CP). É hipotetizado que a aquisição dessas estruturas partiu de eventos 

de duplicação gênica, transferência gênica horizontal e mecanismos de troca e fusão de 

domínios. Além disso, as estruturas dos tRNA, quando ligadas às estruturas ancestrais, 

mostraram uma maior preferência pela região catalítica das aaRS, levando a crer que essa região 

foi a primeira a surgir nas aaRS. Em um primeiro momento, essa ligação entre o tRNA e as 

aaRS era forte, atuando na estabilidade das proteínas, e foi diminuída ao longo do tempo. Esse 

diminuição na força de ligação pode ser reflexo da plasticidade adquirida pelas duas estruturas, 

uma vez que ambas foram adquirindo complexidade, sendo posteriormente cooptadas para 

carregar informações. Dessa forma, é possível delinear um modelo onde o tRNA e as aaRS se 

estabilizavam mutuamente e medida que adquiriam complexidade, sendo subsequentemente 

cooptadas de uma função estrutural, para uma função informacional. 

 

Palavras-chave: código genético, aminoacil-trna sintetase, trna. 

 



 

ABSTRACT 

 

The genetic code is the language whose data stored in the DNA can be translated into proteins. 

The relation between this stored data in the DNA and the genetic code is held by the machinery 

of translation, which is responsible for the identification of the codons and the association with 

its respective amino acid. Among the proteins involved in the translation, it is possible to 

highlight the aminoacyl-tRNA synthetase (aaRS), the enzymes responsible for the association 

of each amino acid with its respective tRNA. AaRS comprise 20 highly conserved proteins, 

symmetrically divided between two classes: class I (ArgRS, CysRS, GlnRS, GluRS, IleRS, 

LeuRS, MetRS, TrpRS, TyrRS, ValRS) and class II (AlaRS, AsnRS, AspRS, GlyRS, HisRS, 

LysRS, PheRS, ProRS, SerRS, ThrRS). For a better comprehension of the genetic code 

establishment, several analyzes are necessary regarding the translation machinery component 

evolution, since all of them are related. Thus, this paper proposes to analyze the class I aaRS 

molecular evolution, the role played by the tRNA and the implication of these events over the 

genetic code establishment. For the mentioned analysis, ancestral sequences for 9 aaRS of class 

I were generated, and later these sequences were modeled. Molecular docking studies between 

ancestral structures modeled with the anticodon loop and the cognate tRNA acceptor arm of 

each aaRS were conducted. Our results indicate the progressive evolution of the aaRS 

structures, with the acquisition of some domains, such as the domain responsible for the amino 

acid revision, and the peptide-binding domain (CP). It is hypothesized that the acquisition of 

these structures started from gene duplication events, horizontal gene transfer and domain 

exchange and merger mechanism. Besides that, tRNA structures show preference for the aaRS 

catalytic region when linked to ancestral structures, generating the belief that this region was 

the first to arise in the aaRS. At a first moment, this link between the tRNA and aaRS was firm, 

acting on the stability of proteins, and has been decreased over time. This decrease in bond 

strength can be a reflection of the plasticity acquired by the two structures, since both were 

acquiring complexity, being subsequently co-opted to load information. This way, it is possible 

to outline a model in which the tRNA and the aaRS can mutually stabilize as they acquire 

complexity, being subsequently co-opted from a structure function to an informational function. 

 

KEY WORDS: genetic code, aminoacyl-trna synthetase, trna. 
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1. Fundamentação teórica 

 

O código genético é a linguagem utilizada pelas células para que a informação genética 

codificada nos ácidos nucleicos seja traduzida em proteínas. Sabe-se hoje que o código genético 

é compartilhado universalmente entre todas as formas de vida conhecidas e que sua composição 

é de 64 trincas de nucleotídeos que codificam, com pequenas variações, para os 20 aminoácidos 

básicos além de códons de início e de parada (NELSON; LEHNINGER; COX, 2008). Teorias 

a respeito da origem e evolução do código genético são extensivamente introduzidas e 

discutidas no campo da origem da vida.  

Após o código ser determinado em 1965, Francis Crick propôs em 1968 que o código 

genético é universal porque qualquer alteração, após a expansão e incorporação dos 20 

aminoácidos básicos, seria altamente desvantajosa e no máximo deletéria. Dessa forma, ele 

conclui que a atribuição dos códons à seus aminoácidos seria apenas um atributo do acaso 

(CRICK, 1968). Essa teoria ficou conhecida como a “teoria do acidente congelado” e é tida 

como um código genético padrão (CGP), tendo como contraponto o surgimento de outras 

variações e de novas hipóteses subsequentemente. Além da teoria do acidente congelado de 

Crick, é possível delinear a existência de três linhas de pensamento a respeito da origem e 

evolução do código genético: a teoria estereoquímica, a teoria de minimização de erros e a 

teoria da coevolução. 

A teoria estereoquímica hipotetiza que a relação dos aminoácidos e seus respectivos 

códons é estabelecida por semelhanças nas propriedades físico-químicas. O primeiro modelo 

baseado nessa hipótese foi proposto em 1954 por Gamow, logo após a resolução da estrutura 

do DNA por Crick, Watson e Franklin. Em seu trabalho, Gamow correlaciona os aminoácidos 

com os “bolsões em forma de losango” formados entre os nucleotídeos do DNA (GAMOW, 

1954). Outras versões da teoria estereoquímica surgiram subsequentemente. Pelc e Welton 

estabeleceram em 1966 uma correlação entre um aminoácido e um determinado códon, 

correlação essa que foi baseada na observação de quantas pontes de hidrogênio ou interações 

apolares podem ser feitas entre um dado aminoácido e um nucleotídeo na terceira posição de 

um códon. Baseado no número de ligações, eles estabeleceram o quão bem cada aminoácido 

adequa-se a seu respectivo códon (PELC; WELTON, 1966). O trabalho de Pelc e Welton foi 

posteriormente posto em cheque por Woese e colaboradores, que apontaram para a falta de 

consideração de Pelc e Welton para com as demais ligações formadas entre as pentoses e os 

grupamentos fosfatos do DNA (WOESE et al., 1966a). Além deste, outros trabalhos apontaram 

para dados não convincentes a respeito da relação físico-química entre os aminoácidos e seus 

https://www.zotero.org/google-docs/?StrUOx
https://www.zotero.org/google-docs/?dXmGK3
https://www.zotero.org/google-docs/?6Ysr8b
https://www.zotero.org/google-docs/?6Ysr8b
https://www.zotero.org/google-docs/?0SjiwG
https://www.zotero.org/google-docs/?vDNFf3
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respectivos códons (WOESE, 1968; ZUBAY; DOTY, 1958). Todos esses trabalhos fizeram 

com que a teoria estereoquímica caminhasse a passos lentos nos anos subsequentes. 

Yarus e colaboradores, empregando novas abordagens, lançaram luz sob os aspectos 

físico-químicos entre aminoácidos e nucleotídeos. Utilizando 337 sítios de interação de 8 

aminoácidos (Arg, Gln, His, Ile, Leu, Phe, Trp, Tyr) com aproximadamente 18.500 

ribonucleotídeos, os pesquisadores observaram a frequência das trincas de ribonucleotídeos na 

interação do RNA com seu aminoácido cognato. Neste âmbito, 5 dos 8 aminoácidos (Arg, His, 

Ile, Phe, Trp) mostraram uma significante afinidade pelas suas respectivas trincas dentro dos 

sítios de ligação ao RNA (YARUS; WIDMANN; KNIGHT, 2009). Entretanto, Koonin & 

Novozhilov (2017) alertam para o fato de que dos cinco aminoácidos que mostraram 

significante afinidade por suas respectivas trincas de ribonucleotídeos, quatro (Arg, His, Phe, 

Trp) são tidos como novos aminoácidos, incorporados recentemente no código genético, 

possuindo longos grupamentos laterais, o que poderia justificar afinidades observadas, 

deixando novamente em aberto a hipótese do estabelecimento do código genético por interações 

estereoquímicas. 

A teoria da minimização de erros postula que o código genético padrão é robusto, pouco 

sujeito a mutações e erros de tradução, e que ele foi estabelecido de uma forma que viesse a 

reduzir os efeitos deletérios dessas alterações (MASSEY, 2008). Para estabelecer esses 

postulados, métricas físico-químicas (escala PR, hidropatia, volume molecular) (FARIAS; 

MOREIRA; GUIMARÃES, 2007; WOESE et al., 1966b) e não físico-químicas (BUHRMAN 

et al., 2011) foram utilizadas a fim de determinar a robustez do código como conhecemos hoje. 

Em 1998, Hurst e Freeland propuseram que o código genético é um em um milhão, sendo a 

probabilidade de que haja outro código, tão ou mais eficiente quanto o código genético padrão, 

de 10-6 (FREELAND; HURST, 1998). Estudos subsequentes seguiram tentando determinar o 

nível de otimização do código genético padrão, utilizando diferentes abordagens e uma 

combinação de métodos, o que levou ao entendimento de que o código genético padrão é 

robusto e bem adaptado para conter os efeitos deletérios de mutações, porém, existem outros 

vários códigos que são muito mais robustos (MASSEY, 2008, 2016). Esses estudos trazem 

esclarecimentos sobre a robustez do código genético, mas também lançam mão a respeito dos 

processos evolutivos que conferiram ao código genético tal característica. Massey propôs em 

2015 que o código genético emergiu a partir de processos evolutivos neutros não-adaptativos 

(MASSEY, 2015). Tais observações foram baseadas em um modelo que postula que a 

informação genética era contida primordialmente apenas na segunda base dos códons, sendo 

posteriormente expandida para a primeira base e então para a terceira (MASSEY, 2006). Esse 

https://www.zotero.org/google-docs/?nzUdwh
https://www.zotero.org/google-docs/?kW0w5e
https://www.zotero.org/google-docs/?aqh22p
https://www.zotero.org/google-docs/?aqh22p
https://www.zotero.org/google-docs/?WaTvBK
https://www.zotero.org/google-docs/?tNqSyQ
https://www.zotero.org/google-docs/?tNqSyQ
https://www.zotero.org/google-docs/?h46Aij
https://www.zotero.org/google-docs/?h46Aij
https://www.zotero.org/google-docs/?RKq1Lm
https://www.zotero.org/google-docs/?mTSmF1
https://www.zotero.org/google-docs/?kpYuap
https://www.zotero.org/google-docs/?vpK5G4
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modelo ficou conhecido como “2-1-3” e é suportado por estudos posteriores que chegaram à 

mesma conclusão, de que a segunda base dos códons foi a primeira a adquirir propriedade 

informativa (DE FARIAS, 2013; SUN; CAETANO-ANOLLÉS, 2008). Por fim, ao passo que 

Koonin e Novozhilov propõem que a robustez do código genético surgiu como um subproduto 

da expansão do mesmo (KOONIN; NOVOZHILOV, 2017), Firnberg e Ostermeier levantam a 

questão de que uma extrema taxa de minimização de erros poderia restringir o potencial 

evolutivo das proteínas (FIRNBERG; OSTERMEIER, 2013). 

Em 1963 Nirenberg e colaboradores apontaram para uma relação entre aminoácidos de 

uma determinada rota biossintética e seus respectivos códons (NIRENBERG et al., 1963). Após 

alguns outros trabalhos explorarem essas observações (DILLON, 1973; JUKES, 1966; PELC, 

1965), Wong em 1975 chegou a conclusão da importância dessa relação para a origem do 

código genético, estabelecendo então o que hoje é conhecido como a teoria da coevolução 

(WONG, 1975). Como mencionado anteriormente, essa teoria propõe que o código genético 

reflete o mapa das rotas biossintéticas dos aminoácidos, onde tais aminoácidos só poderiam ser 

incorporados no código genético à medida que se tornassem disponíveis (WONG, 1975). Em 

seu famoso experimento em 1953, Miller mostrou ser possível a síntese de aminoácidos a partir 

de condições pré bióticas (MILLER, 1953). Esse aminoácidos precursores, seriam então 

incorporados no código genético a medida que também serviriam para a síntese de novos 

produtos, no caso, novos aminoácidos, que seriam subsequentemente incorporados no código 

genético a partir da mudanças nos códons que codificam para os aminoácidos precursores (DI 

GIULIO, 2008; WONG, 1975). Em um exemplo dessa teoria, Taylor e Coates indicaram uma 

relação entre as vias bioquímicas glicolíticas e do ácido cítrico com a incorporação de alguns 

aminoácidos no código genético, onde os aminoácidos codificados pelos códons GNN (Gli, 

Ala, Val, Asp, Glu) aparecem como os primeiros produtos das suas respectivas rotas 

metabólicas (TAYLOR; COATES, 1989). Com exceção da prolina, esses aminoácidos também 

constam como os primeiros a serem incorporados no código genético, de acordo com análises 

cronológicas posteriores (BERNHARDT; PATRICK, 2014; TAMURA, 2015; TRIFONOV, 

2004). Utilizando filogenias de sequências ancestrais de tRNA, Di Giulio também mostrou que 

a teoria da coevolução é melhor suportada em comparação com a teoria estereoquímica (DI 

GIULIO, 1995). 

O estabelecimento do código genético segue sendo um terreno fértil para debates e 

discussões, porém Konnin e Novozhilov levantam uma crítica, pontuando que a emergência do 

código genético e a evolução do sistema de tradução não podem ser discutidos separadamente, 

sendo que a evolução do código genético só pode ser entendida à luz da evolução do sistema 

https://www.zotero.org/google-docs/?lzWqKh
https://www.zotero.org/google-docs/?D5d7AE
https://www.zotero.org/google-docs/?H4o6hi
https://www.zotero.org/google-docs/?hg0Lmf
https://www.zotero.org/google-docs/?Qu4gvt
https://www.zotero.org/google-docs/?Qu4gvt
https://www.zotero.org/google-docs/?lshuoR
https://www.zotero.org/google-docs/?1pdGo5
https://www.zotero.org/google-docs/?ZLkzdT
https://www.zotero.org/google-docs/?KtpW5n
https://www.zotero.org/google-docs/?KtpW5n
https://www.zotero.org/google-docs/?bXm4ZI
https://www.zotero.org/google-docs/?nhqURy
https://www.zotero.org/google-docs/?nhqURy
https://www.zotero.org/google-docs/?X7fgW8
https://www.zotero.org/google-docs/?X7fgW8
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de tradução (KOONIN; NOVOZHILOV, 2017). Ainda que alguns pesquisadores questionem 

o papel de componentes da maquinaria de tradução (e.g. aminoacil-tRNA sintetase) no 

estabelecimento do código genético (DI GIULIO, 2017), mais análises se fazem necessárias 

para a compreensão de como a maquinaria de tradução atuou no estabelecimento do código 

genético. Sabendo disso, neste trabalho propomos uma ampla análise da evolução das 

aminoacil-tRNA sintetase e sua relação com seus tRNAs cognatos e com o código genético.  

  

https://www.zotero.org/google-docs/?qg0iOu
https://www.zotero.org/google-docs/?OsQs63
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3. ARTIGO CIENTÍFICO 

HISTÓRIA NATURAL DAS AMINOACIL-TRNA SINTETASE DE CLASSE I E SEU 

PAPEL NO ESTABELECIMENTO DO CÓDIGO GENÉTICO  

Pedro Henrique Lopes Ferreira Dantas1 e Sávio Torres de Farias1 

1Laboratório de Genética Evolutiva Paulo Leminsk, Departamento de Biologia Molecular, 

Universidade Federal da Paraíba, João Pessoa, Brasil. 

3.1 Introdução 

Nos sistemas biológicos os ácidos nucléicos são responsáveis por armazenar a 

informação genética que pode ser posteriormente traduzida em proteínas. Esses dois 

componentes, proteínas e ácidos nucleicos, são cruciais para o perfeito funcionamento dos 

organismos vivos, e a correspondência entre ambos é garantida pelo código genético, que por 

sua vez é amparado por processos de transcrição e de tradução.  

A tradução é um dos processos mais bem conservados ao longo da evolução, e não 

obstante, seus componentes também o são. Uma das peças centrais no processo de tradução, 

presente em todos os domínios da árvore da vida, são as aminoacil-tRNA sintetases (aminoacil-

tRNA ligase, aaRS), enzimas responsáveis pela ativação e ligação de um aminoácido ao seu 

respectivo tRNA.  Esse processo, a aminoacilação, é catalisado em duas etapas, onde primeiro 

o aminoácido é ativado por uma molécula de ATP e logo em seguida é transferido para a 

extremidade 3’ do tRNA cognato (CRNKOVIĆ; VARGAS-RODRIGUEZ; SÖLL, 2019). 

 Por várias décadas, as aaRS têm sido alvo de diversas hipóteses a respeito de sua 

evolução, organização estrutural e relação com o código genético. As aaRS foram divididas em 

duas classes estruturalmente e evolutivamente não relacionadas, cada uma contendo 10 

proteínas. Essa divisão foi baseada em correlações estruturais e funcionais observadas no modo 

como as aaRS de cada classe aminoacilam o braço aceptor do tRNA (ERIANI et al., 1990). 

Estudos filogenéticos conduzidos posteriormente suportam essa divisão e lançam uma luz a 

respeito dos fatores que influenciaram na evolução e diversificação dessas duas classes de 

proteínas (NAGEL; DOOLITTLE, 1991).  

 É proposto que a aminoacilação era um papel desempenhado por moléculas de RNA 

catalisadores com pouca especificidade e poder catalítico, mas que realizavam esse papel antes 

do surgimento das aaRS. De fato, alguns estudos suportam a ideia de que as estruturas 

determinantes para a aminoacilação, o braço aceptor do tRNA e a loop do anticódon, já estavam 
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presentes antes do surgimento das aaRS (RIBAS DE POUPLANA; SCHIMMEL, 2001). Esses 

RNAs precursores teriam dado lugar à enzimas ancestrais que catalisariam a ativação de um 

grande número de moléculas de aminoácidos que ficariam disponíveis para os RNAs utilizarem. 

Outro progenitor também poderia ter surgido para dar suporte na ativação de aminoácidos que 

não pudessem ser ativados por essa primeira enzima. A evolução e diversificação desses dois 

progenitores de aaRS então seria guiada por eventos subsequentes de duplicação gênica que 

aperfeiçoaram a especificidade e a capacidade catalítica (NAGEL; DOOLITTLE, 1995).  

 Entretanto, estudos recentes têm contestado a relevância da duplicação gênica na 

evolução das aaRS. Treangen e Rocha propuseram que, ao menos em procariotos, a 

transferência gênica horizontal (HGT) tem um papel mais relevante na expansão das famílias 

proteicas, ao contrário da duplicação gênica (TREANGEN; ROCHA, 2011). Essa transferência 

gênica horizontal teria sido seguida de diversos outros eventos como a recombinação, troca e 

fusão de domínios (SAHA et al., 2009). 

As aaRS são proteínas muito susceptíveis à pressões evolutivas devido a sua natureza 

independente do restante da maquinaria celular, tendo essas proteínas contato direto apenas 

com seus principais substratos, o ATP, os aminoácidos e o tRNA. De certa forma então é de se 

esperar que esses substratos exerçam alguma pressão seletiva na diversificação das aaRS. É 

hipotetizado que um dos determinantes para a diversificação das aaRS pode ter sido a sua 

relação com os aminoácidos e como a característica química destes dirigiram a evolução ao 

menos da região N-terminal das aaRS, responsável pelo reconhecimento e ativação dos 

aminoácidos em estruturas modernas (DE FARIAS; GUIMARÃES, 2008; NAGEL; 

DOOLITTLE, 1995). Além disso, estudos recentes sugerem que as características físico-

químicas dos aminoácidos tiveram um papel mais relevante no estabelecimento do código 

genético do que as aaRS, tendo essas realizado apenas um papel intermediário devido a sua 

relação com os aminoácidos (DI GIULIO, 2017). É argumentado que a estrutura do tRNA, 

outra molécula que interage com as aaRS, evoluiu a partir de eventos de ligação e deleção entre 

proto-tRNAs (ROOT-BERNSTEIN et al., 2016). Outra hipótese é de que o tRNA é fruto de 

modificações como a adição e duplicação de nucleotídeos, eventos esses que partiram da 

extremidade -CCA do braço aceptor, região responsável pela ligação ao aminoácido (SUN; 

CAETANO-ANOLLÉS, 2008), colocando assim em xeque a hipótese de que o tRNA teria 

surgido a partir do braço do anticódon (SZATHMÁRY, 1999). Definido como código 

operacional, diversos outros estudos, baseados na observação de que a aminoacilação pode 

ocorrer sem a necessidade do reconhecimento do anticódon, suportam esse modelo onde a 

região de ligação ao aminoácido no braço aceptor teria surgido antes da loop do anticódon 
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(HAMANN; HOU, 1995; HOU; SCHIMMEL, 1988; PARK; SCHIMMEL, 1988). Nesse 

contexto, (CAETANO-ANOLLÉS; WANG; CAETANO-ANOLLÉS, 2013) propuseram que 

nas aaRS, a região catalítica teria surgido antes da região de ligação ao anticódon. Nesse 

cenário, as aaRS primitivas eram limitadas à conservação da região catalítica e de 

reconhecimento, que seriam posteriormente cooptadas para atuar em processos mais complexos 

na maquinaria de tradução.  

 Farias e colaboradores propuseram um modelo onde o tRNA e as aaRS co-evoluíram a 

partir de mudanças na segunda base do anticódon, mudança essa que alteraria as propriedades 

estereoquímicas do anticódon, criando uma pressão seletiva para a diversificação das aaRS (DE 

FARIAS, 2013; DE FARIAS et al., 2019; DE FARIAS; DO RÊGO; JOSÉ, 2014). 

 Assim sendo, neste trabalho nós analisamos a história evolutiva das aaRS de classe I a 

partir de observações estruturais de sequências ancestrais, sua relação com as regiões aceptoras 

e do anticódon do tRNA, como essa relação se estabeleceu e quais as implicações na 

determinação do código genético e do sistema de tradução. 

 

3.2 Materiais e Métodos 

3.2.1 Banco de dados 

 Foram obtidas 4533 sequências do GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) 

referentes às 9 aaRSs. A quantidade de sequências compreende proporcionalmente, para cada 

uma das 9 aaRS, os 3 domínios da vida (Archaea, Bacteria e Eukarya). 

3.2.2 Reconstrução de sequências ancestrais 

 Para a reconstrução de sequências ancestrais, inicialmente foi realizado o alinhamento 

das sequências obtidas para cada aaRS, através do software MAFFT (Versão 7.0) utilizando a 

matriz de substituição BLOSUM45 com uma penalidade de 1.53 para aberturas de gaps  

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html) (KATOH; ROZEWICKI; YAMADA, 

2019). Um estudo comparando ferramentas de alinhamento múltiplos apontou o MAFFT como 

o melhor software para esse tipo de abordagem (VIALLE; TAMURI; GOLDMAN, 2018). Para 

determinar o melhor modelo evolutivo, o alinhamento foi submetido ao software ModelTest-

NG (Versão 0.1.5) (DARRIBA et al., 2020) hospedado no servidor Cipres 

(https://www.phylo.org/). Para reconstrução de sequências ancestrais, Hanson e colaboradores 

concluíram o melhor método para tal abordagem é a máxima verossimilhança (ML) em 

comparação com análises bayesianas (BA) (HANSON-SMITH; KOLACZKOWSKI; 

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=FpGekt
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=RillBQ
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THORNTON, 2010). Dessa forma, as árvores filogenéticas foram inferidas utilizando o 

software IQ-Tree (http://www.iqtree.org/) (Versão 1.6.12) (NGUYEN et al., 2015). As 

sequências ancestrais foram obtidas por meio do software MEGAX (Versão 10.0) a partir do 

método de máxima verossimilhança (KUMAR et al., 2018).  

3.2.3 Modelagem molecular 

 Os modelos tridimensionais das proteínas ancestrais foram gerados por meio do servidor 

I-Tasser (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (ROY; KUCUKURAL; 

ZHANG, 2010). O refinamento das estruturas foi feito através do servidor GalaxyWeb 

(http://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE) (KO et al., 2012). O alinhamento 

estrutural dos modelos tridimensionais foi performado com o auxílio do servidor TM-Align 

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/) (ZHANG, 2005). Para os alinhamentos 

estruturais, foram escolhidas as estruturas de aaRS modernas, obtidas no banco de dados PDB 

(rcsb.org) (BERMAN, 2000), com a melhor resolução e associadas ao seu tRNA cognato. A 

validação da estrutura tridimensional das proteínas modeladas foi feito por meio do servidor 

PROCHECK (https://servicesn.mbi.ucla.edu/PROCHECK/) (LASKOWSKI et al., 1993). 

3.2.4 Docking molecular 

 Para as análises de docking molecular, foram utilizadas as estruturas tridimensionais 

dos tRNAs cognatos, especificamente do loop do anticódon e da região do braço aceptor. O 

docking molecular foi então realizado entre o braço aceptor e do anticódon com a sua respectiva 

proteína ancestral. Para o docking, foi utilizado o programa Hex 8.0.0 (RITCHIE; 

VENKATRAMAN, 2010) de acordo com os seguintes parâmetros: tipo de correlação - 

shape+electro+DARS, FFT mode - 5 dimensões, método de amostragem - range angles, pós-

processamento - DARS minimization. Os demais parâmetros foram utilizados na configuração 

padrão. 

3.3 Resultados e Discussão 

3.3.1 Evolução estrutural das aaRS de Classe I 

 As sequências ancestrais foram geradas a partir de sequências modernas obtidas para 

cada uma das 9 aaRSs (Tabela 1). Foram utilizados dois pontos de cortes para a reconstrução 

das sequências ancestrais. O primeiro ponto de corte com deleção completa retorna uma 

sequência ancestral com as posições alinhadas em todas as sequências modernas (100%), 

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=5VApnW
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enquanto o ponto de corte de deleção parcial corresponde às posições alinhadas em 99% das 

sequências modernas. Para cada ponto de corte, foram geradas duas sequências ancestrais, 

resultando em 4 sequências ancestrais para cada aaRS.  

As aaRS de classe I são proteínas altamente conservadas, com pequenas variações ao 

longo dos domínios da vida, possuindo uma região catalítica que se liga ao braço aceptor do 

tRNA e uma região de ligação ao anticódon, tendo também como principal característica dois 

motivos estruturalmente conservados, HIGH e KMSKS, além de um domínio Rossmann-fold 

presente no sítio catalítico das enzimas (CUSACK; HÄRTLEIN; LEBERMAN, 1991). Dentre 

as estruturas das sequências ancestrais da deleção completa referente às 9 aaRS analisadas neste 

trabalho (ArgRS, CisRS, GluRS, IleRS, LeuRS, MetRS, TirRS, TrpRS, ValRS), 8 delas, com 

exceção da TrpRS, tiveram a região catalítica conservada. Em contrapartida, 6 das 9 aaRS 

analisadas tiveram a região de ligação ao loop do anticódon conservadas (Figura 1). Esses 

achados corroboram estudos prévios que atestaram o sítio catalítico como o primeiro domínio 

das aaRS a surgir, tendo os demais domínios surgido posteriormente a partir dessa região 

catalítica (CAETANO-ANOLLÉS; WANG; CAETANO-ANOLLÉS, 2013). De fato, já foi 

comprovado que aaRS com ausência de uma sítio de ligação ao anticódon se mostraram capazes 

de catalisar o processo de aminoacilação, ainda que isso afetasse a capacidade da aaRS de 

discriminar tRNAs não cognatos (SCHWOB; SÖLL, 1993). As estruturas geradas a partir de 

sequências da deleção parcial (99%) mostram um aumento na complexidade das aaRS, a partir 

do surgimento de novas estruturas, como a região aceptora do loop do anticódon e a região de 

conexão ao peptídeo (CP) (Figura 2). A aquisição dessas novas estruturas pode ter se dado após 

diversos eventos de transferência gênica horizontal. Em estudos comparando genomas de 

procariotos, foi visto que genes transferido -xenólogos- estão relacionados com a aquisição de 

novas funcionalidades e tendem a ter uma evolução mais rápida, enquanto genes duplicados -

parálogos- evoluem lentamente e são relacionados com a dosagem gênica (TREANGEN; 

ROCHA, 2011). Diversos estudos já apontaram para a relevância da transferência gênica 

horizontal na história evolutiva das aaRS (WOESE et al., 2000). Após esses eventos de 

transferência gênica horizontal, as aaRS estariam mais susceptíveis à diferentes pressões 

seletivas, que levariam à ocorrência de outras modificações por meio de recombinações entre 

genes que codificam as aaRS. Isso explicaria, por exemplo, a presença de um domínio DALR, 

comumente encontrado em aaRS de classe I, em GliRS, uma enzima pertencente à classe II 

(WOLF et al., 1999). Além da recombinação, as aaRS estariam sujeitas a processos de troca e 

fusão de domínios. Esses processos levariam à criação de variáveis quiméricas das aaRS, que 

poderiam apresentar alguma vantagem evolutiva (SAHA et al., 2009). Isso foi visto em estudos, 
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onde uma proteína quimérica produzida a partir de outras duas proteínas com propriedades e 

atividades semelhantes entre si tiveram uma maior estabilidade e atividade catalítica (NIXON; 

WARREN; BENKOVIC, 1997). Todos esses eventos levaram a um aumento da complexidade 

das aaRS, complexidade essa que consequentemente contribuiu para o ganho de especificidade 

de cada aaRS por seu tRNA e aminoácido cognato.  

3.3.2 Coevolução entre as aaRS de classe I e o tRNA 

 O docking molecular foi performado entre as estruturas tridimensionais da deleção 

completa e da deleção parcial com o loop do anticódon e o braço aceptor do tRNA cognato de 

cada aaRS.  Para o docking, toda a superfície das proteínas foi considerada, a fim de que o braço 

aceptor e o loop do anticódon encontrassem a região de ligação com menor energia. As energias 

de ligação foram compiladas na tabela 2.  

 De acordo com nossos resultados, o loop do anticódon e o braço aceptor do tRNA, com 

apenas duas exceções (LeuRS e ValRS com o braço aceptor do tRNA), se ligaram com uma 

menor energia livre nas estruturas da deleção completa, enquanto que nas estruturas da deleção 

parcial, houve um aumento da energia livre (tabela 2). Uma menor energia livre entre as aaRS 

com o braço aceptor do tRNA e o loop do anticódon nos leva a hipotetizar que inicialmente, o 

tRNA e as aaRS se ligavam mais fortemente. Em um trabalho avaliando a evolução estrutural 

da GliRS, Farias e colaboradores teorizam que o loop do anticódon agia primitivamente como 

um estabilizador conformacional para o sítio catalítico da GliRS (DE FARIAS et al., 2019), o 

que poderia justificar a forte ligação entre as estruturas da deleção completa das aaRS com o 

tRNA em nossas análises. Outra observação feita diz respeito à característica estrutural das 

regiões onde o tRNA se ligou nas aaRS. Grande parte das regiões das proteínas que interagiram 

com o loop do anticódon do tRNA não assumiam nenhuma conformação secundária, seja folha-

beta ou alfa-hélice. Essas estruturas características desempenham um importante papel na 

estabilidade conformacional da proteína a partir das ligações de hidrogênio entre os 

aminoácidos adjacentes (NELSON; LEHNINGER; COX, 2008). Portanto é possível hipotetizar 

que essas interações tRNA-aaRS em certo ponto podem ter auxiliado a proteína a se estabilizar, 

na ausência de uma estrutura secundária nativa. Esse papel desempenhado pelo loop do 

anticódon do tRNA faria sentido em um cenário onde ainda não havia a presença de um código 

genético, fato corroborado por estudos que afirmam que primitivamente o ribossomo produzia 

apenas peptídeos aleatórios (AGMON, 2009; BELOUSOFF et al., 2010).  

 Neste trabalho, avaliamos também a ligação às aaRS do braço aceptor e do loop do 

anticódon do tRNA. Diversos trabalhos tratam a respeito da origem de ambas as regiões, e 
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discutem qual região emergiu primeiro no tRNA. A hipótese mais aceita atualmente atesta para 

o código operacional, onde o braço aceptor é tido como a primeira região a surgir nos tRNA. 

Essa hipótese é defendida por inúmeros estudos (HOU; SCHIMMEL, 1988; PARK; 

SCHIMMEL, 1988; SCHWOB; SÖLL, 1993), enquanto que outros atestam para o surgimento 

inicial do loop do anticódon (SZATHMÁRY, 1999). O resultado do docking molecular nos 

mostrou que em 7 das 9 aaRS, o braço aceptor e o loop do anticódon se ligaram praticamente 

na mesma região. Baseado nesses resultados, nós propomos que o código operacional e o código 

do anticódon coexistiram, competindo entre si pela ligação à região catalítica das aaRS, 

enquanto consequentemente atuavam na estabilização dessas proteínas. A região catalítica das 

aaRS então serviu como condicionante para que eventos de fusão entre o braço aceptor e o loop 

do anticódon ocorressem, eventos esses semelhantes aos hipotetizados por Root-Bernstein e 

colaboradores (ROOT-BERNSTEIN et al., 2016). Esse condicionamento do braço aceptor e do 

loop do anticódon em uma mesma região também pode refletir uma estrutura primitiva dos 

tRNAs, como atestam Möller e Janssen, que em 1992, baseados na análise estatística de 1400 

sequências de tRNA, propuseram que o braço aceptor e o loop do anticódon surgiam a partir de 

uma única região nas posições 3-5 de tRNAs primitivos, dessa forma, tendo uma natureza 

química semelhante, um “imprinting” do loop do anticódon no braço aceptor dos tRNAs. Esses 

tRNAs primitivos então se expandiram a partir de eventos de duplicação e clivagem, auxiliando 

também no estabelecimento do código genético nos mRNAs (MÖLLER; JANSSEN, 1992). 

Esse aumento na complexidade dos tRNAs até as estruturas atuais foi acompanhado por um 

aumento na energia livre entre as aaRS e os tRNAs (tabela 2), garantindo certa plasticidade na 

relação estrutural de ambos, e que poderia também ser reflexo da cooptação do tRNA para que 

este passasse a atuar no fluxo da informação. Essa expansão estrutural dos tRNAs também teria 

atuado como força seletiva para a diversificação estrutural das aaRS, que após se estabelecerem 

conformacionalmente, sofreriam nova pressão seletiva a partir de mudanças na segunda base 

do anticódon, como proposto por Farias e colaboradores (DE FARIAS, 2013; DE FARIAS; DO 

RÊGO; JOSÉ, 2014). Dessa forma, nós propomos que a complexidade do tRNA e das aaRS 

emergiu em um processo de coevolução, tendo o tRNA atuado inicialmente como um 

estabilizador conformacional das aaRS, sendo posteriormente cooptado para atuar no fluxo da 

informação e no estabelecimento do processo de tradução e do código genético. 
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Figuras e Legendas 

Figuras 

Figura 1. 
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Figura 2. 
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Figura 3. 
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Legendas 

Figura 1. Estrutura das sequências ancestrais da deleção total (CD). A) Arginina-tRNA 

sintetase, B) Cisteina-tRNA sintetase, C) Glutamato-tRNA sintetase, D) Isoleucina-tRNA 

sintetase, E) Leucina-tRNA sintetase, F) Metionina-tRNA sintetase, G) Triptofano-tRNA 

sintetase, H) Tirosina-tRNA sintetase, I) Valina-tRNA sintetase. 

Figura 2. Estrutura das sequências ancestrais da deleção parcial (PD). A) Arginina-tRNA 

sintetase, B) Cisteina-tRNA sintetase, C) Glutamato-tRNA sintetase, D) Isoleucina-tRNA 

sintetase, E) Leucina-tRNA sintetase, F) Metionina-tRNA sintetase, G) Triptofano-tRNA 

sintetase, H) Tirosina-tRNA sintetase, I) Valina-tRNA sintetase. 

Figura 3. Passos evolutivos propostos das estruturas sobrepostas da deleção completa-CD 

(vermelho), deleção parcial-PD (azul) e das estruturas modernas (verde-limão), associadas às 

estruturas do tRNA (loop do anticódon-preto e braço aceptor-amarelo) e o tRNA moderno 

(branco). Alinhamento estrutural foi feito através do software TM-align. A produção das 

imagens foi feita através do Pymol. A) Arginina-tRNA sintetase, B) Cisteína-tRNA sintetase, 

C) Glutamato-tRNA sintetase, D) Isoleucina-tRNA sintetase, E) Leucina-tRNA sintetase, F) 

Metionina-tRNA sintetase, G) Triptofano-tRNA sintetase, H) Tirosina-tRNA sintetase, I) 

Valina-tRNA sintetase.  
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Tabelas e legendas 

Tabela 1. Quantidade de sequências para cada aaRS. O número de sequências para cada aaRS 

compreende proporcionalmente os três domínios da vida (Archaea, Bacteria e Eukarya). 

Proteína Número de sequências 

Arginina-tRNA sintetase 600 

Cisteína-tRNA sintetase 600 

Glutamato-tRNA sintetase 216 

Isoleucina-tRNA sintetase 600 

Leucina-tRNA sintetase 600 

Metionina-tRNA sintetase 417 

Tirosina-tRNA sintetase 600 

Triptofano-tRNA sintetase 600 

Valina-tRNA sintetase 300 

Total de Sequências 4533 

___________________________________________________________________________ 

Tabela 2. Relação da energia livre após o docking entre as aaRS e as estruturas do tRNA (e-

total - kj/mol). 

Aminoacil-tRNA 

sintetase 

Energias – Loop do 

Anticódon 
Energias – Braço aceptor 

 CD PD CD PD 

ArgRS -2288.7 -497.5 -2391.8 -610.5 

CisRS -4202.1 -880.6 -3129.5 -884.5 

GluRS -3173.0 -2210.8 -3856.4 -2843.9 

IleRS -1671.4 -951.2 -1756.8 -705.6 

LeuRS -2568.6 -2132.2 -1462.6 -1613.4 

MetRS -1217.7 1579.9 -1604.9 2725.3 
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TirRS -2472.7 -2023.4 -2260.8 -1077.3 

TrpRS -2368.9 -844.0 -2372.6 -1414.2 

ValRS 205.3 903.2 497.7 -219.6 

___________________________________________________________________________ 

Tabela 3. A tabela abaixo exibe cada aaRS, da deleção completa (CD) e da deleção parcial 

(PD) e seu respectivo template (Query) utilizado para a modelagem molecular. Também exibe 

o RMSD (Root-mean-square deviation) e o percentual de identidade entre cada template e as 

estruturas ancestrais. O template é escolhido durante o processo de modelagem molecular, onde 

o I-Tasser elenca as 10 estruturas mais similares à nossa proteína a partir do alinhamento 

estrutural com proteínas resolvidas experimentalmente no PDB (Protein Data Bank).  

Proteína  CD PD 

ArgRS 

Query 4q2tA 6ao8A 

RMSD 2.38 1.11 

Identidade 0.677 0.272 

CysRS 

Query 1u0bB 1u0bB 

RMSD 2.14 0.94 

Identidade 0.539 0.564 

GluRS 

Query 4griA 5zdkA 

RMSD 2.61 1.54 

Identidade 0.312 0.351 

IleRS 

Query 1ivsB 1jzsA 

RMSD 2.05 1.14 

Identidade 0.260 0.441 

LeuRS 

Query 5ah5A 6lpfA 

RMSD 2.58 2.40 

Identidade 0.414 0.746 

MetRS Query 1rqgA 1rqgA 
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RMSD 3.09 1.55 

Identidade 0.330 0.379 

TyrRS 

Query 2cybA 2cybA 

RMSD 1.33 0.85 

Identidade 0.382 0.563 

TrpRS 

Query 6gs1A 5ekdA 

RMSD 3.95 1.57 

Identidade 0.052 0.252 

ValRS 

Query 1ivsA 1ivsA 

RMSD 0.81 0.80 

Identidade 0.318 0.315 

___________________________________________________________________________ 

Tabela 4. Cada aaRS e sua respectiva estrutura moderna utilizada no alinhamento estrutural 

para construção do passo-a-passo evolutivo. Foram escolhidas estruturas resolvidas 

experimentalmente do banco de dados PDB, com a melhor resolução e associadas à seu tRNA 

cognato. 

Proteína Estrutura Moderna 

ArgRS 2zue 

CysRS 1u0b 

GluRS 1qtq 

IleRS 1ffy 

LeuRS 4as1 

MetRS 2csx 

TyrRS 1j1u 

TrpRS 2dr2 

ValRS 1ivs 
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4. Considerações Finais 

 Nossos resultados levantam esclarecimentos a respeito dos aspectos envolvidos na 

relação das aaRS com o tRNA, mas também levantam muitas outras dúvidas e questionamentos. 

Devido a isso, análises subsequentes devem ser propostas, a fim de que haja um maior 

aprofundamento na evolução dessas proteínas, análises essas que também devam contemplar a 

classe II, outra classe de aaRS muito mais heterogênea e antiga que a classe I. 

Em nossa interpretação, as aaRS foram uma das primeiras proteínas a surgir, fruto de 

uma síntese de peptídeos aleatória, onde não havia a presença de um código, e em um mundo 

onde as reações eram catalisadas por RNA. As aaRS então firmaram uma estável relação com 

algumas estruturas do tRNA, estruturas essas capazes de se ligar aos aminoácidos, mas ainda 

assim em um contexto onde não havia uma síntese coordenada de peptídeos. Essas estruturas 

dos tRNAs então passaram a atuar como estabilizadoras conformacionais das aaRS, a medida 

que as aaRS iam adquirindo complexidade a partir de eventos de transferência e fusão de 

domínios proteicos. As estruturas iniciais dos tRNAs, condicionadas à estrutura das aaRS, 

também evoluíram estruturalmente a partir de eventos de duplicação e deleção, servindo 

também como uma pressão seletiva para a diversificação das aaRS. Esses eventos teriam 

ocorrido paralelamente, em um processo de coevolução, levando ambas as estruturas a atuarem 

no fluxo da informação, no processo que hoje conhecemos como tradução. Tal processo é 

imprescindível para a manutenção e fidelidade do código genético. 

Essas análises refletem apenas uma parte de um todo. Os passos subsequentes dizem 

respeito a integração desse modelo com outros modelos propostos para a evolução do 

ribossomo, outra molécula envolvida na tradução e também imprescindível para a manutenção 

do código genético. 

 

 


