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RESUMO

A origem e a evolucdo dos primeiros seres vivos ¢ um grande desafio para a biologia moderna. A
compreensdo da constituicdo dos organismos no surgimento da vida ¢ um passo importante para
a compreensdo da organizacdo inicial do sistema bioldgico. Aqui, analisamos o proteoma
estrutural anterior ao Ultimo Ancestral Universal Comum (LUCA) baseado na reconstrucio das
sequéncias ancestrais e estrutura das proteinas envolvidas nas vias do carbono. Os resultados
indicam que o sitio catalitico pode ter sido a primeira parte das proteinas iniciais, € possuiam
fungdes basica de ligacdo em cofatores. Com o acréscimo das novas partes na estrutura, surgiu a
funcdo catalitica. Sugere-se também que os grupamentos estruturais iniciais pudessem participar
da emergéncia das diferentes proteinas que atuam nos organismos modernos. A origem dos
primeiros genes ¢ discutida e ¢ sugerido que a informagdo biologica inicial teve origem a partir

de proto-tRNAs durante a formagao do sistema de traducdo primitiva.

Palavras-chave: tRNA; Ultimo Ancestral Universal Comum; Origem da vida; vias metabolicas;

evolugdo de proteinas.






ABSTRACT

The origin and evolution of the first living beings is a great challenge for modern biology. The
comprehension of the constitution of organisms on the emergence of life is an important step to
understand the initial organization of the biological system. Here, we analyzed the structural
proteome before the Last Universal Common Ancestor (LUCA) based in the reconstruction of
the ancestral sequences and structures of proteins involved in the carbon pathways. The results
indicate that the catalytic site could have been the first part of these initial proteins, which
carried basic function such as binding to cofactors. With the accretion of the new parts in the
structure, the catalytic function emerged. Also it is suggested that the initial structural motifs
could have participated in the emergence of the proteins that work in the modern organisms. The
origin of the first genes is discussed and it is suggested that the initial biological information had

origin from proto-tRNAs during the formation of the primitive translation system.

Keywords: tRNAs; Last Universal Common Ancestor; Origin of life; Metabolic pathways;

Protein Evolution.
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INTRODUCAO
1. FUNDAMENTACAO TEORICA

O ¢éon Hadeano deu inicio a histéria da Terra como planeta. A desconto de sua
relevancia, o escasso registro geologico dessa época (Lunine, 2006) reflete a complexidade de
responder perguntas como o surgimento da abundancia hidrica no planeta ou, ao que ¢ assunto
nesta monografia; a origem da vida terrestre. Apesar do pouco conhecimento sobre esse tempo,
ha evidencias (Halliday, 2000) sobre gigantescos impactos ocorridos através da colisdo de
corpos que chegavam ao tamanho de Marte contra a superficie terrestre. Esses fendmenos
limitavam a existéncia de vida a uma probabilidade infima a ponto de podermos considerar que a
vida como conhecemos muito provavelmente teve origem apds o ultimo grande impacto
(Sleep, 1989). Posteriores impactos foram menores e, mesmo destruindo parte da biota local
proxima a colisdo, criavam uma possibilidade de sucessdo ecologica (Fajardo-Cavazos, 2005) e
alguns autores (Cockell, 2006) sugerem que poderiam ter criado ambientes pos-impactos
particularmente favoraveis a origem da vida uma vez que formavam grandes areas de superficie
para reagdo e também introduziam novos reagentes como minereis relevantes para a manuten¢ao
da vida.

O impacto de Theia contra a Terra, o Gltimo grande impacto, culminou em uma elevagao
na densidade atmosférica formando um efeito estufa sobre todo o planeta. Esse fator, junto com
outras caracteristicas deste periodo, como a atividade vulcanica, resultou nas possiveis altas
temperaturas (Kasting, 2006 and Pavlov, 1990) que podem ser evidenciadas através das taxas
de 180/160 em quartzos anteriores a 3,5 bilhdes de anos. Essas altas temperaturas, a provavel
atmosfera e as provaveis moléculas existentes nesse periodo restringiam geoquimicamente a
amplitude de moléculas organicas, o que eventualmente repercutiu na origem das primeiras vias
metabolicas.

De acordo com Alves et al (2002), no inicio da evolu¢ao do metabolismo, as enzimas
provavelmente eram escassas e essas possuiam baixa efetividade e especificidade, portanto
possuiam capacidades cataliticas reduzidas. No livro “Functional Metabolism: Regulation and
Adaptation” (2004), ¢ apontado que uma forma de catalise ¢ dada através da associagdo fisica
que pode ser dada diretamente entre as moléculas em questdo ou pelo meio de um polimero
estabilizante. Aqui neste trabalho, estamos considerando a possibilidade das primeiras moléculas
cataliticas terem agido dessa forma. Um hiperciclo incipiente do “universo dos
polimeros” (chamado por Storey de “polymer world”) teria sido vantajoso sobre outros

hiperciclos dado a capacidade de produgdo de andaimes poliméricos longos por servirem para



armazenamento de energia e matéria prima. Esse sistema alcancgaria altos niveis de eficiéncia
catalitica ao passo que as ligacdes ao “andaime” se tornassem mais provaveis
quimicamente. Podemos observar ainda hoje possiveis rastros da funcionalidade de “andaimes”;
o citoesqueleto de eucaliptos ¢ um exemplo de um sistema existente de andaime; organiza
componentes celulares no espaco e permite a existéncia de sistemas cooperativos maiores € mais
complexos (Storey, 2004).

As primeiras vias metabolicas provavelmente possuiam caracteristicas restringidas pelas
limitacdes dos periodos geologicos as quais sugiram. Deste modo, ¢ esperado que as vias
modernas que possuem historias evolutivas antigas transparecam essa antiguidade através de
determinados atributos. Registros apontam (Dutkiewicz et al, 2006) que a vida surgiu muito
antes do Grande Evento de Oxidacdo (GOE). Da mesma forma que ¢ 16gico supor que elementos
oxidados fossem de inexistentes a no maximo raros antes do GOE, esperamos que as primeiras
funcdes biologicas independam de oxigénio. Um caso paralelo ¢ a relagdo entre as vias
metabolicas e membranas biologicas; consideramos que estas sugiram também posteriormente
as primeiras reacdes quimicas que originaram as primeiras vias metabolicas homdlogas as vias
atuais. Além dessas restrigdes esperamos que as primeiras fungdes bioldgicas estejam espalhadas
filogeneticamente pelos dominios da vida.

Existe uma lista de vias que atendem as particularidades explanadas anteriormente,
limitando as vias que podem ter surgido anterior a primeira célula e préximo a origem da vida.
Resultados encontrados por Farias et al (2016) seguem o esperado de acordo com o exposto no
paréagrafo anterior. Os autores encontraram as seguintes vias em seus resultados como sendo vias
anteriores ao Ultimo Ancestral Universal Comum: Vias de aminoacidos, Vias do Carbono, Vias
de lipideos, Vias de nucleotideos, Transcricdo e Traducdo ou Replicagdo de RNA. Nesta
monografia, analisamos o encontrado referente as Vias do Carbono. Nessa notamos que as
enzimas encontradas estdo presentes principalmente nas atuais Glicélise e Gliconeogénese.

A Glicolise ¢ a sequéncia de reagdes que metaboliza uma molécula de glicose em duas
moléculas de piruvato com a concomitante producao, através da energia livre, de duas moléculas
de adenosina trifosfato. Esse ¢ um dos processos metabolicos mais universais conhecidos,
ocorrendo em diversos tipos de células e, pelo menos parcialmente, em todos os organismos. As
sequéncias de aminodcidos das enzimas que fazem a Glicolise sdo muito bem conservadas ao
longo de todos os dominios da vida, sugerindo que provavelmente houve uma origem comum.
(Freeman, 2002)

Glicose ¢ um dos monossacarideos formados a partir de formaldeido sob condigdes pré-

bidticas, o que torna possivel sua disponibilidade como uma fonte de combustivel para os



sistemas bioquimicos primitivos, ou seja, a glicose pode ter sido uma das primeiras fontes de
energia para os sistemas vivos (Freeman, 2002). Adicionalmente, a Glicolise possui uma
estrutura simples, dado que as enzimas agem independentemente e os passos da via ndo
dependem de membrana. Nao obstante a sua simplicidade, produziria energia suficiente a uma
célula primitiva. Além disso, o fato das reagdes glicoliticas independerem de oxigénio as tornam
possiveis na terra primitiva quando as porcentagens de oxigénio eram baixas. Esses sdo alguns
dos principais pontos que sugerem que essa via tenha surgido bastante cedo na historia evolutiva
da terra, provavelmente anterior ao surgimento da Ultima Célula Ancestral Comum (Storey,
2005).

A Glicolise provavelmente teve como funcdo primordial a sintese de hexoses, esses
monossacarideos que eram escassos nesse ponto da histéria da terra s3o e provavelmente eram
importantes e comuns fontes de energia (Freeman, 2002). Provavelmente, a Gliconeogénese, a
rota de producdo da glicose a partir de compostos aglicanos, teria surgido
previamente a Glicolise (Silva, 2009), agindo posteriormente como provedor da glicose utilizado
nessa via mais tardia. Isso pode ser embasado com o fato da Gliconeogénese ser ainda mais
difundida que a Glicdlise nos dominios da vida. Além disso, sete dos dez passos da Glicolise sdo
reversiveis, as enzimas podem funcionar na via anabolica e catabolica ( Lubert, S 1995), com a
excegdo de trés passos entre os intermedidrios formados através da Glicolise e da
Gliconeogénese, todas reagdes sdo palindromos.

Apesar do amplo conhecimento sobre as vias glicolitica e gliconeogénica, ainda ha muito
para ser explorado sobre a origem dessas vias. Nesta monografia entendemos que a selecao
positiva em organismos vivos para existéncia dessas estruturas bioquimicas teria sido dada pela
pressdo positiva do aumento da velocidade de reacdo que as enzimas possibilitavam. O estado
mais primitivo dessas estruturas teria sido o de polimeros de ancoramento (andaimes), onde os
intermediarios se ligariam a essas enzimas ancestrais e gragasa proximidade fisica a
probabilidade de interacdo entre as moléculas aumentaria.

Algumas das reagdes dos intermediarios das vias do carbono (presentes nas via da
Glicolise e da pentose fosfato) reagem independentemente da existéncia dessas enzimas. Keller
et al (2014) forneceram evidéncias que a estrutura das vias da Glicolise e da pentose fosfato
poderiam ser fundamentalmente formadas a partir do que se aceita ser o meio quimico
estabelecido no oceano primitivo. Entdo, em condi¢gdes semelhantes aquelas aceitas como pré-
bidticas os intermediarios dessas vias sofrem conversdes espontaneas com resultados proximos
aqueles encontrados nas vias modernas. Sabendo disto, supomos que a pressdo seletiva para as

enzimas teria sido apenas para acelerar essas reagdes que ja aconteciam.
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Resumo

A origem e a evolucdo dos primeiros seres vivos ¢ um grande desafio para a biologia moderna.
A compreensdo da constituicdo dos organismos no surgimento da vida ¢ um passo importante
para a compreensdo da organizagdo inicial do sistema bioldgico. Aqui, analisamos o proteoma
estrutural anterior ao Ultimo Ancestral Universal Comum (LUCA) baseado na reconstrucio das
sequéncias ancestrais e estrutura das proteinas envolvidas nas vias do carbono. Os resultados
indicam que o sitio catalitico pode ter sido a primeira parte das proteinas iniciais, € possuiam
fungdes basica de ligacdo em cofatores. Com o acréscimo das novas partes na estrutura, surgiu a
funcdo catalitica. Sugere-se também que os grupamentos estruturais iniciais pudessem participar
da emergéncia das diferentes proteinas que atuam nos organismos modernos. A origem dos
primeiros genes ¢ discutida e ¢ sugerido que a informacao bioldgica inicial teve origem a partir

de proto-tRNAs durante a formagao do sistema de traducdo primitiva.

Palavras-chave: tRNA; Ultimo Ancestral Universal Comum; Origem da vida; vias metabolicas;

evolugdo de proteinas.



Introduciao

No seu livro Sobre a Origem das Espécies por Meio da Selecdo Natural ou a
Preservacdo de Racas Favorecidas na Luta pela Vida, (1859) Charles Darwin sugeriu um
ancestral comum para todos os organismos vivos. O conceito de Ultimo Ancestral Universal
Comum (LUCA) desencadeia até hoje discussdes sobre os componentes desta entidade bioldgica
(Penny and Poole, 1999; Forterre et al., 2005; Mushegian, 2008; Glansdorff et al., 2008; Kim

and Cactano-Anollés, 2011; Goldman et al., 2013).

LUCA refere-se a um organismo ja complexo, com processamento de informacao
desenvolvido, metabolismo intrincado € um genoma baseado em DNA (Di Giulio, 2003). Assim,
LUCA ndo representa a primeira forma de vida, porque os processos evolutivos tinham
comecado muito antes do DNA. Carl Woese (1998) sugeriu a existéncia de comunidades de
“progenotes” como precursores do LUCA. Os progenotes eram organismos delimitados por
membranas com poucas fungdes metabdlicas. Nesse cendrio, esses organismos ou entidades
bioldgicas tinham como molécula informacional o RNA e um processo de tradugdo impreciso,
gerando proteinas estatisticas mas que ja estariam sob a influéncia da selecdo natural. Podemos
descrever os progenotes como uma comunidade de subsistemas que se desenvolveram
separadamente, mas evoluiram de forma que, em determinado momento de desenvolvimento, foi
estabelecido um estagio mais elevado de dependéncia entre eles, que culminou na congregacao

desses subsistemas (Woese, 1998).

E l6gico supor que nem todos os passos das modernas vias metabolicas estavam
presentes em um progenote, e que diferentes etapas do metabolismo apareceram em diferentes
progenotes. A capacidade de traduzir certos tipos de informacdo foi provavelmente uma das
primeiras propriedades, se ndo a primeira, a se desenvolver entre os progenotes que antecederam

a vida conhecida (Eigen and Schuster, 1978; Woese, 1998). De acordo com Weiss et al (2016),



havia vestigios de metabolismo de carbono, nitrogénio e energia no genoma do LUCA. O
metabolismo de carbono estava mais provavelmente presente nas formas mais antigas de vida
como conhecemos hoje, e isso ndo s6 pela sua vasta presenga em todos os dominios da vida, mas
também pela sua importancia na gera¢do de energia e precursores de sistemas biologicos. Das
vias dos carboidratos os dois mais universais ¢ bem preservados sdo a Glicolise /
Gliconeogénese ¢ o Ciclo do Acido Citrico.

Glicolise / Gliconeogénese esta presente, pelo menos parcialmente em todas as formas de
vida, e toda a vida celular traz variagdes do metabolismo de carboidratos. Ao comparar formas
alternativas de Glicdlise e ciclo do TCA em uma grande variedade de tdxons, o nucleo dessas
vias e suas porg¢des mais provaveis que podem estar presentes nos organismos mais antigos
podem ser elucidadas. A antiguidade dessas vias, especificamente Glicolise / Gliconeogénese, ¢
sugerida por uma série de caracteristicas, como sua simplicidade estrutural, o que significa que
as enzimas atuam independentemente e ndo necessitam de membrana, o que seria uma
caracteristica necessaria em um oceano Arqueano em uma realidade pré-membrana. Além disso,
¢ independente do oxigénio, outra caracteristica necessaria nesse periodo.

Adicionalmente, os resultados das duas reagdes de fosforilagdo ao nivel do substrato
proporcionariam energia suficiente para o metabolismo primitivo. O piruvato como receptor
terminal de eléctron mantem o equilibrio redox da via. Outra razdo para sustentar a ocupagao
desse papel anterior ao LUCA, ¢ que provavelmente a Glicdlise evoluiu como uma
Gliconeogénese reversa. A sintese de aglicares de hexose atuaria como armazenamento de
energia e precursores bioldgicos, e seria vantajoso num cenario primitivo com raras moléculas
complexas. Neste momento do tempo evolutivo, ndo era possivel uma acumulagdo intensa de
acucar. No entanto, a Glicolise ndo ¢ apenas responsavel pela produg¢do de energia, mas seus
compostos de trés carbonos também funcionam como fonte de energia. Estes produtos sdo

utilizados numa série de outras vias, tais como o anabolismo de aminoacidos. Este foi
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provavelmente o primeiro papel da Glicolise, que ¢ apoiado por esta ser constante em todas as
formas de vida, enquanto o metabolismo energético varia.

Foi provavelmente vantajoso para um organismo ser capaz de armazenamento de
carbono, uma vez que aumentaria sua independéncia em relagdo ao sistema circundante. Isto
expandiria a probabilidade de sobreviver em um ambiente incerto, dado eventos estocésticos que
diminuiriam a disponibilidade de nutrientes.

Nos primeiros estagios evolutivos do metabolismo, como conhecemos hoje, as grandes
moléculas informacionais, possivelmente ndo tinham estabilidade suficiente, e os primeiros
dispositivos de codificagdo devem ter refletido as restricdes quimicas de sua origem. Eigen e
Winkler-Oswatitsch (1981) propuseram que os eventos moleculares iniciais foram realizados por
tRNAs, principalmente porque: (1) Tém predominancia de emparelhamento GC, necessario para
a estabilidade relativa; (2) sua estrutura secundaria é estavel, aumentando sua resisténcia a
decomposi¢do hidrolitica; (3) Os codons podem atuar como portadores de mensagem; (4)
possuem cerca de 50 a 100 residuos, ideal para condi¢gdes de polimerizagcdo pre-bidtica; (5) a
arvore filogenética tem origem antiga; (6) possui uma estrutura simétrica.

Eigen e Schuster (1978) sugeriram que os primeiros anticodons eram do tipo RNY. Estes
sdo codons onde a primeira base ¢ uma purina, a terceira uma pirimidina, e a segunda ¢ qualquer
um deles. Assim, os primeiros modulos eram ricos em Alanina, Serina, Treonina, Asparagina,
Acido Aspartico, Valina, Isoleucina e Glicina. Farias et al (2016) reconstruiram a sequéncia
ancestral de tRNAs que podem ter atuado como os primeiros genes desses progenotes. Eles
propuseram um proteoma para os progenotes baseados na traducdo de tRNAs ancestrais com um
padrao RNY. Entre as vias metabolicas encontradas em organismos modernos, algumas ja
estavam possivelmente presentes no LUCA e nos progenotes.

Farias et al (2016), analisando as similaridades de tRNAs traduzidos com estruturas

modernas, encontraram similaridade com as seguintes vias: Vias de aminoécidos, Vias do
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carbono, Vias de lipideos, Vias de nucleotideos, Transcri¢ao e Tradugdo ou Replicacdo de RNA.
Aqui utilizamos os dados obtidos por Farias et al (2016) e suas sugestdes para o metabolismo
precoce para reconstruir dois estagios diferentes de evolugdo. Um (Bottom Up) anterior ao
Ultimo Ancestral Universal Comum no qual ¢ baseado no proteoma estabelecido pelos
ancestrais de tRNA e um outro (Top Down) baseado na reconstru¢do de sequéncias de ancestrais
de proteinas modernas envolvidas no metabolismo de Glicdlise / Gliconeogénese e compostos
de trés carbonos. Comparamos ambas as estratégias para compreender a historia evolutiva destas

vias metabolicas.

Materiais e Métodos

Abordagens de reconstrugdo de ancestrais

Duas abordagens diferentes foram usadas para reconstruir ancestrais.

Abordagem Bottom Up

O primeiro, “Bottom Up” refere-se as reconstru¢des baseadas nas sequéncias encontradas
por Farias et al (2016). O proteoma sugerido por eles foi feito usando sequéncias ancestrais de
tRNAs seguindo o padrdo RNY, que quando traduzidos apresentam correspondéncias com

proteinas modernas envolvidas no metabolismo de trés carbonos.

Abordagem Top Down

A outra abordagem foi uma reconstru¢do usando sequéncias das proteinas modernas
escolhidas com base no proteoma ancestral sugerido por Farias et al (2016) que foram as
seguintes: Gliceratoquinase, Triose fosfato isomerase, Glicose-6-fosfato-1-dehidrogenase,
Glicose-6-fosfato-isomerase,  Fosfogliceratoquinase,  Glicerol-3-fosfato-dehidrogenase e

Transquetolase.



12

Reconstrucio de Sequéncia Ancestral

Obtivemos 400 sequéncias para cada tipo de enzimas que fazem parte da Glicdlise /
Gliconeogénese e da via dos trés carbonos no NCBI (National Center for Biotechnology
Information). As sequéncias abrangiam os trés dominios da vida.

As sequéncias foram alinhadas com o suporte do software MAFFT v.7 (Katoh and
Standley, 2016). Para alinhar as sequéncias, utilizamos BLOSUM45 para a matriz de pontuacao
e todos os outros pardmetros permaneceram como padrdo. Para reconstruir a sequéncia ancestral
mais provavel, utilizamos maxima verossimilhanca com o suporte do software MEGA7 (Kumar
et al., 2015). Para essa abordagem, utilizamos diferentes niveis de rigor para inferir a sequéncia
de ancestrais por maxima verossimilhanga, foram utilizados dele¢do completa, 95% e 99% de

cobertura de cobertura.

Analise Estrutural

As estruturas das proteinas foram reconstruidas por homologia utilizando o servidor web

[-Tasser (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (Zhang, 2008). As estruturas foram

refinadas através do programa ModRefiner (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/)

(Xu, 2010). Os modelos de proteinas modernas e os ligantes foram obtidos na Protein Data Base
(www.rcsb.org) (Berman et al., 2000). Os alinhamentos estruturais foram realizados utilizando
o software TM-Align (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/)(Zhang and Skolnick,
2005). Para a analise dos ligantes as estruturas ancestrais em ambas as abordagens (Top Down e
Bottom Up), nos utilizamos o software Coach (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/COACHY/)

(Yang et al., 2013).
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Analise Filogenética

Construimos uma matriz com o valor de RMSD (a raiz do desvio quadratico médio das
posicdes atdmicas) calculado entre cada uma das estruturas calculadas assim como a estrutura

moderna mais semelhante com o ancestral Top Down 95%.

Utilizamos SeaView (Gouy et al., 2010) para calcular a arvore de Neighbour joining

baseada nas distancias de Mahalanobis (Huberty, 2014) com a matriz supracitada.

Resultados e Discussao

A origem e a evolucdo das primeiras vias metabdlicas ainda sdo um desafio relevante
para a biologia moderna uma vez que poderiamos compreender o surgimento da vida e sua
diversificacdo a partir desses estudos. Dessa forma, entender o seu nucleo ¢ fundamental. No
centro do metabolismo moderno estdo as vias de Glicolise / Gliconeogénese, que sao
conservadas em todos os dominios da vida e seu desenvolvimento desempenhou um papel
fundamental no metabolismo de carbono em células modernas. Foi sugerido que a Glicolise
pode ter-se originado como um mecanismo que extraiu energia e precursores bioldgicos de
aminoacidos formados abioticamente (Kenneth et al., 2004). Sutherland (2017) indicou a
importancia dos compostos com trés carbonos na emergéncia das primeiras vias metabolicas.
Farias et al (2016) propuseram que esses compostos funcionassem como um centro de
distribuicdo de carbono para outras vias metabolicas em desenvolvimento. Farias et al. (2016)
reconstruiram as sequéncias ancestrais de tRNAs e compararam as sequéncias ancestrais
traduzidas com proteinas modernas. Os resultados sugeriram que as enzimas do metabolismo
Glicolise / Gliconeogénese poderiam ter surgido a partir dos proto-tRNAs, assim como, o0s

primeiros genes podem ter surgido destes, e no nicleo do processo estariam as proteinas
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envolvidas no metabolismo de compostos com trés carbonos. Aqui, chamamos essa abordagem
de Bottom Up, onde as estruturas sdo derivadas de sequéncias traduzidas do ancestral tRNA.

Para entender a historia evolutiva estrutural das enzimas da Glicélise / Gliconeogénese,
utilizamos uma segunda abordagem baseada na reconstrugdo das sequéncias ancestrais e
estruturas das enzimas modernas envolvidas na Glicélise / Gliconeogénese e trés compostos de
carbono (abordagem Top Down). Usamos apenas as mesmas enzimas que tinham
correspondéncias com as sequéncias traduzidas do ancestral tRNA (ver Materiais e Métodos), a
fim de fazer comparagdes entre as estruturas obtidas a partir de diferentes abordagens. A partir
das sequéncias ancestrais obtidas através de enzimas modernas, utilizamos dela¢ao completa, 95%
e 99% de cobertura de cobertura local, o que pode captar diferentes etapas na histéria evolutiva

dessas enzimas.

Reconstrucao de estruturas ancestrais

Na fig. 1, ¢ mostrado as estruturas reconstruidas por homologia das sequéncias de
ancestrais de tRNA traduzidas na abordagem Bottom Up. Em geral, as estruturas sdo compostas
por grupamentos simples, basicamente, loops e pequenas alfa-hélices. Na Tabela 1, sdo
mostradas as estruturas modernas mais semelhantes em termos de valor de RMSD entre
ancestrais por abordagem Bottom Up e estruturas modernas, e os organismos dos quais essas
estruturas pertencem. Esses resultados estdo de acordo com as fungdes basicas para proteinas
muito precoces no inicio dos sistemas bioldgicos, quando fungdes cataliticas mais sofisticadas
ainda estavam em desenvolvimento. As proteinas iniciais eram muito simples e tinham como
principal atividade a ligacdo de alguns substratos com baixa afinidade. As semelhangas com

proteinas que ndo estdo envolvidas no metabolismo de carbono podem indicar que esses
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grupamentos estruturais bdsicos funcionaram como blocos de montagem na origem das
primeiras proteinas e genes. As estruturas modernas mais semelhantes possuem fungdes
bioldgicas bésicas tais como hidrdlise, dominio de ligagdo a RNA, enolase, com valores de
RMSD variando de 1,46 a 2,67. Esses resultados podem indicar que os blocos estruturais basicos
participaram na formag¢do de diversas vias, ¢ a combinacdo dessas partes estruturais foram
relevantes para a diversificagdo primordial de vias essenciais e para o estabelecimento e
manuten¢do dos sistemas bioldgicos emergentes.

Na fig. 2, sdo mostradas as estruturas construidas por homologia pela abordagem de Top
Down com delecdo completa e corte de cobertura de 99% no local e na Fig. 3 com 95% de
cobertura de cobertura do local. A comparagdo entre as estruturas obtidas das abordagens Top
Down e de Bottom Up indica que as estruturas da abordagem de Down exibem uma estrutura
mais complexa. Na Tabela 2, sdo mostradas as estruturas modernas mais semelhantes com
valores de RMSD entre ancestrais por abordagem Top Down e proteinas modernas. Estes
resultados refletem as limitagdes do método de reconstrucdo de sequéncias ancestrais de
proteinas modernas, onde ¢ possivel identificar os primeiros dominios funcionais, mas ndo a
evolucdo profunda desses dominios, antes do estabelecimento da especificidade moderna. No
entanto, estes resultados também mostram a eficiéncia do método para compreender a historia
evolutiva das proteinas até o primeiro dominio funcional. Nossos resultados mostram que as
estruturas ancestrais sugeridas sdo semelhantes as estruturas de diferentes extremofilos que
vivem em ou habitats acidos ou em altas temperaturas, ou ambos. Isto pode indicar que estas
primeiras enzimas antes ¢ depois do LUCA foram adaptadas a cendrios extremos. Sugere-se que
o impacto de Theia contra Terra criou energia suficiente para derreter o manto da Terra. A 4dgua
condensada formou uma atmosfera densa obstruindo o calor para sair o que formou um efeito

estufa (Nisbet et al., 2007). Mesmo que ainda haja um debate, diferentes evidéncias parecem
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mostrar que a Terra pode ter atingido temperaturas extremamente altas no éon Hadeano e isso

pode ter influenciado a evolugdo bioldgica (Sleep et al., 2007; Zahnle et al., 2007).

Analise de ligacio de substratos

Na Tabela 3, ¢ mostrada a andlise da ligacdo do substrato para as estruturas ancestrais
obtidas para as abordagens Bottom Up e para Top Down. Em relag@o a abordagem Bottom Up,
os resultados da ligagdo de substrato indicam que estas estruturas podem interagir com
compostos simples que podem ter funcionado como cofatores para fungdes basicas. Algumas das
estruturas ligam com aminodcidos, a maioria deles ligam a coenzimas que tém o potencial de
transferéncia de energia, e todos eles ligam com hidrocarbonetos pequenos. A interagao entre as
estruturas ancestrais e os nucleotideos também sugere que a relacdo coevolutiva entre esses
compostos foi estabelecida anteriormente no ambiente primordial. Caetano-Anolles et al (2012)
sugeriu que na origem das vias metabolicas iniciais, o aparecimento progressivo de
complexidade era a regra, e que as primeiras proteinas ou peptideos trabalharam ligando varios
cofatores, e 0 acréscimo de novas partes tornou possivel essas proteinas primitivas operarem em
catalise e fungdes moleculares. Tal como nos sistemas biolégicos modernos, o modelo sugere
que os acidos nucleicos também funcionaram como cofatores no inicio da vida.

Para as estruturas obtidas através da metodologia Top Down com completa dele¢do ou
com corte de cobertura de 99% podemos observar um padrdo similar ao encontrado pela
abordagem Bottom Up em relagdo aos ligantes mais provaveis. Para as estruturas obtidas pela
abordagem com corte de cobertura de 95% os substratos mais provaveis foram aqueles similares
as estruturas homologas modernas. Esses resultados sugerem que ao longo da historia evolutiva,
o0 acréscimo de novas partes estruturais na proteina tornou as estruturas mais complexas e com

mais especificidade o que tornou possivel uma estabilizacdo das primeiras vias metabolicas.
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Distancia evolutiva das estruturas ancestrais e passos evolutivos

Reconstruimos uma filogenia baseada em distancia entre todas as estruturas utilizando o
valor de RMSD. Foram comparadas as estruturas ancestrais de ambas as abordagens, Top Down
e Bottom Up, bem como, as proteinas modernas. O resultado pode ser visto na Fig. 4. O padrao
obtido na arvore de distancia reforca o sugerido de que na origem das vias metabolicas os
primeiros grupamentos estruturais funcionaram como blocos de montagem e com o acréscimo
de novos grupamentos as proteinas ganharam novas funcgdes e especificidade. Embora quando
analisadas, as sequéncias para cada linhagem evolutiva exibam mais semelhangas entre seus
homologos, a estrutura mostrou um padrdo difuso de similaridades, sugerindo que na origem a
combina¢do de grupamentos estruturais simples foi utilizada para organizar diferentes proteinas,
sendo possivel que todas as proteinas do metabolismo de carbono tenham tido um ancestral
unico. Na Fig. 5, ¢ mostrada a reconstru¢do dos passos evolutivos. Os dados sugerem que a
porcao inicial das proteinas eram grupamentos estruturais simples proximos ao sitio catalitico
moderno e durante o acréscimo evolutivo de novos grupamentos a pressao seletiva agiu de sorte
a proteger e isolar o sitio catalitico, o que foi tornando as proteinas mais especificas. Alves et al.
(2002) mostraram que blocos funcionais de caracteristicas quimicas semelhante evoluiram
dentro das redes metabolicas. Os ancestrais Bottom Up sdo todos estruturalmente semelhantes,
mais do que em relacdo aos seus homodlogos. Estes ancestrais também tinham substratos
semelhantes, mas ligados a uma variedade de ligantes. Isso poderia indicar que eles tinham
originado de um grupamento comum que tinha uma acdo ndo especifica. Estas primeiras
moléculas "enzyme-like" poderiam ter agido em diferentes pontos do metabolismo e, ao longo da
evolucdo, ganharam especificidade. Além de ganhar especificidade, a estrutura das enzimas
tornou-se maior e mais complexa. A evolugdo provavelmente ocorreu em torno do sitio

catalitico seguindo o modelo de acréscimo. Sustentamos que a primeira acdo destas enzimas
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relacionadas com a Glicolise foi efetivamente na direcdo gluconeogénica. A sintese de
hidrocarbonetos teria sido positivamente selecionada uma vez que proporciona tanto

armazenamento de energia como precursores biossintéticos.

Conclusao

A compreensdo da origem e evolucdo das vias metabolicas ¢ a chave para a compreensao
do surgimento da vida. Aqui, analisamos a origem e evolugdo das proteinas envolvidas na
Glicolise / Gliconeogénese. Os resultados sugerem que a informacgao biologica inicial pode ter
tido origem a partir de proto-tRNAs e os primeiros peptideos agiam de forma simples ligando
cofatores e com a complexificagdo da estrutura proteica por acréscimo dos novos grupamentos,
foi possivel a sofisticagdo do dominio catalisador. Estes resultados indicam que no surgimento
dos primeiros peptideos, os grupamentos simples estruturais funcionaram como blocos de
montagem, e pela combinagdo dos diferentes grupamentos surgiram diferentes proteinas que
agem nos organismos modernos. A evolu¢do das proteinas envolvidas na Glicolise /
Gliconeogénese ocorreu por pressdo seletiva para proteger o dominio catalitico, o que
possibilitou a melhora da catalise. Sugerimos que a Gliconeogénese precede a Glicolise e com a

acumulacdo do carbono no sistema biologico inicial foi obtido um equilibrio entre as vias.
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RMSD

Glucose-6-phosphate
Isomerase

Phosphoglycerate-kinase

Triosephosphate-
isomerase

Glycerate-kinase

Glyceraldehyde-3-
phosphate-dehydrogenase
Glucose-6-phosphate-1-
dehydrogenase

Transketolase

Iron ABC transporter solute-binding protein

(4HN9)
RNA binding domain (4GH9)

Hydrolase (Crystal structure of had family
enzime bt-2542 target e fi-501088) magnesium

complex (4DFD)

Kinase domain of protein tyrosine kinase 2 beta

(3CC6)

Enolase superfamily member complexed with

Mg and Glycerol (3R25)

CRISPR-associated protein Cas6e (4DZD)

Acyl-CoA dehydrogenase fold (SAHS)

Eubacterium eligens
Marburg virus

Bacteroides
thetaiotaomicron

Homo sapiens
Vibrionales bacterium

Escherichia coli

Advenella
mimigardefordensis

1.69

2.67

1.46

1,95
2.10
1.78

1.99
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Tabela 2.
MOST SIMILAR STRUCTURE ORGANISM RMSD
T((;I())r];l)ol:;n Top Down 99%| Top Down 95% Fl;;)(l))n?(l)ev:;l Top Down 99% | Top Down 95% 1;)511?(1):: Top Down 99% | Top Down 95%
p. Threshold Threshold p. Threshold Threshold p, Threshold Threshold
Deletion Deletion Deletion
Glucose-6-
phospho-
Gl p glucose-6- isomerase in (1)Pyrococcus
ucose-6- . . .
phosphate Not Phosphate complex with Not Aplicable Baczlluiv furiosos. L62 107
isomerase Applicable isomerase manganese, and anthracis | (2)Thermococc
(3IFS) 5-phospho-D- us litoralis
arabinotate.
(4LUK)
Geobcacillus
Phosphoglycerate- Not . Phosphoglycerate . . . .
Kinase Applicable Not Applicable Kinase (1PHP) Not Aplicable Not Aplicable stearofhermop Not Applicable| Not Applicable 0.85
hilus
Triosephosphate-
Triosephosphate Chondroitin isomerase Geobcacillus
s o?ne raI;e polymerase | Not Applicable | complex with 2- | Escherichia coli| Not Aplicable |stearothermop 1.74 Not Applicable 2.37
(2Z86) phosphoglycolic hilus
acid (IBTM)
Glycerate .
te kina I 1l Nisseri
Glycerate-kinase: kinase Not Applicable Glycerate sef Sa rfwm{ “ Not Aplicable lfwe}?? . 1.44 Not Applicable 2.79
(1TO6) typhimurium meningitidis
(BCWO)
Solution Glycosomal
Glyceraldehyde-3- structure of | glyceraldehyde-3 o
Not h Larn T
phosphate- A ]iZable Bacteriophage phosphate Not Aplicable Priciia virus San fryp ZZZOM Not Applicable 1.87 0.92
dehydrogenase PP Lambda GPW | dehydrogenase
(IHYW) (4LSM)
Glucose-6-
Glucose-6- Enoyl-CoA hosc?lze 1 Mycobacterium Leuconostoc
phosphate-1- hydratase | Not Applicable P1osp 4 . Not Aplicable . 2.47 Not Applicable 1.23
dehydrogenase smegmatis mesenteroides
dehydrogenase (3PES)
(1H9B)
Selenomethioni| Transketolase
Not ne incorporated|  with thiamin . Salmonella | Campylobacte .
Transketolase Applicable apo D-serine | diphosphate and Not Aplicable wphymurium  jejuni Not Applicable 1.32 0.99
deaminase CA+ (3M34)




Tabela 3.

Bottom Up

Top Down Complete
Deletion/ 99% Threshold
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Top Down 95%

Glucose-6-phopate-isomerase

Phosphoglycerate-kinase

Triosephosphate-isomerase

Glycerate-kinase

Glyceraldehyde-3-phosphate-
dehydrogenase

Glucose-6-phosphate-1-
dehydrogenase

Transketolase

Legendas

Ethylene glycol,
Nucleic Acid, S-
Adenosylmethionine
and methionine
Guanosine
Triphosphate
Nucleic Acid, Arginine
and Calcium
Adenosine
Diphosphate,
Mannose, Inositol and
Nucleic Acid
Calcium,
Benzenemethanamine,
Nitride and
Tryptamine

Peptides, Nucleic
Acid, Catechol and
Adenosine
Triphosphate

Todide, Nucleic Acid
and Calcium ions

Bicarbonate, Chlorophyl,
Bacterioruberin,
Cholesterol, Zinc

(Not Calculated)

Magnesium, Nucleic acid,
Glucoside and Urea
Iron, glucoside,
Polyphenylene sulfide ,
Beta-glucose and Nucleic
Acid

Magnesium, Flavin
mononucleotide and Lauric
Acid

Carbon trioNot
Applicableide, Diethyl-4-
methylbenzylphosphonate,
[FE4S4] and Glutamic acid

Calcium ions, Nucleic acid
and Alanine

Glucose-6-phosphate and
6-phophogluconate

Adenosine Diphosphate
and 3-phophoglycerate

3-phosphoglycerate

Phosphate

Glyceraldehyde-3-
phosphate, Nicotinamide
adenine dinucleotide and

Glycerate-3-phosphate
S-phospho-
darabinohydroNot
Applicableamic acid, Iron,
1-Malate, Zinc ion,
Adehydo-n-acetyl-d-
glucosamine
Thiamine thiazolone

diphosphate, 5-O-

phosphonobeta-d-
ribofuranose, D-fructose-

6-phosphate-thiamin-
diphosphate-adduct

Figura 1. Estruturas das sequéncias ancestrais obtidas pela abordagem Bottom Up.

A) Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase, B) Glucose 6-fosfato 1-desidrogenase, C) Glucose 6

Fosfato Isomerase, D) Glicerato Quinase, E) Fosfoglicerato quinase, F) Triose fosfato isomerase

e G) Transquetolase

Figura 2. Estruturas das sequéncias ancestrais obtidas pela abordagem Top Down completa
delecao (CD) e 99% de cobertura do local (PD99). A) Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase
(PD99), B) Glucose 6-fosfato 1-desidrogenase (CD), C) Glucose 6 Isomerase de fosfato (PD99),
D) Glicerato quinase (CD), (E) Triose fosfato isomerase (CD) e (F) Transquetolase (PD99).

Figura 3. Estruturas das sequéncias ancestrais obtidas pela abordagem Top Down com 95% de

cobertura do local. A) Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase, B) Glucose 6-fosfato 1-
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desidrogenase, C) Glucose 6 Fosfato Isomerase (I), D) Glucose 6 Fosfato Isomerase (1), E)

Glicerato quinase, F) Fosfoglicerato quinase, G ) Triose fosfato isomerase e H) transcetolase.

Figura 4. Distancia filogenética baseada no valor de¢ RMSD. Em vermelho, as estruturas das
sequéncia ancestrais da abordagem Bottom up, Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase
(G3PDBU), Glucose 6-fosfatol-desidrogenase (G6PDBU), Glucose 6 fosfato isomerase
(G6PIBU), Glicerato quinase (GKBU), fosfoglicerato quinase (PGKBU) , Triose fosfato
isomerase (TPIBU) e Transquetolase (TRKBU). Em verde, as estruturas das sequéncia
ancestrais da abordagem Top Down com supressdo completa e 99% de cobertura de cobertura de
local, Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (G3PD99), Glucose 6-fosfatol-desidrogenase
(G6PDCD), Glucose 6 Fosfato Isomerase (G6P199), Glicerato Quinase (GKCD), Triose fosfato
isomerase (TPICD) e Transquetolase (TRK99). Em azul, as estruturas das sequéncia ancestrais
da abordagem Top Down com 95% de cobertura de cobertura de local, Gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase (G3PDTD), Glucose 6-fosfatol-desidrogenase (G6PDTD), Glucose 6 Phosphate
Isomerase (GOPITDI), Glucose-6-Isomerase Fosfato (G6PITDII), Glicerato Quinase (GKTD),
Fosfoglicerato quinase (PGKTD), Triose fosfato isomerase (TPITD) e Transquetolase (TRKTD).
Em amarelo palido, as enzimas modernas coletadas na Base de Dados de Proteinas (PDB),
Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (G3PDATUAL), Glucose 6-fosfatol-desidrogenase
(G6PDATUAL), Glucose 6 Fosfato Isomerase (G6PIATAULI), Glucose 6 Fosfato Isomerase
G6PIATUALII), Glicerato Quinase (GKATUAL), Fosfoglicerato quinase (PGKATUAL),
Triose fosfato isomerase (TPIATUAL) e Transquetolase (TRKATUAL).

Figura 5. Passos evolutivos propostos das estruturas. Alinhamento feito usando o servidor TM-
Align. Em vermelho, os ancestrais de Bottom Up, em verde os ancestrais Top Down calculados
com supressdo completa ou os Top Down calculados com supressdo parcial com limiar de 99%,
em azul os ancestrais Top Down calculados com limiar de 95% e em amarelo pélido as enzimas
modernas. Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (G3PD), Glucose 6-fosfatol-desidrogenase
G6PD, Glucose 6 Fosfato Isomerase (G6PI (I) e (II)), Glicerato Quinase (GK), Fosfoglicerato
quinase (PGK), Triose fosfato isomerase TPI) e Transquetolase (TRK).

Tabela 1. Proteinas ancestrais obtidas pela abordagem Bottom Up, a estrutura presente em
organismos modernos mais semelhante em termos de RMSD e o valor de RMSD entre a

proteina ancestral e a proteina moderna.



30

Tabela 2. Proteinas ancestrais obtidas pela abordagem Top Down, a estrutura presente em
organismos modernos mais semelhante em termos de RMSD e o valor de RMSD entre a

proteina ancestral e a proteina moderna.

Tabela 3. As estruturas ancestrais obtidas pela abordagem Bottom up ¢ Top Down, e os mais

provaveis ligantes para cada proteina ancestral.
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4. CONCLUSAO

Os nossos resultados possibilitaram inferéncias sobre diferentes angulos da evolugdo das
proteinas analisadas. Dada a provavel antiguidade e relevancia das vias aqui estudadas,
compreender a origem e surgimento de especificidade das enzimas relacionadas nos permite
propor modelos sobre a evolugdo de outras vias metabolicas, € assim nos aproximar do que pode
ter ocorrido ha aproximadamente 4 bilhdes de anos com o desenvolvimento das primeiras
formas de vida como se conhece hoje.

De acordo com a nossa interpretacdo dos dados obtidos e trabalhos anteriores, na Terra
do éon Hadeano teriam surgido as primeiras biomoléculas com valor informacional. Essas
estruturas teriam sido homoélogas ao que hoje chamamos de RNAs transportadores (tRNAs).
Essas moléculas possuem uma série de caracteristicas que possibilitam a a¢do de carreadoras de
informagdo, como uma estabilidade conferida gragas a predomindncia de pareamento entre
guanina e citosina, € a sua estrutura secunddria que aumenta sua resisténcia a hidrdlise. Os
tRNAs fariam naquela época uma agdo semelhante aquela que desempenham hoje: levariam
moléculas menores, como o caso de aminoacidos, de um lugar a outro; dessa forma podemos
entender os cddons como aquilo que continha a mensagem biolégica.

Consideramos que os tRNAs presentes nesse momento da histdria evolutiva eram do tipo
RNY. Esses sdo codons que a primeira base € uma purina, a segunda pode ser qualquer base ¢ a
terceira uma pirimidina. Assim, os primeiros moédulos seriam ricos em Alanina, Serina,
Treonina, Asparagina, Acido Aspértico, Valina, Isoleucina e Glicina. Partindo disso, Farias et al
(2016) propuseram um proteoma para os progenotes com base na traducdo de tRNAs ancestrais
com um padrdo RNY. A traducdo dos tRNAs ancestrais obtidos mostraram enzimas de vias
provavelmente muito antigas, como o caso das vias dos carboidratos, mais especificamente,
proteinas envolvidas na glicolise/gliconeogenese.

Continuando a reconstru¢do da histéria evolutiva, esses tRNAs formariam proteinas
estatisticas por afinidade quimica que ja seriam alvo da selecdo natural, assim, com o tempo
certas estruturas se tornariam mais provaveis, ou seja, com maiores amostras na “populacdo” em
comparagdo a outras estruturas. Dentre essas estruturas, aquelas que possuiam a capacidade de
geracdo de energia e de obtencdo de precursores de componentes bioldgicos seriam favorecidas,
uma vez que diminuiriam a dependéncia dessas vias no meio.

Compreendemos que a falta de especificidade das estruturas obtidas as quais julgamos
serem mais antigas indica que essas “pré-enzimas” agissem de modo amplo no metabolismo. Em

outras palavras, os primeiros polipeptideos ligavam-se em diferentes substratos, tendo assim
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diversas fung¢des no metabolismo. Com a evolucado, essas estruturas foram se complexificando e
aumentando de tamanho de sorte que o centro catalitico se tornou menos periférico e mais
protegido, com dockings mais eficientes e especificos.

Além disso, na andlise de distancia das estruturas, observamos que as estruturas mais
antigas sao mais proximas entre si do que sao com suas homdlogas. Juntando com a similaridade
em relacdo aos substratos que se ligavam, nds sugerimos que as enzimas das vias analisadas
poderiam ter tido uma origem comum. A primeira molécula que deu origem ao que hoje ¢ a via
da Glicolise/ Gliconeogénese provavelmente foi inespecifica em relagdo aos substratos, com o
sitio catalitico exposto e agia de forma ampla no metabolismo. Ao longo do processo evolutivo
as enzimas foram se tornando cada vez mais especificas, maiores € mais complexas.

Em relacdo ao ambiente que essas primeiras enzimas foram formadas, de acordo com a
analise de similaridade com estruturas atuais, notamos que a maioria das moléculas eram
estruturalmente semelhante a proteinas ou partes de proteinas presentes em organismos
extremofilos de altas temperaturas e/ou alta acidez. Isso pode indicar que os primeiros passos
evolutivos dessas vias foram dados em ambientes com pH baixo e temperaturas altas, o que

concorda com estudos anteriores.
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ANEXOS

ANEXO A — Resumo da formatagdo da revista cientifica ”"Quartenary Reviews of Biophysics”
Segundo o site (https://www.cambridge.org/core/journals/quarterly-reviews-of-
biophysics/information/instructions-contributors):

Os editores sugerem o uso de Word para PC ou Macintosh.

O texto deve ser escrito em inglés, espacamento duplo com uma margem larga ao redor de todo
o texto. E pedido numeragao das linhas e das paginas. Imagens, Tabelas e legendas devem estar
ao final do manuscrito e devem ser digitadas separadamente.

Organizacao do manuscrito:

Pégina do Titulo

Incluindo o titulo, que deve ser curto mas informativo e refletir o contetido do trabalho, os
nomes dos autores, o nome e o endere¢o dos departamentos e instituicdes atribuidas para cada
autor. O endereco de e-mail, telefone e fax dos autor responsavel.

Resumo

Cada artigo deve incluir um resumo indicando os principais pontos em menos de 300 palavras.
Introdugao

Deve ser o mais curto possivel, simples, sugerem por volta de trés paragrafos.

Material e métodos

Deve haver informagao suficiente para que o leitor possa repetir o trabalho. Técnicas descritas
detalhadamente em outros trabalhos ndo precisam ser repetidas e sim citadas.

Resultados

Deve-se restringir aos resultados obtidos, se necessario usar testes estatisticos.

Discussao

Os resultados (incluindo a referéncia a numeros e tabelas) ndo devem ser repetidos em pormenor
nem devem ser introduzidas novas informagdes. A especulagdo ¢ encorajada, mas ndo deve ir
além de hipoteses razoaveis e testaveis. A discussdo ndo deve tentar ser uma mini-revisao.
Agradecimentos

Nessa se¢do vocé pode reconhecer pessoas ou organizacdes que forneceram aconselhamento,

apoio (ndo financeiro). O apoio financeiro formal e o financiamento devem ser listados na
seguinte secao
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Apoio financeiro

Forneca detalhes das fontes de apoio financeiro para todos os autores, incluindo numeros de
subsidios.

Conflito de Interesse

Por favor, forneca detalhes de todas as relacdes financeiras, profissionais e pessoais conhecidas
com o potencial de viés do trabalho. Onde ndo existem conflitos de interesse conhecidos, inclua
a seguinte declaragdo: "Nenhum".

Material Suplementar

Material adicional (por exemplo, conjuntos de dados, tabelas grandes) relevante para o papel
pode ser submetido para publicacdo somente on-line, onde eles sdo disponibilizados através de
um link do papel. O papel deve ficar sozinho sem esses dados. O material suplementar deve ser
citado em um lugar relevante no texto do artigo.

Referencias

As referéncias devem ser de autor e ano. Quando um artigo citado tem trés ou mais autores, o
estilo 'Smith et al. 2013 "deve ser usado em todas as ocasides.

No final do artigo, as referéncias devem ser listadas em ordem alfabética, com um titulo
completo de cada artigo. Os titulos da revista devem ser fornecidos na integra. Os usuarios do
EndNote podem usar o arquivo de estilo distribuido para "Biological Reviews".

A exatiddo das referéncias ¢ da responsabilidade do (s) autor (es). As referéncias devem ser
verificadas em relacdo ao texto para assegurar a) que a ortografia dos nomes dos autores e as
datas dadas sdo coerentes e b) que todos os autores citados no texto (na ordem das datas, se
houver mais de um) sdo indicados na referéncia Lista e vice-versa.





