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Resumo

Esta dissertacao trata da aplicacao de métodos polinomiais e topolégicos que além
de permitir uma classificagdo rigorosa das moléculas de DNA que formam Nés e Cate-
nanes indicando a estrutura das moléculas relacionadas, sao capazes de distingiiir en-
tre um ntmero muito grande de Nos e Catenanes qual devera surgir como produto da
recombinacao. A motivagao principal para esta pesquisa foi o fato de que através da
aplicagao desses métodos polinomiais e topolégicos foram construidos alguns modelos
matematicos capazes de prever os produtos da recombinacao. Neste trabalho, tais mode-
los sao construidos da seguinte maneira: No caso de recombinagao que possui sitios com
repeticoes diretas, emprega-se a técnica polinomial baseada nas experiéncias com a en-
zima resolvase Tn3 para determinar os produtos deste tipo de recombinacao; No caso
de recombinacao que possui sitios com repeticoes inversas, aplica-se a técnica polinomial
baseada nas experiéncias com a enzima integrase para determinar os produtos deste tipo

de recombinagcao.

Abstract

This work deals with the application of polynomial and topological methods that
in addition to allowing a rigorous classification of DNA molecules forming knots and
catenanes, indicate the structure of the related molecules. The power of topological
methods lies in the ability to distinguish alternative models by predicting which ones,
among an often astronomic number of knots and catenanes, should arise as products of
the recombination. The main motivation for this research was the fact that through the
application of this polynomial and topological methods some mathematical models are
built; these models are capable to predict the products of the recombination. In the case of
recombination that has sites with direct repetitions, we use the polynomial method, which
is based on laboratory experiments using resolvase Tn3 enzyme to determine the products
of this type of recombination. In the case of recombination that has sites with inverted
repetitions, we use the polynomial method, which is based on laboratory experiments

using integrase enzyme to determine the products of this type of recombination.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Historico

Toda populagao natural de anéis de DNA surgem interligados como Catenanes ou Nos.
A ambigiiidade dessas formas, esta exatamente nos diversos processos capazes de gera-las.
A formacao de um intermediario catenanisado, causa um problema topoldgico no término
da replicacao do DNA. Tanto os N6s quanto as Catenanes sao gerados por recombinac¢ao
e agoes topoisomerases. A importancia da compreensao da estrutura dessas formas, que
estao interligadas, vai além do DNA circular, porque cromossomos lineares podem estar
interligados, como o resultado de um subdominio confinado topologicamente.

A forma espacial completa dos Nos e Catenanes podem agora ser determinadas por
microscopia eletronica de moléculas recobertas com proteinas, e essas informagoes tém
sustentado uma compreensao critica, do mecanismo dos processos que geram e desven-
dam essas formas que estao interligadas. O potencial dos métodos topoldgicos estd na
habilidade de distingiiir, entre um nimero muito grande de Nos e Catenanes, qual devera
surgir como produto. Por exemplo, um esquema proposto por recombinacao integrativa
bacteriéfago A encontrado em [8], previu corretamente a estrutura de um produto N6
entre 10% possibilidades de formas alternativas.

Diante de tal complexidade, é necessario possuir um esquema de classificacao rigoroso,
encontrado em [9] e [10], que determina se duas moléculas que aparentam ser diferentes,
sao realmente distintas topologicamente, isto é, nao podem ser transformadas uma na
outra sem quebrar os elos de ligacao. A manipulacao de modelos fisicos para o DNA,
tais como as fitas de DNA, podem decidir essa nao ambigiiidade somente nos casos mais
simples.

Esta classificagao associa Nés e Catenanes com numeros ou polinomios. Esses sao
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invariantes, porque eles nao podem ser mudados por qualquer deformagao de uma pequena
estrutura de elos de ligacao, e portanto descreve um topoisomero em qualquer que seja
sua forma entrelagada.

Da nova geracao de métodos de classificagao de Nés e Catenanes utilizando invariantes
polinomiais, o primeiro foi proposto por Jones em 1985 [10], e o segundo foi proposto
simultaneamente e independentemente por Lickorish & Millett [1], Freyd & Yetter [11],
Ocneanu [11] e Hoste [12], com o objetivo de esclarecer e estender os resultados pioneiros
de Jones.

No restante do nosso trabalho, utilizamos o polinomio de Jones, pelo fato de oferecer
varias vantagens, tais como: O polinomio de Jones pode distingiiir imagens refletidas
e possui o quarto estado que é importante na descricao da recombinacao de enzimas, e
ainda utiliza apenas uma variavel que proporciona uma grande agilidade e facilidade para
a determinagao dos polinomios, enquanto que os métodos que surgiram posteriormente

utilizam duas varidveis.

1.2 Apresentacao do Problema

O empacotamento, as torcoes, e os confinamentos topoldgicos, todos juntos causam
um entrelagcamento topolégico que apresenta problemas para as moléculas de DNA no
nicleo celular. Esse entrelacamento interfere nos processos de replicagao, transcricao e
recombinacao. A solugao bioldgica para esse problema do entrelacamento, é a existéncia
de enzimas (topoisomerases e recombinases) que, para mediar esses processos vitais, ma-
nipulam o DNA celular de maneiras nao triviais e interessantes topologicamente. Para
descrever e compreender as acoes enzimaticas, usa-se um novo protocolo experimental |
a aproximagao topoldgica para enzimologia encontrada em [2], que explora a Teoria dos
Nos para desvendar os segredos das agoes enzimaticas.

Nesta dissertacao trababalharemos com a recombinacao do DNA, por ser de extrema
importancia para a evolugao das espécies e estd envolvida no reparo do DNA. Trés pro-
cessos bem caracterizados, tais como, a recombinacao homologa, a recombinacao sitio-
especifica e a recombinagao transposicional, encaixam-se nessa descri¢ao geral da recom-
binacao genética. Entretanto, apenas os dois ultimos tipos de recombinacao sao conside-
rados em nosso trabalho, por serem processos menos complexos e mais simples de serem
reproduzidos em laboratério do que a recombinagao homologa.

Nos processos de recombinagao, o DNA sofre agoes enziméticas que promovem mu-

dancas topoldgicas na fita de DNA, isto é, formam configuragoes que sao denominadas
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No6s ou Catenanes.

Em [1], [2] e [3], essas agOes enzimédticas foram estudadas e seu mecanismo foi in-
terpretado e modelado matematicamente, possibilitando assim, prever com exatidao os
produtos gerados pelas rodadas de recombinacao.

O objetivo desta dissertagao é propor a construgao de um modelo matematico, capaz
de prever todos os produtos gerados através de todas as possibilidades de recombinac¢ao
do N6 Primo 51, podendo estendé-lo para uma familia de Nés, apenas baseando-se nas
experiéncias laboratoriais realizadas com as enzimas resolvase Tn3 e integrase. Estes
modelos matematicos, fazem uso do método polinomial, onde cada forma topoldgica é
associada a um unico polinomio de Jones. Esse polindmio além de permitir uma classi-
ficagao rigorosa das moléculas de DNA que formam Nés ou Catenanes, indica a estrutura

das moléculas relacionadas.

1.3 Descricao do Trabalho

Esta dissertacao esta organizada seguinte forma:

Capitulo 2: Fazemos uma breve revisao dos principais conceitos bioquimicos, nos

quais se fundamentam o restante do trabalho;

Capitulo 3: Apresentamos um procedimento que utiliza invariantes polinomiais e
mostramos, com detalhes, como esses invariantes polinomiais podem ser usados na clas-
sificacao dos tipos de formas de Nos e Catenanes, associando cada uma dessas formas a

um unico polinémio de Jones;

Capitulo 4: Mostramos, através de exemplos, como aplicar o método dos invariantes
polinomiais para se calcular os polinomios de Jones dos Nés Primos 5, e 77, e das Cate-
nanes Diméricas 57 e 72. O entendimento da aplicagao desse método ¢ fundamental para

a compreensao do Capitulo 5;

Capitulo 5: Propomos a construcao de dois modelos matematicos, capazes de pre-
ver todos os possiveis produtos de recombinacao do N6 Primo 5; gerados por recom-
binagoes sitio-especifica que possuem sitios com repetigoes diretas e com repetigoes
inversas, sem precisar recorrer aos métodos labotatoriais. Generalizamos esses modelos

matematicos para toda familia dos plectonémicos e a familia dos Nos Primos, respectiva-
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mente;

Capitulo 6: Apresentamos as conclusoes e contribuicoes do trabalho, além de sugerir

topicos para pesquisas futuras.



Capitulo 2

A Recombinacao do DNA e Os

Acidos Nucléicos

O objetivo principal deste capitulo é apresentar, de forma sucinta, a revisao de al-
guns conceitos bioquimicos dos assuntos utilizados no desenvolvimento desta dissertacao.

Utilizamos nessa exposigao o artigo [4] e as literaturas [5], [6] e [7].

Sabemos que algumas caracteristicas bioquimicas sao comuns a todos os organismos,
como, por exemplo, o modo pelo qual a informacao hereditaria é codificada e expressa, e
a maneira pela qual as moléculas bioldgicas sao formadas e fragmentadas para produzir
energia. A base genética e bioquimica dos organismos atuais sugere que eles descendem
de um ancestral comum. Todas as culturas do passado e do presente possuem seus mitos
criacionistas que racionalizam o modo pelo qual a vida teria surgido. No entanto, somente
na era atual tem sido possivel considerar a origem da vida em termos cientificos. A Se¢ao
2.1, apresenta uma visao geral de como teria surgido a vida, a evolucao celular e os
tipos de células existentes, e na Subsec¢ao 2.1.3, comentamos rapidamente, sobre bactérias
e bacteriofagos, por serem objetos de consideracao em nosso trabalho. Na Secao 2.2,
mostramos a importancia dos nucleotideos e dcidos nucléicos (DNA e RNA) nas atividades
celulares, bem como, na manutencao e na propagacao da vida. Os acidos nucléicos,
possuem algumas diferencas em relagao as suas estruturas, a Subsecao 2.2.1 expoe essas
diferencas. O DNA funciona como um banco de informagoes genéticas, que transfere essas
informacgoes, com o objetivo de garantir a integridade da informagao genomica. Um tipo
de transferéncia de informacao ¢ mostrada na Se¢ao 2.3, que apresenta a simplicidade do
esquema basico para a replicacao, o qual esconde um conjunto complexo de intrincados

processos coordenados, pois uma multiplicidade de enzimas e fatores protéicos participam



Capitulo 2. A Recombinacao do DNA e Os Acidos Nucléicos

desses processos. Outro tipo de transferéncia de informacao, ocorre quando a seqiiéncia
do DNA ¢é copiada exatamente no RNA. O processo através do qual sao feitas cépias
em RNA de sequéncias do DNA é chamado transcricao, e estda descrito na Secao 2.4. A
Secao 2.5, apresenta a biossintese de proteinas também chamada de traducao, uma vez
que envolve a tradugao bioquimica da informacao, de uma linguagem de quatro letras e
estrutura de acidos nucléicos, em uma linguagem de 20 letras e estrutura de proteinas. Na
Secao 2.6, mostramos quais sao os tipos de recombinacao, como funcionam os seus meca-
nismos, e algumas correlagoes clinicas que envolvem recombinagoes. Nas Segoes 2.7 e 2.8,
descrevemos respectivamente, como ocorre o processo de recombinacao e apresentamos
uma abordagem topoldgica sobre o estudo das ac¢oes enziméaticas, ambos em um contexto
especifico a ser considerado em nossa dissertacao. Finalmente, na Secao 2.9 fazemos as

conclusoes sobre este capitulo.

2.1 A Célula

Nesta secao, mostramos uma das teorias de como teria surgido a vida, através do
desenvolvimento das células. Comentamos, ainda nesta secao, sobre os tipos de células,

bactérias e bacteriéfagos.

2.1.1 Como surgiu a célula

H& mais de trés bilhoes de anos, sob condi¢oes nao inteiramente claras e num ins-
tante do tempo dificil de compreender, elementos como carbono, hidrogénio, oxigénio,
nitrogénio, enxofre e fésforo formaram compostos quimicos simples. Eles combinaram-se,
dispersaram-se e recombinaram-se, formando varias moléculas maiores, até surgir uma
combinagao capaz de se auto-replicar. Essas macromoléculas consistiram de moléculas
mais simples, unidas por ligacoes quimicas. Com a continua evolugao e a formagao de
moléculas ainda mais complexas, o meio aquoso ao redor de muitas dessas moléculas auto-
replicativas foi envolto por uma membrana. Esse desenvolvimento proporcionou a essas
estruturas primordiais a capacidade de controlar seu préprio meio, até certo grau. Uma
forma de vida tinha se desenvolvido e a unidade de espaco tridimensional, a célula, tinha
se estabelecido.

Com o passar do tempo, diversas células se desenvolveram e tanto a quimica como a
estrutura destas células tornaram-se mais complexas. Elas conseguiram extrair nutrientes

do meio, converter quimicamente estes nutrientes em fonte de energia ou em moléculas
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mais complexas, controlar os processos quimicos que catalisavam e fazer a replicacao
celular. Desse modo, a vasta diversidade de vida hoje observada, comecou. A célula é a
unidade basica da vida em todas as formas de organismos vivos, da mais simples bactéria

ao mais complexo animal.

2.1.2 Tipos de células

Com base em diferencas microscopicas e bioquimicas, as células sao dividas em duas
classes: procariotos, que incluem bactérias e rickettsiae, e eucariotos, que incluem células
de leveduras, fungos, vegetais e animais.

Um procarioto ¢ uma célula, cujo material genético esta presente por toda célula.
Em um eucarioto, o material genético estd organizado em um compartimento bem
definido, o nicleo, e o DNA esta organizado transitoriamente em estruturas compactas
chamadas cromossomos. Outra diferenga importante entre procariotos e eucariotos esta
na maneira que a propria molécula de DNA esta organizada. Por exemplo, o DNA dos
eucariotos esta altamente associado com proteinas especificas para formar nucleoproteinas
(que sao reorganizadas para formar cromossomos), enquanto que o DNA dos procariotos
esta livre de tais proteinas estruturais.

A distincao entre procariotos e eucariotos é extremamente importante porque, por
razoes desconhecidas, existem profundas diferencas bioquimicas entre essas duas células.
Por exemplo, a reuniao de aminoacidos em protéinas ocorre por um mesmo mecanismo
em células humanas e em eucariotos unicelulares, tais como levedo e algas. Em com-
paragao, sintese proteica em bactérias, que sao procariotos, diferem em muitas maneiras
dos eucariotos.

Alguns organismos, tais como fago e virus, que sao subcelulares em sua organizagao,
mas que dependem das células como um meio ambiente para sua reproducao, nao sao pro-
cariotos e nem eucariotos. O bacteriéfago cresce somente em bactéria e portanto, adotam
uma estratégia procariética para reproducao, enquanto que virus animais e vegetais sao
obrigados a produzir seus componentes macromoleculares, usando regras eucarioticas.

Muito mais se conhece sobre procariotos que eucariotos, porque os sistemas dos pro-

cariotos sao mais simples.
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Figura 2.1: Célula eucaridtica. Figura 2.2: Célula procaridtica.

2.1.3 Bactérias e Bacteriofagos

Bactérias sao organismos unicelulares de vida livre. Elas sao procariotos, pois possuem
um unico cromossomo que nao esta incluso em um ntcleo, e comparadas a eucariotos,
elas sao simples em sua organizacao fisica.

As bactérias possuem muitas caracteristicas que as tornam adequadas para o estudo
dos processos biolégicos fundamentais. Por exemplo, elas crescem facilmente e rapida-
mente e, comparadas a células em organismos multicelulares, elas sao relativamente sim-
ples em suas necessidades. A bactéria que mais tem servido o campo da biologia molecular
¢ a Escherichia coli (usualmente citada como E. coli).

Bactérias estao sujeitas a ataques de organismos menores chamados bacteriéfagos ou
simplesmente fagos. Os fagos sao particulas menores, que fazem parte de uma classe geral
de particulas chamadas virus, e eles s6 sao capazes de se reproduzir dentro de uma bactéria.
Fago tem sido uma escolha para muitos tipos de experiéncias, porque sua estrutura e seu

ciclo de vida sao muito mais simples quando comparados aos das bactérias.

2.2 Nucleotideos e Acidos Nucléicos

Se os principais componentes moleculares das células vivas fossem classificados de
acordo com suas propriedades fisicas e quimicas, nenhum deles seria mais versatil que os
nucleotideos, isto ¢, unidades ligadas entre si que compoem os écidos nucléicos.

Comparados a outras classes de moléculas - proteinas, carboidratos e lipideos - os
acidos nucléicos sao notaveis pelo seu envolvimento em reacoes fundamentais para a
manutencao e para a propagacao da vida. Especificamente, os nucleotideos participam

na transferéncia de energia, e suas formas poliméricas, os dcidos nucléicos (DNA e RNA),
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sao os participantes basicos no armazenamento e na codificacao da informacao genética.

Os nucleotideos e os acidos nucléicos também desempenham fungoes estruturais e
cataliticas nas células. Nenhuma outra classe de moléculas participa de fungoes tao di-
versas ou de tantas fungoes essenciais a vida.

Os evolucionistas postulam que o surgimento dos nucleotideos permitiu a evolucao
de organismos capazes de incorporar e armazenar energia do ambiente e, principalmente,
capazes de produzir cépias de si mesmo. Apesar de os detalhes quimicos e bioldgicos a
respeito de formas primordiais de vida serem objeto de especulacao, nao ha controvérsias
a respeito do fato de que a vida, como a conhecemos, estd intimamente relacionada a

quimica dos nucleotideos e dos acidos nucléicos.

2.2.1 A estrutura das moléculas

Tanto o DNA como o RNA sao polimeros, isto é, moléculas formadas por varias
unidades menores ligadas entre si de modo organizado. Os polimeros podem ser lineares
ou ramificados e podem conter um ou mais tipos de unidades estruturais (monoémeros).

Existem quatro diferentes tipos de nucleotideos no DNA, que estao ilustrados na Figura
2.4. Cada nucleotideo é sempre composto por trés partes: um grupo fosfato, uma pentose
- a desoxirribose - e uma base nitrogenada. H& quatro tipos de bases no DNA: duas
delas maiores, adenina e guanina, sao chamadas purinas e sao constituidas por um
anel duplo de carbono e nitrogénio. As outras duas menores, citosina e timina, sao

compostas por um anel simples e sao chamadas de pirimidinas.

6NH2 L 0 \ NH, o .
H
1 N}ji \>8 N)I \> NZ | HN | 3
’ k\N 4 N N HJ\\N N //J\ /l\
Adenina Guanina Citosina Timina

Figura 2.3: Bases Nitrogenadas do DNA.

Embora pareca nao haver regras na composi¢ao dos nucleotideos de moléculas de RNA
tipicas, o DNA possui um nimero de residuos de adenina igual ao de timina (A=T) e um
nimero de residuos de guanina igual aos de citosina (G = C). Essas relacgoes, conhecidas

como regra de Chargaff, foram descobertas no final dos anos 40 por Erwin Chargaff,



Capitulo 2. A Recombinagao do DNA e Os Acidos Nucléicos

Fosfato Fosfato

Adenina Guanina
Dexoxirribose Dexoxirribose
Fosfato Fosfato
Citosina Timina
Dexoxirribose Dexoxirribose

Figura 2.4: Nucleotideos do DNA.

que desenvolveu o primeiro método quantitativo confiavel para a analise da composicao
do DNA.

O RNA ¢é também uma longa fita de nucleotideos ligados entre si. Contrariamente ao
DNA, a molécula de RNA é sempre constituida por uma fita tinica.

Os nucleotideos do RNA apresentam algumas diferencas com relagao aos do DNA. A
pentose no RNA é sempre a ribose (no DNA é a desoxirribose). Nos nucleotideos de RNA
pode estar presente uma das seguintes quatro bases: adenina, guanina, citosina e uracila.
As trés primeiras também aparecem no DNA. A uracila é exclusiva do RNA, da mesma

forma que a timina caracteriza o DNA.

NH, 7 0 NH, o)
6/ 5 N = N 3 4
N N =
1 K | \>8 | \> N | HNZ N5
2 Q. J\\ 4\ 24\ |
N4 N NH OONT N AN N8
3 H H o 1
H H
Adenina Guanina Citosina Uracila

Figura 2.5: Bases Nitrogenadas do RNA.

As moléculas de RNA sao classificadas de acordo com os papéis que desempenham
nos processos de transferéncia de informacao. Em procariotos, a transcricao e a traducgao

ocorrem muito proximas uma da outra. Na verdade, os ribossomos podem comecar a
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Fosfato Fosfato

Adenina Guanina

Ribose Ribose

Fosfato Fosfato

Citosina Uracila

Ribose Ribose

Figura 2.6: Nucleotideos do RNA.

traduzir o RNA mensageiro, RNA que leva ao citoplasma a “mensagem genética”, en-
quanto ainda estd sendo sintetizado. Em eucariotos, esses processos sao especialmente

separados: a transcricao ocorre no ntcleo e a traducao, no citoplasma da célula.

2.2.2 A molécula de DNA

O DNA ¢é um &cido desoxirribonucléico, isto é, um polimero de desoxinucleotideos cuja
seqiiéncia de base codifica a informacao genética em todas as células vivas.

Os aspectos estruturais especificos do DNA variam, dependendo da origem e da funcao
de cada molécula de DNA. As moléculas de DNA diferem em tamanho, conformacao e
topologia. Apesar de algumas formas de DNA celulares existirem como estruturas de fita
tnica, a estrutura de DNA mais difundida é a dupla hélice (ou duplex).

A determinacao da estrutura do DNA por James Watson e Francis Crick em 1953
é, em geral, aceita como o marco do surgimento da biologia molecular moderna. A
estrutura do DNA de Watson-Crick nao apenas forneceu um modelo da molécula
fundamental da vida, como também sugeriu o mecanismo molecular da hereditariedade.
Os achados de Watson e Crick, listados como uma das principais descobertas intelectuais
da ciéncia, foram baseados, em parte, em duas evidéncias além da regra de Chargaff: as
formas tautoméricas corretas das bases e as indicagoes de que o DNA seria uma molécula
helicoidal.

As bases puricas e pirimidicas dos acidos nucléicos podem assumir diferentes formas

tautoméricas (tautémeros sao isémeros de conversao fécil, diferindo entre si apenas nas

11
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posigoes do hidrogénio, Figura 2.7.).

@ H-_
O (@)
H CH = CH
N I 3 N ' 3
O;\N H O)\N H
| i
R R
Timina Timina
(forma ceto ou lactam) (forma enol ou lactim)
b H
(b) & ~o0
B B N7 L
J L yw = J I >=
HoN7 Sy ) H N7 Sy N
R R
Guanina Guanina

(forma ceto ou lactam) (forma enol ou lactim)

Figura 2.7: Formas tautoméricas das bases.

As informacoes estruturais limitadas, juntamente com a regra de Chargaff, forneceram
alguma idéia da estrutura do DNA. O modelo de Watson e Crick foi elucidado principal-
mente pela imaginagao deles e por estudos de construgao de modelos. Uma vez publicado,
o modelo de Watson e Crick foi rapidamente aceito devido a sua simplicidade, associada
a sua 6bvia relevancia biolégica. Investigacoes posteriores confirmaram a precisao geral
do modelo, apesar dos detalhes terem sido modificados.

O modelo de Watson e Crick possui as seguintes caracteristicas principais:

1. Duas cadeias polinucleotidicas circundam um eixo comum formando a dupla hélice
(Figura 2.8).

2. As duas fitas de DNA sao antiparalelas (possuem diregoes opostas), mas cada uma

forma uma hélice para o lado direito.

3. As bases ocupam o centro da hélice, e as cadeias de agucar-fosfato estao dispostas na
periferia, minimizando a repulsao entre os grupos fosfato carregados. A superficie da
dupla hélice forma dois sulcos de largura desigual: a cavidade maior e a cavidade

menor.

12
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Cada base esta ligada a uma base da fita oposta por meio de pontes de hidrogénio,
formando um par de base planar. A estrutura de Watson e Crick pode acomodar
apenas dois tipos de pares de base. Cada residuo de adenina deve formar o par
com um residuo de timina e vice-versa, e cada residuo de guanina deve formar
par com um residuo de citosina e vice-versa (Figura 2.9). Essas interagoes por
pontes de hidrogénio, um fenomeno denominado como pareamento das bases

complementares, resulta na associacao especifica das duas cadeias da fita dupla.

Figura 2.8: Estrutura tridimensional do DNA.

Esqueleto de Pareamento Esqueleto de
acucar-fosfato de bases acucar-fosfato
complementares 3

j;/(

Désoxirribose

Figura 2.9: Fitas complementares de DNA.
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A estrutura de Watson e Crick podera acomodar qualquer seqiiéncia de bases em uma
fita polinucleotidica se a fita oposta possuir a seqiiéncia de bases complementares a ela.
Isso explica a regra de Chargaff. Mais importante ainda, sugere que cada fita de DNA
pode atuar como um molde para a sintese de sua fita complementar e, conseqiientemente,
a informacao hereditaria esta codificada na seqiiencia de bases em qualquer fita.

A maioria das moléculas de DNA é extremamente grande, de acordo com sua fungao
de conter toda a informagao genética da célula. Com raras excecoes, 0s organismos mais
complexos contém mais DNA. O genoma de um organismo, que ¢é seu conteido especifico
de DNA, pode estar distribuido em diversos cromossomos (do grego, chromos, cor +
soma, corpo), cada um contendo uma molécula de DNA separada.

Devido o seu comprimento muito longo, as moléculas de DNA sao descritas em ter-
mos do niimero de pares de bases (pb) por milhares de pares de bases (quilobases em
pares ou kb). Apesar de cada molécula de DNA ser longa e relativamente firme, ela
nao é completamente rigida. A dupla hélice de DNA forma espirais e voltas quando com-
pactada dentro da célula. Além disso, dependendo da seqiiéncia de nucleotideos, o DNA
pode adotar conformagoes helicoidais levemente distintas. Por fim, na presenca de outros
componentes celulares, o DNA pode dobrar-se ou suas duas fitas podem ser parcialmente
desenroladas.

A dupla hélice existe em varias geometrias designadas como DNA A, DNA B, DNA C
e DNA Z. A formacao dessas diferentes conformacoes depende da composicao em bases do
DNA e das condigoes fisicas. O modelo descrito por Watson e Crick possui a conformacao
do DNA B.

O DNA circular de dupla fita, ou dupla hélice, tem uma topologia interessante, que
serd objeto de consideracao em nosso trabalho. Entao, quando mencionarmos DNA no
decorrer dos préximos capitulos, deve-se entender como sendo o DNA circular dupla hélice

(ou duplex).

2.3 Como o DNA se Duplica - Duplicacao

Para o DNA duplicar-se (ou replicar), ha necessidade de uma enzima especial, a DNA

polimerase. Estando presente essa enzima, ocorrem as seguintes etapas:

1. As pontes de hidrogénio que ligam as bases nitrogenadas rompem-se e as duas fitas

se afastam;

2. Nucleotideos de DNA livres, que ja existem na célula, encaixam-se nas duas fitas

14
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que se afastaram. O encaixe s6 ocorre se as bases forem complementares (adenina

com timina, citosina com guanina);

3. Quando as duas fitas originais tiverem sido completadas por nucleotideos novos,

teremos duas moléculas de DNA idénticas entre si.

Em cada molécula, existe um filamento antigo, que pertencia a molécula-mae, e um
novo, que se formou sobre o antigo. Cada filamento antigo atuou como molde, ja que
sua seqiiéncia de bases funcionou como “guia” para a producao da fita nova. Chamamos
também o processo de duplicacao semi-conservativa, ja que cada molécula-filha conserva

metade da molécula-mae.

Velha Velha
A

Figura 2.10: Processo da duplicacao.

2.4 Como o DNA Fabrica o mRNA - Transcricao

As moléculas de DNA controlam todas as atividades quimicas do metabolismo celular.
Isso ocorre, na realidade, através do controle que o DNA exerce sobre a fabricagao das
enzimas, que sao proteinas indispensaveis a ocorréncia de reagoes quimicas na célula.
Cada enzima catalisa um certo tipo de reacao, isso significa que existem milhares de

enzimas diferentes em cada célula.
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De que jeito o DNA controla a produgao de enzimas? O DNA produz

moléculas de mRNA | que migram para o citoplasma e controlam a construcao das proteinas,

aminodacido por aminodacido, garantindo a produgao daquela proteina especial no momento

correto. A seqiiéncia de DNA é que condiciona a seqiiéncia da molécula de RNA. Uma

diferenca importante em relacdo a duplicacao é que apenas uma fita de DNA funciona

como molde. O RNA produzido sera, portanto, uma fita simples e nao dupla. Esse

processo segue os seguintes passos:

1.

E necessaria a presenca de uma enzima: a RNA polimerase;

. As pontes de hidrogénio se desfazem, as duas fitas de DNA se afastam;
. Nucleotideos livres de RNA encaixam-se apenas numa das fitas, chamada fita ativa;

. A molécula de RNA (fita inica) destaca-se de seu molde de DNA e migra para o

citoplasma;

. As duas fitas de DNA tornam a parear, reconstituindo a molécula original.

acio da }W

Figura 2.11: Processo da transcricao.

16



Capitulo 2. A Recombinacao do DNA e Os Acidos Nucléicos

2.5 Sintese de Proteinas - Traducao

2.5.1 O Coddigo genético

O DNA presente no nicleo controla toda a sintese de proteinas da célula. Esse controle
é efetuado por meio de moléculas de RNA que o DNA fabrica e que passam para o
citoplasma.

Tanto o DNA quanto o RNA, enquanto proteinas, sao moléculas grandes constituidas
por vérias pequenas unidades. Nos trés casos (duplicagdo, transcrigdo e traducdo), a
sequiéncia dessas unidades tem importancia fundamental. Ha uma relacao entre elas:
a seqiiéncia de bases do DNA condiciona a seqiiéncia do RNA, e a seqiiéncia do RNA
condiciona a seqiiéncia de aminoacidos da proteina. Esse procedimento é ilustrado pela
Figura 2.12.

DNA 5 .p.G-A-G-G-T-G-C:-T=3
3wT-C-T-C-C-A-C-G-A= 5
(

Y

MRNA 5'~A-G-A-G-G-U-G-C-U=3'
®NAs  U-C-UC-C-AC-G-A

Arginina Glicina Alanina

#

Proteina - Arginina - Glicina -Alanina -

Figura 2.12: Processo de condicionamento.

A correspondéncia entre o DNA e o RNA ocorre base por base: quando hé adenina
no DNA, entra uracila no RNA; timina no DNA corresponde a adenina no RNA, e assim
por diante.

Na correspondéncia entre RNA e proteina, cada trés bases do RNA codificam um
aminoacido especifico da proteina. A seqiiéncia GAG no RNA condiciona a colocagao
do acido glutamico. A correspondéncia entre trincas de bases do DNA, trincas de bases
do RNA e aminoacidos chamamos codigo genético. Cada trinca de bases no DNA ou
no RNA é denominada cédon, de fato essas trincas representam “palavras” do cédigo
genético, cada “palavra” corresponde a um “objeto”, que seria o aminoacido. Existem 64
possiveis trincas, ou codons, que correspondem a apenas 20 aminoacidos. Assim, é facil

entender que mais de um cédon pode corresponder ao mesmo aminoacido.
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2.5.2 Tipos de RNA que participam da traducgao

1. RNAm (RNA mensageiro): Trata-se do RNA que leva ao citoplasma a “men-
sagem genética” do DNA, orientando a sintese de proteinas, ja que a seqiiéncia
de seus codons determina a seqiiéncia dos aminoacidos. Para produzir proteinas, o

RNAm se associa aos ribossomos existentes no citoplasma;

2. RNAt (RNA transportador ou de transferéncia): E uma molécula relativa-
mente pequena, de aproximadamente 80 nucleotideos. Apesar de ser também cons-
tituida por uma fita tinica, as vezes se apresenta torcida sobre si mesma. Existem
varios tipos de RNAt, que variam seguindo a seqiiéncia das trés bases. Os RNAt’s
capturam aminodcidos que se encontram dissolvidos no citoplasma, carregando-os
para os ribossomos. Cada transportador é especifico em relagao ao aminoacido
que transporta. Essa especificidade é condicionada pela seqiiéncia de trés bases

chamadas anticodons; assim, o RNAt com o anticédon CAA transporta valina;

3. RNAr (RNA ribossémico): Trata-se do RNA de fita mais comprida (o RNAt é
o menor deles e 0 RNAm geralmente é intermedidrio entre os outros dois). O papel
do RNATr é estrutural: serve como matéria-prima para a construcao dos ribossomos.
Eles sao indispensaveis para a traducao: sem ribossomos, aparentemente, nunca

ocorre sintese de proteinas.

[ :- tENA
Fibvezsoms

o,

T8 3R

Figura 2.13: Processo da traducao.

18



Capitulo 2. A Recombinacao do DNA e Os Acidos Nucléicos

2.6 Recombinacao do DNA

A recombinacgao do DNA refere-se a varios processos distintos, durante os quais o ma-
terial genético é rearranjado, através da quebra da juncao de porgoes da mesma molécula
de DNA ou de porgoes de moléculas diferentes de DNA.

A recombinacao também ocorre entre DNAs de diferentes organismos, gerando um
novo DNA composto. Tanto DNAs procariéticos como eucariéticos sofrem recombinacao.
Trés processos bem caracterizados, tais como, a recombinagao homodloga, a recom-
binacgao sitio-especifica e a recombinacao transposicional, encaixam-se nessa des-
cricao geral da recombinagao genética. Entretanto, apenas os dois tltimos tipos de re-
combinagao sao considerados em nosso trabalho, por serem processos menos complexos e
mais simples de serem reproduzidos em laboratério do que a recombinagao homologa.

A recombinacgao cria novas combinacgoes de genes no cromossomo, o que aumenta a
chance de sobrevivéncia de uma populacao. Esse aumento na diversidade genética nao
oferece vantagens para individuos de uma populacao. Em vez disso, a sobrevivéencia
individual depende, parcialmente, da operacao do reparo do DNA. Contudo, certos tipos
de reparo do DNA dependem da recombinacao do DNA e, portanto, é possivel que a
recombinacao tenha evoluido como um mecanismo de reparo.

A recombinacao mais comum ¢é a do tipo homodloga. Recombinacao sitio-especifica e
transposicao sao eventos relativamente raros, mas importantes, porque podem controlar
a funcao replicativa em alguns virus e certos aspectos do desenvolvimento. Recombinagao
homologa gera novas combinagoes de genes, que podem levar a diversidade genética.
Mutagao e recombinacao sao as principais abordagens através das quais a célula cria
a variacdo necessaria para que ocorra evolucao. Além disso, eventos de recombinacao
estao envolvidos no reparo do DNA. Nos casos em que a lesao no DNA ocorre em sitios

complementares, o reparo pode ocorrer apenas através de recombinagao.

2.6.1 Recombinacao homdloga

A recombinacao homoéloga produz uma troca entre um par de moléculas distintas
de DNA, geralmente duas cépias ligeiramente diferentes do mesmo cromossomo, ou dois
segmentos de DNA gerados a partir da mesma molécula de DNA. O requisito principal
para que esse processo ocorra é que os DNAs que estao recombinando sejam homdlogos.
Isso significa que os dois DNAs tém seqiiéncias de bases muito semelhantes numa regiao
extensa, que pode conter milhares de bases.

A recombinagao homéloga é bastante complexa e envolve um mecanismo com multiplas
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etapas, catalisado por um grande ntimero de proteinas diferentes.

2.6.2 Recombinacao sitio-especifica - Integracao

Esse tipo de recombinacao sé requer a presenca de seqiiéncias homélogas curtas no
DNA. Entretanto, recombinagoes sitio-especificas s6 ocorrem em seqiiéncias especificas de
DNA, presentes em ambas as moléculas de DNA participantes.

O processo une moléculas de DNAs em locais especificos e é catalisado por enzimas
conhecidas como recombinases,; que reconhecem seqiiéncias especificas curtas (20-200
pares de bases) em ambos os sitios de recombinacdao. Quando a recombinase liga-se a
ambos os sitios de recombinacao na molécula de DNA, pode produzir uma insercao de
DNA. Um exemplo bem estudado de recombinagao sitio-especifica é a do fago (A) de E.
coli.

Os virus que nem sempre matam seus hospedeiros sao chamados de temperados ou
moderados, dos quais o fago lambda (\) de E. coli é o mais bem entendido. O cromossomo
circular () fica integrado a um sitio especifico do cromossomo de E. coli, assim chamado
sitio attB. A integracao requer o alinhamento do fago (\), numa orientacao especifica, com
o cromossomo de E. coli. O alinhamento é feito por uma recombinase especifica, conhecida
como integrase (Int), e com a participagdo de uma proteina conhecida como fator de
integragao do hospedeiro (IHF, integration host factor), codificado pela bactéria. A
seqiiéncia bésica de attB é simbolizada por B-O-B’ (B de bactéria). O local especifico
de ligacdo no DNA do fago (\), chamado sitio attP, esta situado préximo aos genes int
(para “integrar”) e zis (para “excisar”). A seqiiéncia de bases attP estd simbolizada por
P-O-P’ (sendo P para fago - em inglés, phage). A letra O (mostrada em amarelo na
Figura 2.15) indica as seqiiéncias idénticas nos segmentos que se recombinam no fago e
na bactéria. A integrase reconhece a seqiiéncia P-O-P’ no DNA do fago e a seqiiéncia
B-O-B’ no DNA de E. coli. A enzima corta pontas rombudas com sete nucleotideos em
ambos os filamentos das seqiiéncias O. O IHF serve para dobrar a seqiiéncia P-O-P’. Apds
todas as quatro cadeias serem cortadas, P junta-se a B’ e B junta-se a P’ para formar um
circulo de DNA dos dois. Este esquema (Figuras 2.14 e 2.15) foi originalmente proposto
por Allan Campbell com base em evidéncias genéticas.

O DNA ) agora é parte da molécula de DNA de E. coli. Esta forma de X\ é chamada

profago, e a E. coli contendo o profago é chamada de bactéria lisogénica.
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Figura 2.14: Diagrama de uma recombinacgao reciproca de DNA A e DNA de E. coli.
As regides amarelas marcam seqiiéncias idénticas de 15 unidades (chamadas O) do local
bacteriano attB e do local attP do fago .

2.6.3 Recombinacao transposicional sitio-especifica

A recombinacao transposicional sitio-especifica, conhecida como transposicao, é uma
forma de recombinacao catalisada por recombinases chamadas transposases. Esse tipo
de recombinacao é melhor entendido em bactérias, mas o DNA de todas as células, in-
cluindo eucariotos como Drosophila, milho e levedura, contém segmentos que podem se
mover, geralmente com freqiiéncias muito baixas, da ordem de 107° ou 10~7 por geracao
celular, de um sitio doador para um sitio alvo, num cromossomo. Esses segmentos sao
conhecidos como elementos transponiveis (transposons).

A transposicao difere da recombinacao sitio-especifica porque nao requer uma seqiiéncia
especifica de DNA no cromossomo alvo. Tanto as transposases como as recombinases re-
conhecem e agem sobre seqiiéncias especificas do DNA. A recombinacgao de ambos os tipos
é responsavel pela insergao de virus, plasmideos e elementos transponiveis (transposons)
no DNA cromossomico. Transposons sao elementos de DNA que podem se movimen-
tar de uma localizacao para outra no genoma, tanto em bactérias como em eucariotos e
plasmideos sao pequenas moléculas de DNA circulares, com replicacao autonoma em uma
célula bacteriana ou de levedura.

Trés classes de elementos transponiveis, I, I e III, sdo conhecidas. Os transposons
classe T sao chamados seqiiéncias de inser¢ao (IS) e consistem de um gene que codifica

transposase juntamente, é claro, com as repeticoes que normalmente flanqueiam o ele-
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Figura 2.15: Integragao e excisao do DNA \. Int indica integragao, e xis indica excisionase.
[HF (fator de integragao do hospedeiro) é uma proteina do hospedeiro, enquanto int e xis
sao codificadas por .

mento transponivel. Elementos IS variam em tamanho, entre 800 e 1300 pb (pares de
base).

Quando os transposons da classe I também contém um gene adicional, como um gene
que confere resisténcia a antibidtico a bactéria, sao chamados transposons compostos
(Tn). Os transposons da classe II diferem dos da classe I porque, além disso, codifi-
cam o gene de uma segunda enzima, resolvase. Tipicamente, transposons compostos e
transposons da classe II tém milhares de pares de bases de comprimento. Finalmente,
um pequeno grupo de bacteriéfagos, que inserem seu cromossomo no cromossomo do
hospedeiro, sao classificados como elementos transponiveis classe III.

A transposicao comeca pela introducao, catalisada por uma transposase, de um corte
desencontrado na seqiiéncia alvo de DNA. Cortes também sao feitos em ambos os lados
do transposon, de modo que possa ser levado para o sitio alvo. O reposicionamento
deixa uma quebra nas duas fitas, no ponto de onde o transposon foi removido. No sitio
alvo, o transposon ¢é introduzido no corte desencontrado, como ilustra a Figura 2.16.
Especificamente, 3-12 pares de base do sitio alvo sao duplicados pela DNA polimerase I,
formando uma repeticao curta adicional em cada extremidade do transposon inserido, e
o transposon “modificado”é ligado, entao, no sitio alvo. Nas transposicoes das classes 11
e III, além da duplicacao das repeticoes curtas, o préprio transposon é replicado e uma
copia dele permanece no sitio doador, enquanto a outra copia é transferida para o sitio

alvo. Esse tipo de transposicao, chamada transposicao replicativa, requer a enzima
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resolvase e, portanto, nao ocorre na transposicao da classe I.

A transposicao replicativa pode remodelar a estrutura de um cromossomo, mais do
que simplesmente mudando um elemento transponivel de um lugar para outro. Como
esse tipo de transposicao coloca duas seqiiéncias homologas no mesmo cromossomo, re-
combinacao homoéloga entre essas duas seqiiéncias pode produzir uma delecao ou uma
insercao, dependendo de essas seqiiéncias estarem orientadas na mesma direcao ou em
direcoes opostas, como ilustra a Figura 2.17.

Finalmente, a transposicao pode inativar um gene por mutacao, se um transposon for
inserido numa seqiiéncia codificadora e a interromper. Alternativamente, a insercao por
transposi¢ao de um promotor ou de um ativador de transcrigao proximo a um gene pode

ativar o gene.

DNA _—G TCAT
alvp :

Geragao de uma quebra
Etapa 1 desencontrada pela transposase

Ligag&o do transposon a
extremidade mais longa do DNA alvo

Transposon

Geragéo de repeticoes diretas nos
Etapa 2 flancos, através do reparo de
falhas

Repeticoes diretas

Figura 2.16: Repetigoes diretas nas extremidades dos transposons.
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Figura 2.17: Rearranjos genéticos promovidos por transposons.
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2.6.4 Correlagoes clinicas

Nesta subsecao, mostramos algumas correlagoes clinicas que envolvem a recombinagao
do DNA, que podem ser encontradas na literatura [6]. Com isso, fica evidente a im-

portancia e a necessidade de compreender como funciona o mecanismo de recombinacao.

e Transposons e o Desenvolvimento de Resisténcia a Antibidtico

Genes que conferem a bactérias resisténcia a antibiéticos usados comumente, como
penicilina e tetracilina, estao geralmente presentes em plasmideos. As seqiiéncias
de DNA desses plasmideos nao tém nenhuma homologia com as seqiiéncias do
DNA cromossomico do hospedeiro. No entanto, como resultado de transposicao,
os genes de resisténcia a antibidticos podem ser transferidos ao cromossomo da
bactéria hospedeira. A existéncia de genes que podem se movimentar de um cro-
mossomo para outro é de grande importancia no entendimento de fatores que pro-
duzem modificagoes na organizacao dos genomas. Do ponto de vista clinico, esses
genes “transponiveis” sao de importancia critica para o entendimento de como po-
pulacoes de bactérias resistentes a antibidticos surgem com o uso de antibidticos no

tratamento de infec¢oes bacterianas no homem e em animais.

e Os Genes de Imunoglobulinas sao Organizados por Recombinacgao

Imunoglobulinas (anticorpos) sao moléculas que reconhecem e ligam-se especifica-
mente a qualquer substancia que o anticorpo identificar como estranha ao corpo
humano. Dada a imensa variedade de agentes infecciosos, incluindo milhoes de
microrganismos presentes no ambiente, o genoma humano, que é equipado com
um conjunto limitado de, provavelmente, nao mais de 100.000 genes, nao tem ca-
pacidade para produzir diretamente um numero equivalente de anticorpos dife-
rentes, necessarios para reconhecer especificamente todos os agentes infecciosos.
Essa limitacao, inerente ao potencial de codificacao genética do genoma humano,
é, contudo, contornada pela recombinacao, que permite a producao, a partir de
uma quantidade limitada de DNA que codifica genes, de um numero ilimitado de

anticorpos diferentes.
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e Amplificagao do DNA e Desenvolvimento de Resisténcia a Drogas

Uma limitagao importante na eficicia de drogas quimiotdxicas no tratamento do
cancer € o desenvolvimento de resisténcia a droga. Assim, células cancerosas tornam-
se resistentes aos medicamentos. Resisténcia a drogas em células em cultura resulta
de amplificagao especifica de um segmento grande de DNA, que incorpora um gene
especifico, mas o mecanismo exato pelo qual essa amplificacao ocorre nao esta claro.
E provavel que a amplificacao resulte de recombinacao entre seqiiéncias homoélogas,
orientadas de modo idéntico, que flanqueiam o DNA amplificado. De fato, algumas
células resistentes contém os tipos de DNA amplificado. A amplificagao génica é
gradualmente revertida na auséncia das drogas, primeiro com o desaparecimento
das copias extracromossomicas. Genes amplificados nos cromossomos, entretanto,
persistem por varias geragoes, apos a remocao da droga. Logo, a amplificagao génica
e a resisténcia que a acompanha estende-se a areas distantes da clinica médica como,

por exemplo, com o desenvolvimento de insetos resistentes a pesticidas.

2.7 Como Ocorre o Processo de Recombinacao

A recombinagao sitio-especifica é uma maneira natural de alterar o cédigo genético
de um organismo, seja pelo movimento de um bloco de DNA para outra posicao na
mesma molécula (movimento executado pela transposase), ou pela integracao de
um bloco de DNA estrangeiro em um genoma hospedeiro (movimento executado pela
integrase).

Um sitio de recombinacao para uma enzima de recombinagao sitio-especifica, recom-
binase, é um pequeno pedaco de DNA duplex, cujo cédigo é reconhecido pela enzima e
um par de sitios, na mesma ou em diferentes moléculas, é justaposto na presenca desta.
A justaposicao dos pares de sitios é o resultado da manipulacao enzimatica do DNA ou
do movimento aleatorio térmico, ou ainda de ambos.

Os sitios justapostos sao atados pela enzima. Esse estagio da reacao é chamado
sinapse, e o complexo formado pelo substrato junto com a enzima atada é chamado
de complexo sinaptico. Em um tinico evento de recombinagao, a enzima executa uma
quebra “fio-duplo”em cada sitio, recombina os finais formando um cruzamento, e entao
libera a molécula (ou moléculas) resultante. A molécula de DNA nao atada pela enzima
recombinase antes da recombinacao é chamada de substrato e depois da recombinacao
de produto.

O processo de recombinacao sitio-especifica, envolve algumas mudancas topologicas
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interessantes no substrato. Para capturar algumas dessas mudancas, criam-se moléculas
de substrato de DNA duplex com ambos os sitios na mesma molécula. A seqiiéncia linear
dos pares de base induz uma orientacao local em cada sitio, e a orientagao local de cada
sitio induz uma orientacao global no circulo. Se essas orientacoes induzidas pelos dois
sitios concordam, essa configuracao é chamada repeticoes diretas, e se discordam é
chamada repetigcoes invertidas.

As repeticoes diretas ou inversas alteram o produto de um mesmo substrato. Para

uma melhor compreensao, observe as Figuras 2.18 e 2.19. Por exemplo:

1. Se o substrato é um tinico circulo com repeticoes diretas, o produto da recombinacao

¢ um par de circulos, e pode formar um Catenane de DNA (ou Link);

2. Se o substrato é um par de circulos com um sitio cada, o produto da recombinacao

¢ um unico circulo, e pode formar um Né de DNA;

3. Se o substrato é um unico circulo com repeticoes invertidas, o produto da recom-

binagao é um tunico circulo e pode formar um N6 de DNA.

Nesse momento, deve-se entender N6 como uma tnica malha fechada no fio de DNA,

e Catenane como sendo a composi¢ao de um certo nimero de tais malhas.

Figura 2.18: Repeticoes Diretas. Figura 2.19: Repeticoes Inversas.

2.8 Aproximacao Topolégica para Enzimologia

As moléculas de DNA sao finas e longas, e o empacotamento do DNA na célula é muito
complexo. Por exemplo, se compararmos o nticleo celular a uma bola de basquete e 0o DNA
a uma fina linha de pescar, teremos aproximadamente 200 Km dessa linha dentro da bola
de basquete. O empacotamento, as tor¢oes e os confinamentos topoldgicos, todos juntos,
apresentam problemas para as moléculas de DNA no ntcleo celular. Esse entrelacamento

interfere nos processos vitais de replicagao, transcricao e recombinacao.
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A solucao bioldgica para esse problema do entrelagcamento, é a existéncia de enzimas
conhecidas como topoisomerases, que para mediar esses processos vitais, manipulam o
DNA celular de maneiras topologicamente interessantes e nao triviais. As topoisomerases
agem catalisando, em conjunto, a quebra e a religacao das fitas de DNA, que produzem
um DNA que é mais ou menos super-helicoidal do que o original.

Topoisomerases podem ser classificadas como TOPO 1, que quebram apenas uma
fita, e TOPO II, que quebram as duas fitas simultaneamente. Enzimas que promovem
a recombinagao, as recombinases, quebram as duas fitas de DNA recombinando-as
formando um cruzamento. Para descrevermos e compreendermos o mecanismo das re-
combinases, necessitamos recorrer a Teoria dos Nés (Capitulo 3).

Um desenvolvimento interessante para a topologia tem sido um novo protocolo experi-
mental, a abordagem topoldgica para a enzimologia encontrada em [2], que utiliza a Teoria
dos Nos para desvendar os segredos das acoes enzimaticas. Pode-se deduzir fatos sobre o
mecanismo enzimatico, detectando uma assinatura topoldgica da enzima, a mudanca que
a enzima causa no estado topologico da molécula na qual ela esta agindo.

Em muitos casos, o substrato natural para a acao enzimatica é um DNA linear, o
problema é que nao se detecta as mudangas topologicas realizadas pela enzima em um
DNA linear. O truque entao é, pegar uma enzima particular para agir em uma molécula
de DNA circular, para observar quais sao as mudancas causadas pela enzima no DNA,
esse procedimento ¢ realizado em laboratério, in vitro.

Experimentos laboratoriais, que utilizam técnicas como Gel Agarose e Cobertura Rec
A, facilitam a visualizagdo das mudangas geométricas (supertorcimento) e topoldgicas
(tipos de Nés e Catenanes) no substrato. Essas supertor¢oes sao varidveis de controle ex-
perimental e ajudam nas analises dos produtos da reacao. Apresentamos o procedimento

desses experimentos laboratoriais que podem ser encontrados em [3]:

1°) Retira-se da célula, uma molécula de DNA circular supertorcido que passa para o
estado relaxado, estado com um menor nimero de cruzamentos, sob a ac¢ao de enzimas
toposoimerases (TOPO I ou TOPO II) que mudam sua forma topolégica, chama-se essa
molécula de substrato. A quantidade de supertorcoes das moléculas é uma variavel de

controle;

2°) Através da clonagem faz-se vérias cépias do substrato, com as quais as recombinases
reagem. Quando uma enzima age em um substrato, algumas mudancas enzimaticas po-

dem ser capturadas na forma de Nés e Links de DNA;

3°) Os Nés ou Links possuem carga negativa, devido ao substrato ser naturalmente car-
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regado negativamente, e sao colocados na Agarose Gel onde uma corrente elétrica é pas-
sada, fazendo com que eles se movam para os eletrodos positivos. A velocidade depende
da forma, nimero de cruzamentos ou ligagoes, e da carga dos Nés ou Links. Quando a
corrente é passada através do gel por um certo periodo, a posi¢ao dos Nos ou Links pode
ser revelada manchando o gel com uma tinta fluorescente e colocando-o sob uma fonte de
radiagao ultravioleta, os N6s ou Links aparecem como bandas vermelhas fluorescentes em
um fundo preto. O processo da Agarose Gel, fraciona a familia produto de acordo com os

tipos de Nés ou Links;

4°) Usando uma nova técnica bioldgica, Cobertura Rec A, a familia produto é retirada
do gel e recoberta por uma proteina chamada Rec A, que enrijece e engrossa o DNA au-
mentando o seu diametro de 20 para 100 Angstrons, reduzindo o nimero de cruzamentos
irrelevantes e facilitando a determinacao dos cruzamentos nas configuracoes dos produtos

de DNA através do microscépio eletronico.

Essa nova precisao na determinacao de produtos reacao, abre a porta para anélises

matematicas detalhadas, a construcao de modelos topoldgicos para a agao enzimatica.

2.9 Conclusoes

Neste capitulo, procuramos apresentar, de maneira sucinta, os principais conceitos
biolégicos a serem utilizados ao longo deste trabalho.

Iniciamos com a teoria do surgimento da vida, explicando o que é uma célula, como
ela surgiu, e de que forma a vida se estabeleceu na Terra.

Descrevemos a importancia dos nucleotideos e acidos nucléicos, mostrando como eles
realizam suas funcoes nas células.

Apresentamos os trés tipos de recombinagao do DNA, embora nos préximos capitulos,
trataremos apenas das recombinagoes sitio-especifica e transposicional, e apresentamos
algumas correlacoes clinicas que envolvem recombinacoes, nos mostrando a importancia
de um estudo mais profundo nessa area e a complexidade deste assunto.

Por fim, como ocorre o processo de recombinacao e a aproximagao topoldgica para

enzimologia usados nos proximos capitulos.
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Capitulo 3
Os Invariantes Polinomiais

Neste capitulo, descrevemos sobre os invariantes polinomais utilizando o artigo [1].

Em toda populacao natural de anéis de DNA alguns estao, até certo ponto, interligados
em formas de Catenanes e N6s. A importancia de compreender a estrutura dessas formas,
vai além do DNA circular, porque cromossomos lineares in vivo podem estar interligados.

A forma espacial completa de Nés e Catenanes, pode ser determinada pela microscopia
eletronica de moléculas de DNA, que sao recobertas com proteinas especificas para facilitar
a sua visualizacao através do microscépio. Essa informagao tem ajudado na compreensao
do mecanismo dos processos que analisam e desvendam as estruturas de Nos e Catenanes.

O potencial dos métodos topologicos, esta na habilidade para distingliir um nimero
muito grande de Nés e Catenanes que surgem como produtos nos modelos alternativos de
previsao. Por exemplo, um modelo proposto pela recombinacao sitio-especifica integrase
fago lambda (\) encontrado em [8], conseguiu prever corretamente entre 108 possibilidades
de formas alternativas, a estrutura de um Né produto.

Os invariantes polinomiais, foram inicialmente demonstrados pelo polinomio cléssico
de Alexander em 1928 [13], e sua elaboragao subseqiiente foi dada por Conway em 1969
[14]. O polinémio de Alexander, entretanto, nao pode distingiiir imagens refletidas, e
as enzimas geralmente possuem produtos que sao quiral, isto é, produtos que possuem
formas diferentes topologicamente de suas imagens refletidas.

Da nova geracao de métodos de classificagao de Nés e Catenanes utilizando invariantes
polinomiais, o primeiro foi proposto por Jones em 1985 [10], e o segundo foi proposto si-
multaneamente e independentemente por Lickorish & Millett [1], Freyd & Yetter [11],
Ocneanu [11], e Hoste [12], com o objetivo de esclarecer e estender os resultados pio-
neiros de Jones. Esses polinomios, solucionaram o problema das imagens refletidas, pois

conseguem distingiii-las.
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Os polinémios para uma molécula de DNA substrato, e os seus produtos obtidos pe-
los processos de recombinacao ou da passagem de um fio do DNA sobre o outro, que é
realizada pela da acao de topoisomerases, sao relacionados por um teorema. Esse teo-
rema, encontrado em [15], permite aplica¢oes naturais do método polinomial para esses
processos.

Neste capitulo, utilizamos as aplica¢oes polinomiais de Lickorish & Millett e de Jones,
que classificam os estados topolégicos de Nos e Catenanes. Essas aplicagoes polinomiais,
associam cada uma dessas formas a um unico polinémio, que além de fornecer uma deter-
minagao rigorosa das moléculas de DNA que formam Nés e Catenanes, indica a estrutura
das moléculas relacionadas (Secoes 3.1 e 3.2).

Para facilitar a compreensao do método de aplicacao polinomial, descrito na Secao
3.3, usamos alguns exemplos especiais, encontrados em [1], de Nés e Catenanes que
aparecem com maior freqiiéncia em nosso trabalho. Na Secao 3.4, mostramos como a
estrutura do DNA pode ser mudada através de duas operacoes basicas: Passagem de
Segmento e Troca de Segmento, e as experiéncias laboratoriais realizadas utilizando re-
combinacao sitio-especifica. Em seguida, na Secao 3.5, apresentamos uma tabela que
contém as projegoes planares e os polinomios de Nos e Catenanes ja conhecidos. Através
dessa tabela, fazemos associacoes das projecoes planares que obtemos com as projecoes
planares que ja possuem polinomios conhecidos. Finalmente, na Secao 3.6 apresentamos

as conclusoes desse capitulo.

3.1 O Polinomio de Lickorish-Millet e

o Teorema Principal

Nesta secao descrevemos, de forma sucinta, algumas defini¢oes que sao importantes
para a compreensao do restante do presente trabalho, e o principal teorema sobre invari-
antes polinomiais, que estao associados a Nos e Catenanes, de acordo com o trabalho de
Lickorish & Millett (1987), encontrados em [1] e [15]. Esse trabalho tem mostrado que,
todos os Nos ou Catenanes que possuem uma orientacao, podem ser associados a um

unico polinomio com duas variaveis, [ e m, com coeficientes inteiros.

Definicao 3.1. Um No € definido como uma curva fechada no espaco tridimensional.
Portanto, um circulo € um No. Para evitar confusdo, chamaremos o circulo de N6

trivial, e a composicao de dois ou mais Nos de Catenane ou Link.
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Definicao 3.2. Um No¢ ¢ definido como N6 Primo quando o nimero de cruzamentos é

rredutivel.

Definicao 3.3. Uma Catenane é definida como Catenane Dimérica quando possui

dois anéis componentes.

Definicao 3.4. Uma curva orientada ¢ a escolha de uma direcdo especifica a ser

percorrida e mantida por todo o fio do DNA.

Definicao 3.5. O cruzamento de dois segmentos da curva orientada em uma proje¢ao
planar € definido como no, e este cruzamento pode ocorrer somente de duas maneiras. A

Figura 3.1, ilustra a convengao dos nos resultantes desses cruzamentos.

RN VRN

\ /
\ /

) g
Figura 3.1: Convencao de Sinais dos nos.

O teorema principal sobre invariantes polinomiais, envolve a associacao de polindmios

a Nos ou Catenanes, e se divide em duas partes:

12 Parte) Associado a cada forma orientada, existe um wnico polindomio, tal que, se duas
formas orientadas possuem polinomios que sao diferentes, entao, elas sao topologicamente

distintas;

22 Parte) Existe um algoritmo para computar os polindémios, que depende de duas regras
simples, Passagem de Segmento e Troca de Segmento, e que qualquer maneira de aplicagao

dessas regras para formas topologicamente equivalentes resulta no mesmo polinomio.

O algoritmo computacional descoberto por Alexander em 1928 [13], emprega o método
da mudanca de uma proje¢ao planar de um N6 ou Catenane, em um outro N6 ou Catenane
que possui um polinomio ja conhecido. Isso é realizado pela Passagem de Segmento ou

pela Troca de Segmento.
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Definicao 3.6. Passagem de Segmento ¢ a inversao das posicoes de dois segmentos
que se cruzam, isto €, o segmento que estda por baizo fica por cima ou vice-versa. Um

exemplo dessa inversao, estd ilustrado na Figura 3.2.
(a) (b)

Figura 3.2: Passagem de Segmento.

Definicao 3.7. Troca de Segmento ¢ a conversio de um um né (+) ou um nd (-) em
um ndé (0), ou vice-versa. O ndé (0) é um caso onde os segmentos ndao se cruzam, ou seja,

ond (0) é a delegio de um né. A Figura 3.3, ilustra a gera¢ao de um ndé (0).

B D B D
C A C A
) (0)

Figura 3.3: Troca de Segmento.

A Troca de Segmento altera a forma de Nés e Catenanes da seguinte forma:

e A mudanca de um né (4) ou um né (-) de um NG, para um né (0) resulta em uma

Catenane;

e A reciproca também é verdadeira, a mudanga de um né (0), formado por dois anéis

de uma Catenane, em um né (+) ou um né (-) resulta em No;
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e A mudanca de um né (0) de um N6, para um né (+) ou um né (-) resulta uma

Catenane.

Definicao 3.8. Denote por K., K_ e Ky as projecoes planares dos Nos ou Catenanes, ex-
ceto na vizinhanga de um nd (+), (=) ou (0), respectivamente. A essa cole¢cao chamamos

Conjunto Estado.

Definicao 3.9. Se PK, (I,m), PK_(I,m) e PKy(l,m) sao os polinémios, com duas varidveis

[ e m, associados com os estados K, K_ e Ky, respectivamente, entao:
IPK, (I,m) +1'PK_(I,m) + mPKy(l,m) = 0. (3.1)

Defini¢ao 3.10. O polinomio associado ao N¢ trivial € igual a 1, portanto VU(Il, m)=1.

3.2 O Polindmio de Jones e o Quarto Estado

Nesta segao, mostramos que o polinomio de Jones, V K(t), além de ser usado para
classificar Nés e Catenanes, apresenta as duas propriedades do teorema principal so-
bre invariantes polinomiais, descritas na Secao 3.1. Portanto, se duas formas possuem
polinomios V K (t) diferentes, entdo, elas sdo topologicamente distintas.

O polinomio VK (t) possui propriedades similares ao do polinomio de Lickorish &
Millett, podendo assim, ser obtido através de PK ([,m), fazendo as seguintes substituigoes:
I =it"'em = —i(t'/?—t72), onde i = /—1. Portanto, fazendo essas substituicoes para

[ e m na equacao (3.1) da Segao 3.1, obtemos:
tTWEKL(t) —tVEK_(t) — (tY2 =t V2V Ky (t) = 0. (3.2)

Definicao 3.11. O Polinomio de Jones para o No trivial também € igual a 1, portanto

VU(H)=1.

O quarto estado (K,), assim como o estado Ky, é a dele¢ao de um né particular, e
¢ importante na descricao da recombinacgao de enzimas. Dois casos separados do estado

K, precisam ser distingiiidos:
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Caso 1) Quando o estado K, é gerado de um N6, com um né (+) em K, o né (c0)
é convencionalmente definido como ilustra a Figura 3.4. A parte superior do segmento do
n6 (0o) é orientada da direita para a esquerda, enquanto que a parte inferior do segmento

¢ orientada da esquerda para direita.

X X ) X

() 0) ()

Figura 3.4: Comparacao dos quatro tipos de nds. As flechas representam os segmentos
cruzados de um N9 e ilustram os nés (+), (-), (0) e (c0), respectivamente.

Exemplo 3.1. O Conjunto Estado da Figura 3.5, ¢ um exemplo do Caso 1. Observe
que, o estado K, é o N6 trifdlico (+), os estados K_ e K., sao Nés triviais, e o estado
Ky € a Catenane com interligacao unica. Se o estado K, é um No, e o estado K, é
uma Catenane, entao o nimero de ligacao, Lk(Ky), € igual a soma algébrica dos nds que
interligam os anéis da Catenane. Podemos relacionar, Lk(Ky) e os polinomios VK, (t),

VK _(t) e VK (t), através da sequinte equagdo:

VK (t) —tVEK_(t) — (1 — t)t3H*EIV K (1) = 0. (3.3)

¥ ¢ 9 ¢

Figura 3.5: Tlustracao de um Conjunto Estado para os quatro tipos de nés.

Portanto, se Lk(Ky) e os polinomios dos estados K, e K_ sdo conhecidos, entao,
podemos calcular o polinomio de VK (t). A reciproca também € verdadeira, se o estado
K. e Lk(Ky) sao conhecidos, entdo, conhecendo o polinomio do estado K, obtemos o

polinomio do estado K_ e vice-versa.
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Caso 2) Quando o estado K, é gerado de uma Catenane Dimérica, com um né (+)
em K, oné (0co0) é definido de acordo com os Subcasos (2.1) e (2.2), dependendo do lado

da troca.

e Subcaso (2.1) Se o lado da troca é formado por um cruzamento de um dos anéis

com ele mesmo, o né (0o0) é definido como no Caso 1.

Exemplo 3.2. O Conjunto Estado da Figura 3.6, é um exemplo do Subcaso (2.1). Ob-
serve que, 0s dois anéis que compoe a Catenane podem ser definidos como: anel do lado
direito ou anel do lado esquerdo, dependendo em qual lado do nd (0) eles estdo. Se defin-
imos Lk(Ky), nesse caso, para ser o numero de ligagoes do anel do lado direito com os
outros dois anéis componentes, entdo o polinomio para o estado K., satisfaz uma equagdo

similar a equagdo (3.3):
VK (t)—tVEK_(t) — (1 — )3 EIV K (1) = 0. (3.4)

Observe na Figura 3.6, que o estado K, € a Catenane com interligacao unica e o
estado K_ €, topologicamente o mesmo que o estado K. O estado K, € a Catenane com
interligacao unica mais um NO trivial, e o estado Ko, € 0 mesmo que os estados K e
K_. O anel componente do lado direito do estado Ky € um N6 trivial que nao se interliga
com 0s outros dois anéis componentes, sendo assim, Lk(Ky) = 0. Entdo, fazendo essas

substitui¢oes na equagao (3.4), obtemos:

VEL(t) — tVE.(t) — (1 - )VE,(t) =0,

pois os termos do lado esquerdo cancelam.

(Do (o (P (P

Figura 3.6: Formacao de um né (0o) conforme o Subcaso (2.1).
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e Subcaso (2.2) Se o lado da troca é formado por um cruzamento entre os dois
anéis da Catenane, o n6 (00) é definido como ilustra a Figura 3.7. O né (oo) é
agora definido com ambos segmentos orientados na mesma direcao, da esquerda
para direita, e nao antiparalelos como nos outros casos. Nesse Subcaso, o polinomio
do estado K, pode ser calculado dependendo somente dos polinémios dos estados

K, e K_. Se Lk(K,) é igual ao nimero de ligagoes do estado K, entao:

VK (t) —tVEK_(t) — (1 — t)3ERED-12y () = 0. (3.5)

X XX

()

¢

Figura 3.7: Formacao de um né (0o) conforme o Subcaso (2.2).

Essa formula, mostra que o estado K, é determinado somente pelos estados K e

K_. Alguns exemplos do Subcaso (2.2), sdo apresentados na Secao 3.3.

Definicao 3.12. Um No € quaral, se ele for diferente topologicamente da sua imagem
refletida.

Definicao 3.13. Um No € aquiral quando for possivel ser deformado topologicamente

em sua imagem refletida.

Definicao 3.14. Se um Né ou Catenane € topologicamente igual a sua imagem refietida,
chamamos esse N6 ou Catenane de anfiquiral e o seu polinémio é simétrico em t e t™1.
Como exemplo, podemos citar o N6 que possui quatro nds anfiquiral cujo polinomio de
Jones EVK() =t2 -t +1—t+ ¢
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3.3 Exemplos Especiais da Aplicacao Polinomial

Nesta se¢cao, mostramos como encontrar os polinomios de alguns Nos e Catenanes que
sao conhecidos, através da aplicacao das defini¢oes e do principal teorema sobre invariantes
polinomiais da se¢ao anterior. Ilustramos, como esses polinomios podem ser facilmente
calculados e quais sao os invariantes associados.

As Catenanes mais comuns de serem encontradas sao interligadas, e conhecidas tecni-
camente como membros da familia toro, elas podem ser descritas analogamente para
as classes de DNA dupla hélice, porque os dois anéis estao entrelacados em uma forma
helicoidal.

A hélice pode ter sentido direito ou sentido esquerdo, e a orientacao dos dois anéis pode
ser paralela ou antiparalela. As quatro classes resultantes desse tipo de Catenane sao:
Catenane sentido direito paralela, Catenane sentido esquerdo paralela, Catenane sentido
direito antiparalela e Catenane sentido esquerdo antiparalela. Exemplos das formas que
possuem sentido esquerdo estao ilustradas nas Figuras 3.13 e 3.14. Para o caso especial
das Catenanes com interligacao tnica, a primeira e a quarta classe sao equivalentes, assim
como, a segunda e a terceira. Elas foram definidas como o estado K, na Figura 3.9 e o
estado K_ na Figura 3.10, respectivamente, de acordo com o sinal dos nés.

Os exemplos da Subsegao 3.3.2 até a Subsecao 3.3.10, surgem dessas classes de Cate-
nanes e mostram como a quiralidade (forma topolégica diferente da sua imagem refletida),

e a orientagao afetam os polinomios.

3.3.1 As duas cépias do No trivial

Para calcular o polindmio do N6 trivial, usamos o conjunto estado mostrado na Figura
3.8. Os estados K, K_ e K sao Nos triviais. Portanto, estabelecemos as duas copias
do N6 trivial para ser o estado K. Pelas Defini¢oes 3.10 e 3.11, temos que os polindomios
dos estados K, K_ e K, sao iguais a 1, entao, usando a equacao (3.1) podemos calcular

o polinomio para o estado Kj :

I(1) + 171 (1) + mPKy(l,m) = 0,
PKo(l,m) = —m (17" +1).
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E com a equagdo (3.2) calculamos o polindémio de Jones:

1) — (1) + (2 — 7YV K(t) = 0
VEKy(t) = -tV + 1712,

Se estabelecermos = —(t'/? +t~'/2), verificamos que, para ¢ cépias do N6 trivial temos
1. Uma vantagem importante dos invariantes polinomiais, é que eles podem ser calcula-
dos facilmente para Catenanes contendo mais que dois anéis, ja que tais formas complexas

sao encontradas na natureza.

SOROVROORCE

Figura 3.8: Conjunto Estado para as duas copias do N¢ trivial.

3.3.2 A Catenane R, sentido direito paralela com interligacao
Unica

Para calcular o polinomio da Catenane R,, usamos o Conjunto Estado ilustrado na

Figura 3.9. Observe que o estado K_ consiste das duas cépias do N6 trivial, portanto

seu polinomio é u. O estado Ky é o No trivial, cujo polinomio é igual a 1, por defini¢ao.

Portanto, aplicando as equagoes (3.1) e (3.2), e fazendo as devidas substitui¢oes, obtemos

o polinomio da Catenane R,:

e Polinomio de L&M:

PR,(I,m) = PK,(l,m) = ="' (I" ' u+m)

=+ hm™ =1,
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e Polinémio de Jones:

VR(t) = VEL(t) = ttp + (1 — ¢7/2)]
— 52 A2

LD DL D L

Figura 3.9: Conjunto Estado para Catenane R, sentido direito paralela com interligacao
Unica.

3.3.3 A Catenane L, sentido esquerdo paralela com interligagao
Unica

A Figura 3.10, ilustra o Conjunto Estado que utilizamos para calcular o polinomio

da Catenane L,. Associamos o estado K_ a Catenane L,. O estado K, consiste das

duas copias do No trivial, e os estados Ky e K, sao exatamente o N¢ trivial. Entao,

substituindo os polinémios correspondentes aos estados K., Ky e K nas equagoes (3.1)

e (3.2), obtemos os polinémios da Catenane Lj:

e Polinomio de L&M:

PL,=PK_(I,m)=—Il(lp+m)
=1 +P)ym™* —im,

e Polindmio de Jones:

VL,(t)=VEK_(t) =t [t — (t'/2 = t1/?)]
— 4752 _ 412

Observe que, no polinomio de duas variaveis, todas as poténcias da variavel [ para
Catenanes sentido esquerdo sao positivas, enquanto que todas as poténcias da variavel [

para Catenanes sentido direito sao negativas.
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No polinomio de uma variavel, a Catenane sentido esquerdo possui somente poténcias
negativas na variavel ¢, enquanto que a Catenane sentido direito possui somente poténcias
positivas. Isso nos leva ao seguinte corolario do teorema principal sobre invariantes poli-

nomiais.

Coroldrio 3.1.: Se K representa a imagem refletida de K, entdo os polindmios de K e K
sio relacionados pelas equagoes: PK(l,m)=PK(I"",m) e VK(t) = VK ().

Por exemplo, L, :f{p entdao, pelo Coroldrio 3.1 temos: PL,(l,m)=PR,(I"*,m), e
VL,(t) = VR,(t™!). Portanto, conclufmos que para um N6 ou Catenane ser topologica-

mente equivalente a sua imagem refletida, ele tem que ser anfiquiral, Definicao 3.14, Secao

[oResIeINe

Figura 3.10: Conjunto Estado para Catenane L, sentido esquerdo paralela com in-
terligagao unica.

3.3.4 O N6 trifolico positivo, T,

Para calcular o polinomio do N6 trifélico 7', , usamos o Conjunto Estado como mostrado
na Figura 3.5. Os estados K_ e K sao Nos triviais e o estado K ¢ a Catenane R,. Us-
ando as equagoes (3.1) e (3.2) e os resultados obtidos através da Catenane R,, obtemos

os polinomios de 7% :

e Polinomio de L&M:

PT (I,m)=—12=1"Yml*m  +ml'm™ —ml'm)

— 9 2,
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e Polinémio de Jones:

VT, (t) = >+ t(tY? — V2 (=72 — 1/?)
=ttt

3.3.5 O N trifolico negativo, T_

Calculamos o polinomio do N¢ trifélico T através do N6 trifdlico T, pois T_ é a
imagem refletida de T,.. Entao, pelo Coroldrio 3.1, substituimos / por [ e t por ¢!, para
obtermos os polindmios correspondentes a imagem refletida de T, isto é, os polinémios
do No trifélico T_:

e Polinomio de L&M:

PT_(I,m) = —1* — 21> + I’m?,

e Polinomio de Jones:

VT _(t)=—t""+t2+¢7".

Note que os polinomios de T’y e 7" sao distintos, portanto 7', e 7" nao sao equivalentes.

Com isso, concluimos que o trifélico nao é anfiquiral.

3.3.6 A Catenane RD, sentido direito paralela com interligacao

dupla

Para calcular o polinomio da Catenane RD,, usamos o Conjunto Estado como ilustra
a Figura 3.11. Observamos que o estado K_ ¢é a Catenane R, e que o estado K é o N6

trifélico 7. Portanto, os polinomios da Catenane RD, sao:

e Polinomio de L&M:

PRDP(L m) = PK+(Z, m) — (_l*5 o l73)m,1
+(I75 +307%)ym — 13m?,

e Polinomio de Jones:
VRD,(t) = VK (t) = —t"V/2 4192 —¢7/2 _43/2,
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Note que, todas as poténcias de [ sao negativas e as poténcias de ¢ sao positivas.

2 %

O

Figura 3.11: Conjunto Estado para Catenane RD, sentido direito paralela com in-
terligacao dupla.

3.3.7 A Catenane RD,, sentido direito antiparalela com interligagao

dupla

Calculamos o polinomio da Catenane RD,, usando o Conjunto Estado como ilustra a
Figura 3.12. Os estados K , Ky e K sao a Catenane L,, o N¢ trivial e o N¢ trifélico
T, respectivamente. Entao, fazendo as devidas substitui¢oes nas equagoes (3.1) e (3.2),

obtemos os polinomios correspondentes a Catenane RD,,:

e Polinomio de L&M:

PRDyy(l,m) = PE_(1;m) = (=1 = P'm™" + (=1 + P)m,

e Polinomio de Jones:

VRDyy = VEK_(t) = —t~9/% — 752 4 ¢73/2 _ 47172,

Note que, as poténcias de [ sao todas positivas e as poténcias de ¢ sao todas negativas,
embora a Catenane tenha sentido direito. Isso resulta da propriedade de antiparalelismo
da Catenane. Essa situacao é andloga ao sinal do nimero de ligagao, Lk, entre anéis
catenanisados, onde a mudanca do sentido ou da orientacao muda o sinal das poténcias,

enquanto a mudanca de ambos o mantém.
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e e

9 &

0

Figura 3.12: Conjunto Estado para Catenane RD,, sentido direito antiparalela com in-
terligacao dupla.

3.3.8 A Catenane LD, sentido esquerdo paralela com interligacao

dupla

O polinomio da Catenane LD, ilustrado na Figura 3.13, pode ser obtido através do
polinomio da Catenane RD,, usando o fato que a Catenane LD, é a imagem refletida da
Catenane RD,. Portanto, do Corolério 3.1, temos que VRD,(t)=VLD,(t™!). Entao os

polinomios da Catenane LD, sao:

e Polinomio de L&M:

PLD,(I,m) = (=1° = *Ym™ + (I° + 31*)m — IPm?,

e Polinomio de Jones:

VLD,(t) = /2 4 492 T2 32
s
o
Figura 3.13: (a) Catenane LD, sentido esquerdo paralela com interligacao dupla.
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3.3.9 A Catenane LD,, sentido esquerdo antiparalela com in-
terligacao dupla

O polinomio da Catenane LD, ilustrado na Figura 3.14, pode ser obtido através do
polinomio da Catenane RD,,, pois LD,, ¢ a imagem refletida de RD,,. Portanto, os

polinomios da Catenane LD, sao:

e Polinomio de L&M:

PLD,,(I,m) = (=172 = 17)ym ™" + (=17 ")m,

e Polindmio de Jones:

VLD,, = —t% — 72 1 3/2 _¢1/2,

%

ap

Figura 3.14: (b) Catenane LD,, sentido esquerdo antiparalela com interligagao dupla.

3.3.10 O N6 4-cruzamentos, F

Para calcular o polindbmio do N6 4-cruzamentos, usamos o Conjunto Estado como
ilustra a Figura 3.15. Observe que o estado K_ é o N¢ trivial e o estado K é a Catenane
L,. Portanto, fazendo as devidas substitui¢oes nas equagoes (3.1) e (3.2), obtemos os

polinémios do N6 F:

e Polinomio de L&M:
PF(l,m)=PK, (I,m)=—-1"—=1-1*+m,
e Polinomio de Jones:
VFEt)=VEK (t)=t2 =t +1—t+1
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F=K, K

B B G €

Figura 3.15: N6 4-cruzamentos, F.

Observe que o N6 4-cruzamentos é anfiquiral.

3.4 Aplicacoes do Polinomio de Jones para o DNA

Nesta secao, mostramos como o método polinomial fornece uma maneira rigorosa e
logica para a classificacao de Nos e Catenanes, que é essencial para a descricao ordenada
dessas formas e analises de seu papel celular. Por exemplo, varios processos celulares pro-
duzem Noés ou Catenanes de DNA que pertencem a familia toro. Através dos polinomios,
podemos provar que para essa familia existe quatro, e somente quatro, formas espaciais
para Catenanes contendo quatro ou mais nds, mas somente dois isOmeros (mesma es-
trutura) de Nés e Catenanes com interligagao tinica. Essas distingdes sdo importantes,
porque diferentes processos celulares geram tipos diferentes de Nés e Catenanes da forma

toro.

3.4.1 Passagem de Segmento e Troca de Segmento

Nesta subsecao, mostramos como a estrutura do DNA pode ser mudada através de
duas operagoes basicas: Passagem de Segmento e Troca de Segmento, Definicoes 3.6 e 3.7
da Secao 3.1, respectivamente. A motivacao para o uso de polindmios na descricao da
estrutura do DNA fica, mais aparente, em sua descricao das acoes das topoisomerases e,
particularmente, das enzimas de recombinacao. A operacao Passagem de Segmento, pode
atar ou desatar Nés e a Troca de Segmento pode unir ou separar Catenanes. A questao

fundamental é:
Dado um N¢ ou Catenane particular, qual € a estrutura do DNA produto depois de
uma Passagem de Segmento?

Essa questao é respondida, pelo menos em parte, pelo teorema principal sobre invariantes

polinomiais que relaciona o DNA substrato com o DNA produto, através de outro DNA,
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no qual um né (+) ou um né (-) é substituido por um né (0) ou um né (co). Isso pode

ser ilustrado usando as Catenanes DNA da forma toro.

Exemplo 3.3. Uma Catenane toro paralela sentido direito que se entrelaca n vezes, possui
2n nds (+). Uma Passagem de Segmento, em um desses ndés, muda-o para um nd (-), e o
produto resultante € topologicamente o mesmo que uma Catenane paralela sentido direito
que se entrelaga (n-1) vezes. Nesse caso, o estado K € a Catenane entrelagada n vezes
e o estado K_ € a Catenane entrelacada (n-1) vezes. O Conjunto Estado no qual n=2
estd ilustrado na Figura 3.9. A mesma figura, mostra que o estado K., € o N0 trivial.
De fato, nao importa qual o valor que n assume, o estado Ko, € sempre o No trivial.
Portanto, se o polinomio de Jones da Catenane com anéis entrelagados entre si de forma
helicoidal (n-1) € conhecida, podemos usar a equagao (3.5) para computar o polinémio da

n-catenane, ji que VK (t)=1.

Em resumo, o polinomio de Jones pode ser usado para classificar todas as Catenanes
DNA toro conhecendo somente o polinomio da Catenane com interligacao tnica.

A segunda operacao basica que pode mudar a estrutura do DNA é a Troca de Seg-
mento, na qual dois pedagos de DNA sao quebrados e os finais trocados. Esse é o processo
de conversao de um né (0) ou um né (c0) em um né (+) ou um né (-). Novamente a

questao fundamental é:

Dado um N¢ ou Catenane de DNA particular, qual € o produto final depois da Troca

de Segmento?

Para mostrar a utilidade da representacao polinomial respondendo a essa questao, de-
senvolvemos duas aplicacoes especificas: a primeira aplicacao, considerada na Subsegao
3.4.2, mostra como podemos prever todos os produtos das reagoes sucessivas de resolvase
Tn3, com somente o conhecimento do primeiro produto, e a segunda aplicagao, que a-
presentamos em detalhes na Subsecao 3.4.3, se refere a um tipo diferente de enzima de

recombinacao de um sitio-especifico e a utilidade do quarto estado, K.

3.4.2 Modelo de recombinagao resolvase Tn3, in vitro

Nesta subsecao, mostramos os métodos laboratoriais usados nas experiéncias com
resolvase Tn3 em substratos de DNA circular duplex, [1], [2] e [3]. Os resultados dessas

experiéncias, sao apresentados com detalhes e relacionados ao polindmio de duas variaveis,
PK(l,m).
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Essas experiéncias, foram de importancia fundamental para compreensao e explicacao
do mecanismo enzimatico, bem como para a construcao de um modelo matematico capaz
de prever os produtos resultantes das rodadas de recombinacao resolvase.

Nesse tipo de recombinagao sitio-especifica, usa-se uma recombinase sitio-especifica,
resolvase Tn3, que reage com certos substratos de DNA circular duplex com sitios repeti-
dos diretamente.

Inicia-se com um substrato de DNA que possui a forma de um N6 trivial supertorcido,
e o trata com resolvase. Essa enzima (ou recombinase), age atando-se ao DNA circular,
mediando um tnico evento de recombinacao e liberando o produto catenanisado.

O primeiro resultado importante, obtido dessa recombinacao, é a catenane com in-
terligagao unica conhecida como Link Hopf, que é o produto da primeira rodada de
recombinacao.

A resolvase nao age em Catenanes de DNA livres, ou seja, em DNA que nao esta atado
pela enzima, porque a enzima nao pode lidar com a justaposicao dos locais quando esses
estao em moléculas diferentes. Entretanto, foi observado nas experiéncias com resolvase,
que uma vez em cada vinte encontros da enzima com o substrato, ela age processivamente
ao longo de um segmento continuo do DNA, isto é, depois da formacao do complexo
sindptico, no qual os sitios para serem recombinados sao alinhados pela enzima, o processo
da troca ocorre usualmente uma vez, mas é repetido ocasionalmente.

Através do encontro, em que a enzima age processivamente, é que foi possivel a deter-
minacgao da estrutura dos produtos, Nés ou Catenanes, dessas rodadas extras de recom-
binacao. Com isso, conseguimos analisar as acoes enziméticas e modelar matematicamente
esse mecanismo enzimatico, especifico para a recombinacao resolvase TnS3.

Estudos topoldgicos tém dado uma informacao precisa sobre os detalhes do complexo
sinéptico resolvase e do processo da Troca de Segmentos, como ilustrados na Figura 3.16.
Observe na Figura 3.16 que durante a recombinagao, a enzima ata em ambos os sitios-
especificos do DNA, formando assim, dois dominios que sao representados na Figura 3.16,
por uma linha grossa e uma linha fina. Os sitios res sinapsados (sitios que estao atados pela
enzima resolvase), sao alinhados paralelamente pela enzima, com trés nés (-) interdominais
(nés que sao formados pelo cruzamento de dominios diferentes), que permanecem fixos
por causa da agao enzimatica. Para cada rodada de recombinagdo um quarto né (+)
interdominal ¢ introduzido. Consideramos S o substrato, e os estados Ky, K5, K3 e K4
como os quatro primeiros produtos das rodadas de recombinacao, respectivamente. O
mecanismo resolvase gera uma série de nds (+) ao longo de um segmento continuo de

DNA, um para cada rodada de recombinacao. Se o estado K,, é o produto depois de n
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Produtos observados no processo

Q de recombinacdo com resolvase

Substrato Catenane com N6 com Catenane N6 com
interligagdo unica quatro-nds figura - 8 seis-nos
27 (2,27 (3%.27) 4,27

42
Recombinacgao

2'4
Recombinagido

3L\
Recombinagado

12\
Recombinacgédo

Figura 3.16: Produtos da recombinagao de um N¢ trivial pelo processo resolvase.

rodadas, mostramos a seguir que o estado K, pode ser completamente determinado por
Se K.

Consideramos o Conjunto Estado, para a segunda rodada de recombinacao, em que
os estados Ky e K, sao K; e K, respectivamente. O estado K_ é topologicamente
equivalente ao substrato original, S. Os polinomios dessas moléculas sao relacionados pela
equacao:

IPK,(I,m) +1""PK_(I,m) + mPKy(l,m) =0,

ou:

IPKy(l,m) +1"'PS(l,m) + mPKy(l,m) = 0,

ja que PK_(l,m)=PS(l,m).

Portanto, podemos escrever o polinomio para o estado K5 em termos dos polindmios
dos estados S e K;. De fato, obtemos:

PKy(l,m) = I""(—mPK,(Il,m) — "' PS(l,m)).
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Entao, a topologia do estado K5 é conhecida em termos da topologia dos estados K e
S. A seguir, consideramos o conjunto estado, para a terceira rodada de recombinacao, em
que o estado K é o estado K>, o estado K é o produto da terceira rodada (o estado K3),
e o estado K_ é topologicamente equivalente ao estado K (que é o produto da primeira

rodada). Seus polinomios sao relacionados pela equagao:
IPK,(I,m) +1'PK_(I,m) + mPKy(l,m) =0,
ou

IPK;(1,m) + 7' PK,(I,m) + mPKy(I,m) = 0,

Entao, podemos escrever PK3(l,m) em termos de PK;(l,m) e PKy(l,m), obtendo a

seguinte equacao:

PKs(l,m) = " (—=mPKy(l,m) — I"'PK,(,m)).

Mas PKj(l,m) é conhecido em termos de PK(l, m) e PS(l,m), entdo obtemos a equagao:

PKs(l,m) = 17 —ml Y (—mPK(l,m) —I"'PS(l,m) — "' PK (I, m)]
= (+mA2 = 17HPK (I, m) +mi 2PS(l,m).

Entao, a topologia do estado K3 é conhecida em termos da topologia dos estados S e Kj.
Se esse procedimento é repetido, obtemos que o estado K,, é conhecido, se os estados K,
e S sao conhecidos.

Existe uma outra propriedade desse tipo de reacao. Se iniciarmos a recombinac¢ao com
o substrato original S (o N¢ trivial) e considerando m igual a qualquer inteiro positivo,

teremos duas possibilidades:

e Para rodadas pares: os estados Ky, Ky, ..., Ko,,, serao Nos;

e Para rodadas impares: os estados K1, K3, ..., Ks,,_1, serao Catenanes.

Podemos entao, via teoria polinomial, determinar todos os produtos da reagao re-
solvase, se conhecermos quaisquer dois produtos que sao sucessivos. Isso pode ser gene-

ralizado pela equacao:

PK, = —1*PK, 5 —I"'mPK,_,.
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A importancia desse resultado, é o rigor matematico que ele traz para o estudo da
recombinacao. Pela primeira vez, os produtos de um mecanismo particular de recom-
binacao puderam ser previstos matematicamente. O resultado pode ser generalizado para
qualquer processo que gera uma série de nés (+) ou néds (-) ao longo de um segmento
continuo de DNA.

3.4.3 Modelo de recombinacao Integrase fago lambda (1)), in

vitro

Nesta subsecao mostramos um exemplo de recombinacao sitio-especifica que ocorre
quando a recombinase liga-se a ambos os sitios de recombinacao na molécula de DNA,
podendo produzir uma inser¢ao. Um exemplo bem estudado, é oferecido pela integragao
dos chamados fagos temperados (virus que nem sempre matam seus hospedeiros), dos
quais o fago lambda () é o mais entendido. Bacteri6fago, ou simplesmente fago, é um
virus especifico para bactérias.

Na recombinagao sitio-especifica do bacteridfago A de Escherichia coli, o DNA do virus
infecta a bactéria E. coli, podendo formar um anel de segmento duplo quando se insere
na bactéria. Sob certas condigoes, o DNA viral pode inserir-se no DNA hospedeiro. Essa
reacao é catalisada por uma enzima chamada integrase A que é codificada pelo DNA viral.
A integrase age cortando os anéis do DNA viral e do DNA bacterial, e ligando os finais
cortados, para que o DNA viral se torne um segmento do cromossomo bacterial.

Em seguida, comentamos os resultados experimentais utilizando a recombinagao sitio-
especifica integrase fago lambda (M), que podem ser encontrados em [1]. Nessas ex-
periéncias, a enzima reage com substratos de DNA circular duplex supertorcidos da forma
plectonémica, isto €, DNA que possui supertorgoes negativas com sentido direito, e a in-
tegrase, age em sitios repetidos diretamente ou em sitios repetidos inversamente.

Essas experiéncias, foram importantes para a construcao de um modelo matemaético
capaz de obter a estrutura dos produtos gerados pela recombinacao sitio-especifica usando
somente o nimero de supertor¢oes que estao no substrato sinaptico intermediario. Os
resultados dessas experiéncias sao apresentados com detalhes e relacionados ao polinomio
de uma varidvel, V K (t).

O polinémio de Jones pode ser escrito em termos do né (co), que por definigdo, nao pos-
sui uma orientacao global especifica. Essa é exatamente a propriedade matematica dese-
jada para os sistemas de enzima, tais como a integrase, que recombina os sitios-especificos

sem considerar a orientacao global. Primeiramente, devemos distingiiir a orientagao local
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da orientacao global.

Definicao 3.15. Orientacao Global ¢ a escolha de uma direcdao, na qual se caminha
em um DNA circular. Uma vez que a escolha € feita, ela nao pode ser alterada em
nenhum caminho do circulo, e portanto todos os segmentos do DNA possuem a mesma

direcao global.

Definicao 3.16. Orientacao Local ¢ a escolha de uma dire¢ao, na qual se caminha
em um pequeno segmento do circulo de DNA, e portanto a orientacdo local nao precisa

coincidir com a orientacao global.

Definicao 3.17. Repeticoes Diretas ¢ quando a orientacdo global concorda com a

orientacao local.

Definicao 3.18. Repeticoes Inversas ¢ quando a orientacao global discorda da ori-

entacao local.

Mostramos a seguir, dois exemplos de recombinacao integrase fago A\, onde iniciamos
com um substrato de DNA que possui a forma de um No trivial plectonémico. O Exemplo
3.4 mostra a recombinacao int agindo em sitios que possuem repeticoes inversas, e o

Exemplo 3.5 apresenta a recombinacao int agindo em sitios repetidos diretamente.

Exemplo 3.4. A Figura 3.17, ilustra a recombinacao int agindo em sitios repetidos in-
versamente. A orientacao local esta representada pelas flechas vazias e a orientagao global
estd representada pelas flechas cheias. Temos que, quatro supertor¢oes com nds (-) ficam
presas entre os sitios, mas esse numero pode variar. Como a resolvase e a integrase,
sao enzimas que alinham os sitios na forma localmente paralelos, como resultado um no
(00) € criado. O alinhamento paralelo dos sitios inversos, requer que o numero de nds
supertorcidos presos entre os sitios sejam pares, isto €, 2m onde m € um inteiro. A re-
combinagao introduz um novo né (+) que altera o sinal dos nds presos entre os sitios,

formando assim, um N6 com 2m+1 nds (+).

O resultado disso é que podemos obter a estrutura do N6 calculando seu polinomio de
Jones por um método de recursao, conhecendo somente o nimero de nés supertorcidos
presos no substrato sinaptico intermediario.

O método ¢ ilustrado pelos conjuntos das Figuras 3.5 e 3.18. O substrato é o estado
K, e o estado K, é o produto da recombinagao. Para calcular VK, (t) através da

equagao (3), determinamos Lk(Ky) e VK _(t) da seguinte forma:
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[ND

Recombinagio @
Q

D)

Figura 3.17: Recombinacgao por int entre sitios repetidos inversamente.

K’/l

Figura 3.18: Conjunto Estado para a recombinacao por int mostrada na Figura 3.17.

e Se o nimero de nés presos no substrato é 2m, entdo, existe exatamente 2m nés (+)
no estado Ky, portanto Lk(Ky)=m;

e Se o estado K_ é o produto que seria obtido se o substrato tivesse dois nds presos
a menos, isto é, 2m-2 nds, entdo, o estado K, da Figura 3.5, o N6 trifdlico (+), é o
produto obtido se dois nds supertorcidos sao presos, que é exatamente o estado K _

mostrado na Figura 3.18, onde quatro nds supertorcidos sao presos.

Dado Ky,,11 € Ko,—1 denotando, respectivamente, os produtos de recombinacao cujos
substratos possuem 2m e 2m-2 nds supertorcidos presos. Entao, usando a equagao (3) e

as analises anteriores, obtemos:

V Kopi1(t) = tV Koy () — (1 = )" = 0.

Se m=1, Figura 3.5, o estado K_ é o N6 trivial, e entdo VK_(t) = 1. Portanto, obtemos

uma férmula de recursao:

VK2m+1 (t) - tm

1+(1—t)§m:t2’“].

52



Capitulo 3. Os Invariantes Polinomiais

Com isso, temos:

e Para m=1:
VEK;(t) = —t* + >+,

que é o polinomio para o trifdlico T, Figura 3.5;

e Para m=2:
VEKs(t) = —t7 +1° — 5 +t* + 12,

que é o polinomio para o N6 toro positivo denotado por 5; como mostra a Tabela
3.2, Segao 3.5.

Conclusao do Exemplo 3.4.: O procedimento polinomial utilizado pode ser esten-
dido para substratos contendo qualquer nimero par de supertorgoes entre os sitios RI.
O produto é sempre um N6 toro positivo, e o nimero de nés do N6 aumenta de acordo
com o numero de supertor¢oes que sao presas. Isso é exatamente o que se observa nas
experiéncias. Portanto, essa é a primeira previsao matematica rigorosa do resultado e

mostra novamente o poder dos invariantes polinomiais.

Exemplo 3.5. A Figura 3.19, ilustra a recombinagao int agindo em sitios repetidos di-
retamente. A orientacao local estd representada pelas flechas vazias e a orientacdo global
esta representada pelas flechas cheias. Nesse caso, o numero de nos supertorcidos que $ao
presos € impar, isto €, 2m-1 onde m € um inteiro. Assim temos que cinco supertor¢oes
(-) s@o presas entre os sitios sinapsados no substrato. Nesse caso, um né (0) antes que
um nd (c0) € formado por wma orientagdo paralela dos sitios, e a recombinac¢ao cria um

nd (-), formando uma Catenane com 2m nds (-).

Apresentamos a seguir, um método de recursao para computar o polinomio de Jones do
produto, conhecendo somente o niimero de nés supertorcidos que sao presos no substrato
sinaptico intermediario.

O método esta ilustrado nas Figuras 3.10, 3.12 e 3.20. O estado K, é o substrato,
e o estado K_ é o produto depois da recombinagao. Para calcular VK _(t), usando a
equagao (2), devemos determinar VK, (t). O estado K, é o produto a ser obtido, se o
substrato iniciar com dois nés presos a menos, isto é, 2m-3 nés (-). Por exemplo, o estado

K_ na Figura 3.10, a Catenane negativa com interligagao tnica, ¢ o produto se um né é
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ﬂ Recombinagao (\/
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Figura 3.19: Recombinagao por int entre sitios repetidos diretamente.

preso. Mas isso é precisamente o estado K, na Figura 3.12, em que trés nds sao presos.
Similarmente, o estado K_ na Figura 3.12, a Catenane RD,,, é o produto se trés nds sao

presos, e é também o estado K, na Figura 3.20, em que cinco nds sao presos.
w \2
K. _

Figura 3.20: Conjunto Estado para a recombinacao por int mostrada na Figura 3.19.

Sejam Ko, e Koo, respectivamente, os produtos de recombinacao cujos substratos
possuem 2m-1 e 2m-3 nés presos. Entdo, usando a equagdo (2) e a andlise anterior,

obtemos:

W Kom_o(t) — tV Ko (t) — (812 —t71/2) = 0.

No caso quando m=1, Figura 3.10, o estado K consiste de dois circulos que nao estao

unidos, para que VK (t)=—(t'/? — t~'/2). Com isso, obtemos uma férmula de recursio:

V Ko (t) = —t 72 (/2 4 ¢71/2) [Ztl%l :

k=1
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Portanto, temos que:

e Para m=1:

VE,(t) = -t —71/2,

que é o polinomio da Catenane L, Figura 3.10.

e Para m=2:

que é o polinémio da Catenane RD,,, Figura 3.12.

e Para m=3:

VEg(t) = —t13/2 4792 4 4= 7/2 _y=5/2 4 4=3/2 _ 412

que ¢ o polinomio da Catenane toro sentido direito antiparalela com interligagao
tripla, Tabela 3.1 Segao 3.5, denotada por 62, Figura 3.19.

Conclusao do Exemplo 3.5.: O procedimento polinomial utilizado pode ser ge-
neralizado para diferentes niimeros impares de supertorcoes entre os sitios no substrato,
e o produto sempre pertence a mesma familia e difere somente no nimero de noés. Ex-
periéncias laboratoriais mostram que os produtos sao, de fato, Catenanes toro sentido

direito, e essa ¢ a primeira previsao matematica do resultado.
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3.5 Tabela de Polinomios

Nesta secdo, apresentamos uma tabela contendo os polinémios PK(l,m), de duas
variaveis (Lickorish & Millett, 1987), e os polinomios de uma varidvel VK(¢) (Jones,
1985), associados aos N6s Primos.

Para as Catenanes, os anéis possuem as orientacoes especificadas e sao ilustrados por
duas linhas, fina e grossa, que sao necessarias para facilitar a visualizacao da quantidade
de anéis componentes. Na primeira coluna temos a nomenclatura de Rolfsen, n;'-, onde n
¢ o numero de nos, ¢ é o nimero de anéis componentes e j distinglii projecoes planares
diferentes das Catenanes com o mesmo nimero de nés. A segunda coluna, representa os
polinémios PK(l,m) e VK (t) e a terceira coluna representa as projegdes planares das
Catenanes.

Para os Nos, a primeira coluna representa a notacao classica, n; de Alexander & Briggs
(1927), onde n é o numero de nds e ¢ distingiii projecoes planares que sao diferentes,

mas que possuem o mesmo numero de nés. A segunda coluna, representa os polinémios

PK(l,m) e VK(t) e a terceira coluna representa as projegoes planares dos Nés.

Tabela 3.1: Polinomios para Catenanes Diméricas Primos

Notagao de Polinomios de Jones Projecoes
Rolfsen Polinomios de Lickorish-Millett Planares
5 —t_l 2 tl 2
g m () OO
_t—5 2 t_l 2
2
21 m1( + %) — ml (D
—t_ll 2 +t—9 2 t—7 2 —t_3 2
2
4 m= =01 = P) +m(31 +1°) —m33 @
t77 2 2t75 2 + t73 2 2t71/2 +t1 2 t73 2
2
o1 ML= — 1) m(Y 4 20+ ) — m C@q
_—17/2 | 4—15/2 _ 4—13/2 | 3—11/2 _ 1-9/2 _ 4-5/2
67 71t5 tt t5 ﬁt 3 t5 7 ' 575 @
m= H(° +17) + m(—61° — 317) + m3(50° +17) — mPl N/
_t715 2 + 2t713 2 2t711 2 + 2t79 2 3.[/.77 2 + t75 2 t73 2
2
03 M (=8 — 1) 4+ (2 — 15— 17) 4 m3 (1 + 1) @
452 972 _ {13/2 4 415]2
2 -
T £ 2 ) (LT — 617 £ (T 4+ 51) — ml &
BT 202 1972 - 1T/2 =152 | —18/2 _ 4-11/2 _ =12 <
i Sed
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Tabela 3.2: Polinomios para Noés Primos

Notacao de
Alexander- Polinomios de Jones Projecoes
Briggs Polinomios de Lickorish-Millett Planares
1
01 1 O
—t 4t !
31 _912 _ |4 + m212 @
R e e
4 12— -4+ m? :
5 — Tt — 7 o
! 314 + 216 + m2(—4l* — 1) + m*4 o
5 —t Ot 2 — !
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Capitulo 3. Os Invariantes Polinomiais

3.6 Conclusoes

No estudo da topologia do DNA, polinomios associados com Nés e Catenanes sao im-
portantes em dois aspectos. Primeiro, descrevem e classificam No6s e Catenanes de uma
maneira precisa, e discriminam suas caracteristicas principais através de eventuais aspec-
tos da estrutura, permitindo uma determinacao rigorosa se duas formas sao idénticas ou
nao, e como as varias formas existentes estao relacionadas. Segundo, delineando aspectos
criticos da estrutura, os polinomios facilitam a determinacao do mecanismo enzimatico
que forma Nés e Catenanes.

O problema da classificacao é essencialmente solucionado para Nés e Catenanes conhe-
cidos. O numero de nds sustenta uma leitura de primeiro nivel na codificacao e é também
fundamental para a estrutura do DNA em solucao.

Apresentamos exemplos dos mecanismos de recombinacao sitio-especifica que utilizam
resolvase e integrase, onde o supertorcimento do substrato contribui para produzir es-
truturas de Nés e Catenanes, através de uma abordagem polinomial. Isso foi realizado,
através da comparacao do substrato e do produto no conjunto estado. Portanto, a es-
trutura dos produtos de diferentes mecanismos de recombinacao pode ser prevista com

precisao.
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Capitulo 4

Método de Aplicacao do Polinomio
de Jones para N6s Primos e

Catenanes Diméricas

Neste capitulo apresentamos, através de exemplos, o método de aplicagao polinomial
para se calcular o polinomio de Jones dos Nés Primos 5; e 77, e das Catenanes Diméricas
52 e 72. A concepgao desse método de aplicagao polinomial, ¢ de extrema importancia para
a compreensao do Capitulo 5. Este método de aplicagao polinomial pode ser encontrado

em [1].

4.1 NO Primo 5

Nesta secao apresentamos, passo a passo, uma féormula de recursao para se calcular o
polinomio de Jones do N6 Primo 5;. Essa férmula de recursao, é usada quando o substrato

de DNA possui a forma de um N6 trivial plectonémico ou de sua imagem refletida.

1° Passo) Para encontrarmos o Conjunto Estado do N6 Primo 51, procedemos da seguinte

maneira:

1. Usamos a projecao planar do N6 Primo 5y, veja Tabela 3.2 do Capitulo 3, e damos
a ela uma orientacdo. A orientacdo, é a escolha de uma direcao especifica a ser
percorrida e mantida por todo o fio do DNA, e nesse caso, pode ser feita de duas
maneiras: sentido hordrio ou sentido anti-hordrio, em nosso caso, escolhemos o

sentido anti-horario. Para os Noés qualquer que seja a escolha de uma diregao es-
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pecifica, nao acarretara em mudancas nos sinais dos nos, pois Nos possuem apenas

um componente;

2. Escolhemos qualquer um dos nés, e o definimos como sendo um dos estados do
Conjunto Estado, de acordo com o sinal do n6 escolhido. Em nosso exemplo, o N6
Primo 5; possui todos os nds (-), portanto escolhemos um deles e o definimos como

sendo o estado K_ do Conjunto Estado;

3. Através do estado K_, conseguimos encontrar os estados K, Ky e K., aplicando

as seguintes regras:

(a) A Passagem de Segmento que, em nosso caso, converte o sinal (-) escolhido em

um sinal (+) formando assim, o estado K;
(b) A Troca de Segmento que deleta o né (-) escolhido, formando o estado Kjy;

(¢) O quarto estado (K) que, em nosso caso, ¢ gerado de um N6 com um né
(-) em K_, entdo o né (00) é definido da seguinte forma: A parte superior do
segmento do né (co) é orientada da direita para a esquerda, enquanto que a
parte inferior do segmento é orientada da esquerda para direita. A Figura 4.1

ilustra o Conjunto Estado do N6 Primo 5.

()

Figura 4.1: Conjunto Estado do N6 Primo 5;.

2° Passo) Analisamos cada estado do Conjunto Estado do N6 Primo 5;, e concluimos
que o estado K, que representa o substrato da recombinacao, é um substrato de DNA
que possui a imagem refletida de um N0 trivial plectonémico. Sendo assim, podemos usar
uma féormula de recursao que nos permite calcular, de forma mais agil, o polindmio de
Jones através do nimero de supertorgoes que ficam presas entre os sitios de um substrato

plectonémico, pois através do Corolario 3.1 podemos fazer as devidas substituicoes para
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encontrarmos o polinomio da imagem refletida. A aplicacao desse método, para este caso,

¢ realizada da seguinte maneira:

1. O substrato plectonémico, que é a imagem refletida do estado K., possui sitios
com repeticoes inversas e pode ter seu polinomio de Jones calculado através de uma
férmula de recursao. Quando isso ocorre, o nimero de nés supertorcidos presos entre
os sitios tem que ser par, isto é, 2m onde m é um inteiro. Neste caso, o nimero de

nos presos entre os sitios é igual a 4, entao, temos que: 2m =4 =— m = 2;

2. Se o numero de nés presos no substrato é 2m, entao, existe exatamente 2m nés (+)
intercomponentes no estado que é a imagem refletida do estado Ky, e portanto Lk
(Ko) = m. Analisandoa imagem refletida do estado K, temos exatamente que Lk
(Ko) = m = 2, e 2m nds (+) = 4 nds (+) intercomponentes. Usando o método de

recursao, temos:

VEomi(t) = t™
k=1

1+ (1 —t)Zt%]
k=1

VEs(t) = £ [1+ (1 =) +t")]
VEKs () = —t"+1° =8> +t'+ ¢

1+(1—t)§:t2k]

VK5 () = ¢

3. Pelo Corolério 3.1 do Capitulo 3, temos que: VK5, (_y(t) = VK5, (4)(t7!). Entao, o
polindémio de Jones correspondente ao N6 Primo 5; é:
VEs(t)=—t"+t 05—t +t7 4172

4.2 N6 Primo 7;

Nesta secao mostramos, passo a passo, todo o procedimento do método de aplicagao

polinomial para se calcular o polinémio de Jones do N6 Primo 7.

1° Passo) Para encontrarmos o Conjunto Estado do N6 Primo 77, procedemos da seguinte

maneira;:

1. Usamos a projecao planar do N6 Primo 77, e damos a ela uma orientagao especifica;

2. Escolhemos qualquer um dos nés, e o definimos como sendo um dos estados do

Cojunto Estado, de acordo com o sinal do né escolhido. No caso em consideracao,
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o N6 Primo 77, escolhemos um sinal (-), e o definimos com sendo o estado K_ do

Conjunto Estado;

3. Através do estado K_, conseguimos encontrar os estados K., Ky e K, aplicando

as seguintes regras:

(a) A Passagem de Segmento que, em nosso caso, converte o sinal (-) em um sinal

(+) formando assim, o estado K ;
(b) A Troca de Segmento que deleta o né (-), formando o estado Ko;

(¢) O quarto estado (K ) que, em nosso caso, é gerado de um N6, com um né
(=) em K_, entdo o né (0o0) é definido da seguinte forma: A parte superior do
segmento do né (oo) é orientada da direita para a esquerda, enquanto que a
parte inferior do segmento é orientada da esquerda para direita. A Figura 4.2

ilustra o Conjunto Estado do N6 Primo 7;.

() (0) (0)

——

)

) ) n V)

N Ulade @ E s ) e A

@ QD DD TP
K K, K, K,

Figura 4.2: Conjunto Estado do N6 Primo 7.

2° Passo) Analisamos cada estado do Conjunto Estado do N6 Primo 77, e concluimos

que:
1. O estado K_ é o N6 Primo 77, cujo polinomio queremos encontrar;

2. O estado K, é a mesma proje¢ao do N6 Primo 77, diferenciando apenas no né (-)

escolhido;
3. O estado K é uma Catenane;

4. O estado K, é um N6.
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3° Passo) Nas anédlises acima, ainda nao foi possivel relacionar os estados K, e K, com
Nos e Catenanes que possuem polinomios conhecidos, portanto sera necessario encontrar-
mos o Conjunto Estado para cada um desses estados. Para isso, procedemos da seguinte

forma:
1. Calculando o polinémio de Jones do estado K :

(a) Seguimos exatamente o procedimento utilizado no 1° Passo, e obtemos o

Conjunto Estado para o estado K. A Figura 4.3 ilustra esse Conjunto Estado;

Figura 4.3: Conjunto Estado do estado K.

(b) Analisamos o Conjunto Estado, e concluimos que:

i. O estado K ¢é um No;
ii. O estado K’ é um N6 trivial, que por definicao é:
VKL(t) = 1;
iii. O estado K{, é a Catenane R,, logo seu polinomio de Jones é:
VEK)(t) = —t°/2 —1/2,

(c) Calculamos o polinémio de Jones do estado K’ da seguinte maneira:

VK (t) = VK. (t)+ (3% - ")V K((t)
VK (t) = 2(1) + (32 — /%) (=72 —1/%)
VK, (1) = —t"+*+1t

Observe que o estado K/, ¢ topologicamente igual ao trifélico 77 .
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2. Calculando o polinéomio de Jones do estado Kj:

(a) Seguimos exatamente o procedimento utilizado no 1° Passo, e obtemos o

Conjunto Estado para o estado Ky. A Figura 4.4 ilustra esse Conjunto Estado;

¢ 0 @1\ J
) ‘k’
K"

+) )

K,=K" Ky

Figura 4.4: Conjunto Estado do estado Kj.

(b) Analisamos o Conjunto Estado, e concluimos que:

i. O estado K’/ é uma Catenane;
ii. O estado K” é a catenane R, logo seu polinomio é:
VK" (t) = —t°/2 — ¢1/2;
iii. O estado K{f é o N6 F, portanto seu polinomio é:
VK{{t)=t2 =t +1—t+t%

(c) Calculamos o polinémio de Jones do estado K/, da seguinte maneira;

VK (t) = BVK'(t)+ 2 —t")\VEK](t)
VK (t) = (7 ="+ (2 =)t =t 1 -t + 1%
VK" (t) = —t732 42072 2 ot12 1 o432 - 3¢5/2 1 47/2 4972,

Observe que o estado K ¢ topologicamente igual a Catenane 63.
(d) Temos os polinémios de Jones correspondentes aos estados K, e Ky, onde:
o VK, (t)=VEK'\(t)=—t"+1*+1.
o VEKo(t) = VK (t) = —t=3/2 4 2¢71/2 — 21/2 4 2¢3/2 — 3¢5/2 - 17/2 — ¢9/2,
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4° Passo) Substituindo os estados K e Ky na equagao (3.2) do Capitulo 3, calculamos

o polinomio de Jones para o estado K_:

VK_(t) = t72VK(t)+ 32—tV EK(t) (3.2
VK (t) = t2(—t"+8+t)+ (32 —171/?)

(_t73/2 4 2t71/2 o 2t1/2 4 2t3/2 _ 3t5/2 4 t7/2 _ t9/2)
VK (1) = —t 24372 =3t +4— 4t + 32 — 2t +- %,

Entao, o polinomio de Jones para o N6 Primo 7; é:
VK (t)=—t3+3t72 =3t +4 — 4t + 3t> — 283 + t*.

4.3 Catenane Dimérica 5]

Nesta secao, mostramos o procedimento usado para se calcular o polinomio de Jones
da Catenane Dimérica 52. Esse procedimento é o mesmo usado na Segao 4.2, para se

calcular o polinomio do N6 Primo 7.

1° Passo) Para encontrarmos o Conjunto Estado da Catenane Dimérica 52, procedemos

da seguinte maneira:

1. Usamos a projecao planar da Catenane Dimérica 52, com a mesma orientagio da
Tabela 3.1 do Capitulo 3, pois uma mudanca na orientacao em um dos anéis com-

ponentes da Catenane, acarreta em uma alteracao nos sinais dos nés;

2. Escolhemos qualquer um dos nés, e o definimos como sendo um dos estados do
Cojunto Estado, de acordo com o sinal do né escolhido. Em nosso exemplo, a
Catenane Dimérica 57, escolhemos um sinal (-), e o definimos com sendo o estado

K_ do nosso Conjunto Estado;

3. Através do estado K_, conseguimos encontrar os estados K, Ky e K., aplicando

as seguintes regras:
(a) A Passagem de Segmento que, em nosso caso, converte o sinal (-) em um sinal
(4) formando assim, o estado K;
(b) A Troca de Segmento que deleta o né (-), formando o estado Kjy;

(¢) O estado K, em nosso caso, é gerado de uma Catenane, com um né (—) em

K_, entao o né (00) é definido da seguinte forma: A parte superior e a parte
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inferior do segmento do né (0o) sao orientadas da esquerda para a direita. A

Figura 4.5 ilustra o Conjunto Estado da Catenane Dimérica 52.

@ ) ) Q ST,
& GG G
K K. K, K,

Figura 4.5: Conjunto Estado da Catenane Dimérica 52.

2° Passo) Analisamos cada estado do Conjunto Estado da Catenane Dimérica 57, e

concluimos que:

1. O estado K_ ¢ a Catenane Dimérica 5%, cujo polinémio queremos calcular;

2. O estado K é a Catenane R, portanto seu polinomio de Jones é:
VK, (t) = —t5/2 — '/

3. O estado Ky é o N6 F, logo seu polinomio de Jones é:
VEKot)=t2—t714+1—t+t%

4. O estado K é o N6 trifélico T(-), entdo seu polinémio é:
VK (t)= -t +t3 4+t

3° Passo) Substituindo os estados K e Ky na equagao (3.2) do Capitulo 3, calculamos

o polinémio de Jones para o estado K_:

VK (t) = t2VEK(t)+ 32—tV EK(t) (3.2
VEK_(t) = tfz(_ts/z _ t1/2) + (t*3/2 _ t*1/2)

2=t +1—t+¢?)
VK _(t) = t77/2 24752 44732 _o471/2 1 412 32,
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Entao, o polinémio de Jones para a Catenane Dimérica 53 é:
VEg(t) =172 = 20752 4 ¢73/2 — 24712 4 4112 — 432,
1

4.4 Catenane Dimérica 73

Nesta se¢ao, mostramos como calcular o polinomio da Catenane Dimérica 72.

1° Passo) Para encontrarmos o Conjunto Estado da Catenane Dimérica 72, procedemos

da seguinte maneira:

1. Usamos a proje¢ao planar da Catenane Dimérica 72, com a mesma orientagao da
Tabela 3.1 do Capitulo 3, pois uma mudanga na orientagao em um dos anéis com-

ponentes da Catenane, causa alteracao nos sinais dos nés;

2. Escolhemos qualquer um dos nds, e o definimos como sendo um dos estados do
Cojunto Estado, de acordo com o sinal do né escolhido. Em nosso exemplo, a
Catenane dimérica 72, escolhemos um sinal (+), e o definimos com sendo o estado

K, do nosso Conjunto Estado;

3. Através do estado K, conseguimos encontrar os estados K_, K, e K., aplicando

as seguintes regras:
(a) A Passagem de Segmento que, em nosso caso, converte o sinal (4+) em um sinal
(-) formando assim, o estado K_;
(b) A Troca de Segmento que deleta o né (+), formando o estado Ky;

(¢) O estado K, em nosso caso, é gerado de uma Catenane, com um né (+) em
K., entao o né (c0) é definido da seguinte forma: A parte superior e a parte
inferior do segmento do né (0o) sao orientadas da esquerda para a direita. A

figura 4.6 ilustra o Conjunto Estado da Catenane Dimérica 72.

2° Passo) Analisamos cada estado do Conjunto Estado da Catenane Dimérica 7%, e

concluimos:
1. O estado K ¢ a Catenane Dimérica 7%, cujo polinomio queremos calcular;

2. O estado K_ é a mesma projegao da Catenane Dimérica 72, diferenciando apenas

no né (+) escolhido;

3. O estado Ky é um No;
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Figura 4.6: Conjunto Estado da Catenane Dimérica 72.

4. O estado K, é um N6.

3° Passo) Nas andlises acima, ainda nao foi possivel relacionar os estados K_ e K, com
Catenanes e N6s que possuem polindmios conhecidos, portanto serda necessario encon-
trarmos o Conjunto Estado para cada um desses estados. Para isso, procedemos desta

forma:

1. Calculando o polinéomio de Jones do estado K _:

(a) Seguimos exatamente o procedimento utilizado no 1° Passo, e obtemos o

Conjunto Estado para o estado K_. A Figura 4.7 ilustra esse Conjunto Estado;

Figura 4.7: Conjunto Estado do estado K _.

(b) Analisamos o Conjunto Estado, e concluimos que:
i. O estado K, =K_;

ii. O estado K” é a Catenane R, logo seu polinomio é:
VE_(t) = =72 — tV/2
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iii. O estado K é uma Catenane e Lk(Ky)=(+1), porque o lado que ocorreu
a delegdo do né (+) escolhido, compreende a ligacao de dois anéis da
Catenane;

iv. O estado K é a Catenane R,, logo seu polinomio de Jones é:

VK! (t) = —t>/2 —1/2,

(c) Agora podemos calcular o polinomio de Jones do estado K, da seguinte

maneira:

VK (t) = VK. (t)+ (1 — )’V E! (1)

2. Calculando o polinémio de Jones do estado Kj:

(a) Seguimos exatamente o procedimento utilizado no 1° Passo, e obtemos o

Conjunto Estado para o estado Ky. A Figura 4.8 ilustra esse Conjunto Estado.

()

=

) )

\L / \)(+) /) \)(+>
® ()\) ) (}AJ ) <%)

(+) ©)

K,=K" K" Ky
Figura 4.8: Conjunto Estado do estado Kj.

(b) Analisamos o Conjunto Estado, e concluimos que:
i. O estado K =Kj;
ii. O estado K é um No;
iii. O estado K” é o trifélico T(+), logo seu polinomio é:
VK"(t) = —t* + 3 + t;
iv. O estado K{/ é a Catenane RD,,, portanto seu polinomio é:
VEG(t) = —t"/2 4492 — 472 — 302,
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(c) Agora podemos calcular o polinémio de Jones do estado K, da seguinte

maneira;:

VK (t) = £VK'(t)+ (3% - ")V K] (1)
VK (t) = (" +¢5+1) + (¥ - 1/?)

VKI({t) = —t"+1t° - +t' + 4%

Observe que o estado K’/ é topologicamente igual a imagem refletida do N6

Primo 5;.

(d) Temos os polinémios de Jones correspondentes aos estados K_ e Ky, onde:
o VK_(t) = VK (t) =132 — /2 1 49/2 _ 247/2 _13/2,
o VKy(t)=VKI(t)=—t"+1° — > +t* + ¢

4° Passo) Substituindo os estados K_ e Ky, na equagao (3.2) do Capitulo 3, calculamos

o polinémio de Jones para o estado K :

VK (t) = VK _(t)+ P —t")VVEKy(t)  (3.2)
+ (B2 — ) (T 18—t 1)

Entao, o polinémio de Jones para a Catenane Dimérica 72 é:
VK72 — t15/2 . t13/2 . t9/2 _ t5/2.
7
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4.5 Conclusoes

Neste capitulo, procuramos apresentar com detalhes, o procedimento de aplicacao
polinomial, que classifica Nés e Catenanes através de um tnico polinomio de Jones. Essa
classificacao é feita relacionando os estados do Conjunto Estado de um N6 ou Catenane
com formas de No6s ou Catenanes que possuem polindomios que ja sao conhecidos. Nosso
objetivo, é de esclarecer o método da aplicagao polinomial que é fundamental para com-

preensao do presente trabalho.
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Capitulo 5

Aplicacao do Polinémio de Jones na

Recombinacao do N6 Primo 57

5.1 Introducao

Neste capitulo, apresentamos propostas para construcoes de modelos matematicos,
que possam prever todos os produtos gerados através de todas as possibilidades de re-
combinagao do N6 Primo 5;, baseando-se nas experiéncias laboratoriais realizadas com
as enzimas resolvase Tn3 e integrase, mostradas nas Secoes 3.4.2 e 3.4.3 do Capitulo
3. Este procedimento faz uso do método polinomial, onde cada forma topoldgica esta
associada a um tnico polinémio de Jones. Este polinomio além de permitir uma deter-
minagao rigorosa das moléculas de DNA que formam Nés e Catenanes, indica a estrutura
das moléculas relacionadas. Os polinomios dos produtos das rodadas de recombinacao
do N6 Primo 51, foram obtidos através do uso das Tabelas 3.1 e 3.2 e das defini¢oes do
Capitulo 3. O processo de recombinacao em consideracao, aborda dois casos: a geragao
de uma série de nés (+) ou (-) ao longo de um segmento continuo do DNA que possui
sitios com repeticoes diretas e a geracao de uma série de nds (+) ou (-) ao longo de um
segmento continuo do DNA que possui sitios com repeticoes inversas. Embora o segundo
caso nao tenha sido considerado em artigos que versam sobre o problema em consideracao,
nao podemos descartar a hipétese de que outras enzimas possam executar esse tipo de
recombinacao, devido a complexidade das reagoes enzimaticas.

Mostramos através de exemplos, que é possivel determinar a melhor forma topolégica
para facilitar a compreensao em cada tipo de recombinacao, porém fica a cargo do leitor
perceber que nao existem regras especificas que conduzam a equivaléncia entre a topologia

resultante da recombinacao e a topologia final, nesse caso o Unico instrumento a ser usado
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¢ a intuigao.

Primeiramente, na Secao 5.2 mostramos como € feita a recombinac¢ao do N6 Primo 5,
com sitios repetidos diretamente. Nas Subsecoes 5.2.1 e 5.2.2, definimos respectivamente,
as duas possibilidades desse tipo de recombinacao, isto é, a geragdo de um né (+) ou
um né (-) em cada rodada de recombinacao. A Segao 5.3, apresenta as possibilidades de
recombinacao do N6 Primo 5; com sitios repetidos inversamente, que estao divididas em
duas partes: a Subsecao 5.3.1 mostra a recombinagao gerando um né (4) em cada rodada
e a Subsecao 5.3.2 apresenta a geragao de um né (-) para cada rodada de recombinagao.
A seguir, na Secao 5.4, apresentamos a constru¢ao de um modelo matematico para a
recombinacao com sitios repetidos diretamente e repetidos inversamente ocorrendo em

Nos Primos. Finalmente, na Segao 5.5 apresentamos as conclusoes deste capitulo.

5.2 Recombinacao do N6 Primo 5; com Sitios Repeti-
dos Diretamente (RD)

Apresentamos nesta secao, o mecanismo de recombinagao do N6 Primo 5; que ocorre
em sitios repetidos diretamente. Esse evento de recombinacao ocorre quando as recom-
binases, enzimas que catalisam o processo, reconhecem seqiiéncias curtas especificas em
ambos os sitios de recombinacao e executam a troca reciproca entre esses sitios, podendo
gerar nés (+) ou nés (-), como poderemos observar nos modelos de recombinacao que
serao apresentados nas Subsecoes 5.2.1 e 5.2.2, respectivamente.

Os dois modelos foram baseados, na experiéncia da recombinacao realizada em plasmi-
deo, molécula de DNA circular, mediado por resolvase TnS3 in vitro, descrita na Subsecao
3.4.2 do Capitulo 3. Nesse tipo de recombinagao, a enzima age quase sempre em repetigoes
diretas gerando um né (+) para cada rodada, [1], [2] e [3].

Os dois modelos apresentados mostram as duas possibilidades de recombinacao do N6
Primo 5; com repeticoes diretas, gerando um né (4) ou um né (-) em cada rodada de
recombinacao. Nos dois casos o ntimero de componentes ¢é alterado em cada rodada da

recombinagao, e os resultados obtidos comprovam os resultados demonstrados em [1].

5.2.1 Recombinagao gerando um né (+) em cada rodada da

recombinacao

Nesta subsecao, mostramos como determinar os polinomios de Jones dos produtos

resultantes das quatro primeiras rodadas de recombinacao do N6 Primo 5;. Essa re-
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combinagao ocorre em sitios RD, gerando um né (+) em cada rodada. Posteriormente,
comentamos sobre esses resultados polinomiais.

Primeiramente, considere como substrato o N6 Primo 5;, que definimos como S; e
para os produtos resultantes dessa recombinacao definimos, K7, Ks, K3 e K4 como sendo,
respectivamente, a primeira, a segunda, a terceira e a quarta rodada da recombinacao. A

Figura 5.1, ilustra essas quatro primeiras rodadas de recombinagao do substrato S.

Figura 5.1: As quatro primeiras rodadas de recombinac¢ao do N6 Primo 5.

Mostramos a seguir, o procedimento usado para calcular os polinomios de Jones cor-

respondentes aos produtos resultantes de cada uma das quatro rodadas de recombinacao
do N6 Primo 5y:

1°) Determinamos os conjuntos estados para K;, Ky, K3 e K4, da seguinte forma:

(a) Em cada rodada de recombina¢ao um né (+) foi gerado, definimos cada uma dessas

rodadas como sendo o estado K., e aplicamos em K, as seguintes regras:

e Passagem de Segmento, que nesse caso, converte o né (+) gerado em K, em um né

(-), formando assim o estado K_;

e Troca de Segmento, que nesse caso, converte o n6 (+) do estado K, em um né (0),

formando o estado Kj;

e O Quarto Estado que, para esse caso, converte o n6 (+) do estado K, em um né

(00), formando o estado K.

(b) As Figuras 5.2, 5.3, 5.4 e 5.5 ilustram, respectivamente, os conjuntos estados de Kj,
K5, K3 e K;. Observe que, iniciando com um Né como substrato e para qualquer m

inteiro positivo, temos que:
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1. Para as rodadas Ky, Ky, ..., K, os produtos dessas rodadas serao sempre Nos;
2. Para as rodadas K, K3, ..., Ks,,_1, 0s produtos dessas rodadas serao sempre Cate-
nanes.

2°) Analisamos os conjuntos estados acima, para cada rodada de recombinacao e as-
sociamos as formas topoldgicas encontradas nos estados K_, Ky e K, com as formas
topologicamente equivalentes das Tabelas 3.1 e 3.2, Secao 3.5 do Capitulo 3, as quais ja
possuem polinomios conhecidos. Posteriormente, substituimos os polinomios encontrados
em K_, Ky e K., de cada conjunto estado na equagao (3.2), Segao 3.2 do Capitulo 3, para
calcular os respectivos polinomios de Jones dos produtos resultantes das quatro primeiras
rodadas de recombinacao. Em seguida, associamos cada polinomio com a sua respectiva

forma topoldgica através das Tabelas 3.1 e 3.2.

1. Para o conjunto estado de K; (Figura 5.2), temos:

Figura 5.2: Conjunto Estado da primeira rodada de recombinacao, Kj.

1.1. Relacionando as formas topolégicas:

e K, = K, portanto:
VK, (t) = VK (t),

e K_ = A Catenane 62, entao:
VK_(t) — _t717/2 + t715/2 _ t713/2 + t711/2 _ t79/2 - t,5/2;
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o Kyp=S9, logo:
VEKo(t)=—t7T+t 5 -t ¢4+ 172

e K, = N¢ trivial, que por definicao:

VK,(t) =1.
1.2. Calculando o polinémio de Jones correspondente:
VK(t) = VK. (t)=tVEK_(t)+ (3 — t/2)V Ko(t)
(e e G A A A
1.3. Associando o polinémio calculado com a sua respectiva forma topoldgica:

e O polinomio de Jones do estado K, é o polinémio de Jones da Catenane 42. Por-

tanto o estado K; é a Catenane 47.

2. Para o conjunto estado de K5 (Figura 5.3), temos:

Figura 5.3: Conjunto Estado da segunda rodada de recombinacao, K.

2.1. Relacionando as formas topolégicas:

o K, = K, logo:
VEL(t) = VEs(1);
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e K_ =9, portanto:
VK (t)=—t7T+t 58—t +t71+17%

o Ky = Ky, entao:

VK(](t) — —t_11/2 4 t_9/2 - 25—7/2 - t_3/2;
e K., = N6 trivial, que por definicao:

VK (t) = 1.

2.2. Calculando o polinomio de Jones correspondente:

VEKy(t) = VK, (t)=t*VEK_(t) + (3 — t/2)V Ko (t)
VEyt) = VK ()=t (—t"+t 5t 174 +172)
+ (t3/2 . 751/2)(_25—11/2 + 792 -T2 t_3/2)

VEKy(t) = —t 4t 471

2.3. Associando o polinomio calculado com a sua respectiva forma topolégica:

e O polinomio de Jones do estado K5, é o polinémio de Jones do N6 Trifélico negativo

T_. Portanto o estado K5 é o trifélico (-).

3. Para o conjunto estado de K3 (Figura 5.4), temos:

Figura 5.4: Conjunto Estado da terceira rodada de recombinacao, Ksj.

3.1. Relacionando as formas topoldgicas:
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e K, = Kj, logo:
VE, () = VEs(1);

e K_ = Ki, entao:
VK,(t) — _t—ll/Q + t_9/2 _ t_7/2 _ t—3/2;

e Ky = N6 trifélico negativo (T_), portanto:
VEKo(t) = -t +t3 4174

e K., = N6 trivial, que por definicao:
VK,(t) = 1.

3.2. Calculando o polinomio de Jones correspondente:
VEKs(t) = VK (t) =t VEK_(t) + (32 — Y2V Ko(t)
(=t 4+t 2+t
VKs(t) = —t%2 712
3.3. Associando o polinomio calculado com a sua respectiva forma topolégica:

e O polindomio de Jones do estado K3, é o polinomio de Jones da Catenane 2%. Por-

tanto o estado K3 é a Catenane 27.

4. Para o conjunto estado de K, (Figura 5.5), temos:

Figura 5.5: Conjunto Estado da quarta rodada de recombinacao, Kjy.
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4.1. Relacionando as formas topologicas:

o K. = K,, entao:
VKL (t) = VEy(t);

e K = N¢ trifélico negativo (7_), portanto:
VEKo(t) = -t +t34+1t7Y

o Ky = K3, logo:
VEo(t) = —t=5/2 — 71/

e K., = N6 trivial, que por definicao:
VK (t) = 1.

4.2. Calculando o polindmio de Jones correspondente:
VE(t) = VK. (t)=t>VEK_(t) + (32 — tY2)V K,(t)

VE(t) = VK (t) =t} (=t 413417 + (32 —t1/?)

VEKi(t) = 1.

4.3. Associando o polinomio calculado com a sua respectiva forma topoldgica:

e O polinomio de Jones do estado K4, é o polinomio de Jones do N6 Trivial. Portanto

o estado K, é o N6 trivial.
3°) Analisando os resultados anteriores, concluimos que:
1. VK, (t) = VEK,(t);
2. VK_(t) = VK,_o;
3. VKo(t) = VK,_1;
4. VK (t) = 1.

Entao, via teoria polinomial, podemos determinar todos os produtos da recombinac¢ao
com sitios repetidos diretamente que geram um né (+) em cada rodada de recombinagao,
se conhecermos dois produtos quaisquer sucessivos. O polinomio de Jones pode ser com-

putado através da seguinte equagao geral:
VE,(t) = VK (t) =t VK, o+ (3?7 —tY)VEK,_,. (5.1)
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5.2.2 Recombinagao gerando um né (-) em cada rodada da re-

combinacao

Nesta subsecao, mostramos como determinar os polinomios de Jones dos produtos
resultantes das quatro primeiras rodadas de recombinacao do N6 Primo 5;. Essa re-
combinagao ocorre em sitios RD, gerando um né (-) em cada rodada. Posteriormente,
comentamos sobre esses resultados polinomiais. A Figura 5.6, ilustra as quatro primeiras
rodadas de recombinacao do substrato S, ja definidos na Subsecao 5.2.1, diferindo apenas

na geragao de um né (-).

Figura 5.6: As quatro primeiras rodadas de recombinag¢ao do N6 Primo 5;.

Mostramos a seguir, exatamente o mesmo procedimento usado na Subsecao 5.2.1, para
calcular os polinémios de Jones correspondentes aos produtos resultantes de cada uma

das quatro rodadas de recombinacao do N6 Primo 5;:

1°) Determinamos os conjuntos estados para K;, K, K3 e K4, da seguinte forma:

(a) Em cada rodada de recombinagao um né (-) foi gerado, definimos cada uma dessas

rodadas como sendo o estado K_, e aplicamos em K_ as seguintes regras:

e Passagem de Segmento, que converte o né (-) gerado em K_ em um né (+), formando

assim o estado K ;

e Troca de Segmento, que converte o né (-) de K_ em um né (0), formando o estado
Ko;

e O Quarto Estado, que converte o né (-) de K_ em um né (oo), formando o estado
K.
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(b) As Figuras 5.7, 5.8, 5.9 e 5.10 ilustram, respectivamente, os conjuntos estados de K7,
KQ, Kg (§] K4.

2°) Analisamos os conjuntos estados acima, para cada rodada de recombinacao e as-
sociamos as formas topoldgicas encontradas nos estados K., Ky e K, com as formas
topologicamente equivalentes das Tabelas 3.1 e 3.2, Secao 3.5 do Capitulo 3, as quais ja
possuem polinémios conhecidos. Posteriormente, substituimos os polinomios encontrados
em K, Ky e K, de cada conjunto estado na equagao (3.2), Segao 3.2 do Capitulo 3, para
calcular os respectivos polindmios de Jones dos produtos resultantes das quatro primeiras
rodadas de recombinacao. Em seguida, associamos cada polinomio com sua respectiva

forma topoldgica através das Tabelas 3.1 e 3.2.

1. Para o conjunto estado de K (Figura 5.7), temos:

D

&

I

()
%()
©)

K,

Figura 5.7: Conjunto Estado da primeira rodada de recombinagao, Kj.

1.1. Relacionando as formas topoldgicas:

o K = Ky, logo:
VK_(t) = VK (t);

e K, = A Catenane LD,, entao:
VK+(t) — _t—ll/Z + t—9/2 _ t_7/2 _ t—3/2;

e Ky= S, portanto:
VEKo(t)=—t""+t5 -t + 74+t
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e K, = N¢ trivial, que por definicao:
VK,(t) = 1.

1.2. Calculando o polinémio de Jones correspondente:
VE\((t) = VK (1) =t VK (t)+ (7 =t VK (1)
VK(t) = VEK_(t) =t 2(—t W2 44792 772 _¢73/2)
R I e [ R R A T A
1.3. Associando o polinomio calculado com a sua respectiva forma topoldgica:

e O polinoémio de Jones do estado K, é o polinémio de Jones da Catenane 62. Por-

tanto o estado K; é a Catenane 67.

2. Para o conjunto estado de K5 (Figura 5.8), temos:

()

+)

+)

:
:

x

Figura 5.8: Conjunto Estado da segunda rodada de recombinacao, K.

2.1. Relacionando as formas topolégicas:

o K = Ky, logo:
VK_(t) = VK(t);

e K, =5, portanto:
VK (t)=—t""+t 75—t +t71+ 7%
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o Ky = Ky, entao:
VK(](t) — —t_17/2 + t_15/2 _ t_13/2 + t_11/2 _ t—9/2 _ t_5/2;

e K, = N¢ trivial, que por definicao:

VEL(t) =1.

2.2. Calculando o polinomio de Jones correspondente:

VEKyt) = VEK_(t) =t 2VEK,(t)+ (t* =t VOV K(t)

VEKyt) = VEK_(t) =t 2(—t 7"+ttt 1724 32 —t71/7?)
VEyt) = —t 04470 — 8 77 76 475 4473,

2.3. Associando o polinomio calculado com a sua respectiva forma topolégica:

e O polinomio de Jones do estado K5, é o polinomio de Jones do N6 7;. Portanto o
estado Ky é o N6 7.

3. Para o conjunto estado de K3 (Figura 5.9), temos:

NE
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=~

Figura 5.9: Conjunto Estado da terceira rodada de recombinacao, K.

3.1. Relacionando as formas topolégicas:

o K = K3, logo:
VK_(t) = VK;5(t);
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L4 K+ = Kl, entao:
VK (1) = —t7\T/2 4 ¢=15/2 _4=18/2 4 y=11/2 _4=9/2 _4=5/2,

e Ky = Ky, portanto:
VEo(t) = —t "0+t —t 3477 — 704475 417

e K, = N6 trivial, que por definicao:
VK,(t) = 1.

3.2. Calculando o polinomio de Jones correspondente:
VKs(t) = VEK_(t) =t 2VEK.(t) + (3 =t V)V Ky(t)
(G e e ) )
3.3. Associando o polinomio calculado com a sua respectiva forma topoldgica:

e O polindomio de Jones do estado K3, é o polinomio de Jones da Catenane 8%. Por-

tanto o estado K3 é a Catenane 82.

4. Para o conjunto estado de K, (Figura 5.10), temos:

~
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| \/C/C[C{C/C/“

Figura 5.10: Conjunto Estado da quarta rodada de recombinagao, K.
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4.1. Relacionando as formas topologicas:

e K_ = K,, entao:
VK _(t) = VE4(t);

o K, = K,, portanto:
VK (t)=—t710 40 84 t77 — 476 4475 473,

o Ky = K3, logo:
VEy(t) = —t%/2 + 22 p19/2 Ly 1T/2 _ym15/2 4y 13/2 g2 )2,

e K, = N¢ trivial, que por definicao:
VK,(t) = 1.

4.2. Calculando o polinomio de Jones correspondente:
VKL t) = VEK_(t) =t VK. (t)+ {3 -t VHVK(t)
VK t) = VEK_(t) =t 2(—t7 0+t — B 1 ¢77 70 4472 4479
i (t’3/2 _ t’l/Q)(—t’%/Z Lp/2 p19/2 4 ym17/2  y15)2
L2 g2 t’7/2)
VE () = —t B4t 7710 79 48 T 70t
4.3. Associando o polinomio calculado com a sua respectiva forma topoldgica:

e O polinomio de Jones do estado K4, é o polinomio de Jones do N6 9;. Portanto o
estado K, é o N6 9.

3°) Analisando os resultados anteriores, concluimos que:
1. VK_(t) = VK,(t);
2. VK (t) = VK,_o;
3. VKo(t) = VK,_1;
4. VK (t) = 1.

Entao, via teoria polinomial, podemos determinar todos os produtos da recombinacgao

com sitios repetidos diretamente que geram um né (-) em cada rodada de recombinagao,
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se conhecermos dois produtos quaisquer sucessivos. O polinomio de Jones pode ser com-

putado através da seguinte equagao geral:

VEK,t)=VEK_(t) =t VK, o+ (t3? -t VHVK,_,. (5.2)

5.3 Recombinacao do N6 Primo 5; com Sitios Repeti-

dos Inversamente (RI)

Apresentamos nesta secao, o mecanismo de recombinacao do N6 Primo 5; que ocorre
em sitios repetidos inversamente. A recombinagao ocorre via troca reciproca entre ambos
os sitios, que sdo reconhecidos pelas recombinases, podendo gerar nés (+) ou nés (-) ao
longo de um segmento continuo de DNA, como poderemos observar nas Subsecoes 5.3.1
e 9.3.2, respectivamente.

Nos dois casos apresentados, o nimero de componentes nao ¢é alterado em cada ro-
dada de recombinagao. Seguimos o procedimento adotado nas subsegoes anteriores, para
calcular os polinomios dos produtos gerados pela recombinacao do N6 Primo 5;.

Até onde é de nosso conhecimento, trataremos nas Subsegoes 5.3.1 e 5.3.2, e na Segao
5.4, de propostas de construcoes de modelos matematicos capazes de prever os produtos
resultantes desses tipos de recombinagoes, em um contexto nao considerado anteriormente
na literatura cientifica. Os resultados obtidos, nas subsegoes citadas anteriormente, podem
ser generalizados para qualquer processo que gera uma série de nds (4) ou (-) ao longo

de um segmento continuo de um N6 Primo de DNA, com sitios repetidos inversamente.

5.3.1 Recombinagao gerando um né (+) em cada rodada da

recombinacao

Nesta subsecao, mostramos como determinar os polinomios de Jones dos produtos
resultantes das quatro primeiras rodadas de recombinacao do N6 Primo 5;. Essa re-
combinagao ocorre em sitios RI, gerando um né (4) em cada rodada. Posteriormente,
comentamos sobre esses resultados polinomiais.

Considere as mesmas definicoes ja feitas anteriormente para o substrato S, N6 Primo
51, e para os produtos resultantes dessa recombinacao, isto é, Ky, Ky, K3 e K. A Figura
5.11, ilustra essas quatro primeiras rodadas de recombinagao do substrato S.

Mostramos a seguir, o procedimento que usamos para calcular os polinomios de Jones
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Figura 5.11: As quatro primeiras rodadas de recombinacao com sitios RI do N6 Primo 5;.

correspondentes aos produtos resultantes de cada uma das quatro rodadas de recom-

binac¢ao do N6 Primo 5;:

1°) Determinamos os conjuntos estados para Ki, Ky, K3 e K4, da seguinte forma:

(a) Em cada rodada de recombinagao um né (+) foi gerado, definimos cada uma dessas

rodadas como sendo o estado K, e aplicamos em K, as seguintes regras:

e Passagem de Segmento, que nesse caso, converte o né (+) gerado em K, em um né

(-), formando assim o estado K_;

e Troca de Segmento, que nesse caso, converte o né (+) do estado K, em um né (0),

formando o estado Kj;

e O Quarto Estado que, para esse caso, converte o n6 (+) do estado K, em um né

(00), formando o estado K.

(b) As Figuras 5.12, 5.13 e 5.14 ilustram, respectivamente, os conjuntos estados de Kj,
KQ, K3 € K4.

2°) Analisamos os conjuntos estados acima, para cada rodada de recombinacdo e as-
sociamos as formas topoldgicas encontradas nos estados K_, Ky e K, com as formas
topologicamente equivalentes das Tabelas 3.1 e 3.2, Secao 3.5 do Capitulo 3, as quais ja
possuem polinomios conhecidos. Posteriormente, substituimos os polindomios encontrados
em K_, Ky e K de cada conjunto estado, na equagao (3.2), Se¢ao 3.2 do Capitulo 3, para
calcular os respectivos polinémios de Jones dos produtos resultantes das quatro primeiras

rodadas de recombinacao. Em seguida, associamos cada polinomio com sua respectiva
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forma topoldgica através das Tabelas 3.1 e 3.2.

1. Para o conjunto estado de K7, temos:

1.1. Relacionando as formas topoldgicas:

e K, = K; que é um No¢ trivial, portanto:

1.2. Associando o polinémio calculado com a sua respectiva forma topoldgica:

e O polinomio de Jones do estado K7, é o polinomio de Jones do N¢ trivial. Portanto

o estado K é o N6 trivial.

2. Para o conjunto estado de Ky (Figura 5.12), temos:

( ) © © ) *)

Figura 5.12: Conjunto Estado da segunda rodada de recombinacao, K.

2.1. Relacionando as formas topoldgicas:

o K, = Ky, logo:
VEL(t) = VEo(t):

e K =5, portanto:
VK (t)=—t7"+t 0 —t5 74+ ¢72

o Ky = A Catenane LD,, entao:
VKQ(t) — _t_11/2 + t_9/2 _ t—7/2 _ t—3/2;
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e K = K, portanto:
VK,(t) = 1.

2.2. Calculando o polinomio de Jones correspondente:
VEKy(t) = VK. (t)=tVEK_(t)+ (37 — 12V K(t)

VEy(t) = VK (t) =t} (—tTT 4+t 7> 474 4172 + (32 = t1/?)

VK (t) = —t 4+t 3447t

2.3. Associando o polinomio calculado com a sua respectiva forma topolégica:

e O polinomio de Jones do estado K5, é o polinémio de Jones do N6 Trifélico negativo
T_. Portanto o estado K5 é o trifélico (-).

3. Para o conjunto estado de K3 (Figura 5.13), temos:

(+

X \x A ¥

o % S/m
()

)

Lo )01
&J QD D AP

K,=K, K K, K,

Figura 5.13: Conjunto Estado da terceira rodada de recombinacao, Ks.

3.1. Relacionando as formas topolégicas:

o K, = K3, logo:
VKL () = VEK;(t);

e K_ = K, entao:
VK_(t) =1,
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e Ky = A Catenane LD,,, portanto:
VEo(t) = —t92 — /2 4 3/2 — ¢1/2;

o K = K>, entao:
VEKo(t) = —t*+t3+1L.

3.2. Calculando o polinomio de Jones correspondente:
VKs(t) = VEK_(t) =t>VEK,(t) + (37 — t/2)V K (t)

VEKs(t) = VK, (t) =t31)+ (% —/?)

VEKs(t) = —t5 4+ —t* 4202 — > 4+ ¢.

3.3. Associando o polinomio calculado com a sua respectiva forma topolégica:

e O polinomio de Jones do estado K3, é o polinomio de Jones da imagem refletida do

N6 primo 55. Portanto o estado K3 é a imagem refletida do N6 Primo 5s.

4. Para o conjunto estado de K, (Figura 5.14), temos:

] O O] @

A N 2 Ny f

R
( ( ( (

&)

&)

() (+) (+) +)

¢) (_)j(-) ) (_)j(-) ) (_)j(-) ) (_jﬁ)
) ¢ ) ) ) ¢

() ()
K,=K, K. K, K

o0

Figura 5.14: Conjunto Estado da quarta rodada de recombinacao, K.

4.1. Relacionando as formas topoldgicas:

o K, = Ky, logo:
VEL(t) = VE4();
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e K_ = K,, portanto:
VK (t)= -t +t34+174

e Ky = A Catenane LD, entao:

VKO(t) — —t_11/2 + t_9/2 _ t_7/2 _ t—3/2;
e K = K3, portanto:

VEKo(t) = =t +1° — 1+ 263 — 12 + t.

4.2. Calculando o polinomio de Jones correspondente:
VE(t) = VK. (t)=t>VEK_(t) + (32 — V)V K,(t)

VK, (t) VK (t) =t} (=t 4+t 171 4+ (32 — 1/?)
(_t711/2 + Z579/2 _ t77/2 _ t73/2)

VK (t) = t7> -2t 42t 272 42t 4t — 1.

4.3. Associando o polinomio calculado com a sua respectiva forma topolégica:

e O polinomio de Jones do estado Ky, é o polinomio de Jones do N6 Primo 65. Por-

tanto o estado K4 é o N6 Primo 6.
3°) Analisando os resultados anteriores, concluimos que:

e Para rodadas pares:

L VKL (t) = VE(t);
2. VE_(t) = VE,_s;
3. VKo(t) = VKLp,;
4. VEo(t) = VK, ;.

e Para rodadas fmpares:

t) = VE(t);
t) = VK, s;

1. VK, (
2. VK_(
3. VKo(t) = VKLDW;

4. VEKoo(t) = VK, ;.
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Entao, via teoria polinomial, podemos determinar todos os produtos da recombinacao com
sitios repetidos inversamente que geram um né (4) em cada rodada de recombinacao, se

conhecermos dois produtos quaisquer sucessivos. Considerando:

1. n = o numero de rodadas;
2. Lk(Ko(Kn,Q)) = o numero de ligagoes da Catenane do estado Ky da rodada K,,_»;

Entao, o polinomio de Jones pode ser computado através da seguinte equacao geral:

VE,(t) = VK, (t) = tVK,_o+ (1 — t)** o)V, (5.3)

5.3.2 Recombinagao gerando um né (-) em cada rodada da re-
combinacao

Nesta subsecao, mostramos como determinar os polinomios de Jones dos produtos

resultantes das quatro primeiras rodadas de recombinacao do N6 Primo 5;. Essa recom-

binagdo ocorre em sitios RI, gerando um né (-) em cada rodada. Posteriormente, co-

mentamos sobre esses resultados polinomiais. A Figura 5.15, ilustra as quatro primeiras

rodadas de recombinagao do substrato S, ja definidos na Subsecao 5.3.1, diferindo apenas

na geragao de um né (-).

)

()

=g Rl

N K, © ©
K3

Figura 5.15: As quatro primeiras rodadas de recombinacao com sitios RI do N6 Primo 5;.
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Mostramos a seguir, exatamente o mesmo procedimento usado na Subsecao 5.3.1, para
calcular os polinomios de Jones correspondentes aos produtos resultantes de cada uma

das quatro rodadas de recombinacao do N6 Primo 5;:

1°) Determinamos os conjuntos estados para K;, Ky, K3 e K4, da seguinte forma:

(a) Em cada rodada de recombinagao um né (-) foi gerado, definimos cada uma dessas

rodadas como sendo o estado K_, e aplicamos em K_ as seguintes regras:

e Passagem de Segmento, que converte o né (-) gerado em K _ em um no (+), formando

assim o estado K ;

e Troca de Segmento, que converte o né (-) de K_ em um né (0), formando o estado

Ko;

e O Quarto Estado, que converte o né (-) de K_ em um né (00), formando o estado
Koo

(b) As Figuras 5.16, 5.17, 5.18 e 5.19 ilustram, respectivamente, os conjuntos estados de
Kla KQ, Kg e K4.

2°) Analisamos os conjuntos estados acima, para cada rodada de recombinacdo e as-
sociamos as formas topoldgicas encontradas nos estados K., Ky e K, com as formas
topologicamente equivalentes das Tabelas 3.1 e 3.2, Secao 3.5 do Capitulo 3, as quais ja
possuem polinomios conhecidos. Posteriormente, substituimos os polinomios encontrados
em K, Kye K de cada conjunto estado, na equagao (3.2), Secao 3.2 do Capitulo 3, para
calcular os respectivos polinomios de Jones dos produtos resultantes das quatro primeiras
rodadas de recombinacao. Em seguida, associamos cada polinomio com sua respectiva

forma topoldgica através das Tabelas 3.1 e 3.2.
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1. Para o conjunto estado de K; (Figura 5.16), temos:

O Hi/ \;\‘i/ \M(
\K/) /b ) \(8 © )ﬁ
b op B

+) K, K

K, =K. K,

Figura 5.16: Conjunto Estado da primeira rodada de recombinagao, K.

1.1. Relacionando as formas topoldgicas:
e K = Ky, logo:
VEK_(t) = VK(t);
e K, = Nb trivial, que por definicao:

VE, () =1

e Ky = A Catenane LD,,, entao:
VKo(t) = —t92 — 52 4 13/2 — ¢1/2%;

e K =S, portanto:
VEKo(t)=—t""4+t 5 —t5+t7 14172

1.2. Calculando o polinomio de Jones correspondente:

VK(t) = VEK_(t) =t VK. (t)+ 3 -t VHVK,(t)
VEK(t) = VEK_(t)=t2(1)+ (3% —t71/?)
(—t9/2 . 235/2 + t3/2 B t1/2)

VK (t) = t72 -t 42 -2t 4+ >+t

1.3. Associando o polinomio calculado com a sua respectiva forma topoldgica:

e O polinomio de Jones do estado K, é o polinomio de Jones da imagem refletida do

N6 Primo 6;. Portanto o estado K7 é a imagem refletida do N6 Primo 6.
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2. Para o conjunto estado de K, (Figura 5.17), temos:

Figura 5.17: Conjunto Estado da segunda rodada de recombinacao, K.

2.1. Relacionando as formas topolégicas:

o K = K, logo:
VK_(t) = VK,y(t);

e K, =5, portanto:
VK (t)=—t"T"+t 58—t +t71+17%

e Ky = A Catenane LD,, entao:
VKQ(t) — _t711/2 + t79/2 _ t77/2 _ t*3/2;

e K, = Ky, portanto:
VK (t)=t2—t14+2 -2t +¢* -3+ t*

2.2. Calculando o polinomio de Jones correspondente:
VEy(t) = VEK_(t) =t VK, (t) + (t732 =t V)V K(t)

VEKyt) = VK () =t2(—t7"+t 5t 17 +172)

VEyt) = —t 24t =27 4370 — 272 27 — 73 4172
2.3. Associando o polinomio calculado com a sua respectiva forma topolégica:

e O polinomio de Jones do estado Ks, é o polinomio de Jones da imagem refletida do

N6 Primo 75. Portanto o estado K5 é a imagem refletifa do N6 Primo 75.
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3. Para o conjunto estado de K3 (Figura 5.18), temos:

g ?\“ ?) \%()
© )
gl 18 14
0 ()i‘“ (! 5 @ “) 5 < ©) ,,Q ©
- K,

Figura 5.18: Conjunto Estado da terceira rodada de recombinacao, K.

3.1. Relacionando as formas topolégicas:

e K_ = K3, logo:
VK_(t) = VKs(t);

e K, = K, portanto:
VK (t)=t2 =t +2 -2t + 12 — 3 + ¢4

e Ky = A Catenane LD,,, entao:
VKQ(t) — —t9/2 _ t5/2 + t3/2 _ t1/2;

o K = K, entao:
VK o(t)= -t 4+t8—27"43t70 — 25 42674 — 73 4172

3.2. Calculando o polinomio de Jones correspondente:
VEKs(t) = VEK_(t) =t VK, (t) + (t73? =t V)V EK(t)
VEK3(t) = VK _(t) =t 2@t -t 4220+ —1* + 1%
VEs(t) = t™4—t3 42t -2 -3t 43 -3t +2t> — 13 414,
3.3. Associando o polinomio calculado com a sua respectiva forma topolégica:

e O polinomio de Jones do estado K3, é o polinomio de Jones da imagem refletida do

N6 Primo 83. Portanto o estado K3 é a imagem refletida do N6 Primo 8;.
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4. Para o conjunto estado de K, (Figura 5.19), temos:

(+) (0) ()

@[
§) 18 18] 1§

o)
© (_)ju ) (_)j(-) 5 © +) ()i(ﬂ
‘—J \/() &) \/() <+>\/<+)

©) ) ©
K,=K_ K, K, K.,

Ve
1

oo

L

Figura 5.19: Conjunto Estado da quarta rodada de recombinacao, Kjy.

4.1. Relacionando as formas topologicas:

o K_ = Ky, logo:
VEK_(t) = VK4(t);

o K. = K, entao:
VE ()= =t 4¢3 =200+ 375 =265 + 274 — 73 + 7%

e Ky = A Catenane LD, portanto:
VEKo(t) = —t= /2 4 ¢79/2 _ ¢=7/2 _4=3/2,

e K = K3, entao:
VK (t) =t —t3+2t—2—3t71 +3 -3t +2t2 — 3+t

4.2. Calculando o polinomio de Jones correspondente:
VE(t) = VEK_(t) =t2VEK,(t) + (t7? =t V)V K(t)
VEyt) = VEK_() =t2(=t 2+t 8 27743t — 275 4271 — 73 472
VK t) = —t 47102079 4378 -3t 44t 3t 42t 2 -0
4.3. Associando o polinémio calculado com a sua respectiva forma topoldgica:

e O polinomio de Jones do estado K4, é o polinomio de Jones do N6 Primo 9. Por-

tanto o estado K4 é o N6 Primo 9.
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3°) Analisando os resultados anteriores, concluimos que:

e Para rodadas pares:

L. t) = VE,(1);

K_(
2. VK, (t) = VK, a;
3. VEKo(t) = VKpp,;
4

VK (t) = VK, ;.
e Para rodadas impares:

t) = VK, (1);

L VE_(
VKL (t) = VE, s

Do

3. VK()(t) == VKLDap;
4 VEKo(t) = VK, 1.

Entao, via teoria polinomial, podemos determinar todos os produtos da recombinacao
com sitios repetidos inversamente que geram um né (-) em cada rodada de recombinagao,

se conhecermos dois produtos quaisquer sucessivos. Considerando:
1. n = o numero de rodadas;
2. Lk(Koyk,_,)) = o ntmero de ligacoes da Catenane do estado K, da rodada K, _»;

Entao, o polinomio de Jones pode ser computado através da seguinte equacao geral:

VE,(t) = VK_(t) =t 'WVK,_ o+ (1 —t 1) 2)yE, (5.4)
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5.4 Construcao de um Modelo Matematico para Re-
combinacoes de N6s Primos com Sitios RD da

Familia Plectonémica

Nesta secao, apresentamos um modelo matematico capaz de prever o produto resul-
tante de qualquer rodada de recombinacao, de Nos e Catenanes Diméricas Primos que
pertencam a familia plectonémica, considerando somente o niimero de nés do substrato

e o numero da rodada que se deseja conhecer o produto. Considere as seguintes definig¢oes:

Definicao 5.1. Denote por N o numero de nos do substrato que pertenca a familia

plectonémica.

Definicao 5.2. Denote por m o niumero da rodada que se deseja conhecer o produto

resultante da recombinacao.

Entao, via teoria polinomial, podemos calcular o polindbmio de qualquer rodada de

recombinacao através dos seguintes teoremas:

Teorema 5.1. Para a recombinacao que gera nés (+) ao longo de um segmento continuo

de DNA, calculamos os polinomios dos produtos dos sequintes substratos:
1. Para Nos Primos Plectonémicos:
(a) Para 0 <n < N — 2, temos:

VK, (t)= |(=1)" i (—=t)F 4 (=) |t NFD2, (5.5)
k=(n—N)
(b) Para:
e n=N —1, o polinomio de Jones é: VK,(t) =1;
e n= N, o polinomio de Jones é: VK, (t) = (—t~Y/2 — 1/2);
e n= N +1, o polinomio de Jones é: VK, (t) = 1.
(¢) Paran > N + 2, temos:

VIL(t) = [(=D)™ ) (=t)F + (=1 | ¢V, (5.6)
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2. Para Catenanes Diméricas Plectonémicas:
(a) Para 0 <n < N — 2, temos:

VE,(t) = [ (=1)"*! i (=t)F 4 (=1)n Tt | ¢ NHD/2, (5.7)
k=(n—N)

(b) Para:
e n=N —1, o polinomio de Jones é: VK, (t) =1;
e n =N, o polinémio de Jones é: VK, (t) = (—t~1/2 — t1/2);
e n=N+1, o polinomio de Jones é: VK,(t) = 1.

(¢) Paran > N + 2, temos:

VK, (t) = (—1)““”_ (—t)F + (=) | ¢ N-D/2, (5.8)
k=2

Teorema 5.2. Para recombina¢io que gera nds (-) ao longo de um segmento continuo de

DNA, calculamos os polinémios dos produtos dos sequintes substratos:

1. Para Nos Primos Plectonémicos:

VE,(t) = |(=1)" Zz (—t)F + (=) | ¢ VD2, (5.9)
k=(—n—N)

2. Para Catenanes Diméricas Plectonémicas:

VE,(t) = |[(-1)" i (—=t)F 4 (1)t | ¢ NED2, (5.10)

k=(—n—N)

5.5 Conclusoes

Neste capitulo, até onde é de nosso conhecimento, apresentamos um modelo matemaéatico
capaz de prever os produtos resultantes de recombinagoes de Nés e Catenanes Diméricas
Primos, com sitios RD e RI que geram uma série de nés (+) ou (-) ao longo de um seg-
mento continuo de DNA, em um contexto nao considerado anteriormente na literatura

cientifica. Nosso objetivo, é de agilizar os calculos dos polinémios de Jones e mostrar que
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para a obtencao dos polinomios de Jones, da familia de Nés e Catenanes plectonémicos,
nao é necessario conhecer duas rodadas sucessivas.

Conseguimos obter os polinomios de Jones de qualquer rodada de recombinacao, de
um substrato que pertence a familia plectonémica, considerando somente o numero de
nos do substrato e o nimero da rodada que se deseja conhecer o produto. Eliminando
assim, a necessidade de encontrar duas rodadas sucessivas de recombinacao, e o conjunto

estado de cada uma dessas rodadas.
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Os procedimentos utilizados na construcao de modelos matematicos para os mecanis-
mos resolvase Tn3 e integrase capazes de preverem os produtos resultantes da recom-
binagao, encontrados nas literaturas [1], [2] e [3], consistem basicamente em conhecer
duas rodadas sucessivas quaisquer para se determinar todos os produtos de recombinacao
e saber a quantidade de nés supertorcidos presos entre os sitios do substrato, respec-
tivamente. Ressalta-se que para calcular o polinomio de um produto de recombinagao
que possui sitios com repeticoes diretas é necessario determinar o conjunto estado das
duas rodadas anteriores, associando cada um desses estados com as formas das Tabelas
3.1 e 3.2 que sao topoligocamente iguais a esses estados e que ja possuem um polindomio
conhecido, e para calcular o polindbmio de um produto de recombinacao que possui sitios
com repeticoes inversas é necessario que o substrato possua a forma de um NO trivial
plectonémico.

Por essa ser uma tarefa bastante ardua, havia a necessidade de se determinar um
método mais simples para obtencao dos polinomios de tais produtos de recombinacgao. E
essa foi a motivacao principal desta dissertacao, determinar modelos matematicos mais
simples capazes de preverem os produtos das rodadas das recombinagoes que possuem

sitios repetidos diretamente e inversamente.

6.1 Contribuicoes

No Capitulo 5 deste trabalho, encontram-se as suas contribuicoes. Nesse capitulo,
inicialmente estabeleceu-se uma proposta para construcao de um modelo matematico
capaz de prever todos os produtos de recombinacao do N6 Primo 5;. Tal proposta consiste

basicamente em se determinar, através do uso da técnica polinomial apresentada em [1],
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todos os produtos gerados por meio das quatro possibilidades de recombinacao que gera
um 16 (+) ou um né (-) ao longo de um segmento continuo do DNA em cada rodada de
recombinacao. Em seguida, os produtos gerados por recombinagao com sitios que possuem
repeticoes inversas, foram utilizados como passo intermediario para a construcao de um
modelo matematico capaz de prever, através de duas rodadas sucessivas, todos os produtos
desse tipo de recombinagao. Esse resultado pode ser generalizado para qualquer processo
que gera uma série de nés (+) ou nés (-) ao longo de um segmento de DNA que possui
repeticoes inversas. Enfatiza-se que, caso o substrato seja da familia plectonémica, inovou-
se ao empregar um modelo mateméatico capaz de prever todos os produtos resultantes das
rodadas de recombinagao, sem o conhecimento de qualquer rodada. A importancia desses
resultados estd no rigor matematico que eles acrescentam nos estudos da recombinacao,
na agilidade para obtencao dos polindmios de Jones em recombinagoes com sitios que
possuem repeticoes inversas e na praticidade de se obter os polinomios de Jones dos

produtos de recombinacao dos substratos da familia plectonémica.

6.2 Propostas para Trabalhos Futuros

Como temas para futuras pesquisas, propoem-se:

e Determinar métodos mais simples capazes de preverem os produtos resultantes da

recombinacao de outras familias de Nos ou Catenanes;

e Utilizar o método polinomial para compreender o mecanismo enzimatico de outras

enzimas;

e Pesquisar os varios campos de aplicagao polinomial dentro da biologia molecular
e enfocar um problema a ser estudado e modelado matematicamente através do

método polinomial;

e Aplicar o método polinomial no campo da terapia génica.
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