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Revelando detalhes estruturais de complexos de septinas hu-
manas por Crio-ME

MENDONCA, D. C.}; PORTUGAL, R. V.2; GARRATT, R.!
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nstituto de Fisica de Sdo Carlos - USP

2Laboratério Nacional de Nanotecnologia - CNPEM

Septinas sdo GTPases do citoesqueleto envolvidas em diversos processos intracelulares importantes,
como a divisdo celular, trafego de vesiculas, exocitose, entre outros. Elas atuam como barreiras que
impedem a difus3o livre de componentes da membrana plasmatica e também como andaimes, recrutando
outras proteinas para certas regides da célula. Em humanos, alteracdes nos niveis de expressio das
septinas ou mutacdes em seus genes estdo relacionadas com diversas doencas, como alguns tipos de
cancer, infertilidade masculina, doencas neurodegenerativas, entre outros. Fisiologicamente, as septinas
possuem a capacidade de interagirem entre si e se polimerizarem na forma de heterocomplexos, resultando
em filamentos que subsequentemente se organizam em estruturas maiores, como anéis e redes. (1)
Entretanto, existem muitos aspectos mecanicos dessas proteinas que ndo sio totalmente compreendidos,
incluindo os detalhes estruturais que determinam o agrupamento correto desses heterocomplexos. Em
humanos, ha a presenca de 13 genes que codificam septinas (SEPT1-SEPT12 e SEPT14), que podem
ser divididas em 4 grupos (Grupo da SEPT2, Grupo da SEPT6, Grupo da SEPT7, Grupo da SEPT3)
com base na similaridade de sequéncias. As septinas de cada um desses grupos possuem uma localizagcdo
especifica no complexo, formando, em geral, hexdmeros ou octdmeros. Durante o desenvolvimento desse
projeto, foi descoberto que os complexos hexaméricos sdo formados com a seguinte ordem: SEPT2-
SEPT6-SEPT7-SEPT7-SEPT6-SEPT2, contrariando um resultado consagrado na literatura que sugeria
uma ordem inversa, com SEPT7 na extremidade do complexo. (2-3) A continuagdo deste trabalho
tem o objetivo de investigar os complexos humanos em termos estruturais utilizando a Criomicroscopia
Eletronica de Transmissdo (Crio-ME) aliada a Analise de Particulas Isoladas, contribuindo com um melhor
entendimento do mecanismo de automontagem dessas proteinas. O primeiro complexo analisado foi o
hexamero humano composto por SEPT2, SEPT6 e SEPT7. Com o objetivo de evitar a polimerizacdo do
complexo em filamentos e obter uma amostra homogénea, foi utilizada uma construcdo da SEPT2 que
mantém apenas seu dominio G (que possui atividade GTPasica), excluindo os dominios N e C terminais
que garantem sua polimerizagcdo. Com as micrografias coletadas e processadas, foi possivel obter um
mapa de resolucdo global 3.4 A. Na literatura ha apenas uma estrutura de um complexo, obtida por
cristalografia de raios-X com resolucdo de 4.0 A, e composto pelas mesmas septinas estudadas nesse
trabalho. O mapa obtido por Crio-ME nesse projeto é o primeiro que proporciona a informacdo completa
de um complexo, além de confirmar, de forma mais direta, a ordem correta com que as septinas interagem
para formacdo desse hexdmero.Com essa melhor resolucdo, foi possivel também observar alguns detalhes
estruturais nunca vistos anteriormente, além de uma anélise de flexibilidade do complexo com a qual foi
possivel inferir de que forma os filamentos de septinas interagem com as membranas celulares.
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