
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

INSTITUTO DE FÍSICA DE SÃO CARLOS 

ADRIANO DE FREITAS FERNANDES 

Estudos biofísicos e estruturais das septinas de Drosophila melanogaster 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

São Carlos 

2023 

 



 
 

 



 
 

ADRIANO DE FREITAS FERNANDES 

 

Estudos biofísicos e estruturais das septinas de Drosophila melanogaster 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Física do Instituto de Física de 

São Carlos da Universidade de São Paulo, para 

obtenção do título de Doutor em Ciências. 

 

Área de concentração: Física Aplicada 

Opção: Física Biomolecular 

Orientador: Prof. Dr. Richard Charles Garratt. 

Versão Corrigida 

(versão original disponível na Unidade que aloja o Programa) 

 

São Carlos 

2023 



AUTORIZO A REPRODUÇÃO E DIVULGAÇÃO TOTAL OU PARCIAL DESTE
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRÔNICO PARA
FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

Fernandes, Adriano de Freitas
   Estudos biofísicos e estruturais das septinas de
Drosophila melanogaster / Adriano de Freitas Fernandes;
orientador Richard Charles Garratt - versão corrigida --
São Carlos, 2023.
   177 p.

   Tese (Doutorado - Programa de Pós-Graduação em Física
Aplicada Biomolecular) -- Instituto de Física de São
Carlos, Universidade de São Paulo, 2023.

   1. Filamentos oligoméricos. 2. Modelagem
computacional. 3. Difração de raios-X. I. Garratt, Richard
Charles, orient. II. Título.



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Deus, minha família e amigos. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

AGRADECIMENTOS 

 

A Deus por tudo ter permitido. 

Minha família pelo apoio em todos os momentos: Dona Cida (minha mãe), André, Ana, Elder, 

Luana, Samuel, Denise, Vilson, Eduarda, Sr. Ranulpho e todos os demais. 

À minha noiva, Giovana. 

Ao Prof. Dr. Richard Charles Garratt pela orientação, conselhos, discussões, paciência, ajuda 

para a realização deste projeto e pela confiança em mim depositada. 

Ao B-2 e a Jéssica por tantos anos de amizade e parceria, sofrimentos e alegrias desde os 

primeiros passos no laboratório e pela companhia até a conclusão deste trabalho. Em especial 

à Rê pela amizade e pelos diversos almoços. 

Aos colegas de laboratório: Ítalo, Diego, Higor, Jhon, Rafael, Deborah, Daniela, Fernanda, 

Jakeline, Eloy, Gabriel, Everton, Leonardo, Maminha e tantos outros! 

Aos técnicos de laboratório do Grupo de Biofísica e Biologia Estrutural “Sérgio Mascarenhas” 

que em muito me ajudaram: Susana, Bel, Andressa, Fernando e Humberto. 

Aos professores Fernando Bachega e Mário de Oliveira Neto pelas conversas e diversas 

contribuições. 

Em especial, ao Prof. Alessandro Silva Nascimento pela enorme contribuição com as análises 

computacionais!!! 

Aos demais professores do IFSC: Profa. Ana Paula Araújo, Prof. João Renato e Prof. Otavio 

Thiemann. 

Ao Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS) pela infraestrutura oferecida para os 

experimentos de SAXS e toda a infraestrutura disponibilizada pelo Centro Nacional de Pesquisa 

em Energia e Materiais (CNPEM). 

Ao Instituto de Física de São Carlos (IFSC) pelas instalações e contribuição para a formação. 

À CNPq pelo apoio financeiro fornecido (140739/2017-3). 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“ 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

“Se te oferecerem um assento em um foguete não pergunte qual é o assento, 

apenas embarque” 
Sheryl Sandberg, COO Facebook 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

RESUMO 

 

FERNANDES, A. F. Estudos biofísicos e estruturais das septinas de Drosophila 

melanogaster. 2023. 177 p. Tese (Doutorado em Ciências) - Instituto de Física de São Carlos, 

Universidade de São Paulo, São Carlos, 2023. 

 

As septinas são proteínas conhecidas originalmente por atuarem na formação do septo durante 

brotamento em Saccharomyces cerevisiae. Foram descritos em fungos e animais, e ausentes em 

plantas e bactéria. Apresentam como principais características um domínio conservado de 

ligação aos nucleotídeos de guanina (GTP/GDP) e a formação de filamentos oligoméricos, que 

são estruturas altamente organizadas. Para os estudos de septinas deste trabalho foi escolhido 

como organismo modelo Drosophila melanogaster, ou mosca-da-fruta, um organismo modelo 

representante da classe dos insetos. Esta espécie possui cinco genes codificantes às septinas 

Sep1, Sep2, Sep4, Sep5 e Pnut e filamentos se formam a partir da polimerização de hexâmeros 

lineares, sendo que o mais bem caraterizado tem a seguinte organização Sep1-Sep2-Pnut-Pnut-

Sep2-Sep1. Apesar do conhecimento dos genes relativos às septinas de Drosophila 

melanogaster, ainda há carência de informações estruturais que permitiriam compreender a 

montagem do hexâmero da forma correta. Neste estudo foram investigados parâmetros 

biofísicos e estruturais destas septinas em solução, bem como avaliada a formação de 

complexos diméricos e o hexâmero formado por um representante de cada grupo. Foi 

determinada a estrutura do heterodímero Sep1(G).Sep2(G) por difração de raios-X com 

resolução de 2,4 Å, sendo este o primeiro resultado experimental com informações estruturais 

para septinas desta espécie. Além disto, foram realizadas modelagens computacionais por 

homologia, dinâmica molecular e experimentos de Adaptive Steered Molecular Dynamics 

(ASMD) a fim de investigar os aminoácidos fundamentais para estabilizar as interações entre 

subunidades essenciais para a polimerização e por consequência, suas funções celulares. 

Mutagênese sítio-dirigida foi usada para testar hipóteses que surgiram a partir da modelagem e 

serviu para demonstrar uma diferença estrutural importante na interface central do hexâmero 

quando comparado com o complexo humano equivalente.  

 

Palavras-chave: Filamentos oligoméricos. Modelagem computacional. Difração de raios-X. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 



 
 

ABSTRACT 

 

FERNANDES, A. F. Biophysical and structural studies of Drosophila melanogaster septins. 

2023. 177 p. Tese (Doutorado em Ciências) - Instituto de Física de São Carlos, Universidade 

de São Paulo, São Carlos, 2023. 

 

Septins are proteins originally known to act in septum formation during budding in 

Saccharomyces cerevisiae. They have been described in fungi and animals, and absent in plants 

and bacteria. Their main characteristics are a conserved guanine nucleotide binding domain 

(GTP/GDP) and the formation of oligomeric filaments, which are highly organized structures. 

For the septins of interest in the present study, Drosophila melanogaster, or fruit fly, a model 

organism representing the insect class, was chosen as the model organism. This species has five 

genes encoding septins Sep1, Sep2, Sep4, Sep5 and Pnut and filaments are formed from the 

polymerization of linear hexamers, the best characterized having the following organization 

Sep1-Sep2-Pnut-Pnut-Sep2-Sep1. Despite the knowledge of the genes related to Drosophila 

melanogaster septins, there is still a lack of structural information that would allow us to 

understand the hexamer assembly correctly. In this study, biophysical and structural parameters 

of these septins in solution were investigated, as well as the formation of dimeric complexes 

and the hexamer formed by a representative of each group. The structure of the 

Sep1(G).Sep2(G) heterodimer was determined by X-ray diffraction with a resolution of 2.4 Å, 

which is the first experimental result with structural information for septins of this species. 

Furthermore, computational modeling by homology, molecular dynamics and Adaptive Steered 

Molecular Dynamics (ASMD) experiments were carried out in order to investigate important 

amino acid residues which stabilize the interactions between subunits for polymerization and, 

consequently, their cellular functions. Site-directed mutagenesis was used to test hypotheses 

that emerged from the modeling and served to demonstrate an important structural difference 

at the central hexamer interface when compared to the equivalent human complex. 

 

 

 

Keywords: Oligomeric filaments. Computer modeling. X-ray diffraction. 
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1 INTRODUÇÃO ÀS SEPTINAS 

 

Em 1971, Leland H. Hartwell identificou quatro genes fundamentais para a conclusão do 

ciclo de replicação celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, denominando-os por 

ScCDC3, ScCDC10, ScCDC11 e ScCDC12 devido ao fato destes genes estarem envolvidos no 

ciclo de divisão celular (Cell Division Cycle). (1-2) Posteriormente, constatou-se que mutações 

nestes genes impedem a formação de estruturas filamentosas responsáveis pela separação da 

célula-mãe da célula-filha. (3) Estes genes foram identificados indiretamente por microscopia 

de fluorescência, como sendo diretamente relacionados à formação destas estruturas 

filamentosas formadas no septo entre as células mãe e filha (4), como observado na Figura 1. 

Devido a esta função na participação de formação do septo celular, que foi a primeira função 

associada com estas proteínas, elas passaram a ser identificadas como septinas. (5)  

 
Figura 1 - Identificação de filamentos de septinas, através de microscopia de fluorescência, durante o processo de 

divisão celular em Saccharomyces cerevisiae. 

Fonte: Adaptada de GLADFELTER et al.(4) 
 

Verificou-se mais tarde a presença de septinas em outros organismos, particularmente 

eucariotos, além da levedura Saccharomyces cerevisiae, tais como fungos (eg. Candida 

albicans (6)), platelmintos (eg. Schistosoma mansoni (7)), artrópodes (eg. Drosophila 

melanogaster (8)) e mamíferos. (6) Entretanto, ainda não foi relatada nenhuma anotação 

genômica de septinas em plantas. (9) 

O número de genes de septinas pode variar bastante entre as espécies, sendo único em 

Chlamydomonas reinhardtii (9-10) e 13 em humanos (11), como pode ser observado na Tabela 
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1. Além dos genes já descritos, é possível verificar que o número de produtos proteicos pode 

ser ainda maior, devido às isoformas promovidas por splicing alternativo. (12) 

 

Tabela 1 - Exemplos de septinas em diferentes organismos. 

Organismo Septinas Total 

Chlamydomonas reinhardtii SEP1 1 

Saccharomyces cerevisiae CDC3; CDC10; CDC11; CDC12; Shs1; Shs3; Spr28 7 

Schizosaccharomyces pombe Spn1; Spn2; Spn3; Spn4; Spn5; Spn6; Spn7 7 

Candida albicans Cdc3; Cdc10; Cdc11; Cdc12; Shs7; Spr3; Spr28 7 

Eremothecium gossypii Hyp1; Hyp2; Hyp3; Hyp4; Hyp5; Hyp6; Hyp7 7 

Aspergillus nidulans ASPA; ASPB; ASPC; ASPD; ASPE 5 

Neurospora crassa Hyp1; Hyp2; Hyp3; Hyp4; Hyp5; Hyp6 6 

Caenorhabditis elegans UNC-61; UNC-59 2 

Drosophila melanogaster Sep1; Sep2; Sep4; Sep5; Pnut 5 

Xenopus laevis Hyp1; SEPT2 2 

Schistosoma mansoni SEPT5; SEPT7.1; SEPT7.2; SEPT10 4 

Mamíferos* 
SEPT1; SEPT2; SEPT3; SEPT4; SEPT5; SEPT6; SEPT7; SEPT8; 

SEPT9; SEPT10; SEPT11; SEPT12; SEPT14 
13 

* Em mamíferos estão incluídos os organismos Homo sapiens, Mus musculus (SEPT10a e SEPT10b) e Rattus 

norvegicus (SEPT10a e SEPT10b, (-) SEPT14). Destaque em negrito para proteínas que possuem informações 

estrutural já conhecidas, em especial para Sep1 e Sep2, as quais foram determinadas neste presente trabalho. 

 

Fonte: Adaptada de WEIRICH et al. (13) 

 

1.1 SEPTINAS: FUNÇÃO 

 

Apesar das septinas terem sido relacionadas primeiramente com o processo de 

citocinese, sabe-se atualmente que elas participam de diversos processos celulares, como a 

manutenção da estrutura da célula (formando filamentos, anéis, redes e barreiras de difusão em 

membranas), determinação da polaridade celular, espermatogênese, exocitose, ciliogênese, 

fagocitose, tráfego de vesículas, motilidade, formação de gaiolas e apoptose (Figura 2). (13-21) 

Devido a sua diversidade funcional, e principalmente a sua associação com componentes 
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proteicos do citoesqueleto, as septinas são consideradas o quarto componente do citoesqueleto 

junto com os microtúbulos, filamentos de actina e filamento intermediário. (21) 

Além disso, devido ao fato das septinas formarem filamentos e interagirem com proteínas 

associadas a membranas, microfilamentos e microtúbulos, tem-se que as mesmas ainda podem 

atuar como barreiras de difusão e plataformas (scaffolds) de interação com outras biomoléculas. 

(21) Devido ao seu papel em processos celulares importantes, não é de se surpreender de que 

mutações em septinas ou expressão ectópica foram associados a diversas doenças humanas tais 

como Doença de Alzheimer, Síndrome de Down, Doença de Parkinson e tumores. (22-25) 

 

 

Figura 2 - Localização das septinas nos processos celulares. 

 

Fonte: Adaptada de MOSTOWY; COSSART. (21)  

 

1.2 SEPTINAS: ESTRUTURA 

 

As septinas geralmente possuem a capacidade de se ligar a nucleotídeos de guanina 

(GTP ou GDP), sendo que algumas possuem a capacidade de hidrolisar o GTP. São proteínas 

que apresentam uma massa molecular entre 30 a 65 kDa e são pertencentes à superclasse das 

P-loop GTPases, que pode ser exemplificada pela superfamília dos pequenas GTPases - Ras de 

ligação a GTP, cuja estrutura é formada por seis fitas-β e cinco hélices-α como visto na (Figura 

3). (6) 
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Figura 3 -  Diagrama das estruturas secundárias dos domínios G. A) Ras pequenas GTPases e (B) septinas, 

ressaltando a conservação das estruturas de hélices-α e fitas-β (evidenciados em cinza e laranja, 

respectivamente), as alças características da superclasse P-l. 

      Fonte: Adaptada de WEIRICH et al. (6) 

 

A superfamília Ras é composta por proteínas que possuem a capacidade de hidrolisar e 

trocar nucleotídeos de guanina em taxas moderadas. Por consequência disto, verifica-se a 

existência de dois estados relativamente estáveis in vivo, sendo que a proteína pode estar ligada 

ao GTP (forma ativa) ou ao GDP (forma inativa). Desta forma, a regulação da atividade 

enzimática destas proteínas pode ser mediada através da ação de fatores de troca de GTPs (GEF, 

Guanine-Exchange Factors) e de ativação GTPásica (GAPs, GTPase activator proteins). 

Apesar de serem bem descritas as proteínas pertencentes à família Ras, ainda pouco se 

sabe sobre o mecanismo de regulação e importância da atividade GTPásica em septinas. (6) 

Observou-se que o tipo de nucleotídeo pode influenciar na interação das septinas com 

fosfolipídios de membrana (26), com outras proteínas (27) e até com elas próprias durante o 

processo de construção de um filamento. (28-30) Entretanto, ainda há uma grande escassez de 

conhecimento sobre o total mecanismo de atividade GTPásica em septinas. 

Septinas apresentam três domínios estruturais característicos: domínio N-terminal 

variável, um domínio de ligação ao nucleotídeo (GTP/GDP) e um domínio C-terminal variável 

com uma região predita para estruturação em coiled-coil (Figura 4). (31) 
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Figura 4 -  Esquema simplificado da organização proteica das septinas, com destaque para a região polibásica, 

domínio de ligação a GTP (com os motivos G1, G3 e G4), o elemento único de septina (Septin Unique 

Element - SUE) e a região prevista como coiled-coil (não necessariamente presente em todas as 

septinas). 

                  

Fonte: Adaptada de HALL et al.(32) 

 

 

O domínio N-terminal das septinas possui uma região polibásica que é nomeada como 

hélice-alfa zero (α0), presente na porção extrema do domínio, próximo ao domínio GTPase. É 

proposto que esta hélice seja capaz de interagir com membranas celulares. (26) O restante do 

domínio N-terminal é previsto por ser inteiramente desestruturado. (26,33) 

O domínio localizado na região central das septinas, domínio de ligação ao nucleotídeo 

(ou domínio G) é altamente conservado, apresentando no mínimo 75% de similaridade entre 

septinas da mesma espécie. (31) Este domínio possui uma região específica que difere as 

septinas de outras GTPases, a região Septin Unique Element (SUE), sendo este elemento 

encontrado exclusivamente em septinas. O propósito da hidrólise de GTP no contexto celular 

ainda não é totalmente elucidado, seja para a polimerização em heterocomplexos ou para a 

participação nos mais diversos processos biológicos. Entretanto, estudos realizados com 

mutantes em septinas que não fossem capazes de ligar ao GTP, apresentaram formação, 

aparência e localização celular e/ou funções alteradas. (30,34-35) 

Já o domínio C-terminal apresenta uma região predita para a formação de coiled-coils. 

Neste motivo há a presença de duas ou mais hélices anfipáticas que se enrolam entre si ao redor 

de um centro hidrofóbico, podendo ser paralelas ou antiparalelas. Em leveduras (S. cerevisiae), 

verificou-se que o domínio C-terminal é requerido para a interação entre CDC3 e CDC12. (36) 

Outro dado importante é que a porção C-terminal de septinas atua na estabilização dos 

filamentos para a interação de filamentos adjacentes de septinas permitindo a formação de 

estruturas de maior complexidade (redes, anéis). (37) Já estudos com septinas humanas sugerem 

que coiled-coils paralelos entre SEPT6 e SEPT7 estabilizam a formação do filamento enquanto 

que coiled-coils antiparalelos em SEPT4 são responsáveis pela interação entre filamentos 

adjacentes. (38-40)  
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1.3 SEPTINAS HUMANAS 

 

Em humanos, há um total de 13 septinas as quais foram divididas e classificadas em 4 

grupos baseados na similaridade de sequências de aminoácidos (Figura 5). (31,41) Estes grupos 

possuem características específicas, como o tamanho do domínio C-terminal (que é curto no 

Grupo I) ou devido à atividade catalítica (ausência no Grupo II). 

 Desta forma, classifica-se no Grupo I as SEPT3, SEPT9 e SEPT12, que apresentam um 

domínio C-terminal curto (sem apresentar uma sequência característica de coiled-coils). No 

Grupo II estão SEPT6, SEPT8, SEPT10, SEPT11 e SEPT14, sendo que estas proteínas são 

preditas por não possuir atividade catalítica. (42) Já no Grupo III estão presentes SEPT1, 

SEPT2, SEPT4 e SEPT5, sendo estas proteínas capazes de realizar a hidrólise do GTP (junto 

com grupos I e IV). Separadamente, está SEPT7 classificada no Grupo IV (Figura 5). (42,43) 

 

Figura 5 -  Classificação das septinas humanas no Grupo I (SEPT3, SEPT9, SEPT12), característico pelo C-

terminal curto, Grupo II (SEPT6, SEPT8, SEPT10, SEPT11, SEPT14), caracterizada pela ausência de 

atividade catalítica, Grupo III (SEPT1, SEPT2, SEPT4, SEPT5) com N-terminal de tamanho variável 

e Grupo IV (SEPT7). 

                 Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

1.4 SEPTINAS DE Drosophila melanogaster 

 

A mosca-da-fruta, ou Drosophila melanogaster é um organismo modelo versátil que 

tem sido usado em pesquisas biomédicas e de ciência básica para se estudar uma ampla gama 

de fenômenos. (44) Há muitas vantagens técnicas do uso de D. melanogaster sobre modelos de 
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vertebrados; eles são fáceis e baratos de cultivar em condições de laboratório, têm um ciclo de 

vida relativamente curto, produzem um grande número de embriões depositados externamente 

e podem ser geneticamente modificados de várias maneiras. (44) Pesquisas usando D. 

melanogaster auxiliaram em avanços importantes em nossa compreensão da biologia 

regenerativa contribuindo assim para a medicina regenerativa, bem como para as mais diversas 

áreas do conhecimento e da pesquisa básica. (44) 

A Drosophila melanogaster possui cinco genes para as septinas: Sep1, Sep2, Sep4, Sep5 

e Pnut. Estas proteínas podem ser classificadas em três diferentes grupos, baseado na 

similaridade da sequência de aminoácidos comparado com as septinas humanas. As Sep1 e 

Sep4 são pertencentes ao Grupo III, as Sep2 e Sep5 estão classificadas no Grupo II, enquanto 

a Pnut está no Grupo IV (Figura 6). 

 

Figura 6 -  Classificação das septinas de D. melanogaster. Verifica-se a presença do Grupos II (Sep2 e 

Sep5), Grupo III (Sep1 e Sep4) e Grupo IV (Pnut), porém não é possível observar a presença 

de septinas do Grupo I. Destaque para o tamanho equivalente do domínio N-terminal (azul) 

e C-terminal (preto). 

                  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Embora as septinas possuam diferentes números de representantes em diferentes 

espécies com tamanhos das regiões N-terminal e C-terminal bastante variáveis, o domínio GTP-

ase é bastante conservado. (46) Na Figura 7 a seguir, encontra-se o alinhamento do domínio 

central catalítico comparando septinas humanas e de Drosophila melanogaster. O alinhamento 

mostra a conservação da sequência de aminoácidos do domínio G entre septinas humanas e de 
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drosófila, destacando os resíduos característicos dos grupos nas cores vermelha, amarelo, azul 

e verde. Um resíduo característico é aquele que é conservado apenas em um grupo de septinas 

e diferente na mesma posição em septinas dos outros grupos (Rosa et al. 2020). Por exemplo 

temos a treonina do P-loop característica das septinas do subgrupo SEPT6 (em azul), que nas 

septinas dos outros grupos é uma serina. Esta treonina é importante para a especificidade de 

interação entre septinas dos subgrupos SEPT6 e SEPT2 (Rosa et al. 2020), o que demostra a 

importância dos resíduos característicos na especificidade da montagem do filamento. Este 

alinhamento será usado para descrever características estruturais em maior detalhe na seção 1.5 

e ao longo da discussão desta tese de doutorado. 
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Figura 7 -  Alinhamento entre septinas H. sapiens e D. melanogaster separadas em grupos. Em destaque (em quatro 

cores diferentes, conforme o grupo: vermelho, amarelo, azul e verde), resíduos característicos para cada grupo 

de septinas baseado em septinas humanas. Quando o mesmo resíduo é conservado também em septinas de 

drosófila, é destacado na mesma cor. Septinas de Drosophila melanogaster contém Dm no início do nome 

enquanto humanas não possuem um marcador no nome. Algumas regiões conservadas em pequenas GTPases 

(P-loop, switch I, switch II, motivos G1, G3, G4) e em septinas especificamente (S1-S4) são demonstradas. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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As cinco septinas de D. melanogaster se localizam similarmente na oogênese, incluindo 

anéis que flanqueiam os canais do anel germinativo. (45) Algumas mutações em septinas 

aumentam o fenótipo mutante da bazuca, um componente chave no estabelecimento da 

polaridade celular, sugerindo uma ligação entre a função da septina e a polaridade celular. (45-

46) 

Em D. melanogaster, a deleção do gene pnut resulta em um fenótipo letal com células 

multinucleadas por meio do bloqueio da citocinese. (8) A proteína Pnut e Sep1 estão associadas 

ao anel contrátil das células em divisão (47) em que Pnut, que inicialmente localizava-se no 

córtex na interfase, desloca-se para o sulco de clivagem durante a anáfase. 

Estudos realizados com mutações nas septinas Sep2 e Sep5 demostraram que as moscas 

conseguem chegar à fase adulta, porém se tornam inférteis. (48) Já mutações em Pnut levam as 

moscas à morte, indicando que esta proteína é essencial para a citocinese. (8) Estudos realizados 

por meio da localização celular da proteína Pnut constataram sua ausência em células do 

folículo quando há deleção nas Sep2 e Sep5, indicando que os complexos de septina não se 

formam na ausência destas proteínas. (45) 

Pouco se tem descrito sobre a Sep4 de D. melanogaster. Em 2012, Sep4 foi usada como 

modelo de estudo relacionado à doença de Parkinson, uma vez que seu ortologo humano 

(SEPT4) foi relacionada com esta doença. Desta forma, constatou-se também que a 

superexpressão de Sep4 no cérebro é tóxica para os neurônios e interage fisicamente com a 

região park, responsável pela Doença de Parkinson. (49) Esta pesquisa deixa evidente a 

importância de Drosophila melanogaster como um organismo modelo de estudos em biologia 

molecular.  

A primeira caracterização bioquímica de um complexo de septinas de D. melanogaster 

revelou a existência do complexo hexamérico composto por Pnut, Sep1 e Sep2, com duas cópias 

de cada produto gênico. Entretanto, o estudo individual destas proteínas in vitro, bem como a 

taxa de formação deste complexo ainda não foi investigada. Este heterocomplexo foi purificado 

por cromatografia de afinidade por meio do uso de anticorpos, sendo verificado por análises de 

Western blot que este era capaz de se polimerizar em hetero-filamentos. (50) 

Alguns dos trabalhos mais importantes sobre septinas de drosófila são os realizados por 

Mavrakis e colaboradores (28,51). Estes pesquisadores realizaram a purificação das septinas de 

drosófila e de humanos para isolar os hexâmeros. Estes complexos foram isolados e analisados 
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por meio de imagens de Microscopia Eletrônica de Transmissão por Contraste Negativo (NS-

EM) (Figura 8). Além disto, foi verificada a localização celular das septinas por meio da técnica 

de Microscopia de Fluorescência de Reflexão Interna Total (TIRF). Para isto, 1 mM de actina 

e 0,1 mM de septinas de Drosophila marcadas foram testados em diferentes combinações como 

descrito por Mavrakis et al. (28) Nessas condições, as septinas estão predominantemente 

presentes como hexâmeros cuja estrutura mais detalhada será descrita no Capítulo 6 desta tese. 

(28) Estes resultados confirmam a capacidade de interação de septinas com actinas, sendo 

também participantes da composição do citoesqueleto. 

 

Figura 8 - Análise 2D de partículas únicas de imagens de Microscopia Eletrônica de Transmissão por Contraste 

Negativo para os complexos A) Sep1.Sep2.Pnut.Pnut.Sep2.Sep1 e B) 

SEPT2.SEPT6.SEPT7.SEPT7.SEPT6.SEPT2. C) Imagens de fluorescência de reflexão interna total da 

comontagem de actina e septina reconstituída in vitro. Marcação realizada com AF594-actina com razão 

molar de 10% (esquerda), e AF488-Drosophila com razão molar de 10% (meio) e a imagem composta 

(direita) como descrito por Mavrakis et al. 

 

          Fonte: Adaptada de MAVRAKIS et al. (28,51) 
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1.5 FORMAÇÃO DE COMPLEXOS DE SEPTINAS 

 

As septinas realizam suas funções celulares através da polimerização. Esta capacidade 

de interação é indispensável para suas funções e seu efeito de polimerização foi observado em 

diversos organismos como leveduras, nematódeos, platelminto, mosca, camundongo e 

humanos. (52) Em todos os casos, os polímeros são formados a partir de uma unidade básica 

específica e que se difere para cada organismo: em leveduras a unidade básica é um octâmero, 

em nematódeos, um tetrâmero, em platelmintos e em mosca, um hexâmero e em humanos pode 

ser um hexâmero ou octâmero (7,37,53-55) Em eucariotos normalmente é verificado a co-

expressão de mais de um gene de septinas, o que permite a formação de heterofilamentos a 

partir de oligômeros compostos por mais de uma septina. (56) 

Os heterofilamentos formados por septinas de leveduras e septinas humanas são os 

melhores estudados. (37,57) Estes estudos revelaram que a unidade básica de polimerização 

está formada por três ou quatro septinas diferentes com uma ordem bem específica. Verificou-

se também que na formação destes complexos uma septina pode ser substituída por outra, desde 

que pertença ao mesmo grupo (descrito na seção 1.3). Esta substituição é permitida pela “Regra 

de Kinoshita”. (13,43) De acordo com esta regra, cada septina analisada individualmente em 

um complexo, pode ser substituída por qualquer outra septina pertencente ao mesmo grupo de 

septinas sem que haja grandes alterações na complexação de filamentos. (32) Isto sugere que 

para a formação do filamento, há uma especificidade de interação por grupos de septinas. (55) 

Em 2007, Sirajuddin e colaboradores determinaram pela primeira vez a estrutura de um 

heterocomplexo hexamérico de septinas humanas. (57) Esta estrutura cristalográfica foi 

depositada no banco de dados Protein Data Bank (PDB) (58) com resolução de 4 Å, em que 

era proposto que a ordem das diferentes septinas no hexâmero era 

SEPT7.SEPT6.SEPT2.SEPT2.SEPT6.SEPT7. (57) Entretanto, estudos posteriores utilizando 

microscopia eletrônica de transmissão realizados por Mendonça e colaboradores (59) do Grupo 

de Biofísica e Biologia Estrutural “Sérgio Mascarenhas” – IFSC/USP, levaram a uma revisão 

da ordem das septinas humanas mostrando que a correta é: 

SEPT2.SEPT6.SEPT7.SEPT7.SEPT6.SEPT2 (Figura 9). Esta ordem foi mais uma vez 

confirmada por Criomicroscopia Eletrônica de Transmissão (Cryo-EM), sendo obtida 

experimentalmente uma estrutura com uma resolução global de ~3,6 Å e uma resolução local 

entre 3,0 Å a 5,0 Å (PDB ID: 7M6J). A partir destes resultados, foi mais uma vez verificado 
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que no centro do heterofilamento hexamérico está presente uma interação entre duas 

subunidades de SEPT7 enquanto SEPT2 está no extremo do hexâmero. 

 

Figura 9 -  Unidade básica do heterocomplexo de septinas humanas mais bem caracterizado atualmente. É 

composto pelas septinas humanas SEPT7 (amarelo), SEPT6 (azul) e SEPT2 (vermelho). É possível 

observar as interfaces de contato (interface G e interface NC).                     

Fonte: Adaptada de MENDONÇA et al. (60) 

 

Embora a baixa resolução da estrutura do heterocomplexo resolvido por Sirajuddin e 

colaboradores em 2007 (57), esta permitiu identificar 4 interfaces de contato que estabilizam o 

heterofilamento; identificadas também por Mendonça e colaboradores em 2021. (60) Duas das 

interfaces nomeadas como interface G, formadas pelos domínios de ligação ao nucleotídeo de 

duas septinas diferentes (heterotípica SEPT2 e SEPT6) ou de duas septinas iguais (homotípica, 

SEPT7) (Figura 9). A outra interface presente é denominada NC, formadas pelas regiões N- e 

C-terminais do domínio G, junto com contribuições dos domínios N e C. Estas interfaces podem 

ser também heterotípicas (SEPT6 e SEPT7) ou homotípicas (entre duas SEPT2). Esta última 

interface é o que permite a polimerização de dois hexâmeros durante a formação de um 

filamento. Ambas as estruturas dos heterocomplexos permitiu também identificar a presença de 

GTP ligado em SEPT6 e GDP ligado em SEPT2 e SEPT7 (como esperado pelas suas 

características dos grupos). Com base no arranjo do hexâmero mostrado na Figura 9, e levando 

em conta as similaridades sequenciais (Figura 7) é possível deduzir que o arranjo do hexâmero 

observado para septinas de Drosophila (Figura 8) deve ser Sep1-Sep2-Pnut-Pnut-Sep2-Sep1 

com uma interface NC entre Pnut e Sep2 e interfaces G unindo Sep1/Sep2 e Pnut/Pnut. Uma 

interface potencial NC fica exposta nas extremidades do hexâmero, como no caso humano.  

Ao longo dos anos, a resolução de estruturas cristalográficas de septinas individuais ou 

de complexos heterodiméricos em alta resolução proporcionou informação detalhada das 
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características estruturais, principalmente do domínio G, de septinas. (61) A Figura 10 mostra 

o enovelamento de uma septina, com seus principais motivos estruturais importantes tanto na 

ligação e mecanismo de hidrolise do nucleotídeo como na formação das interfaces G e NC. Os 

motivos P-loop (verde), switch I (Sw1) e switch II (Sw2) são importantes para a ligação e 

hidrolise do GTP para GDP. As regiões do trans-loop1 e trans-loop2 (Tr1 e Tr2) importantes 

para a formação da interface G (juntos com os motivos previamente mencionados). As regiões 

polibásica (PB1 e PB2) junto com a hélice α5’ importantes para a estabilização da interface 

NC. (61) Finalmente, no modelo é destacado em laranja o Septin Unique Element, um motivo 

que diferencia as septinas das outras pequenas GTPases e demostrado como importantes no 

processo de polimerização de septinas em filamentos.  

 

 

Figura 10 - Enovelamento do domínio G de uma septina. Na estrutura os elementos de estrutura secundária são 

representados como hélices e fitas. São destacados os motivos e regiões importantes para a ligação do 

nucleotídeo GTP/GDP e para a formação das interfaces G e NC. Sw1: switch I; Sw2: switch II; Tr1: 

trans-loop1; Tr2; trans-loop2; PB: região polibásica; PAR: região poliácida; SUE: Septin Unique 

Element. 

                     

Fonte: Adaptada de MENDONÇA et al. (60) 

 

Rosa et al. (2020), descreve que o switch I determina a seletividade na interface G 

formada entre as septinas dos grupos II e III. (61) Este motivo estrutural contribui 

significativamente para a área de contato na interface G entre as septinas dos grupos II e III. 
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(61) Isso levanta a possibilidade de que a seletividade que une os membros desses dois grupos 

pode estar relacionada a interações seletivas envolvendo resíduos característicos do grupo 

encontrados nas regiões do switch I. Duas redes de interações envolvendo resíduos 

característicos nos switches I de ambas as subunidades do heterodímero formado por SEPT2-

SEPT6 foram identificadas. (62) A primeira envolvendo uma treonina (do P-loop) e uma 

histidina (do switch I) característica em SEPT6, interagindo numa cavidade formada por dois 

resíduos característicos do trans-loop1 da SEPT2 (uma fenilalanina e glicina) Thr característica 

(Figura 11A). A segunda rede de interação envolve a cadeia lateral de Ala71 pertencente ao 

switch I de SEPT2 (Grupo III), que interage numa cavidade formada pelos resíduos Leu161, 

Ser163, Leu166 e Glu203 de SEPT11 (Grupo II) (Figura 11B). (61) 

Outra interação importante que ocorre na interface G é dada via switch II. As estruturas 

cristalinas de homodímeros e heterodímeros tornaram possível demonstrar que a ordenação 

completa do switch II está relacionada com a formação de interfaces G fisiológicas. 

(30,42,61,63-64) A estrutura que resulta do emparelhamento das duas regiões switch II é 

mostrada na Figura 11C. Em geral, este emparelhamento não surge em interfaces G promíscuas, 

que frequentemente aparecem em estruturas cristalinas de domínios G isolados de uma única 

septina. Os resíduos envolvidos na ponte β da interface são mostrados como bastões e as duas 

ligações de hidrogênio que definem a ponte são mostradas como traços pretos em Figura 11C. 

As ligações de hidrogênio que estabilizam as voltas β também são indicadas. Em SEPT7, 

ligações de hidrogênio adicionais são formadas entre a cadeia lateral de Asn123 e a cadeia 

principal. Em SEPT2 este resíduo é substituído por uma Cys e em SEPT11 por uma Lys. Essas 

duas cadeias laterais estão enterradas sob a ponte β. 

A formação dos heterofilamentos de septinas estão também estabilizados pela interface 

NC, interface formada principalmente pelos domínios N e C-terminais de septinas iguais ou 

diferentes. (65) Nesta interface, como na interface G, existem interações envolvendo regiões 

específicas tanto dos domínios N e C-terminais como a contribuição do próprio domínio G 

(PB1 dentro da hélice α0, PB2, PAR e α6 mostrados na Figura 11C). Uma das outras regiões 

que contribuem na interface NC é hook-loop. O hook-loop é uma região no final do domínio N-

terminal, antes da hélice α0, que participa de uma interação do tipo domain-swapping. Desta 

forma, o hook-loop de uma subunidade fica enterrado numa cavidade do seu parceiro formada 

pela interface NC (Figura 11D). (65,66) Nesta região, um aminoácido destaca-se dentro dos 

outros. Uma fenilalanina se mostra como sendo crucial para a estabilização da interface NC 

entre parceiros. (65) Em estruturas conhecidas, esta fenilalanina, antes da hélice α0, está 
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enterrada em um bolsão hidrofóbico que auxilia na ancoragem da hélice dentro da interface NC. 

Destacam-se também alguns resíduos essenciais para a interface NC e/ou conformação de α0 

(Phe(HL), Phe(α0) e Pro(α0)); indicados em apenas uma cadeia (para maior clareza) na Figura 

11E. Essas fenilalaninas atuam como âncoras e são conservadas nos grupos SEPT2, SEPT6 e 

SEPT7, mas são mutadas para isoleucinas no grupo SEPT3, o que pode estar relacionado à 

mobilidade α0 adicional neste último. 

 

Figura 11 -  Interações específicas que estabiliza a interface G e interface NC de septinas. A) Interações envolvendo 

resíduos característicos da SEPT6 (His73 e Thr50) e da SEPT2 (Phe156 e Gly159). A rede de interação mostra 

como o grupo metilo da Thr50 (que adopta essa orientação pela interação com o GTP via uma molécula de 

água), interage com a His73 o que permite sua correta orientação na cavidade formada pelo trans-loop1 da 

SEPT2 (Phe156 e Gly159). B) A Ala71 é um resíduo característico do subgrupo SEPT2 e Ser163 pode ser 

considerado como tal para o subgrupo SEPT6. Esses resíduos estão em contato de Van der Waals na interface. 

Os resíduos característicos se agrupam na interface para formar um ponto de especificidade. C) Switch II de 

SEPT7 (PDB ID: 6N0B) na interface G homodimérica (acima). As duas subunidades são mostradas em 

diferentes tons de amarelo. Switch II de SEPT2 (vermelho) e SEPT11 (azul) (PDB ID: 6UPQ) na interface G 

heterodimérica (abaixo). D) Elementos do SEPT7 (em cinza) que acomodam o hook-loop de SEPT6 em uma 

fenda. Resíduos com pequenas cadeias laterais do hook-loop são importantes para essas interações. E) Hélice-

α0 e suas orientações dentro das estruturas de septina disponíveis (SEPT3 em verde, PDB ID: 4Z54; SEPT6 

em azul SEPT7 em amarelo, PDB ID: 7M6J; SEPT2 em vermelho, PDB ID: 2QA5). 

Fonte: Adaptada de ROSA et al.; CAVINI et al. (61,65) 

 

1.6 JUSTIFICATIVA 

 

Drosophila melanogaster é um organismo modelo de pequeno porte cujo entendimento 

estrutural e biológico de suas septinas ainda não foi completamente elucidado. Até o início 

deste estudo, não havia nenhuma informação estrutural das septinas deste organismo, nem 
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mesmo de nenhum inseto. A ausência de qualquer estrutura em alta resolução de septinas de 

Drosophila melanogaster bem como a falta de conhecimento de seus mecanismos de atuação, 

justificaram a obtenção de estrutura e modelos tridimensionais que possam auxiliar a entender 

os mecanismos de interação e formação de filamentos destas septinas neste organismo. 

Desta forma, devido à carência de informações relacionadas à especificidade de septinas 

de Drosophila melanogaster na formação de complexos bem como na dificuldade de se 

trabalhar com as proteínas isoladas e com os heterofilamentos formados pelas Sep1, Sep2 e 

Pnut em solução, este trabalho de doutorado buscou analisar as propriedades bioquímicas destas 

proteínas isoladas in vitro. A abordagem de estudo foi aplicada para construções de proteínas 

completas, contendo os 3 principais domínios (NGC) bem como para construções que possuam 

apenas o domínio GTPase (G). Além disto, uma vez que é reportado que complexos diméricos 

oferecem maior estabilidade em solução e pretensão para cristalização (46,66), trabalhou-se 

também com as combinações diméricas: Sep1(G).Sep2(G), Sep1(G).Sep5(G), 

Sep4(G).Sep2(G) e Sep4(G).Sep5(G). Outro destaque deste estudo é a apresentação de dados 

experimentais provenientes de difração de raios-X para o dímero Sep1(G).Sep2(G), sendo a 

primeira estrutura resolvida para este organismo. Além disto, estudou-se também um mutante 

de Pnut(G) com o objetivo de investigar a interface dimérica de Pnut(G).Pnut(G). Por fim, foi 

estudado a energia de formação de complexos maiores (hexâmeros), bem como discutido as 

interfaces e condições que favorecem a complexação em polímeros de maiores ordem de 

organização. 

1.7 OBJETIVOS 

 

1.7.1 OBJETIVO PRINCIPAL 

 

Caracterização bioquímica, biofísica e estrutural das septinas de Drosophila 

melanogaster (Sep1, Sep2, Sep4, Sep5 e Pnut) comparando seus comportamentos como 

proteínas individuais, diméricas ou triméricas, com seus homólogos humanos.  

1.7.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Expressão e purificação dos domínios GTPase das septinas de D. melanogaster 

Sep1, Sep2, Sep4, Sep5 e Pnut. 
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• Co-expressão e co-purificação dos complexos formados pelos domínios GTPase das 

septinas Sep1 e Sep2 com Sep4 e Sep5.  

• Expressar e purificar um mutante de Pnut (Pnutmut) com a finalidade de aumentar 

sua estabilidade em solução.  

• Expressar e co-purificar o complexo formado por Sep1, Sep2 e Pnutmut. 

• Caracterizar, usando técnicas biofísicas, cada uma das proteínas purificadas 

(individuais e complexos): SEC-MALS para determinar o estado oligomérico, 

cromatografia líquida de alta eficiência para detectar nucleotídeos endógenos nas 

proteínas e dicroísmo circular para determinar suas estabilidades térmicas.  

• Cristalizar os domínios G das septinas de D. melanogaster purificadas (individuais 

e heterocomplexos). 

• Predizer as estruturas dos domínios GTPase de septinas de D. melanogaster usando 

técnicas de modelagem por modelagem comparativa e AlphaFold2. 

• Realizar simulações de dinâmica molecular com objetivo de avaliar as interfaces de 

contato entre os parceiros de interação das de septinas de D. melanogaster. 
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2.1 BIOLOGIA MOLECULAR E BIOQUÍMICA DE PROTEÍNAS 

2.1.1 ESTUDOS DE PROTEÍNAS INDIVIDUAIS E SEUS DOMÍNIOS G 

Para este trabalho foram adquiridos da empresa GenScript os cDNAs referentes às 5 

septinas presentes em D. melanogaster. As proteínas inteiras serão denominadas com o termo 

(NGC), por conter as porções N e C terminal das septinas, além da região GTPase. Além destas, 

foram desenhadas 5 construções destas proteínas contendo apenas o domínio responsável pela 

função GTPase, denominada apenas por G. Na Tabela 2 a seguir é possível observar as 

informações de tamanho (número de resíduos) e massa molecular teóricos das proteínas 

utilizadas neste trabalho. 

 
Tabela 2 - Propriedades das proteínas estudadas neste trabalho de doutorado. *A identidade foi considerada com 

relação a SEPT6 para o Grupo II, SEPT2 para o Grupo III e SEPT7 para o Grupo IV. 

Proteína 
Massa 

Molecular (kDa) 

Número de 

Aminoácidos 

Identidade comparativa com 

SEPTs Humanas (%)* 
Grupo 

Sep1(NGC) 41,1 361 55 III 

Sep1(G) 31,3 273 78 III 

Sep2(NGC) 48,5 419 57 II 

Sep2(G) 30,7 268 76 II 

Sep4(NGC) 49,0 427 33 III 

Sep4(G) 32,1 275 65 III 

Sep5(NGC) 48,5 422 42 II 

Sep5(G) 30,4 268 70 II 

Pnut(NGC) 60,1 539 57 IV 

Pnut(G) 30,8 274 70 IV 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Inicialmente buscamos expressar e purificar as septinas individuais com seus três 

domínios, assim como construções com apenas seus domínios G correspondentes. O material 

sintético adquirido pela empresa foi inicialmente inserido em cepas de Escherichia coli DH5-α 

(Thermo Fisher Scientific) para a propagação dos vetores, aumentando assim a quantidade de 

DNA e garantindo a integridade dos insertos. Tanto as versões completas (NGC) como 
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truncadas (G) foram inseridos no vetor de expressão pET-28a(+). Esta transformação foi 

realizada adicionando 100 ng de DNA em 100 nL de bactérias competentes seguido de 

incubação por 30 min em banho de gelo. O choque térmico foi realizado ao transferir a mistura 

para um banho pré-aquecido a 42 ºC, deixando assim a amostra incubada por 2 min, e em 

seguida, recolocada rapidamente de volta em banho de gelo por 3 min. Então, a mistura foi 

colocada em 1 mL de meio LB sob agitação de 250 rpm por 1 h. Ao fim desta etapa, as células 

foram plaqueadas em meio LB Agar contendo 50 ng/mL de canamicina, seguido de incubação 

a 37 ºC por 16 h. 

A confirmação da presença do inserto foi realizada após o crescimento das células da 

transformação em Escherichia coli DH5-α realizada anteriormente. O DNA plasmidial foi 

isolado por meio da lise celular realizada com o uso do kit comercial Miniprep, e então 

submetido à análise em um sequenciador automático Genetic Analizer 38130 (Applied 

Biosystems) através do método de Sanger. (67) 

Uma vez confirmada a correta sequência de DNA por meio do sequenciamento, 

prosseguiu-se para a etapa de transformação em cepas de bactérias com foco em expressão. Os 

plasmídeos pET-28a(+) contendo genes de interesse referentes às septinas foram transformados 

em cepas de expressão RosettaTM (DE3) da bactéria E. coli, com resistência a canamicina e 

cloranfenicol. O processo de transformação foi realizado de forma análoga ao descrito para a 

transformação em Escherichia coli DH5-α, e ao fim deste o DNA foi novamente sequenciado 

para prosseguir com os testes de obtenção de proteína. 

 A expressão de cada proteína foi realizada em 1 L de meio Power Broth (Molecular 

Dimensions), com crescimento por cerca de 4 horas, 37 °C, sob agitação 150 rpm, até a 

D.O.600nm de 0,6., seguido por indução com 0,3 mM de Isopropil β-D-1-tiogalactopiranosideo 

(IPTG) por 18 h, sob agitação e 18 °C. As células foram centrifugadas a 6.000 g, 45 min, 4 °C 

e após esta etapa, foram resuspendidos em 40 mL do tampão de lise: 25 mM HEPES pH 8,0; 

150 mM NaCl; 5 mM MgCl2; 1 mM 2-Mercaptoetanol; 10% (v/v) glicerol. Foi então 

adicionado 1 µg/mL de lisozima ao extrato celular. O sistema foi deixado em repouso em gelo 

por 30 min, para o enfraquecimento da parede celular bacteriana, facilitando a lise celular. Após 

esta etapa, as células foram submetidas a pulsos de ultrassom por 15 s espaçados por um 

intervalo de 45 s durante 30 min. 
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As células foram então centrifugadas por 50 min na rotação de 16.000 g, e o 

sobrenadante foi submetido à purificação inicialmente por cromatografia de afinidade em resina 

de níquel, lavagem com 20 mL de tampão de lavagem (tampão de lise + 20 mM de imidazol), 

e eluição com 5 mL de tampão de eluição (tampão de lise + 500 mM de imidazol). Quando se 

fez necessário retirar a cauda de hexahistidina, foi realizada uma diálise em concentrador com 

corte de 10 kDa em tampão de lise, e em seguida foi realizada uma etapa de incubação com 

trombina (Sigma-Aldrich), 1 u/100 µg, 18 °C, 18 h para remover a cauda de histidina.  

Por fim, para realizar a separação de agregados e da proteína de interesse, bem como de 

seus diferentes estados oligoméricos, foi realizada uma nova purificação por cromatografia de 

exclusão molecular (SEC, do inglês Size-Exclusion Chromatography). Esta purificação foi 

conduzida em tampão de purificação B (25 mM HEPES pH 8,0; 150 mM NaCl; 5 mM MgCl2; 

1 mM 2-Mercaptoetanol; 50 mM ácido L-glutâmico, 50 mM L-arginina, 10% (v/v) glicerol) 

em fluxo de 1 mL/min através do uso de uma coluna Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare) 

previamente equilibrada com tampão de purificação B. Este processo de purificação tem o 

objetivo de realizar sua caracterização inicial (em termos de massa molecular aparente) e 

melhorar o grau de pureza da amostra. 

A quantificação do produto de cada proteína purificada foi realizada por medidas de 

absorbância em 280 nm utilizando o NanoDrop 100 (Thermo Fisher Scientific). Para tal, foi 

necessário considerar a massa molecular e o coeficiente de extinção molar (ε280) determinadas 

com o auxílio do programa ProtParam. (68) A eficiência do processo de purificação foi 

monitorada através gel SDS-PAGE 15%. Após a purificação, priorizou-se a realização imediata 

de experimentos de caracterização das amostras, podendo também ser congeladas em 

nitrogênio líquido e armazenadas a -80 ºC. 

A Figura 12 a seguir contém as informações das sequências de aminoácidos de todas as 

septinas de Drosophila melanogaster, agrupadas pelos 3 domínios principais: N-terminal, 

GTPase e C-terminal. No Anexo 1 pode ser encontrado todas as sequências de nucleotídeos 

para estas proteínas. 
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Figura 12 -  Sequência de aminoácidos das proteínas de D. melanogaster classificadas pelos domínios N-

terminal, GTPase e C-terminal. A classificação dos domínios foi realizada pelas informações 

presentes no Uniprot para cada septina, definindo inicialmente os domínios G, e consequentemente, 

as porções N e C terminais. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

2.1.2 ESTUDOS DE COMPLEXOS PROTEÍCOS 

Como no ambiente celular as septinas se encontram na forma de polímeros, foi proposto 

o estudo de combinações das septinas de Drosophila em complexos. Desta forma, decidiu-se 

trabalhar com possíveis heterodímeros através da co-expressão das duas septinas em um único 

plasmídeo. Cada dímero foi escolhido de acordo com o seu possível parceiro de interação, 

obedecendo a ordem esperada para as subunidades do hexâmero (Sep1-Sep2-Pnut-Pnut-Sep2-

Sep1) e a “Regra de Kinoshita”. O foco foi nos dímeros formados por interfaces G (Sep1/Sep2 

e Pnut/Pnut) e foi limitado às construções contendo apenas o domínio G de cada septina. A 

escolha deste método de trabalho foi inferida uma vez que diversas pesquisas desenvolvidas 

pelo nosso grupo de pesquisa foram realizadas com septinas G-diméricas, apresentando maior 

estabilidade e maior pretensão à obtenção de cristais – e por consequência, a elucidação de sua 

estrutura em alta resolução. (61,62) A partir da descrição das possíveis combinações de pares, 

tem-se os dímeros Sep1(G).Sep2(G), Sep1(G).Sep5(G), Sep4(G).Sep2(G) e Sep4(G).Sep5(G). 

O dímero G formado no centro do hexâmero entre duas cópias de Pnut, por tratar de um 

homodímero, não necessitava de nenhum trabalho adicional, bastando expressar Pnut(G) 

sozinha. Estas combinações foram construídas adicionando uma cauda contendo seis-histidinas 

(His-Tag) na sua porção N-terminal das proteínas do Grupo II (Sep2 ou Sep5). Assim, a 

purificação do heterodímero é realizada por meio da afinidade com Sep2(G) ou Sep5(G) quando 
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estas estão ligadas com Sep1(G) ou Sep4(G). Na Tabela 3, é possível verificar alguns 

parâmetros teóricos destes dímeros. 

Tabela 3 - Propriedades dos heterodímeros estudados. 

Dímero Massa Molecular 

(kDa) 

Número de 

Aminoácidos 

Sep1(G).Sep2(G) 65,85 567 

Sep1(G).Sep5(G) 65,66 568 

Sep4(G).Sep2(G) 66,57 568 

Sep4(G).Sep5(G) 65,47 568 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Os plasmídeos contendo os dímeros para a co-expressão foram adquiridos 

comercialmente da empresa FastBio (Ribeirão Preto, Brasil). Foram desenhados cada dupla de 

proteínas utilizando o plasmídeo comercial pETDuet-1, o qual é utilizado como uma opção para 

a expressão de duas proteínas na mesma célula, possuindo 2 sítios de ligação ao inserto a serem 

expressos. Para a construção, foi desenhado as proteínas catalíticamente ativas do Grupo III 

para primeiro sítio (MCS1), a saber: Sep1 e Sep4. Já as septinas do Grupo II que estas são 

preditas por serem catalíticamente inativas (Sep2 e Sep5), foram inseridas no segundo sítio 

(MCS2), o qual insere uma cauda de hexa-histidina na porção N-terminal. O método de 

expressão e purificação utilizados para os dímeros foi bem semelhante ao utilizado para outras 

proteínas, com a única exceção de que, nestes casos, o antibiótico usado para a seleção dos 

clones contendo pETDuet-1 é a ampicilina. 

 

2.1.3 OBTENÇÃO DE PNUT.MUTANTE 

 

Uma vez verificado que diferente de humanos, as septinas de D. melanogaster possuem 

apenas 3 grupos de septinas (impossibilitando a formação de octâmeros), foram concentrados 

esforços para um maior entendimento da região central do hexâmero (a região que é diferente 

entre octâmeros e hexâmero). Esta porção é constituída pelo dímero Pnut.Pnut, que em humanos 

corresponde a SEPT7.SEPT7. No caso de humanos, a SEPT7 pode interagir com outra SEPT7 

(levando à formação de um hexâmero, SEPT2-SEPT6-SEPT7-SEPT7-SEPT6-SEPT2) ou 
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proteínas do Grupo I: SEPT3, SEPT9 ou SEPT12 (formando um octâmero do tipo SEPT2-

SEPT6-SEPT7-SEPT3-SEPT3-SEPT7-SEPT6-SEPT2). Esta ausência de septinas do Grupo I 

em Drosophila estimulou a investigação desta interface de contato. Desta forma, analisou-se os 

principais resíduos presentes na interface de contato da estrutura cristalográfica de SEPT7-

SEPT7 (6N0B) e verificou-se que dois destes resíduos não correspondiam aos mesmos resíduos 

em D. melanogaster: Glu58 e Lys173 em SEPT7, que são substituídas por Ala150 e Leu266 

respectivamente em Pnut. Isto levou à elaboração das proteínas mutantes: SEPT7mut e Pnutmut, 

sendo que estas construções correspondem a SEPT7mut com os resíduos presentes em Pnut, e 

Pnutmut possuindo os resíduos presentes em SEPT7.  

Os mutantes SEPT7mut e Pnutmut foram encomendados e sintetizados pela empresa 

FastBio (Ribeirão Preto, Brasil). As sequencias codificantes (CDS) dos mutantes foram 

inseridos do vetor de expressão pET-28a(+). A expressão e purificação foram realizadas como 

descrito na seção 2.1.1 para as septinas de D. melanogaster individuais.  

 

2.2 CROMATOGRAFIA DE EXCLUSÃO MOLECULAR ACOPLADA AO 

ESPALHAMENTO DE LUZ A MÚLTIPLOS ÂNGULOS (SEC-MALS) 

Para a caracterização da massa molecular e determinação do estado oligomérico das 

diversas construções das septinas de D. melanogaster foram realizados ensaios de 

cromatografia de exclusão molecular acoplada ao espalhamento de luz a múltiplos ângulos 

(SEC-MALS). Este experimento fornece a massa (e, por inferência, o estado oligomérico) de 

diferentes populações dentro de uma mesma amostra (separadas durante a cromatografia) em 

tempo real, seja para sistemas heterogêneos ou interações macromoleculares. 

O equipamento possui um módulo de espalhamento estático de luz a múltiplos ângulos 

(MALS, Multiple-Angle Light Scattering) miniDAWN® TREOS®, um detector WyattQELS® 

para medidas de espalhamento dinâmico de luz (DLS, Dynamic Light Scattering) e um detector 

de índice de refração Optilab® rEX para medidas de concentração das amostras (Wyatt 

Technology Corporation). Após as amostras serem separadas por cromatografia de exclusão 

molecular (SEC, Size Exclusion Chromatropraphy), usando um equipamento de Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência (HPLC) (Waters), as análises de MALS/DLS são realizadas em 

tempo real, experimento conhecido como SEC-MALS. Desta maneira, são determinadas de 

forma direta e absoluta a massa molecular (a partir da detecção simultânea de espalhamento 
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estático de luz em 3 diferentes ângulos), índice de refração da solução (n) e a mudança no índice 

de refração devido à concentração da amostra. (69) Como o SEC-MALS não se baseia na 

suposição do estado globular do analito e na calibração dos padrões, a massa molar pode ser 

obtida para proteínas de qualquer forma, bem como para proteínas e agregados intrinsecamente 

desordenados. (70) 

Após a cromatografia de exclusão molecular, as proteínas foram coletadas de acordo 

com o pico correspondente ao estado oligomérico desejado (monômeros ou dímeros, 

dependendo do caso) e concentradas a 2 mg/mL, centrifugadas a 10.000 rpm por 10 min a 4 ºC. 

Foram injetados 50 μL de cada amostra na coluna Superdex 200 10/300 GL(GE) (previamente 

equilibrada com tampão: 20 mM Tris pH 7,8; 150 mM NaCl) acoplada num módulo de 

separação Waters 600 Controler o qual está conectado ao sistema miniDAWN TREOS - MALS 

(Wyatt Technologies) e fluxo de 0,5 mL/min. Os dados foram coletados a temperatura ambiente 

e analisados utilizando o programa ASTRA 7.0.1 (Wyatt Technology). 

2.3 ANÁLISE DO ENOVELAMENTO E ESTABILIDADE TÉRMICA COM 

ESPECTROSCOPIA DE DICROÍSMO CIRCULAR (CD) 

Para investigar o comportamento em solução de todas as combinações de septinas de 

drosófila analisadas em função da temperatura, utilizou-se a Espectroscopia de Dicroísmo 

Circular (CD). Esta técnica se baseia na interação diferenciada de moléculas assimétricas 

quando submetidas à luz circularmente polarizada à direita e à esquerda. (71,72) O Dicroísmo 

Circular mede então a diferença angular (geralmente expressa em elipsidade - θ) entre a 

absorção de luz circularmente polarizada à direita e a esquerda. (73) 

As análises de Dicroísmo Circular (CD) foram conduzidas com o espectropolarímetro 

J-815 (JASCO Corporation, Japão). Os experimentos foram realizados em função da 

temperatura, a fim de investigar a desnaturação térmica das proteínas. Foram analisadas 

medidas em 222 nm, em cubeta de quartzo de caminho óptico de 0,1 cm acoplado ao sistema 

de variação térmica Peltier numa taxa de 50 nm/min. Este comprimento de onda foi escolhido 

por ser sensível de quantificar sinais provindo de α-hélices. (74) 

As concentrações de proteínas utilizadas foram de 0,2 mg/mL, sendo realizada a diálise 

para o tampão 20 mM fosfato de sódio pH 7,8; 100 mM NaCl; 4% (v/v) glicerol. Para investigar 

a alteração da estrutura secundária, as amostras foram submetidas ao processo de variação 

térmica de 10 a 90 ºC, medidos em intervalos de 2 ºC a uma taxa de 10 °C/h. Posteriormente, o 
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sinal referente ao comprimento de onda de 222 nm (mínimo correspondente a hélices-α) foi 

monitorado e calculado o valor de Temperatura de melting (TM) por meio do ajuste de 

Boltzmann. A fração de proteína desnaturada (ƒd) é calculada a partir do seguinte ƒd = (θn - 

θobs)/(θn - θd) aplicando a condição ƒd + ƒn = 1. Para este cálculo, θobs é a elipticidade em 222 

nm obtida a uma determinada temperatura, θd e θn são as elipticidades dos estados desnaturado 

e nativo, respectivamente, e ƒn é a fração de proteína no estado nativo. 

Os espectros foram registrados com o uso do software Spectra Manager (JASCO) e o 

processamento dos espectros foi realizada utilizando o programa CDTools. (75) Os dados 

obtidos foram tratados por meio do ajuste sigmoidal pela função de Boltzmann e analisados 

utilizando o software Origin 2018 (OriginLab). (76) 

2.4 ANÁLISE DO CONTEÚDO DE NUCLEOTÍDEOS 

Sabe-se da literatura que as septinas possuem um domínio de ligação ao GTP altamente 

conservado e algumas destas possuem atividade GTPase. (77) Assim como outras proteínas que 

se ligam ao GTP, pode-se esperar que o produto de purificação possa vir com a presença de 

nucleotídeos de guanina co-purificados. Desta forma, ensaios de Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (HPLC) foram realizados para a detecção de nucleotídeos endógenos, bem como 

para a realização da hidrólise enzimática, convertendo GTP a GDP. 

Os ensaios de detecção de nucleotídeo endógeno foram realizados como previamente 

estabelecidos por Seckler e colaboradores. (78,79) Para isto, uma concentração de 25 µM em 

500 μL de cada amostra em tampão: 20 mM fosfato de sódio pH 7,8; 100 mM NaCl; 4% (v/v) 

glicerol foi adicionado 200 μL de 1,5 M HClO4 gelado e incubado durante 10 min a 4 ºC. As 

proteínas desnaturadas foram separadas por centrifugação a 16.000 g por 10 minutos a 4 ºC. 

Logo após, recolheu-se 600 μL de sobrenadante no passo anterior, e a estes foram adicionados 

100 μL de 3 M KOH, 80 μL de 5 M ácido acético e 100 μL de 1 M K2HPO4 sendo então 

armazenado a -20 ºC por 18 h para completa precipitação do HClO4. Após o tratamento, as 

amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 13.000 x g a 4 °C para garantir a separação do 

HClO4 precipitado e é então analisada a fração correspondente ao sobrenadante. Então uma 

alíquota de 200 μL do sobrenadante foi aplicada em uma coluna de troca iônica Protein Pack 

DEAE-5PW 7,5 x 7,5 mm (Waters) acoplada a um cromatógrafo Alliance 2695, sob 

monitoramento da absorbância no comprimento de onda de 253 nm. A separação dos 
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nucleotídeos foi realizada por meio de cromatografia utilizando um gradiente de até 1 M de 

NaCl. 

 Além destas amostras, foram utilizados como padrões GTP e GDP com concentração 

inicial de 50 µM, em que foram realizadas diluições seriadas (1:2) no mesmo tampão das 

amostras e submetidos ao mesmo tratamento de desnaturação. Os cromatogramas coletados no 

comprimento de onda de 253 nm foram analisados utilizando o programa Origin 2018 

(OriginLab). (76) 

2.5 ENSAIOS DE ESPALHAMENTO DE RAIOS-X A BAIXO ÂNGULO (SAXS) 

Com o objetivo de identificar o estado oligomérico e informações estruturais a baixa 

resolução para as proteínas em estudo, utilizou-se a técnica de Espalhamento de Raios-X a 

baixo ângulo (SAXS). Esta técnica é frequentemente recorrida para a determinação da massa 

de macromoléculas e pode responder a diversas questões como, por exemplo, o tamanho e 

forma das moléculas em solução, ou estado oligomérico. (80) Além disso, é um método 

alternativo para a resolução estrutural do envelope molecular de moléculas que não cristalizam 

ou não difratam. (81-83) 

Diferentemente do que há em cristalografia por raios-X, onde há um arranjo 

tridimensional das partículas em forma periódica num cristal, o espalhamento a baixo ângulo é 

obtido para amostras em solução, onde as partículas estão ao acaso, em movimento browniano. 

(82) O padrão de espalhamento é obtido em função do módulo do vetor de espalhamento que 

depende do ângulo de espalhamento (θ) e do comprimento de onda do feixe incidente (λ). A 

intensidade de espalhamento I(q) para um sistema de partículas espalhadoras em soluções bem 

diluídas é proporcional à concentração das partículas em solução. (84) 

Assim como ocorre em cristalografia de raios-X, a informação estrutural pode ser obtida 

a partir da Transformada de Fourier da curva de intensidade medida. A distribuição das 

distâncias interatômicas, p(r), é dado por: 𝑝(𝑟) =  
𝑟

2𝜋²
∫ 𝑞 𝐼(𝑞)𝑠𝑒𝑛(𝑟𝑞)𝑑𝑞

∞

0
. A distribuição de 

p(r) em função de r (distância interatômica) permite a determinação da dimensão máxima da 

partícula. A partir desta relação também é possível, através de diversos modelos matemáticos, 

gerar envelopes ab initio a baixa resolução para as moléculas em estudo, o que pode ser de 

grande valia quando analisado em conjunto com estruturas homólogas de alta resolução já 

conhecidas. (81) 
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Os experimentos de Espalhamento de Raios-X a baixo ângulo (SAXS) foram realizados 

na linha de luz SAXS1 no Laboratório Nacional de Luz Sincrotron (LNLS/CNPEM - Campinas, 

Brasil) em colaboração com o Prof. Dr. Mário de Oliveira Neto (Instituto de Biociências da 

UNESP - Botucatu). Para estes experimentos, as condições experimentais foram definidas pela 

utilização de feixes de λ = 1,488 Å e com distância de 1,033 m em relação ao detector 

bidimensional MarCCD (MarXperts). Foram testadas as septinas Sep1(NGC), Sep2(NGC) e 

Pnut(NGC), além da combinação destas três proteínas, realizada por meio da mistura de extrato 

celular e subsequente purificação. As concentrações utilizadas foram de 10 mg/mL, 5 mg/mL 

e 2,5 mg/mL, (em razão equimolar para o complexo) com adição de 1 mM tanto de GTP quanto 

de GDP. As amostras foram previamente dialisadas em tampão 20 mM HEPES, 150 mM NaCl 

e 5 mM MgCl2 a 25 ºC.  

Os espalhamentos resultantes das proteínas bem como do tampão foram obtidos através 

da média de 5 leituras, com 45 segundos cada. O espalhamento referente ao tampão foi 

devidamente subtraído dos espalhamentos das amostras. A obtenção e processamento inicial 

dos dados foram realizados pelo programa FIT2D (85) e o tratamento posterior foi realizado 

com o uso do pacote de programa ATSAS. (86) As curvas experimentais de espalhamento 

foram tratadas pelo programa PRIMUS. (87) A massas moleculares para as proteínas analisadas 

foram determinadas pelo servidor SAXSMoW2 (80), já para a determinação da função de 

distribuição de distâncias p(r) foi utilizado o programa GNOM. (88) 

 

2.7 ENSAIOS DE CRISTALIZAÇÃO, COLETA DE DADOS E RESOLUÇÃO DA 

ESTRUTURA 

No início deste estudo haviam 22 estruturas de septinas depositadas no banco de dados 

PDB (Protein Data Bank), sendo 17 estruturas de Homo sapiens, 2 de Schistosoma mansoni, 1 

de Saccharomyces cerevisiae, 1 de Mus musculus e 1 de Chlamydomonas reinhardtii. (58) 

Mesmo com a grande representatividade de septinas na natureza, e mesmo já se estudando estas 

proteínas desde a década de 1970 (2), há relativamente poucas estruturas conhecidas, o que 

revela o fato de não ser tão trivial a obtenção de cristais destas proteínas. Neste trabalho será 

descrito as etapas experimentais que levaram à obtenção da primeira estrutura para Drosophila 

melanogaster, a primeira resolvida para um representante dos insetos. 
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Como é sabido, diferentes espécies possuem diferentes número de grupos de septinas 

sendo que para insetos, há apenas 3 grupos (faltando representantes do grupo I). Aqui, 

procurou-se explorar diferentes abordagens para os testes de cristalização, utilizando proteínas 

do mesmo grupo, e combinações de proteínas de diferentes grupos. 

A cristalografia por difração em raios-X é uma das principais técnicas utilizadas para a 

determinação de estruturas de macromoléculas em alta resolução. A formação de cristais de 

proteínas é um fenômeno que depende de diversas condições, como concentração, solubilidade, 

aditivos (tais como sais e ligantes), temperatura bem como da própria estrutura intrínseca da 

proteína. O arranjo cristalino de uma macromolécula em forma de cristal se dá quando uma 

solução supersaturada atinge lentamente um estado termodinamicamente estável por meio da 

deposição organizada e periódica. (89) 

Para iniciar os testes de cristalização, foi realizada uma pesquisa para a predição de 

cristalizabilidade das proteínas através do site XtalPred Server. (90) Este programa realiza duas 

formas principais de análise para predizer a facilidade ou dificuldade de uma proteína 

cristalizar: o método Expert Pool (EP) ou o método Random Forest (RF). O método EP 

classifica as sequências combinando probabilidades de cristalização individuais calculadas para 

oito características de proteína em uma única pontuação de cristalização. Já o método RF 

analisa características das proteínas baseadas em sua sequência, tais como: comprimento, ponto 

isoelétrico, índice de hidrofobicidade, desordem estrutural prevista, índice de instabilidade, 

dentre outros, e então compara com um banco de dados próprio composto por proteínas com 

estruturas já conhecidas. A classificação é então realizada por modo comparativo, sendo que 

para ambos os métodos o score menor representa maior probabilidade de cristalização, já para 

maiores scores a chance de cristalização é teoricamente mais difícil. 

A predição foi realizada para todas as combinações de septinas de D. melanogaster 

estudadas neste projeto. Optou-se por priorizar as tentativas de cristalização com os domínios 

GTPase. A mesma estratégia foi empregue com sucesso para a cristalização dos domínios 

GTPase de septinas em outros organismos. 

A cristalização foi conduzida por meio de diferentes testes, bem como diferentes 

combinações de septinas (na expectativa de se obter complexos proteicos). Também foram 

testados diferentes ligantes e condições tamponantes, e variações das concentrações proteicas. 

Os testes iniciais de cristalização foram realizados em concentrações de cerca de 7 mg/mL para 
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as septinas individuais tanto para as construções constituídas pelo domínio GTPase como para 

as proteínas inteiras. Foram testadas condições de septinas apo e complexos com GDP, GTP e 

simultaneamente GTP e GDP além da adição de guanosina 5'-O-[gama-tio] trifosfato, ou GTPγ-

S, um análogo não hidrolisável do GTP. 

A triagem inicial se deu por meio da utilização dos kits comerciais de cristalização 

Morpheus (Molecular Dimensions), Crystal Screen HT (Hampton Research), Index HT 

(Hampton Research), JCSG-plus HT-96 (Molecular Dimensions), MIDAS (Molecular 

Dimensions). Foi utilizado o método de difusão de vapor por gota pendurada (hanging drop) e 

gota sentada (sitting drop), bem como a utilização do método da matriz esparsa com a variação 

de três parâmetros como variáveis principais: pH, aditivos e agentes precipitantes. 

Posteriormente, os esforços para a cristalização foram concentrados no método de gota 

sentada com o uso do robô Crystal Gryphon (Art Robbins), que utiliza uma triagem de 96 

condições contendo 0,2 μL de solução de proteína e 0,2 μL de solução de cristalização para 

cada kit utilizado. Cada triagem contendo as condições testadas para cristalização foram 

armazenadas em câmaras termoestáveis, a 4 ºC ou 18 ºC. Após diversos esforços, foram obtidos 

cerca de 13 cristais de Sep1(G) e Sep4(G) individuais, os quais foram testados na linha MX-2 

no Laboratório Nacional de Luz Sincrotron (CNPEM/Campinas), porém não se prosseguiu com 

a coleta uma vez que não houve difração suficiente para indexação e assim prosseguir para a 

resolução da estrutura em alta resolução. 

Para tentar contornar esta situação, recorreu-se às tentativas de cristalização de 

heterodímeros. O nosso grupo de pesquisa possui ampla experiência na cristalização de 

septinas, em especial com o domínio GTPase. Para isto, foram testadas todas as combinações 

possíveis de interfaces G de Drosophila melanogaster: Sep1(G).Sep2(G), Sep1(G).Sep5(G), 

Sep4(G).Sep2(G) e Sep4(G).Sep5(G), bem como Pnut(G) e Pnutmut(G). Os ensaios de 

cristalização foram realizados como descrito previamente, usando o método de difusão de vapor 

e kits comerciais de cristalização. Em casos de sucesso (que aconteceu apenas para o 

heterodímero Sep1(G).Sep2(G)), após aproximadamente 72 horas de incubação, foram 

retirados os cristais das gotas de cristalização presentes nas diferentes condições com um 

MicroLoop (MiTeGen) de tamanho compatível com o comprimento e largura do cristal.  

A coleta de dados dos cristais da Sep1(G)-Sep2(G) foi realizada no sincrotron Diamond 

Light Source (DLS) na Inglaterra, na linha de raios-X para macromoléculas I04. Os dados 
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coletados foram indexados, integrados e escalonados usando o programa autoPROC (91) no 

servidor do sincrotron DLS. O número de moléculas presentes na unidade assimétrica foi 

estimado dos parâmetros de cela presentes no arquivo mtz processado pelo autoPROC usando 

o programa Matthew_coeff. (92) Para resolver o problema das fases, foi utilizada a metodologia 

de substituição molecular com o programa Phaser (93) do pacote Phenix (94), usando como 

modelo a estrutura do heterodímero de septinas humanas SEPT2-SEPT11 (6UPQ). 

Subsequentemente, a estrutura foi refinada com uma mistura de ciclos de refinamento 

automático e manual usando os programas phenix.refine (95) e Coot (96), respectivamente. Os 

parâmetros de qualidade da estrutura foram monitorados através dos valores de R e Rfree, assim 

como pela estereoquímica da proteína usando o programa Molprobity. (97) A estrutura foi 

analisada usando o programa PyMol (98) e DIMPLOT. (99) Finalmente, a estrutura foi 

depositada na base de dados de proteínas do Protein Data Bank (PDB) com o código 8DKT. 

(100) 

2.8 MODELAGEM COMPUTACIONAL 

2.8.1 CONSTRUÇÃO DE MODELOS ESTRUTURAIS 

A maior parte dos objetivos deste trabalho de doutorado se propõe a discutir sobre as 

septinas de D. melanogaster do ponto de vista estrutural. Uma vez que no decorrer do projeto 

(antes do sucesso com os cristais da Sep1(G).Sep2(G)) não havia nenhuma estrutura resolvida 

das septinas deste inseto, recorreu-se à modelagem computacional. As abordagens baseadas em 

computação para simular as propriedades das moléculas são bastante utilizadas pela 

comunidade, principalmente a partir do início da década de 90 devido aos crescentes avanços 

da tecnologia. (101) Deste então, cada vez mais é possível obter maior precisão para as soluções 

de potenciais energéticos a partir do uso de campos de forças apropriados para macromoléculas. 

As simulações realizadas por computadores podem levar a novos insights interessantes 

sobre as propriedades das proteínas, bem como a disposição espacial de seus aminoácidos e por 

fim, sua função biológica. (101,102) Sabe-se que, em geral, proteínas similares possuem 

funções similares e tendem a ter estruturas semelhantes. (103) Este princípio fundamenta a 

realização de modelagem computacional por homologia. Esta técnica tem como base o conceito 

de que, ao longo de um processo evolutivo, o arranjo estrutural de uma proteína é 

significativamente mais conservada do que a sequência de aminoácidos que a compõe. (104) 
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Baseado nisto, uma vez que seja determinada a estrutura de uma proteína, a modelagem 

por homologia pode auxiliar na determinação estrutural de outras proteínas homólogas. A 

acurácia da modelagem tende a ser dependente da identidade entre as proteínas analisadas. Para 

tanto, é necessário identificar as proteínas homólogas, realizar a comparação entre elas por meio 

de alinhamento de sequência, para então partir para a modelagem em si e por fim realizar ciclos 

de otimização e validação do modelo final. (105) 

Para a elaboração dos modelos dos dímeros Sep1(G).Sep2(G), Sep1(G).Sep5(G), 

Sep4(G).Sep2(G) e Sep4(G).Sep5(G), foi utilizado o AlphaFold2. (106) Trata-se de um 

programa de inteligência artificial que realiza a construção de modelos estruturais proteínas 

utilizando um robusto sistema de aprendizagem profunda. (106) O AlphaFold, um software 

extremamente assertivo quanto à predição de estrutura proteica sem a necessidade de 

alinhamento prévio realizado pelo usuário (106), Os modelos de septinas gerados com o uso do 

AlphaFold estão disponíveis em ModelArchive (modelarchive.org) (107) com os códigos de 

acesso: ma-mkp9v (Sep1(G).Sep2(G)), ma-91rnm (Sep1(G).Sep5(G)), ma-gumzv 

(Sep4(G).Sep2(G)) e ma-w1qyo (Sep4(G).Sep5(G)). 

Embora mais recentemente tenha sido lançado o AlphaFold, no início deste trabalho de 

doutorado, utilizou-se a ferramenta MODELLER 10.1 (108) para a obtenção de modelos para 

Pnut(G) e Pnut(G)mut. SEPT7mut(G) bem como para SEPT7(G) nativa, em que os resíduos 

faltantes na estrutura depositada em alta resolução (PDB ID: 6N0B) foram completados. O 

MODELLER 10.1 trata-se de um programa que realiza modelagem por homologia baseado em 

duas (ou mais) sequências respeitando as restrições espaciais e enovelamento existente na 

estrutura molde. A escolha pela utilização por este programa para a elaboração de Pnut(G) se 

deu uma vez que esta proteína possui alto valores de identidade sequencial comparado a 

SEPT7(G) (70%), situação favorável para a geração de modelos confiáveis usando 

MODELLER. Os modelos gerados com o uso do MODELLER 10.1 estão disponíveis em 

ModelArchive (modelarchive.org) (107) com os códigos de acesso ma-wb7l1 (Pnut(G)), ma-

amylj (Pnutmut(G)), ma-9b8ll (SEPT7(G)) e ma-1jaye (SEPT7mut(G)). 

Posteriormente, a modelagem computacional por homologia realizada pelo 

MODELLER foi utilizada para gerar modelos do hexâmero de drosófila 

(Sep1(G).Sep2(G).Pnut(G).Pnut(G).Sep2(G).Sep1(G)) e de humanos 

(SEPT2(G).SEPT6(G).SEPT7(G).SEPT7(G).SEPT6(G).SEPT2(G)). No caso de humanos, foi 

gerado um novo modelo para cada septina com a finalidade de se completar os resíduos faltantes 
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nas estruturas cristalográficas. Para a criação destes modelos, para o caso do hexâmero humano 

foram utilizados como molde o dímero de septinas SEPT2(G).SEPT6(G) com resolução de 2.51 

Å (PDB ID: 6UPA) e SEPT7(G) com resolução de 1.74 Å (PDB ID: 6N0B). Um exemplo de 

script de como pode ser realizada a modelagem por homologia pode ser encontrado no Anexo 

2. Subsequentemente, dois dímeros de SETP2(G).SEPT6(G) e um dímero de 

SEPT7(G).SEPT7(G) precisavam ser unidos para formar o hexâmero completo, 

SEPT2(G).SEPT6(G).SEPT7(G).SEPT7(G).SEPT6(G).SEPT2(G). Este procedimento foi feito 

aproveitando uma interface NC promíscua encontrada na estrutura cristalográfica da 

SEPT7(G), permitindo unir o dímero central de SEPT7(G).SEPT7(G) com dímeros de 

SEPT2(G).SEPT6(G) em cada extremidade por sobreposição da subunidade de SEPT6(G). 

A utilização desta abordagem foi sustentada pelo fato de que os domínios G de septinas 

é altamente conservado, apresentando no mínimo 65% de similaridade entre mesmas espécies 

(31), requisitos suficientes para a utilização da modelagem molecular. (103,108) 

As modelagens foram otimizadas usando o VTFM (Variable Target Function Method) 

e refinados com Simulated Anealing. Os melhores modelos (tipicamente de um total de 100) 

foram selecionados com base no menor DOPE score, do inglês, Discrete Optimized Protein 

Energy. Trata-se de um potencial estatístico comumente utilizado para avaliar modelos gerados 

por homologia. Os valores gerados são comparativos (e não absolutos) então são válidos apenas 

para comparar vários modelos da mesma proteína para poder identificar o melhor resultado. 

Os modelos permitiram uma comparação entre as interfaces G observadas entre duas 

cópias da SEPT7 humano e Pnut de Drosophila (a interface central do hexâmero). Foi 

observado que os resíduos Glu58 e Lys173 em SEPT7 humana participam de uma rede de 

pontes salinas na região central da interface G e parecia ser importante para a sua estabilidade. 

Entretanto, em D. melanogaster, estes resíduos são substituídos por Ala150 e Leu266 

respectivamente, com perda consequente das pontes salinas. Com base nestas observações e 

com o intuito de estudar a importância desta rede de interação foram desenhadas novas 

construções para Pnut(G) (chamado Pnut(G)mut) contendo a substituição dos resíduos de A150 

e Leu266 por Glu e Lys respetivamente. Este mutante foi estudado experimentalmente como 

mencionado anteriormente. Em paralelo, as mesmas mutações foram aplicadas ao modelo de 

Pnut(G) para gerar um modelo estrutural de Pnut(G)mut. O mesmo procedimento foi aplicado ao 

modelo de SEPT7(G) humano no sentido inverso introduzindo as mutações Glu58A e Lys173L 

para gerar um modelo para SEPT7(G)mut. O objetivo era de estudar computacionalmente 
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impacto das mutações na estabilidade a formação de dímeros. Para tal, modelos para os 

homodímero de Pnut(G)mut e SEPT7(G)mut foram gerados, empregando uma interface G. 

As interfaces G geradas pela modelagem computacional ou determinadas por 

cristalografia (no caso do dímero Sep1(G).Sep2(G)) ou ainda já disponível no PDB, foram 

analisadas usando o programa PISA que calcula de forma teórica a força de interação, área de 

interface, energia livre de interação, energia total, número de pontes salinas dentre outros 

parâmetros que podem ser utilizados para uma avaliação de estabilidade de um complexo. (109) 

Posteriormente, foram realizados estudos com a finalidade de investigar por meio da 

Dinâmica Molecular (DM) as características gerais de complexos de septinas, como 

flexibilidade e comportamento de domínios ao longo do tempo. As análises foram realizadas 

para o hexâmero de D. melanogaster e de humanos com a finalidade de se estudar quais as 

principais características dinâmicas dos oligômeros. Esta abordagem foi realizada construindo 

hexâmeros com a presença de uma porção específica que conecta a hélice α0 ao N-terminal, 

conhecida como “hook-loop” (HL). Esta porção conecta o motivo rico em prolina não 

estruturado à hélice α0, especialmente uma fenilalanina presente nessa região. Os complexos 

foram construídos por meio da modelagem por homologia com o uso do programa 

MODELLER 10.1. (108) 

2.8.2 SIMULAÇÃO POR DINÂMICA MOLECULAR 

Uma vez obtidos os modelos estruturais para o hexâmero humano 

(SEPT2(G).SEPT6(G).SEPT7(G).SEPT7(G).SEPT6(G).SEPT7(G)) e de Drosophila 

(Sep1(G).Sep2(G).Pnut(G).Pnut(G).Sep2(G).Sep1(G)), prosseguiu-se com a simulação 

computacional por Dinâmica Molecular (DM). Os estudos de dinâmica molecular foram 

realizados em colaboração com o Prof. Dr. Alessandro Silva Nascimento (Instituto de Física de 

São Carlos – IFSC/USP). 

A técnica de Dinâmica Molecular tem como base o cálculo da evolução temporal da 

posição atômica das partículas. Esta técnica foi empregada inicialmente por Martin Karplus ao 

descrever pela primeira vez as interações entre moléculas com a dinâmica molecular de 

proteínas. (36,110,11) Sua contribuição para o campo de simulação computacional foi de 

tamanha importância ao ponto de ser posteriormente reconhecido conferindo-lhe o Prêmio 

Nobel de Química de 2013. Desde então com o avanço da computação, cada vez mais esta 

técnica é utilizada com maior acurácia nos resultados obtidos. 



61 
 

A dinâmica molecular é muitas vezes requerida como complementação de estudos 

experimentais, seja para reforçar hipóteses já existentes, ou para iniciar novas pesquisas. Os 

estudos de DM em proteínas podem auxiliar na compreensão de movimentos moleculares 

importantes para interações e realização de funções biológicas no contexto celular. 

Campos de Força 

A evolução temporal descrita pelos diferentes métodos de DM consiste na determinação 

espacial de um grande conjunto de pontos no espaço tridimensional cujas dimensões são da 

ordem de átomos. Estes átomos compõem as macromoléculas, que por sua vez possuem 

interações entre si e obedecem a movimentos moleculares com certas restrições compreendidas 

por potenciais empíricos. Estes potenciais atuam de forma conjunta compõem o chamado 

campo de força.  

Entre os campos de força mais tradicionais, destacam-se os campos CHARMM (112), 

OPLS-UA (113), OPLS-AA (114), GROMOS96 (115), e AMBER (116). Os campos de força 

foram utilizados em diversos momentos deste trabalho de doutorado, seja na utilização do 

MODELLER, AlphaFold bem como nas simulações de Dinâmica Molecular. O campo de força 

escolhido para as simulações e dinâmica molecular foi o AMBER (116). O campo de força 

AMBER propõe-se a resolver a seguinte equação de potencial (117): 

 

𝑉(𝑟)𝑁 = ∑ 𝑘𝑏(𝑏 − 𝑏0)2
𝑙𝑖𝑔𝑎çõ𝑒𝑠  + ∑ 𝑘𝜃(𝜃 − 𝜃0)2

â𝑛𝑔𝑢𝑙𝑜𝑠  + ∑ ∑ (
1

2
) 𝑘𝜙[1 + cos (𝜂𝜙 −𝑛𝑡𝑜𝑟𝑠õ𝑒𝑠

𝛿)] +∑ {[(
𝐴

𝑟
)

12

− (
𝐶

𝑟
)

6

] +  
𝑞𝑖𝑞𝑗

4𝜋𝜀0𝑟𝑖𝑗
}𝑝𝑎𝑟𝑒𝑠 𝑛ã𝑜 𝑙𝑖𝑔𝑎𝑑𝑜𝑠  

 

Verifica-se que este potencial se trata de uma contribuição de diferentes termos. O 

primeiro termo, termo de ligações, é um potencial que está relacionado com a energia covalente 

de ligação entre os átomos e possui aproximação bem representada pelo potencial clássico do 

tipo massa-mola. Este termo é dependente de uma constante 𝑘𝑏 e uma distância de equilíbrio 

𝑏0 que são dependentes do tipo de campo de força. O segundo termo de ângulos infere a energia 

de deformações angulares inerentes destas ligações covalentes (ângulos de três átomos). Mais 

uma vez pode ser feita a aproximação por um oscilador harmônico onde há uma relação entre 

a constante de força 𝑘𝜃 e o ângulo de equilíbrio 𝜃0. O terceiro termo das torções acrescenta a 
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energia das torções, ou movimentos diedrais. Os parâmetros 𝑘𝜙 e 𝛿 são determinados de forma 

empírica para cada campo de força utilizado. Já o último termo adiciona as energias entre 

átomos não-ligados (ou não-covalentes) entre todos os N átomos do sistema, sendo 

representado pelo potencial de Van der Waals (potencial Lennard-Jones) e potencial 

eletrostático de Coulomb. 

A força total sobre cada partícula pode ser calculada para cada instante 𝑡 como soma 

vetorial das contribuições desta com todas as demais partículas da forma: 

𝐹 =  −𝛻𝑉(𝑟𝑖) e 𝑎 =  
𝐹

𝑚𝑖
 

Ou seja, uma vez obtida a força aplicada em cada partícula, conhecendo sua massa 𝑚𝑖 

é possível integrar as equações de movimento de Newton para a obtenção da nova posição da 

partícula no instante de tempo (𝑡 + Δ𝑡). Há uma diversidade de algoritmos propostos para a 

determinação da posição 𝑥𝑖(𝑡 + 𝛥𝑡), dentre os quais podemos citar o leap-frog, Verlet e 

velocity-Verlet. (118-120) 

Desta forma, o sistema é reduzido a um problema cuja complexidade de resolução é 

maior conforme maior é o número N de átomos, com solução dependente de condições iniciais 

(geralmente é utilizado 𝑡=0 e 𝑣𝑖(0)=0). 

A análise dos resultados pode se dar de maneira qualitativa por meio da inspeção gráfica 

das representações atômicas das moléculas. Para isto, utilizou-se o programa VMD 1.9.3. (121) 

 

2.8.3 ANÁLISES DE DINÂMICA MOLECULAR DIRECIONADA ADAPTATIVA 

(ASMD) 

A Dinâmica Molecular Direcionada Adaptativa do inglês Adaptive Steered Molecular 

Dynamics of biomolecules (ASMD), é uma variante da Dinâmica Molecular Direcionada (SMD) 

na qual a condução da partícula auxiliar – ou seja, direcionada – é realizada em etapas. (122) 

Esta técnica foi utilizada para analisar a dificuldade de separação dos monômeros que 

compõe os dímeros centrais dos hexâmeros (Pnut(G).Pnut(G) e SEPT7(G).SEPT7(G)) e seus 

mutantes (Pnut(G)mut.Pnut(G)mut e SEPT7(G)mut.SEPT7(G)mut), auxiliando na compreensão da 
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relevância dos resíduos que formam a rede de pontes salinas na região central da interface G. 

Os experimentos foram conduzidos com a finalidade de realizar a separação de cada metade do 

dímero sob velocidade constante. Foi aplicada uma força externa sobre o sistema sobre o centro 

de massa de cada monômero Pnut(G) e Pnut(G)mut de Drosophila bem como para SEPT7(G) e 

SEPT7(G)mut em humanos. Ao garantir a condição de velocidade constante, a força necessária 

para a separação dos dímeros varia conforme a distância entre os centros de massas, e, portanto, 

é gerado um trabalho. Quanto mais interagente é o sistema, maior é a força necessária a ser 

aplicada para garantir a separação. Na Figura 13 é possível observar uma ilustração do princípio 

por trás desta simulação. 

 

Figura 13 -  Princípio de simulação por ASMD. Para este experimento, foram aplicadas forças constantes sobre o 

centro de massa de cada metade do complexo, com a finalidade de inferir a energia necessária para a 

separação. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

No ASMD, a coordenada de reação predeterminada é dividida em segmentos, 

comumente chamados de estágios, dentro dos quais a SMD é realizada e é calculada ao longo 

do estágio, de forma adaptativa. Entre as etapas, uma única trajetória é selecionada de acordo 

com aquela cujo valor de trabalho foi o mais próximo da média. Este cálculo secional permite 
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a convergência para uma trajetória média evitando divergência de trajetórias em pontos 

extremos. (122,123) As coordenadas no final do estágio da trajetória selecionada são usadas 

para inicializar o próximo estágio das trajetórias SMD. O ASMD foi desenvolvido para estender 

a aplicabilidade das simulações SMD clássicas (122) e oferece a promessa de obter 

eficientemente a Potencial de Força Média (PMF) ao longo de uma coordenada escolhida 

diretamente sem tais acelerações, confiando em perturbações direcionadas do sistema. (124) 

Inicialmente foram realizados diversos testes para a determinação de forças cujas ordem 

de grandeza permitissem a simulação, ou seja, nem intensas demais para separar o sistema de 

imediato, nem fracas demais de forma que não cause separação. A partir disto, foram calculadas 

as forças e o PMF necessários para a separação dos dímeros, a partir do seu centro de massa. 

Posteriormente, os experimentos baseados em simulações em que 8 janelas foram 

empregadas, nas quais a força externa visava afastar os centros de massa dos monômeros em 2 

Å em cada janela, totalizando um afastamento total de 16 Å e com uma velocidade constante 

de 10 Å/ns. Em cada janela, 10 simulações independentes são realizadas e o trabalho realizado 

para cada simulação é calculado ao final. A simulação cujo trabalho calculado era mais próximo 

à média dos trabalhos era utilizada como ponto inicial da próxima janela. As simulações foram 

feitas usando o pacote AMBER e campo de força AMBER FF19SB. 

 

2.8.4 PREPARAÇÃO PARA A DINÂMICA MOLECULAR 

Para todos os modelos empregados neste trabalho, a preparação dos sistemas para a 

simulação da dinâmica molecular adotou os mesmos procedimentos. As coordenadas atômicas 

foram inicialmente submetidas ao servidor PDB2PQR (125) para uma estimativa mais precisa 

dos estados de protonação das cadeias laterais. O arquivo final foi salvo em formato PDB e 

combinado às coordenadas atômicas contendo os nucleotídeos e átomos de magnésio. O sistema 

foi parametrizado com o campo de força AMBER FF19SB. (126) O mesmo campo de força foi 

empregado para os parâmetros de Lennard-Jones para os átomos de magnésio. Já os 

nucleotídeos GDP e GTP foram parametrizados com os parâmetros obtidos por Richard Bryce, 

da Universidade de Manchester. (127) 

O sistema composto por proteínas, nucleotídeos e íons foi imerso em uma caixa de 

solvente explícito OPC, mantendo 20 Å de espaço entre o sistema e o limite da caixa de 
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solvatação para as simulações de ASMD ou 12 Å para as simulações de equilíbrio. Finalmente, 

íons de sódio e cloreto (Na+ e Cl-) foram adicionados de forma aleatória ao sistema solvatado 

de forma a atingir uma concentração final de 150 mM de NaCl e, ao mesmo tempo, neutralizar 

as cargas formais do sistema. (128) Os sistemas solvatados consistem em aproximadamente 

160.000 átomos para os sistemas diméricos em caixas de solvatação de aproximadamente 135 

x 110 x 86 Å. Já os sistemas hexaméricos consistiam em aproximadamente 500.000 átomos em 

caixas de solvatação de aproximadamente 280 x 170 x 90 Å. Toda a preparação do sistema foi 

realizada com o programa LEAP. 

Finalmente, a abordagem de reparticionamento da massa do hidrogênio (Hydrogen 

Mass Repartitioning, HMR) (129) foi empregada para que passos de 4 fs pudessem ser 

utilizados de forma eficiente nas simulações de dinâmica molecular dos sistemas hexaméricos. 

Para esta finalidade, os arquivos de topologia e parâmetros (prmtop) foram modificados com o 

programa ParmEd (130) para alterar as massas atômicas, de acordo com a abordagem HMR. 

 

2.8.5 SIMULAÇÕES DE EQUILÍBRIO 

As simulações foram iniciadas com a minimização energética do sistema em 4.000 

passos de minimização por steepest descent seguidos de 4.000 passos de minimização por 

gradientes conjugados. Nesta etapa, as proteínas e nucleotídeos foram restritas com um 

potencial harmônico com peso de 2.0 kcal/(mol.Å2). Em seguida, o sistema foi aquecido até 

300 K em 50 ps de simulação utilizando um ensemble de temperatura e volume constantes 

(NVT) e mantendo o potencial harmônico sobre proteínas e nucleotídeos. Na sequência, a 

densidade do sistema foi equilibrada em 50 ps de simulação utilizando um ensemble de 

temperatura e pressão constantes (NPT) e mantendo a restrição harmônica sobre proteínas e 

nucleotídeos, porém com peso de 1.0 kcal/(mol.Å2). Ao final, o sistema é equilibrado por 2 ns 

de simulação NPT em qualquer restrição, seguido pela simulação produtiva de 500 ns.  

O passo da simulação foi definido em 4 fs, de acordo com a estratégia HMR. A pressão 

foi mantida constante em 1 bar com o barostato de Monte Carlo. Já a temperatura foi mantida 

a 300 K com um acoplamento a um banho térmico com um tempo de relaxação de 10 ps-1. Um 

cutoff de 8.0 Å foi empregado para o cálculo das energias de Van der Waals (Lennard-Jones) 

e para o cálculo direto das energias eletrostáticas. Fora da distância de 8.0 Å, as energias 

eletrostáticas foram calculadas pelo método de PME (Particle-Mesh Ewald). (131) 
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Todas as simulações foram realizadas com os programas do pacote AMBER 20, 

incluindo os programas SANDER e PMEMD em suas versões voltadas à execução em GPU. 

(132-133) 

2.8.6 ANÁLISES DAS SIMULAÇÕES 

As trajetórias obtidas foram analisadas com os programas CPPTRAJ (134) para análises 

geométricas (distâncias, ângulos, etc...), bem como para o espelhamento das trajetórias na caixa 

de simulação e ajuste (fit) para a remoção da translação e rotação do sistema. Para o estudo da 

tendência de movimento do hexâmero humano ao longo da trajetória, recorreu-se ao método de 

Análise de Componentes Principais ou PCA (do inglês Principal Component Analysis) também 

implementada no programa CPPTRAJ. (134-136) A PCA é uma técnica que pode ser usada 

para transformar uma série de observações potencialmente coordenadas em um conjunto de 

vetores ortogonais chamados de componentes principais (PCs). O PCA é feito de forma que o 

primeiro PC mostre a maior variância nos dados, o segundo PC mostre a segunda maior e assim 

por diante. A entrada para o PCA neste estudo foi a matriz de covariância de coordenadas 

calculada a partir da série temporal de coordenadas posicionais 3D do hexâmero de septinas 

humanas, de modo que os PCs representarão certos modos de movimento sofridos pelo sistema, 

com o primeiro PC representando o movimento dominante. (135-136) 

As energias potenciais de interação foram calculadas com os programas 

AmberEnergy++ (137) e MMPBSA.py (138) empregando os parâmetros do arquivo de 

topologia/parâmetros (prmtop) de cada sistema. As imagens foram geradas nos programas 

VMD (121) e UCSF Chimera. (139) 
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3.1 OBTENÇÃO DAS SEPTINAS DE D. melanogaster 

Os plasmídeos comerciais contendo os genes referentes às proteínas inteiras 

Sep1(NGC), Sep2(NGC), Sep4(NGC), Sep5(NGC) e Pnut(NGC) bem como seus truncamentos 

contendo apenas a porção GTPase foram incorporados ao vetor pET-28a(+). Estes plasmídeos 

foram incialmente transformados em cepa de bactéria E. coli Rosetta (DE3) para a realização 

das etapas de testes de expressão e purificação. Após realizada a purificação por afinidade, as 

amostras foram submetidas à cromatografia de exclusão molecular. Os resultados após SEC 

para os dois grupos de proteínas podem ser verificados na Figura 14. 

 

Figura 14 -  Eletroforese em gel SDS-PAGE 15% resultante da purificação das septinas de D. melanogaster. 

Domínios G após SEC: A) 1- Sep1(G); 2- Sep2(G); 3- Sep4(G); 4- Sep5(G); 5- Pnut(G). B) 

Proteínas inteiras após SEC: 1- Sep1(NGC); 2- Sep2(NGC); 3- Sep4(NGC); 4- Sep5(NGC); 5- 

Pnut(NGC); 6- Complexo Sep1(NGC).Sep2(NGC).Pnut(NGC). 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Como pode ser observado, a Pnut(NGC) possui duas bandas no gel. Este 

comportamento também é observado para a proteína equivalente SEPT7 em humanos, devido 

a uma degradação que esta proteína sofre em sua porção C-terminal. (64,140-142) Embora 

pouco se saiba sobre o mecanismo e a motivação desta degradação, sabe-se que, mesmo na 

presença de moléculas degradadas da SEPT7, há a formação de complexos humanos do tipo 

SEPT2.SEPT6.SEPT7. Observou-se aqui a formação do equivalente complexo Sep1.Sep2.Pnut 

para D. melanogater. (142) As septinas aqui analisadas foram obtidas com taxas de expressão 

suficiente para prosseguir com os experimentos de caracterização biofísica. 
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Os resultados da cromatografia de exclusão molecular podem ser verificados na Figura 

15A. No caso das septinas correspondentes ao domínio G, há a presença de dois picos para 

Sep1(G), Sep4(G), e Pnut(G), sendo um deles com volume de eluição em torno de 75 mL e o 

segundo em torno de 85 mL (Figura 15A). A presença destes dois picos sugere a co-existência 

de duas populações em solução para estas proteínas – monômeros e dímeros. Já para Sep2(G) 

e Sep5(G), observa-se apenas um pico. Este comportamento também é verificado em septinas 

humanas (30,61,62,65), e é um resultado consistente que aparentemente distingue entre 

proteínas catalíticamente ativas (Sep1(G), Sep4(G) e Pnut(G)) e inativas (Sep2(G) e Sep5(G)). 

A Figura 15B apresenta um comportamento semelhante. As Sep1(NGC) e Sep4(NGC) possuem 

seu primeiro pico em torno de 18 mL e Pnut(NGC) tem seu primeiro pico de eluição em torno 

de 16 mL. Já o segundo pico destas três proteínas mencionadas se encontra em torno de 22 mL. 

No caso de Sep2(NGC) e Sep5(NGC), verifica-se apenas um pico em torno de 22 mL. Este 

único reproduz os aspectos verificados para septinas não-catalíticas Sep2(G) e Sep5(G). 

 

Figura 15 - Análise da purificação das proteínas por meio de cromatografia de exclusão molecular em 280 nm. A) 

Perfil de purificação para proteínas compostas apenas pelo domínio GTPase. B) Perfil de purificação 

para proteínas inteiras (NGC). 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Uma vez obtidos todas as proteínas de forma individual, passou-se a analisar a formação 

de complexos. Em um primeiro momento, foi realizada a mistura de células contendo 

Sep1(NGC), Sep2(NGC) e Pnut(NGC) após as etapas de expressão. Após realizada a lise 

celular, o complexo foi purificado por cromatografias de afinidade e exclusão molecular. O 

acompanhamento da purificação pode ser verificado pela Figura 16. 
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Figura 16 - Purificação do complexo hexamérico de Drosophila melanogaster 

Sep1(NGC).Sep2(NGC).Pnut(NGC).Pnut(NGC).Sep2(NGC).Sep1(NGC). A) Perfil 

cromatográfico de exclusão molecular realizada em coluna Superdex 200 10/30 GL em que 

são verificados três picos, indicados pelas setas em azul, vermelho e verde. B) Análise em 

gel de SDS/PAGE 15% de cada um dos picos sendo mantido o mesmo padrão de cores. No 

quadro em azul, verificamos a presença de Sep1(NGC), Sep2(NGC) e Pnut(NGC). No 

quadro em vermelho a presença de Sep1(NGC) e Sep2(NGC), já no quadro verde, encontra-

se somente Sep1(NGC). 

Fonte:  Elaborada pelo autor. 

 

Como pode ser verificado, o cromatograma em que a absorbância em 280 nm foi 

registrada apresenta três picos. Estes picos foram analisados um a um por um gel de 

poliacrilamida, sendo possível constatar que no primeiro pico, por volta de 10 mL, se encontram 

as proteínas Sep1(NGC), Sep2(NGC) e Pnut(NGC), incluindo a forma degradada, o que 

justifica a banda adicional observada. Já no segundo pico (~13 mL), se encontram as proteínas 

Sep1(NGC) e Sep2(NGC). Por fim, no último pico, por volta de 22 mL, foi encontrado 

majoritariamente a Sep1(NGC). Estes resultados sugerem a formação do heterocomplexo, 

sendo que a proteína Sep1(NGC) se apresenta em excesso. A fração correspondente à presença 

das três proteínas foi coletada e tratada de acordo com Fernandes et al. (143), e então testada 

por Microscopia Eletrônica de Transmissão por Contraste Negativo nas dependências do 

Laboratório de Caracterização Estrutural (LCE) - DEMa/UFSCar. Entretanto, não foi possível 

obter dados com qualidade suficiente para a caracterização do complexo, e esta via de estudo 

foi pausada temporariamente. 

Posteriormente, foi realizada a produção de heterodímeros do Grupo II e Grupo III bem 

como para Pnutmut, agora usando apenas os domínios G. As amostras provenientes da 

purificação por SEC foram monitoradas por gel de SDS/Page 15% contendo alíquotas de 

amostras coradas com coomassie. Os resultados para a purificação destes dímeros podem ser 

verificados na Figura 17. Foi explorado o fato de que Sep2(G) e Sep5(G) foram construídas de 
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maneira a possuir uma cauda de hexahistidinas, a qual interage com o níquel da coluna, e a co-

purificação é realizada caso esta esteja ligada com seu parceiro de interação. Já Pnutmut, foi 

inserida em vetor pET28, sendo que cada cópia do dímero possui a His-Tag. Para isto, os 

dímeros foram submetidos a uma nova etapa de cromatografia por exclusão molecular, com a 

finalidade de separar por tamanho e massa molecular. Estes cromatogramas podem ser 

observados na Figura 17. 

 

Figura 17 - Análise da purificação das combinações heterodímeros do Grupo II, Grupo III e Pnutmut. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Após a etapa de purificação, constatou-se a presença de dois picos principais no 

cromatograma em 280 nm. Os dois picos foram coletados, sendo o primeiro identificado no 

volume de eluição de aproximadamente 80 mL e o segundo por volta de 88 mL. Estas amostras 

sugerem a presença de dímeros e monômeros, respectivamente, as quais foram empregadas em 

experimentos subsequentes. O sucesso da copurificação se deu pelo fato de que, devido a cauda 

de His-Tag estar ligado em Sep2(G) ou Sep5(G), ainda foi possível obter heterodímeros destas 

proteínas ligadas a Sep1(G) e Sep4(G). Este resultado se sustenta pelo fato de que Sep2(G) e 
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Sep5(G) quando purificados são encontrados apenas na forma de monômeros (Figura 15), desta 

forma, a purificação desta comontagem trouxe consigo os respectivos parceiros de interação 

(Figura 17). 

Vale ressaltar que para o caso de Pnutmut, foi apresentado apenas um pico por volta de 

80 mL correspondendo a uma população composta por homodímeros. Este comportamento é 

interessante, uma vez que Pnut nativa possui duas populações referente a dois picos 

(monômeros e dímeros, Figura 15A), já quando realizada a mutação, esta proteína se apresenta 

mais estável unicamente na forma de dímeros. Este resultado sugere que a introdução em Pnut 

dos resíduos que formam a rede de pontes salinas em SEPT7 humana, induz a estabilização da 

interface G e, portanto, a forma dimérica.  

 

3.2  INVESTIGAÇÃO DO ESTADO OLIGOMÉRICO EM SOLUÇÃO POR MEIO 

DA CROMATOGRAFIA DE EXCLUSÃO MOLECULAR ACOPLADA AO 

ESPALHAMENTO DE LUZ A MÚLTIPLOS ÂNGULOS (SEC-MALS) 

 

Como o objetivo de investigar a massa das diversas amostras obtidas até o momento 

bem como o estado oligomérico, recorreu-se à técnica de SEC-MALS. Para este experimento, 

foram testadas todas as combinações referentes às construções compostas por domínio G, a 

saber, heterodímeros e proteínas separadas (dímeros e monômeros) de Drosophila bem como 

Pnutmut(G). No caso de amostras que renderam dois picos na cromatografia anterior (Sep1(G) 

e Sep4(G), Figura 15A) os dois picos foram aplicados separadamente e são indicados “dímero” 

e “monômero”. Os resultados de SEC-MALS para os picos referentes à cada população podem 

ser verificados na Figura 18. 
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Figura 18 -  Cromatogramas obtidos por SEC-MALS para as construções contendo o domínio GTPase de 

Drosophila melanogaster. Verifica-se o espalhamento de luz a 90º normalizado (LS), índice de 

refração diferencial normalizado (dRI) e as massas moleculares (em azul). A) Sep1(G).Sep2(G); B) 

Sep1(G).Sep5(G); C) Sep4(G).Sep2(G); D) Sep4(G).Sep5(G); E) Pnutmut; F) Sep1(G).Sep1(G); G) 

Sep4(G).Sep4(G); H) Sep1(G) (monômero); I) Sep2(G) (monômero); J) Sep4(G) (monômero); K) 

Sep5(G) (monômero); L) Pnut(G) (monômero). 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Estes cromatogramas foram analisados com o auxílio do programa ASTRA (Wyatt 

Technology Corporation) (144), sendo possível então calcular a massa corresponde ao pico 

majoritário de cada uma das amostras, como pode ser observado na Tabela 4. 
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Tabela 4 - Massa molecular teórica e calculada pelo SEC-MALS para as diversas amostras de 

septinas. 

Amostra 

Massa Molecular 

Teórica (kDa)* 

Massa Molecular 

Calculada por 

SEC-MALS (kDa) 

Estado 

Oligomérico 

Sep1(G).Sep2(G) 63,3 65,3 ± 0,9 Dímero 

Sep1(G).Sep5(G) 63,7 66,8 ± 0,8 Dímero 

Sep4(G).Sep2(G) 64,5 64,9 ± 0,7 Dímero 

Sep4(G).Sep5(G) 64,6 66,8 ± 0,5 Dímero 

Pnutmut(G).Pnutmut(G) 69,4 72,3 ± 0,5 Dímero 

Sep1(G).Sep1(G) 65,8 70,1 ± 0,4 Dímero 

Sep4(G).Sep4(G) 67,2 69,9 ± 0,3 Dímero 

Sep1(G) 32,9 35,9 ± 0,4 Monômero 

Sep2(G) 33,7 36,9 ± 0,5 Monômero 

Sep4(G) 33,6 35,9 ± 0,3 Monômero 

Sep5(G) 31,8 33,9 ± 0,3 Monômero 

Pnut(G) 32,2 33,4 ± 0,4 Monômero 

* Já considerando a massa de hexa-histidina. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Como pode ser observado na Figura 18 e Tabela 4, todas as combinações analisadas 

foram observadas com massas moleculares próximas aos valores teóricos esperados e em suas 

formas diméricas ou monoméricas em solução, fato este comprovado devido a presença de um 

pico majoritário para cada uma das amostras. Nos casos de Sep1(G).Sep2(G), Sep1(G).Sep5(G) 

e Sep4(G).Sep2(G) (Figura 18), verifica-se a presença de um pico adicional indicando uma 

pequena quantidade de monômeros além do heterodímero. O segundo pico pode estar 

relacionado a dissociação dos heterodímeros durante o experimento, e o mesmo comportamento 

também é encontrado para experimentos realizados com heterodímeros de septinas humanas. 

(61,62) 

De forma geral, os resultados de SEC-MALS confirmaram o que era proposto por 

cromatografia de exclusão molecular (SEC), tornando possível a caracterização de dímeros e 
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monômeros das proteínas analisados por meio da quantificação das massas moleculares. Este 

experimento serviu para garantir o conhecimento do estado oligomérico de cada amostra a ser 

analisada nos demais experimentos. 

 

3.3 ANÁLISE DO ENOVELAMENTO E ESTABILIDADE TÉRMICA POR 

ESPECTROSCOPIA DE DICROÍSMO CIRCULAR (CD) 

A fim de investigar o enovelamento em solução, recorreu-se à técnica de dicroísmo 

circular. Os espectros obtidos por CD possuem mínimos em 222 e 208 nm está de acordo com 

os espectros provenientes de proteínas com estruturas do tipo αβ em que há predominância do 

sinal referente às contribuições de hélices-α. Este perfil é condizente com a literatura, uma vez 

que septinas pertencem ao grupo das P-loop GTPases. O espectro entre todas as proteínas é 

similar, o que reflete o fato de que o conteúdo de elementos de estrutura secundária possui 

elevado grau de conservação no domínio G de septinas. Os mínimos de CD em 222 nm foram 

monitorados, e realizada uma curva de desnaturação para cada amostra analisada, o qual pode 

ser verificada na Figura 19. No caso de Sep1(G), Sep4(G) e Pnut, tanto a forma monomérica 

quanto dimérica (Figura 15A) foram analisadas. As formas diméricas são indicadas como 

Sep1(G).Sep1(G) etc. 
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Figura 19 -  Curva de desnaturação obtida por CD através de variação térmica para as formas monoméricas NGC 

e G para A) Sep1; B) Sep2; C) Sep4; D) Sep5; E) Pnut; F) Homodímeros Sep1(G).Sep1(G), 

Sep4(G).Sep4(G) e Pnut(G).Pnut(G). O ajuste sobre a curva foi realizado pela função de Boltzmann 

para os mínimos em 222 nm para proteínas inteiras (em verde) e para os domínios G (em vermelho). 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A partir do monitoramento do sinal de CD em 222 nm foi possível calcular o valor de 

TM através do ajuste de Boltzmann para cada proteína analisada. Estes valores podem ser 

verificados na Tabela 5. 
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Tabela 5 - Temperatura de melting comparativa entre as proteínas individuais de drosófila. 

Proteína TM (oC) Erro (oC) 

Sep1(G) 42,9 0,5 

Sep1(NGC) 35,9 0,5 

Sep2(G) 39,0 0,5 

Sep2(NGC) 36,6 0,8 

Sep4(G) 41,4 0,5 

Sep4(NGC) 39,4 0,6 

Sep5(G) 39,7 0,4 

Sep5(NGC) 36,9 0,7 

Pnut(G) 40,5 0,4 

Pnut(NGC) 37,2 0,7 

Sep1(G).Sep1(G) 41,3 0,3 

Sep4(G).Sep4(G) 42,0 0,4 

Pnut(G).Pnut(G) 42,0 0,5 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Verifica-se os valores de TM são muito próximos entre si (a maior parte por volta de 40 

°C) e em geral a construção incluindo os domínios N e C (NGC) são um pouco menos 

termoestáveis. Não há diferença significativa entre as formas monoméricas e diméricas para 

Sep1, Sep4 e Pnut. 

Da mesma maneira, foram realizados ensaios de variação térmica por meio do dicroísmo 

circular para os heterodímeros. Para critério de maior comparação, os dados foram confrontados 

com os resultados obtidos para os heterodímeros humanos SEPT2(G). SEPT11(G), SEPT2(G). 

SEPT8(G), SEPT4(G).SEPT11(G), e SEPT2(G).SEPT6(G), descritos por Leonardo et al. (62) 

As curvas representando as frações desnaturadas em função da temperatura pode ser verificada 

na Figura 20. 
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Figura 20 - Curva de desnaturação obtida por CD através de variação térmica para: A) Sep1(G).Sep2(G); B) 

Sep2(G).Sep5(G); C) Sep4(G).Sep2(G); D) Sep4(G).Sep5(G); E) Pnutmut(G).Pnutmut(G); F) Dímeros 

humanos utilizados com TM conhecido como referência: SEPT2(G)SEPT11(G), 

SEPT2(G).SEPT8(G), SEPT4(G).SEPT11(G) ) e SEPT4(G).SEPT6(G). O ajuste sobre a curva foi 

realizado pela função de Boltzmann para os mínimos em 222 nm. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 



80 
 

Ao processar os dados de CD por meio do ajuste de Boltzmann, obteve-se a temperatura 

de melting calculada para estas amostras, como observado na Tabela 6. 

Tabela 6 - Temperatura de melting comparativa entre os heterodímeros de drosófilas e alguns dímeros 

de humanos. 

Proteína TM (oC) Erro (oC) 

Sep1(G).Sep2(G) 52,7 0,5 

Sep1(G).Sep5(G) 47,4 0,4 

Sep4(G).Sep2(G) 52,3 0,4 

Sep4(G).Sep5(G) 50,5 0,3 

Pnutmut(G).Pnutmut(G) 50,6 0,2 

SEPT2(G).SEPT11(G) 65,8 0,6 

SEPT2(G).SEPT8(G) 53,3 0,4 

SEPT4(G).SEPT11(G) 47,6 0,3 

SEPT4(G).SEPT6(G) 42,7 0,4 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Após o aquecimento até 90 ºC, a temperatura do porta-amostra em que estavam as 

proteínas foi diminuída até 10 ºC, e esperou-se por mais 5 min para o equilíbrio de temperatura 

e foi realizada uma nova medida de CD, variando o espectro de 195 nm a 200 nm. Esta nova 

medida revelou um sinal de estrutura secundária, ainda que menos intenso se comparado à 

mesma temperatura durante o aquecimento, indicando possível renaturação das proteínas, 

embora parcial. Os dados de TM provindo de experimentos de CD para as septinas de 

Drosophila melanogaster e suas variações estão sintetizados na Figura 21 a seguir. 
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Figura 21 - Comparação dos diferentes TM’s para: A) proteínas expressas de forma individual (TM’s na faixa de 

35,9 ºC a 42,9 ºC) e B) proteínas obtidas por co-expressão (TM’s na faixa de 47,4 ºC a 52,7 ºC). O 

comparativo visual deixa claro que as proteínas obtidas por co-expressão são significativamente mais 

estáveis se comparado com as septinas obtidas de forma individual. No gráfico a esquerda, encontram-

se os dados dos heterodímeros SEPT2(G).SEPT8(G), SEPT4(G).SEPT11(G) e SEPT4(G).SEPT6(G) 

de septinas humanas tomados como comparativo. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Como pode ser observado na figura anterior, os valores de TM para as septinas 

individuais se apresentaram inferiores a 42,9 ºC, enquanto que para os dímeros obtidos por meio 

da co-expressão apresentam TM de pelo menos 47,4 ºC no menor dos casos (Sep1(G). Sep5(G)). 

Estes resultados também estão condizentes com o que é observado para os dímeros humanos 

analisados, seguindo a ideia de que, na presença de seu parceiro de interação, o dímero tende a 

ficar mais termoestável do que se comparado com cada uma das proteínas de forma individual. 

Além disso, Pnutmut(G) mostra uma variação no estado oligomérico em comparação com o tipo 

selvagem, purificando como dímero em solução (Figura 17), o que resultou em um ganho de 

~8°C em sua TM (Figura 21). 

Estes resultados comprovam que as proteínas na forma de complexos se apresentam de 

forma mais estáveis do que quando analisadas de forma separada. Este resultado talvez não seja 

surpreendente dado que a forma fisiológica de atuação de septinas necessita da formação de 

interfaces específicas entre subunidades. Os estudos com os dímeros apresentados aqui 

mostram que, ao formar apenas uma das interfaces nativas, já há um ganho em estabilidade.   
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3.4 ANÁLISE DO CONTEÚDO DE NUCLEOTÍDEOS 

As septinas possuem funções celulares quando associadas na forma de filamentos, e, 

para isto é essencial a ligação e/ou hidrólise de nucleotídeos de guanina. (26,145,146) Desta 

maneira, a determinação da presença de nucleotídeos de origem bacteriana que já vem ligados 

durante a purificação bem como a taxa de hidrólise dos mesmos é essencial para a compreensão 

da dinâmica de formação destes complexos. (6,146) 

Após desnaturadas as proteínas, o sobrenadante foi aplicado às análises de HPLC por 

meio de uma coluna de troca iônica e então foi monitorado o sinal em 253 nm. Inicialmente, 

foram determinadas curvas controles com concentrações conhecidas de GTP e GDP. A partir 

de então, foram analisados o conteúdo de nucleotídeo endógeno para as amostras contendo as 

septinas obtidas de forma individuais, e os complexos heterodiméricos (Figura 22). 

 

Figura 22 - Verificação do conteúdo de nucleotídeo co-purificado. A) Proteínas individuais; B) Heterodímeros de 

septinas e Pnutmut.Pnutmut. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Como pode ser observado, foi identificada a presença de GDP para todas as construções 

de septinas referentes ao domínio G. No caso do dímero Pnut(G).Pnut(G), além de GDP, 

também foi verificada a presença de GTP. Já para os heterodímeros, foi possível identificar a 

presença de GDP e GTP. Isso se deve ao fato de que as septinas do Grupo II (Sep2 e Sep5) 

devem estar ligadas ao GTP, enquanto que as septinas do Grupo III (Sep1 e Sep4) e Grupo IV 

(Pnut) devem estar ligadas ao GDP. Este comportamento assegura o fato de que na presença do 

parceiro de interação, o heterocomplexo traz consigo os dois tipos de nucleotídeo. Para as 

proteínas inteiras, foi verificado o mesmo tipo de comportamento. 
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Com exceção de Pnut(G).Pnut(G), a formação de heterodímeros estáveis era esperada 

com base no postulado de Kinoshita, como demonstrado para os homólogos de septinas 

humanas. (61) O estado oligomérico em septinas, principalmente complexos oligoméricos, 

estão relacionados à ligação de nucleotídeos GTP/GDP como foi visto em outras pesquisas. 

(10,50,57,146,147) Em diferentes espécies, observa-se que as septinas monoméricas são 

purificadas sem nucleotídeos endógenos (forma apo), independentemente de terem ou não 

atividade catalítica. As septinas cataliticamente ativas, quando incubadas com GTP/GDP, 

formam dímeros em solução com GDP ligado. No entanto, as septinas inativas não se ligam ao 

GTP ou GDP e permanecem como monômeros em solução. Além disso, os complexos 

diméricos, triméricos e tetraméricos mostram que todas as subunidades têm nucleotídeos 

ligados, demonstrando a importância da ligação de nucleotídeos para a formação e estabilidade 

de complexos de septina. (10,30,50,57,61,146,147) 

Sirajuddin et al. 2009 identificaram, usando mutações pontuais, aminoácidos 

importantes tanto para a ligação de nucleotídeos quanto para a hidrólise em septinas. Para 

identificar aminoácidos homólogos envolvidos na ligação e estabilidade de GDP em 

monômeros de septina de Drosophila, e a presença de GTP ligado no homodímero Pnut(G) 

(resultados não esperados com base no comportamento de septinas humanas) realizou-se um 

alinhamento de sequência com SEPT2, SEPT6 e SEPT7 humanos (Figura 23). 
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Figura 23 - Alinhamento entre representantes dos subgrupos SEPT2, SEPT6 e SEPT7 das septinas humanas com 

as septinas de Drosophila, separadas por grupos. Em vermelho e azul os resíduos característicos dos 

subgrupos SEPT2 e SEPT6, respectivamente. A numeração nas septinas do subgrupo SEPT2 está 

baseada na sequência da Sep1, enquanto a numeração do subgrupo SEPT6 na Sep2. Os resíduos 

destacados em roxo são os que formam a ponte salina bifurcada em SEPT7 (descrita mais a frente) e 

a numeração é baseada na mesma proteína. O resíduo destacado em verde está relacionado com a 

ponte-β observada na interação entre os Switches II de ambas as subunidades na interface G, a 

numeração é baseada em SEPT7. As bolinhas vermelhas indicam os resíduos importantes para a 

ligação e hidrolise do nucleotídeo. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Com uma média de 72% de identidade entre as septinas de D. melanogaster e seus 

homólogos humanos, aminoácidos importantes para ligação de nucleotídeos e hidrólise não são 

totalmente conservados, (círculos vermelhos na Figura 23). Não foi possível facilmente 

identificar um aminoácido específico que possa estar relacionado com a ligação diferencial de 

nucleotídeos em D. Melanogaster. Mesmo assim, nossos resultados indicam que a ligação de 
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GDP em septinas monoméricas e GTP no homodímero Pnut(G) possui uma característica única 

das septinas de D. Melanogaster (pelo menos entre as espécies mais estudadas até o momento). 

3.5 ENSAIOS DE ESPALHAMENTO DE RAIOS-X A BAIXO ÂNGULO (SAXS) 

Com o objetivo de elucidar informações estruturais para as septinas de D. melanogaster, 

bem como para a obtenção de dados que corroborassem com o que esperado para o estado 

oligomérico destas proteínas em solução, foram realizadas análises de Espalhamento de Raios-

X a baixo ângulo (SAXS). As curvas experimentais para o espalhamento de SAXS foram 

tratadas pelo programa PRIMUS (87) e posteriormente as informações de massa e tamanho em 

solução foram obtidas pelo programa SAXSMoW2 (Tabela 7). (148,149) 

Tabela 7 - Parâmetros estruturais obtidos para as análises de SAXS. *Porcentagem de variação em 

relação às massas teóricas para Sep1(NGC) = 41,1 kDa, Sep2(NGC) = 48,5 kDa, 

Pnut(NGC) = 60,1 kDa e trímero(NGC) = 149,7 kDa. 

 

Massa 

Molecular 

(kDa) (*) 

Dmax 

(nm) 

Estado 

Oligomérico 

Sep1(NGC) 69,96 (17,4%) 113 ± 9 Dímero 

Sep2(NGC) 55,13 (13,6%) 69 ± 7 Monômero 

Pnut(NGC) 72,01 (19,8%) 111 ± 10 
Predominantemente 

Monômero 

Sep1(NGC).Sep2(NGC).Pnut(NGC) 183,30 (22,4%)  164 ± 10 Trímero 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Como pode ser verificado, as massas das proteínas testadas se aproximam dos valores 

teóricos (levando em conta o estado oligomérico previsto na última coluna da tabela), bem 

como a dimensão destas proteínas são condizentes com o tamanho de outras septinas cujas 

estruturas em alta resolução já são conhecidas. (38,42,63,64) Enquanto Sep1(NGC) e 

Sep2(NGC) aparentemente se apresentam predominantemente na forma dimérica e 

monomérica respectivamente, no caso de Pnut(NGC) pode existir uma mistura das duas formas, 

como visto usando SEC (Figura 15B).   

Enquanto nestas condições, o complexo humano composto por SEPT2(G), SEPT6(G) e 

SEPT7(G) é encontrado na forma de hexâmero (59,60), aqui o complexo de Drosophila 

composto por Sep1(NGC), Sep2(NGC) e Pnut(NGC) tem massa molecular correspondente a 
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um trímero. As curvas de espalhamentos e as respectivas curvas de p(r) podem ser verificadas 

na Figura 24 a seguir: 

 

Figura 24 - Medidas de SAXS. A) Curvas de espalhamento experimental para Sep1(NGC); Sep2(NGC) e 

Pnut(NGC) e complexo Sep1(NGC).Sep2(NGC).Pnut(NGC). B) Comparação das curvas de p(r) 

para cada proteína analisada. Foram geradas curvas para Sep1(NGC), Sep2(NGC) e Pnut(NGC) 

além do complexo. Nota-se um aumento de Dmax no gráfico de p(r) quando há a formação de 

complexo. 

Fonte: Elaborada pelo autor.  

A proteína Pnut(NGC) tem maior massa molecular comparado com Sep1(NGC) e 

Sep2(NGC) além de apresentar domínios N-terminal e C-terminal mais extensos, com o que 

justifica um maior valor de Dmax (111 ± 10 Å) se comparado à Sep2(NGC), mesmo sendo o 

monômero a espécie predominantemente em ambos os casos. O mesmo se aplica para a curva 

resultante do complexo, uma vez que é esperado que este tenha maior dimensão do que as 

proteínas observadas, e o tamanho obtido é compatível com o que é esperado para um trímero. 

(57) Já se compararmos as curvas de p(r) de Pnut(NGC) e Sep1(NGC), verifica-se que o 

formato da curva nos dois casos é bem diferente, mesmo apresentando valores de Dmax muito 

próximos. Enquanto que para Sep1(NGC) o final da curva decai mais rapidamente indicando 

uma população predominantemente homogênea (em preto na Figura 24B), o final da curva de 

Pnut(NGC) apresenta uma queda mais abrupta e mais alongada, indicando a possibilidade de 

coexistência de uma população de monômeros e dímeros. 

No caso de Drosophila, o fato de ser encontrados trímeros no lugar de hexâmeros, 

sugere que o hexâmero de Drosophila é menos estável e se desfaz em trímeros nas condições 

usadas, indicando uma instabilidade da interface central entre duas cópias de Pnut. Este dado é 

coerente com a observação da construção Pnut(G) se comportar predominantemente como 
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monômero e a construção Pnut(NGC) também apresentar uma proporção significativa de 

monômeros (Figura 15). Esta hipótese será abordada ao longo deste estudo, onde serão 

avaliadas as interfaces de contato entre Pnut.Pnut via interface G. 
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Capítulo 4 

Caracterização Estrutural 

Interface G: 

Grupo II e Grupo III 
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4.1 DETERMINAÇÃO DA ESTRUTURA DE Sep1(G).Sep2(G) 

Parte dos objetivos deste estudo é a obtenção de informações estruturais para as septinas 

de Drosophila melanogaster. Inicialmente, foi realizado uma predição de cristalização para 

todas as combinações através do XtalPred Server. (90) Os resultados podem ser verificados na 

Figura 25 a seguir. Para esta análise, quanto menor o valor de EP-class e RF-class, maior a 

probabilidade teórica de sucesso na cristalização. 

 

Figura 25 -  Predição de cristalização para as septinas individuais de D. melanogaster realizada pelo 

XtalPred Server. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Como pode ser observado, as proteínas cuja construção é composta apenas pelo domínio 

GTPase são as que possuem maiores chances de obtenção de cristais, com destaques para 

Sep2(G) e Pnut(G). Por outro lado, para as proteínas inteiras (NGC) verifica-se que a 

probabilidade de cristalização cai drasticamente. Isso se deve ao fato de que os domínicos N-

terminal e C-terminal possuem regiões com alto grau de desordem.  

Durante este trabalho de doutorado, diversas condições de cristalização foram testadas 

para as proteínas individuais, tanto para os domínios NGC como para GTPase, porém sem 

nenhum sucesso. Posteriormente foram realizados testes com os dímeros. Finalmente, foram 

obtidos cristais para os heterodímeros Sep1(G).Sep2(G), Sep1(G).Sep5(G) e o homodímero do 

mutante Pnutmut(G). As condições de cristalização estão descritas na Tabela 8. 
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Tabela 8 - Condições de cristalização para dímeros de septinas de D. melanogaster. 

Proteína Condição de cristalização 

Sep1(G).Sep2(G) 

(7 mg/mL) 

(A) 0,1 M MES/imidazol pH 6,5; 10% PEG 8000; 20% etilenoglicol e 20 mM de 

cada um dos seguintes reagentes: 1,6-hezanodiol, 1-butanol, (RS)-1,2,-

propanodiol, 2-propanol, 1,4-butanodiol e 1,3-propanodiol 

 

(B) 0,1 M MES/imidazol pH 6,5; 10% PEG 8000; 20% PEG MME 550 e 30 mM 

de cada um dos seguintes reagentes: nitrato de sódio, hidrogenofosfato 

dissódico e fosfato de amônio 

 

(C) 0,1 M MOPS/HEPES-Na pH 7,5; 10% PEG 8000; 20% etilenoglicol e 20 mM de 

cada um dos seguintes reagentes: formato de sódio, acetato de amônio, citrato trisódico, 

potássio sódico L-tartarato e oxalato de sódio 

 

Sep1(G).Sep5(G) 

(6,5 mg/mL) 

(A) 0,1 M CHES pH 6,0; 10% PEG 8000; 20% etilenoglicol e 20 mM de cada um 

dos seguintes reagentes: D-glicose, D-manose, D-galactose, L-fucose, D-

xilose e N-acetil-D-glucosamina 

 

(B) 0,1 M de acetato de sódio tri-hidratado pH 4,6; 3,2 M NaCl e 30 mM de cada 

um dos seguintes reagentes: nitrato de sódio, hidrogenofosfato dissódico e 

fosfato de amônio 

 

Pnutmut(G) 

(6,8 mg/mL) 

(A) 0,1 M MES/imidazol pH 6,5; 10% PEG 8000; 20% etilenoglicol e 20 mM de 

cada um dos seguintes reagentes: 1,6-hezanodiol, 1-butanol, (RS)-1,2,-

propanodiol, 2-propanol, 1,4-butanodiol e 1,3-propanodiol 

 

(B) 0,1 M MES/imidazol pH 7,5; 10% PEG 8000; 20% etilenoglicol e 20 mM de 

cada um dos seguintes reagentes: 1,6-hezanodiol, 1-butanol, (RS)-1,2,-

propanodiol, 2-propanol, 1,4-butanodiol e 1,3-propanodiol 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

As condições em que foram obtidos cristais em maior abundância foram as para o 

dímero Sep1(G).Sep2(G). Algumas fotografias destes cristais podem ser observadas na Figura 

26. As coletas de padrões de difração de alta qualidade foram obtidas apenas com a condição 

(A) para este heterocomplexo. A estrutura do heterodímero Sep1(G).Sep2(G) foi resolvida a 

uma resolução de 2.38 Å. Desta forma, pela primeira vez foi obtido de forma experimental um 

conjunto de dados capaz de resolver a estrutura de um representante de septinas da classe dos 

insetos. Este trabalho de doutorado contribuiu para o preenchimento desta lacuna de mais de 

50 anos sem conhecimento estrutural de septinas desta classe, ampliando o quadro de septinas 

conhecidas para mais um organismo. 
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Figura 26 - Cristais de septinas de Drosophila melanogaster. A) Sep1(G).Sep2(G), condição: 10% PEG 8000, 

20% etilenoglicol, 0,1 M MES/imidazol pH 6,5 e aditivos; B) Sep1(G).Sep2(G), condição: 10% PEG 

8000, 20% PEG MME 550, 0,1 M MES/imidazol pH 6,5 e aditivos; C) Sep1(G).Sep5(G), condição: 

10% PEG 8000, 20% etilenoglicol, 0,1 M CHES pH 6,0 e aditivos; D) Pnutmut(G).Pnutmut(G), 

condição: 10% PEG 8000, 20% etilenoglicol, 0,1 M MES/imidazol pH 6,5 e aditivos. A barra branca 

no canto inferior esquerdo possui escala de 200 μm.  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

A estrutura foi depositada no banco de dados PDB (150) sob o código 8DKT, sendo a 

única estrutura até hoje de septinas de insetos. Os parâmetros cristalográficos obtidos com a 

coleta de dados e refinamento estão sintetizados na Tabela 9. 
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Tabela 9 - Parâmetros cristalográficos referentes à obtenção da estrutura de Sep1(G).Sep2(G). 

 Se1(G).Sep2(G) 

Código PDB 8DKT 

Fonte de raios-X Diamond I04 

Detector Eiger2 X 16M 

Parâmetros da cela (Å): 

a; b; c 

α; β; γ 

73,577; 149,423; 155,340 

90,0; 90,0; 90,0 

Grupo espacial C2221 

Resolução (Å) 77,67 – 2,37 (2,74 – 2,37) 

λ (Å) 0,97950 

Multiplicidade 13,4 (12,3) 

Rpim (%) 4,1 (45,9) 

CC (1/2) 1,00 (0,63) 

Completeza (%) 91,1 (70,0) 

Reflexões 201386 (9267) 

Reflexões únicas 15075 (754) 

I/Iσ 11,1 (1,7) 

Reflexões utilizadas no refinamento 15066 

R (%) 21,7 

Rfree (%) 25,2 

Número de átomos na proteína 4094 

Número de átomos do ligante 100 

B (Å²) 69,49 

Phase error (º) 32,19 

Ramachandran Plot  

Permitidos (%) 95,14 

Favorecidos (%) 4,67 

Não permitidos (%) 0,19 

Clashcore dos átomos 6,75 

r.m.s.d. da geometria ideal  

r.m.s. comprimento de ligações (Å) 0,002 

r.m.s ângulo de ligações (º) 0,48 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Os parâmetros de qualidade da estrutura estão dentro do esperado para estruturas com a 

mesma faixa de resolução como pode ser visto na Figura 27.  

 

 
Figura 27 - Gráfico de parâmetros gerais referente a qualidade da estrutura cristalográfica de Sep1(G).Sep2(G) 

(PDB ID: 8DKT). Quando comparado com os percentis de todas as estruturas resolvidas por raios-X 

do PDB e todas as estruturas resolvidas por raios-X com resolução semelhante, o dímero 

Sep1(G).Sep2(G) apresenta valores razoáveis para a resolução obtida em termos de Rfree, clashscore, 

Ramachandran outliers, sidechain outiliers e RSRZ outliers. 

Fonte: Adaptada de PROTEIN... (150) 

O dímero Sep1(G). Sep2(G) de Drosophila melanogaster possui duas moléculas na 

unidade assimétrica, sendo uma de cada septina, algo comum também em estruturas diméricas 

de septinas humanas dos mesmos grupos (Figura 28A). (30,60-62) Cada subunidade apresenta 

o clássico enovelamento de septinas. O núcleo de seis fitas β é coberto por hélices α além do 

Septin Unique Element (SUE), gerando o sanduíche αβα que caracteriza o enovelamento de 

septinas. A subunidade Sep1(G) está ligada a GDP (como esperado para uma septina com 

atividade catalítica) e a subunidade Sep2(G) está ligada a GTP e Mg+2 (esperado para uma 

septina sem atividade catalítica) (Figura 28B). Além disso, o heterodímero é formado via 

interface G fisiológica e mostra a capacidade de formar heterofilamentos via interface NC não 

fisiológica, quando a rede cristalina se expande (como nos heterodímeros dos mesmos grupos 

de septinas humanas), como verificado na Figura 28C. (61,62,65) É interessante notar que esta 

interface não fisiológica se forma entre Sep1 e Sep2. Portanto a interface NC fisiológica Sep1-

Sep1 (que se formaria durante a polimerização de hexâmeros) não está presente na estrutura 

cristalográfica. Como mencionado, o mesmo fenômeno é observado no caso dos complexos 

humanos SEPT2-SEPT6, SEPT2-SEPT8 e SEPT2-SEPT11. Até hoje não há uma clara 
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explicação para isso, mas a sua observação sistemática em quatro estruturas diferentes 

(inclusive a da Sep1(G).Sep2(G) descrito aqui) sugere que provavelmente o domínio G sozinho 

não é suficiente para favorecer a interface fisiológica e indicando que os domínios N e C-

terminais fazem contribuições importantes para garantir a sua formação in vivo. 

 
Figura 28 - Estrutura cristalográfica de Sep1(G).Sep2(G). A) Destaque para a interface de interação do tipo G; B) 

Detalhe para a interação com nucleotídeos, sendo possível verificar a presença de GDP ligado à 

Sep1(G) e GTP e Mg2+ ligado à Sep2(G); C) Rede não fisiológica composta por repetições de 

heterodímeros. Na expansão cristalina, Sep1(G) interage com Sep2(G) pelo domínio GTPase, mas 

também há possibilidade de interação não fisiológica por meio da interação pelos domínios N-terminal 

e C-terminal. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

4.2 ANÁLISE COMPARATIVA DE Sep1(G).Sep2(G) COM SEPT2-SEPT11 HUMANA 

A resolução das estruturas cristalográficas dos heterodímeros SEPT2-SEPT6/8/11 

demostrou que numa interface G fisiológica, as regiões dos switches I e II estão completas e 

ordenadas. (61,62) Esta condição parece restrita a uma interface G fisiológica entre integrantes 

dos grupos II e III (Figura 10) uma vez que nas estruturas cristalográficas de homodímeros 

fisiológicos ou não fisiológicos e heterodímeros entre integrantes dos grupos I e IV, o switch I 

é incompleto e desordenado ou quando ordenado, não participa da interface. A estrutura da 

Sep1(G).Sep2(G) não é apenas a primeira estrutura de septinas de insetos, também representa 
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a primeira estrutura de um heterodímero via interface G fisiológica de uma septina não humana. 

Isso permite explorar se as características observadas na interface G entre septinas humanas dos 

grupos II e III, são equivalentes na interface G fisiológica de septinas de insetos.  

Como mencionado, a estrutura Sep1(G).Sep2(G) apresenta o clássico enovelamento 

αβα de septinas com as regiões dos switches ordenadas (Figura 29). Comparando os switches e 

o P-loop com SEPT2-SEPT11 (humanas) podemos observar que as orientações destas regiões 

são conservadas na interface G de Sep1(G).Sep2(G), sugerindo que independente da espécie é 

necessária a presença do parceiro correto para manter a estabilidade e orientação dos switches 

I e II numa interface G fisiológica.  

 

 
Figura 29 -  Comparativo das regiões de switch I, P-loop e switch II das septinas humanas (SEPT2 e SEPT11) e 

de drosófila (Sep1(G) e Sep2(G)). Verifica-se a manutenção da estrutura destas regiões entre as duas 

espécies. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

A especificidade de interação pela interface G entre septinas do Grupo II (sem atividade 

catalítica) e Grupo III (cataliticamente ativo), identificando resíduos característicos dos grupos 

envolvidos nesta seletividade, foi também estudada nos heterodímeros SEPT2-SEPT6/8/11. 

(61) Neste estudo um resíduo “caraterístico” foi definido como sendo um resíduo conservado 

em todos os integrantes de um grupo, mas sempre ausente nos demais (como sugerido por Rosa 

et al. 2020). Estes resíduos caraterísticos são destacados em cores diferentes para os diferentes 

grupos na Figura 7. Uma vez que Sep2(G) e Sep1(G) podem ser agrupadas dentro dos grupos 

II e III (respectivamente), redes de interações na área de contato entre as subunidades, 

envolvendo resíduos característicos homólogos em D. melanogaster, foram mapeados na 

estrutura Sep1(G). Sep2(G) com o objetivo de avaliar a conservação das caraterísticas da 

interface.  
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Leonardo et al. (62) descreve uma metodologia de análise das regiões de contato da 

interface G nos heterodímeros SEPT2-SEPT6/8/11, metodologia que foi utilizada em Sep1(G). 

Sep2(G) com o mesmo objetivo. Usando o programa DIMPLOT (LigPlot+) (99) identificamos 

as regiões de contato entre as duas subunidades do heterodímero Sep1(G). Sep2(G), mapeando 

os resíduos que fazem parte desta interação. Após o mapeamento dos resíduos na estrutura, as 

subunidades foram separadas por 40 Å ao longo do eixo X e rotacionados 90° ao redor do eixo 

Y (como descrito por Leonardo, 2019) (Figura 30A). (62) A visualização do heterodímero na 

forma de um livro aberto permite comparar eficientemente a distribuição das regiões de contato 

entre Sep1(G). Sep2(G) e SEPT2-SEPT11. Podemos observar que ambos os heterodímeros 

apresentam uma distribuição de regiões de contato similares, o que mostra uma conservação 

dos aminoácidos envolvidos na interface G entre septinas dos grupos II e III de humanos e de 

insetos. Dentro dessas regiões de contato destacam as que apresentam resíduos característicos 

que realizam interações complementares entre ambas as subunidades. Um resíduo característico 

é aquele aminoácido conservado em um grupo específico de septinas, mas ausente nos outros 

grupos na mesma posição. (61) Estes aminoácidos se mostraram importantes na especificidade 

de interação via interface G entre septinas humanas dos grupos II e III, considerados como uma 

“impressão digital” de seletividade entre estes grupos de septinas. (61) A Sep1(G).Sep2(G) 

apresenta os mesmos contatos via resíduos característicos que SEPT2-SEPT11: a Phe154 e 

Gly157 da Sep1(G) com Thr52 e His 75 da Sep2(G) pintados de amarelo na Figura 30A, e Al69 

da Sep1(G) com Leu163, Ser165, Leu166 e Leu168 da Sep2(G) em cor rosa (os aminoácidos 

homólogos em SEPT2-SEPT11 estão pintados no mesmo código de cores). 

A rede de interações envolvendo Thr52-His75 e Phe154-Gly157 na Sep1(G).Sep2(G) 

apresenta a mesma distribuição e orientação que em SEP2-SEPT11 (Figura 30B). (61) A 

hidroxila da Thr52 da Sep2(G) interage com o fosfato γ do GTP, o que orienta o grupo metil da 

Thr52 para interagir com His75 da própria Sep2(G). O resultado dessa interação, permite que 

o anel imidazol da His75 se oriente corretamente na cavidade formada pelo trans-loop1 da 

Sep1(G), que apresenta a Phe154 e Gly157. O trans-loop1 em SEPT2 se caracteriza por mostrar 

uma orientação diferente aos trans-loop1 de outras septinas na presença do seu parceiro correto 

(61), relacionando esta orientação específica à presença da Phe e Gly como resíduos 

característicos do grupo. Como em SEPT2, o trans-loop1 da Sep1(G) adota uma orientação que 

permite o encaixe da His75 (orientação influenciada pela presença da Phe154 e Gly157). Outra 

característica conservada nesta rede de interações é o nucleotídeo GTP, sendo o fosfato γ 

considerado como um “resíduo característico” em septinas do Grupo II (SEPT11). (61) A 
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presença do fosfato γ na rede de interações em Sep1(G).Sep2(G) reforça a ideia da necessidade 

de uma septina cataliticamente inativa (Sep2) para manter a especificidade na interface G entre 

septinas dos grupos II e III ao longo da evolução das septinas.  

A segunda rede de interação conservada em Sep1(G). Sep2(G) envolve Ala69 na 

Sep1(G) e Leu163-Ser165-Leu166-Leu168 da Sep2(G) (Figura 30C). A Ala69, um aminoácido 

conservado em Sep1(G) quando comparado com septinas humanas do mesmo grupo é um 

resíduo caraterístico que se encaixa numa cavidade hidrofóbica formada por Leu163-Ser165-

Leu166-Leu168 da Sep2(G). Como em SEP2-SEPT11, a presença de um aminoácido com 

cadeia lateral pequena e hidrofóbica na posição 69 do switch I na septina do Grupo III (Sep1) é 

fundamental para manter estável a interação com a septina do Grupo II (Sep2) na interface G e 

(por ser caraterístico) ajuda em garantir seletividade na montagem da interface G entre Sep1 e 

Sep2.  
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Figura 30 -  Identificação dos resíduos envolvidos na interface de interação do tipo G entre Sep1.Sep2 e 

SEPT2.SEPT11. A) Comparação entre Sep1.Sep2 e SEPT2.SEPT11. As subunidades foram 

separadas e giradas em 90o em torno do eixo Y para expor os resíduos participantes da interação via 

interface G-G. Destaque em amarelo para os resíduos característicos dos grupos que fazem parte da 

interface de contato. B) Rede de interações que permite com que His75 se oriente corretamente na 

cavidade formada pelo trans-loop1 da Sep1(G). C) Preenchimento da cavidade hidrofóbica formada 

por Leu163-Ser165-Leu166-Leu168 em Sep2(G) por Ala69 de Sep1(G), mantendo estável a 

interação via interface G. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

O fato de que em septinas de D. melanogaster e H. sapiens mantém características muito 

semelhantes quando se trata da interação entre septinas do Grupo II e do Grupo III reforça a 

ideia de que evolutivamente as interações das septinas se mantém conservadas. Apesar de 

diferenças na sequência, estas proteínas possuem características muito semelhantes na interface 

de contato para estes dois grupos de septinas demonstrando que realmente é necessária esta 

combinação entre uma septina que possui atividade catalítica do Grupo III em conjunto com 

outra que não possua atividade catalítica do Grupo II. Esta especificidade garante a correta 
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interação entre estes dois tipos de septinas, e, portanto, auxilia na correta ordem de formação 

de complexos, seja hexâmeros ou octâmeros (encontrados somente em H. sapiens). 

 

4.3 COMPARAÇÃO DA ESTRUTURA CRISTALOGRÁFICA DE Sep1(G).Sep2(G) 

COM SUA ESTRUTURA PREDITA POR ALPHAFOLD 

AlphaFold é uma ferramenta de predição de estrutura de proteínas baseada no Deep 

Learning. (106) Este software, tem se mostrado eficiente na predição de estruturas de proteínas 

a nível atómico, demostrando uma alta acurácia não só na predição do enovelamento das 

proteínas (relacionado com as posições dos Cα) se não também na predição da orientação de 

cadeias laterais. (106,151) Embora a precisão de AlphaFold tem sido demostrada para vários 

sistemas, estávamos interessado no caso das septinas especificamente. Realizamos uma 

comparação entre a estrutura cristalográfica de Sep1(G). Sep2(G) com a estrutura predita por 

AlphaFold para saber se as interações envolvendo resíduos característicos dos grupos descritos 

anteriormente são reproduzidas na estrutura predita. 

O alinhamento entre a estrutura cristalográfica e predita de Sep1(G). Sep2(G) mostra 

um alto grau de conservação no enovelamento e elementos de estrutura secundárias para ambas 

as estruturas; com a diferença da presença da hélice α0 na estrutura predita (Figura 31). Esta 

hélice está ausente das construções Sep1(G) e Sep2(G) usado para os estudos cristalográficos. 

Com um r.m.s.d. dos carbonos α da cadeia principal de 0,6 Å entre Sep1(G). Sep2(G) 

experimental (cinza) e predita (colorida), confirmamos a precisão de predição a nível atômico 

do software AlphaFold.  
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Figura 31 –  Alinhamento realizado para Sep1(G).Sep2(G) entre a estrutura cristalográfica (em cinza) e estrutura 

predita por AlphaFold (em vermelho para Sep1(G) e azul para Sep2(G)) verifica-se um alto grau de 

conservação de enovelamento, com um r.m.s.d dos carbonos α de 0,6 Å. Destaque para a hélice α0 

adicionada nas estruturas simuladas. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

As redes de interação envolvendo resíduos característicos dos grupos na interface G da 

estrutura predita de Sep1(G). Sep2(G) foram mapeadas e identificadas (Figura 32). Como na 

estrutura cristalográfica, as duas redes de interações envolvendo resíduos característicos dos 

grupos nas regiões dos switches I de ambas as subunidades do heterodímero foram observadas 

(Figura 32) mostrando o poder de AlphaFold em reproduzir não apenas os enovelamentos das 

subunidades, mas também os detalhes finos das interações específicas na interface G. Portanto, 

estes resultados validam o uso de AlphaFold para gerar estruturas para outros heterodímeros 

para os quais não foram bem-sucedidos na obtenção de cristais. Especificamente, buscamos 

observar interações presentes nos heterodímeros Sep1(G). Sep5(G), Sep4(G).Sep2(G) e 

Sep4(G).Sep5(G), que se esperam serem conservadas segundo a regra de substituição ou de 

Kinoshita (como nos heterodímeros formados por septinas humanas dos grupos II e III). (61) 
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Figura 32 -  Redes de interação envolvendo resíduos característicos dos grupos na interface G da estrutura predita 

de Sep1(G).Sep2(G). A) Interação entre Thr52-His75 e Phe154-Gly157. B) Encaixe de Ala69 

cavidade hidrofóbica formada por Leu163-Ser165-Leu166-Leu168. Ambas as interações são 

encontradas, tanto na estrutura cristalográfica quanto na estrutura predita. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

4.4 ANÁLISE DOS DEMAIS HETERODÍMEROS DO GRUPO II E GRUPO III DE D. 

melanogaster 

Drosophila melanogaster apresenta 5 genes que codificam septinas, dos quais, duas 

pertencem ao Grupo II (Sep2 e Sep5) e outras duas ao Grupo III (Sep1 e Sep4); Pnut é a única 

representante do Grupo IV. Com dois representantes de cada grupo, e seguindo a “Regra de 

Kinoshita”, teríamos quatros heterodímeros via interface G fisiológica formados pelos grupos 

II e III. A “Regra de Kinoshita” mencionam que uma septina pode ser substituída por outra do 

mesmo grupo em um heterocomplexo, sem alterar a integridade dele. (13) Isto foi demostrado 

por Rosa et al. (2020) para heterodímeros G de septinas humanas formados pelos grupos II e 

III, sentando as bases estruturais da “Regra de substituição de septinas ou Regra de Kinoshita” 

(via interações por resíduos característicos dos grupos). (61) Com a estrutura cristalográfica de 

Sep1(G). Sep2(G), mostramos que as interações que determinam a especificidade da interface 

G entre septinas dos grupos II e III se mantem ao longo da evolução destas proteínas (de insetos 

até humanos).  

Uma vez que não foi possível resolver a estrutura dos outros heterodímeros de septinas 

de D. melanogaster, usamos Colabfold (152) (uma versão online de AlphaFold) para modelar 

os heterodímeros Sep1(G).Sep5(G), Sep4(G).Sep2(G) e Sep4(G).Sep5(G). Com os modelos 
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podemos observar que as bases estruturais da “Regra de Kinoshita” são conservadas entre 

septinas de insetos e septinas humanas (Figura 33). As regiões de contato entre os dímeros 

Sep1(G).Sep5(G), Sep4(G).Sep2(G) e Sep4(G).Sep5(G) são, em boa parte, conservadas quando 

comparadas com Sep1(G).Sep2(G) (Figura 30 e Figura 33), e as interações envolvendo resíduos 

característicos estão presentes em todos os heterodímeros (com pequenas modificações). 

Análises de PISA para os quatro modelos mostram que a área da superfície de contato e a 

energia total de ligação da interface é muito próxima entre todos, reforçando que a “Regra de 

Kinoshita” também é aplicável para septinas de insetos (Tabela 10).  

 

Tabela 10 -  Análise de PISA para os modelos de dímeros de septinas do Grupo II e Grupo III de D. 

melanogaster obtidos por AlphaFold. 

 
Área de 

Interface (Å²) 

Energia total de 

ligação da interface 

(kcal/mol) 

Número de 

ligações 

de H 

Número de 

pontes 

salinas 

Sep1(G).Sep2(G) 1.950,4 -25,5 9 9 

Sep1(G).Sep5(G) 1.945,6 -25,1 7 7 

Sep4(G).Sep2(G) 1.999,1 -24,9 14 9 

Sep4(G).Sep5(G) 1.979,3 -24,9 14 8 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Quando analisamos estes dados, verificamos que as áreas de interface, energias totais 

de ligação das interfaces e o número de pontes salinas são próximos para todas as quatro 

combinações de heterodímeros. Já quando analisamos a ∆G ganho na formação da interface, 

temos que os dímeros formados por Sep1(G) são mais estáveis dos que os formados por 

Sep4(G). Por outro lado, o número de ligações de hidrogênio, é maior para heterodímeros com 

a presença de Sep4(G). 
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Figura 33 - Identificação dos resíduos envolvidos na interface de interação do tipo G entre os grupos II e III. 

Comparação entre Sep1.Sep5, Sep4.Sep2 e Sep4.Sep5. As subunidades foram separadas e giradas em 

90o em torno do eixo Y para expor os resíduos participantes da interação via interface G-G. Destaque 

em amarelo para os resíduos característicos dos grupos que fazem parte da interface de contato. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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No ponto 4.2 e 4.3 foi mostrado que Sep1(G).Sep2(G) mantém as mesmas interações 

envolvendo resíduos característicos dos grupos que SEPT2-SEPT11 (um heterocomplexo de 

septinas humanas). Porém, os outros heterodímeros G das septinas de D. melanogaster 

apresentam algumas substituições nestes resíduos característicos. Na região do trans-loop1, 

Sep4 tem duas substituições com triptofano (204) no lugar da fenilalanina (154) e serina (207) 

no lugar da glicina (157) (Figura 34A). Por outro lado, no seu switch I tem uma valina (119) no 

lugar da alanina (69) conservada para septinas do Grupo III. A Sep5 apresenta apenas uma 

substituição dos resíduos característicos, uma alanina no lugar da serina na posição 165 da 

região do trans-loop1 (Figura 34A). 

Observamos em detalhe o impacto das substituições no heterodímero Sep4(G).Sep5(G), 

o qual apresenta duas subunidades com substituições nos resíduos característicos. Na primeira 

rede de interações, o grupo metil da Thr55 interage com a His78 da Sep5, orientando o anel 

imidazol da His78 para o trans-loop1 da Sep4(G) (Figura 34A). Embora as substituições 

Phe/Trp e Gly/Ser em Sep4, a rede de interações conserva as mesmas características que em 

Sep1(G).Sep2(G). A orientação do trans-loop1 em septinas do Grupo III é importante para 

permitir o encaixe da His característica de septinas do Grupo II, orientação que é garantida pela 

presença da Phe e Gly características (Rosa et al., 2020). (61) Quando comparamos a orientação 

do trans-loop1 da Sep1 (em complexo com Sep2 e Sep5) com Sep4 (também em complexo 

com Sep2 e Sep5), observamos que apesar das substituições Phe/Trp e Gly/Ser a sua 

conformação é conservada nas septinas do Grupo III de D. melanogaster (Figura 34B). Além 

disso, podemos observar que o trans-loop1 em septinas do Grupo III de D. melanogaster 

apresenta uma orientação diferente quando comparada com o Pnut (Figura 34B), mostrando 

que essa orientação do trans-loop1 é específica para a interface G entre septinas dos grupos II 

e III (como reportado por Rosa et al., 2020 em septinas humanas). 
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Figura 34 -  Redes de interação envolvendo resíduos característicos dos grupos na interface G de heterodímeros 

do Grupo II e Grupo III de Drosophila melanogaster. A) Interação entre grupo metil da Thr55 com a 

His78 da Sep5, orientando o anel imidazol da His78 para o trans-loop1 da Sep4(G). B) A orientação 

do trans-loop1 é conservada mesmo com as substituições Phe/Trp e Gly/Ser. O trans-loop1 em 

septinas do Grupo III de D. melanogaster apresenta uma orientação diferente quando comparada com 

o Pnut, mostrando sua especificidade para os grupos II e III. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A segunda rede de interações envolve um aminoácido hidrofóbico pequeno presente no 

switch I de Sep1 e Sep4 que interage num bolsão hidrofóbico formado no trans-loop1 de Sep2 

e Sep5. A serina característica do Grupo II é substituída por uma alanina em Sep5, porém, esta 

substituição não muda o formato da cavidade hidrofóbica formada no trans-loop1 como 

observado na Figura 35 (cavidade dos quatro heterodímeros de septinas de D. melanogaster). 

Em Sep1(G).Sep2(G) como nos heterodímeros formados por septinas humanas dos grupos II e 

III, a presença da alanina (um aminoácido hidrofóbico pequeno) no switch I em septinas do 

Grupo III é fundamental para manter a interação hidrofóbica devido ao tamanho do bolsão 

formado no trans-loop1 de septinas do Grupo II. (61) Esta condição é conservada nos 

heterodímeros de D. melanogaster, observando como a Ala69 se acomoda no bolsão da Sep5 

(que tem alanina no lugar de serina na posição 165). Com uma substituição da alanina por valina 

(119) na Sep4, o mesmo encaixe no bolsão hidrofóbico da Sep5 é observado (Figura 35). 

Estes resultados mostram que, embora pequenas substituições nos resíduos 

característicos nas septinas dos grupos II e III, as regiões de contato são conservadas entre 

septinas de insetos e humanos. Além disso, estes resultados mostram que pequenas alterações 

em resíduos envolvidos em contatos na interface G podem ser toleradas sem prejudicar a 
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capacidade de forma heterodímeros conforme a Regra de Kinoshita. Futuramente, seria 

interessante investigar se estas pequenas diferenças entre integrantes do mesmo grupo levam a 

preferências de pareamento entre as quatro possibilidades (Sep1-Sep2, Sep1-Sep5, Sep4-Sep2, 

Sep4-Sep5).  

 

 
Figura 35 - Comparação entre os bolsões hidrofóbicos formados no trans-loop1 de Sep2 e Sep5. A mutação de 

uma serina característica do Grupo II presente em (A) Sep2 por uma alanina em Sep5 (B) não altera 

o formato da cavidade hidrofóbica formada no trans-loop1. C) Presença de Ala69 em Sep1 encerrada 

no bolsão hidrofóbico de Sep5. D) Presença de por Val119 em Sep4 mantém o mesmo encaixe no 

bolsão hidrofóbico de Sep5. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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5.1 ESTABILIDADE DA INTERFACE G DE Pnut.Pnut E SEPT7.SEPT7 

Como não foi possível obter sucesso com as tentativas de cristalização de Pnut(G), 

foram realizados experimentos de modelagem computacional por homologia utilizando o 

programa MODELLER 10.1 baseado no conceito de que proteínas que possuem alta identidade 

possuem estrutura bem semelhante. Para isto, foram utilizados como molde o dímero de 

septinas humanas SEPT7(G) com resolução de 1,739 Å (PDB ID: 6N0B). Nesta etapa de 

produção de modelos, foi gerado um modelo do dímero completo de SEPT7.SEPT7 humano 

(incluindo regiões faltantes na estrutura cristalográfica) e o dímero equivalente em drosófila de 

Pnut.Pnut. 

A organização do hexâmero humano (SEPT2.SEPT6.SEPT7.SEPT7.SEPT6.SEPT2) e 

de Drosophila (Sep1.Sep2.Pnut.Pnut.Sep1.Sep2) resulta em um dímero no seu centro formado 

por um integrante do Grupo IV (SEPT7.SEPT7 e Pnut.Pnut respectivamente) estabilizado por 

uma interface G. Os resíduos participantes desta interface G foram mapeados para Pnut e 

SEPT7 como pode ser observado na Figura 36. As interfaces de contato se apresentaram bem 

conservadas nos dois casos. Entretanto, há uma significativa diferença entre 

SEPT7(G).SEPT7(G) e Pnut(G).Pnut(G), em que os resíduos Glu58 e Lys173 presentes em 

humanos (vermelho, Figura 36C), são substituídos por Ala150 e Leu266 em D. melanogaster 

(círculo vermelho pontilhado, Figura 36A). 

Glu58 e Lys173 formam uma rede de interação eletrostática intra e inter cadeias, como 

pode ser verificado na Figura 36D. A lisina possui uma carga positiva em pH neutro, o que 

interage com a carga negativa do ácido carboxílico do glutamato. Esta rede de interação sugere 

que a interface G em SEPT7.SEPT7 poderia ser mais estável comparado com Pnut.Pnut, uma 

vez que esta rede de interação é perdida pela substituição dos aminoácidos carregados por 

aminoácidos hidrofóbicos (Figura 36B). Além disso, a rede de ligações eletrostáticas está 

escondida no centro da interface onde se espera encontrar uma constante dielétrica baixa, 

fortalecendo a contribuição das pontes salinas à estabilidade da interface. Na verdade, cada 

carga é posicionada entre duas cargas de sinal oposto, como pode ser visto na Figura 36D, 

gerando um arranjo conhecido como uma ponte salina complexa ou bifurcada. (153) Tais 

interações tendem a estabilizar interfaces de uma forma cooperativa. O ângulo formado pelos 

Cα dos resíduos que formam as pontes bifurcadas (Glu-Lys-Glu) é sempre menor que 90o como 

visto em estudos anteriores (153-155) sugerindo um arranjo clássico e estabilizante.  
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Figura 36 -  Identificação dos resíduos envolvidos na interface de interação do tipo G para o Grupo IV. A) 

Pnut.Pnut. As subunidades foram separadas e giradas em 90o em torno do eixo Y para expor os 

resíduos participantes da interação via interface G-G. Destaque em vermelho para a ausência de uma 

região de interação presente em SEPT7. Esta região é apresentada em (B) mostrando um núcleo 

formado por Ala150 e Leu166 em cada uma das cadeias. C) SEPT7.SEPT7, também separadas e 

giradas em 90o em torno do eixo Y para expor os resíduos participantes da interação via interface G-

G. Destaque em vermelho para os resíduos de interação presentes apenas em SEPT7. D) Observação 

dos resíduos presentes somente em SEPT7, sendo possível verificar interações eletrostáticas entre 

Glu58 e Lys, do tipo inter e intra cadeia, adicionando assim mais uma região de interação à SEPT7 se 

comparado a Pnut. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Como verificado anteriormente, Pnut(G) quando purificada em tampão com 150 mM 

de NaCl apresenta a coexistência de dois picos (dímeros e monômeros) (Figura 15A). A 

dependência da concentração salina foi testada em diferentes concentrações de NaCl como pode 

ser visto na Figura 37A. Neste experimento, constatou-se que Pnut se apresenta monomérica 

para tampão com 350 mM de NaCl, e a população do dímero aumenta com a diminuição de sal. 

Brognara et al. (2019) demostrou que, quando utilizado o mesmo tampão de purificação, com 

faixas de concentração de 150 mM a 300 mM, SEPT7 é encontrada na forma dimérica. (64,156) 

Desta forma, conclui-se que a concentração salina é crítica para a formação de homodímeros, e 

que SEPT7 possui complexação mais estável se comparado com Pnut, uma vez que em um 
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mesmo ambiente tamponante de 300 mM de NaCl por exemplo, SEPT7 é encontrada na forma 

dimérica, já Pnut na forma monomérica. 

Estes resultados podem ser relacionados com a perda da ponte salina bifurcada em Pnut 

Figura 37B. Analisando e comparando os resultados experimentais com os modelos 

computacionais de Pnut e SEPT7, verifica-se que há um afastamento da distância entre as 

cadeias laterais de aminoácidos homólogos, que em SEPT7 a distância entre Glu58 e Lys173 é 

de 3,7 Å, já em D. melanogaster a distância entre Ala150 e Leu266 é de 6,5 Å, por exemplo. 

 
Figura 37 - Fatores que influenciam na estabilidade de Pnut e SEPT7. A) Variação da concentração de sal em 

tampão de purificação de Pnut(G). Verifica-se que numa concentração de 100 mM NaCl, há a presença 

de dois picos: dímeros e monômeros. A concentrações mais altas de NaCl, observa-se apenas 

monômeros. B) Comparativo entre as interfaces de contato SEPT7(G).SEPT7(G) e Pnut(G).Pnut(G) 

em que é possível verificar as substituições dos aminoácidos Glu58 e Lys173 por Ala58 e Leu173 em 

D. melanogaster. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A partir destes resultados, foram gerados novos modelos mutantes, sendo que os 

resíduos Glu58 e Lys173 de SEPT7(G) foram substituídos por uma Ala58 e Leu173, 

respectivamente gerando SEPT7(G)mut. Em Pnut(G), Ala150 e Leu266 foram substituídos por 

Glu150 e Lys266 respectivamente, gerando Pnut(G)mut. O mutante Pnut(G)mut foi estudado 

experimentalmente, mostrando uma alteração no seu estado oligomérico para a forma dimérica, 

se comparado com o estado oligomérico do tipo selvagem (monômero) (Figura 17), sugerindo 

um rol estabilizador da ponte bifurcada em Pnut(G)mut. 
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Inicialmente, com os modelos destes dímeros nativos e mutantes construídos, foram 

verificados os parâmetros energéticos para a formação da interface dimérica utilizando o 

programa PISA. Estes resultados podem ser verificados na Tabela 11 a seguir: 

Tabela 11 -  Análise de PISA para os modelos de dímeros de septinas canônicas e mutantes do Grupo 

IV de D. melanogaster e H. sapiens obtidos por MODELLER. 

 SEPT7(G) Pnut(G) SEPT7(G)mut Pnut(G)mut 

Área de Interface (Å²) 1.347,3 1.322,4 1.330,8 1.359,0 

Energia total de 

ligação da interface (kcal/mol) 
-23,2 -19,5 -22,5 -22,2 

Número de pontes salinas 10 6 8 8 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

Verifica-se que a interface SEPT7(G).SEPT7(G) é a mais estável entre as proteínas 

analisadas, sendo a que tem maior número de pontes salinas (10) além de ser energeticamente 

mais estável se comparado com Pnut(G).Pnut(G). 

Verifica-se também que SEPT7mut(G) perdeu 2 pontes salinas se comparado ao estado 

nativo e Pnutmut(G) possui 2 pontes salinas a mais do que Pnut(G) (o que era esperado). A área 

da interface em SEPT7mut(G) diminuiu, enquanto que para Pnutmut(G) aumentou. De acordo 

com a energia da interface, a mutação desestabilizou SEPT7mut(G) (embora pouco), mas 

conferiu estabilidade à Pnutmut(G). Ou seja, a análise de PISA está coerente com a lógica de 

realizar as mutações, o que é confirmado pelo ganho de estabilidade para Pnutmut(G) de cerca 

de 8°C em sua TM verificado por dicroísmo circular (Figura 21). Isso prova que a ponte salina 

bifurcada estabiliza a interface G em Pnut, modificando tanto o estado oligomérico quanto 

aumentando sua termoestabilidade (Figura 22). Com base nesses achados, as mutações em Pnut 

(Ala150Glu e Leu266Lys) demonstram a importância da ponte salina bifurcada na estabilidade 

da interface G do subgrupo SEPT7. 
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5.2  ANÁLISES DE DINÂMICA MOLECULAR DIRECIONADA ADAPTATIVA 

(ASMD) 

Para analisar a dificuldade de separação das subunidades dos homodímeros 

Pnut(G).Pnut(G), SEPT7(G).SEPT7(G) e seus mutantes, auxiliando na compreensão de 

resíduos importantes para a estabilidade da interface (particularmente as pontes salinas), 

recorreu-se a técnica de Dinâmica Molecular Direcionada Adaptativa, do inglês Adaptive 

Steered Molecular Dynamics (ASMD) aplicando forças em direções opostas aos dois 

monômeros com o intuito de separá-los. (122-123) ASMD é uma variante da Dinâmica 

Molecular Direcionada (SMD) onde a força externa é aplicada em diversos estágios curtos 

visando uma maior convergência. 

Assim, forças em direções opostas foram aplicadas a cada subunidade dos homodímeros 

para separá-los transversalmente. As energias de interação (potencial, eletrostática e Van der 

Waals) foram monitoradas ao longo da simulação de acordo com o campo de força utilizado 

nas análises. As análises de ASDM foram realizadas em colaboração com o Prof. Dr. 

Alessandro Silva Nascimento (Instituto de Física de São Carlos – IFSC/USP). 

Ao analisar SEPT7(G), observa-se que as interações eletrostáticas na interface G são 

bastante expressivas em relação à energia total de interação entre as subunidades (Figura 38A). 
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Figura 38 - Análise ASMD em SEPT7. A) Cálculo da energia de interação entre as subunidades do homodímero 

ao longo do tempo de simulação. Observamos que a contribuição da energia eletrostática (linha preta) 

é maior comparada à de Van der Waals (linha vermelha). B) Análise do comportamento da energia 

eletrostática em função do tempo de simulação. A interação entre os resíduos da ponte salina bifurcada 

(Glu58 e Lys173) é perdida de ~0,3 ns. Um segundo componente eletrostático importante (Glu203 e 

Arg265) se dissocia em ~0,9 ns. Ambas as interações eletrostáticas experimentam separação 

assimétrica. C) Trajetórias SEPT7.SEPT7 nos tempos 0; 0,7 e 1,2 ns de simulação. Em 0,7 ns, 

observamos a dissociação da região superior e intermediária, que constituem a ponte β formada pela 

interação do switch II de ambas as subunidades e a ponte salina bifurcada, respectivamente. Em 1,2 

ns, o homodímero está quase completamente dissociado, com a separação do segundo componente 

eletrostático (Glu203 e Arg265) na região inferior. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Com uma energia de interação total inicial de cerca de -500 kcal/mol, os componentes 

eletrostáticos contribuem com aproximadamente -350 kcal/mol, demonstrando seu papel crítico 

na estabilidade da interface G no homodímero SEPT7. A análise das trajetórias ao longo do 

processo de separação de monômeros permitiu identificar uma segunda contribuição 

eletrostática entre as subunidades de homodímero, Glu203 e Arg265 (ambas conservadas na 

maioria das septinas), que estão localizadas na região inferior (próximo ao motivo meandro) 

(Figura 38C). As subunidades sofrem uma separação tipo “zíper”, começando com uma 
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abertura na região de contato do switch II de ambas as subunidades (região superior) (Figura 

38C). Então, começando em ~0,3 ns, o homodímero experimenta uma queda progressiva na 

energia de interação (perda relacionada a contribuições eletrostáticas) (Figura 38A). A primeira 

interação eletrostática a ser separada é a ponte salina bifurcada, a ~0,3 ns (Figura 38B e Figura 

38C). 

A contribuição energética das pontes salinas inter-cadeias não é igual, com Lys173(A) 

→ Glu58(B) em ~ -100 kcal/mol e Lys173(B) → Glu58(A) em cerca de -50 kcal/mol. No 

entanto, ambos convergem para a mesma perda de energia desde os ~0,3 ns. A Figura 38C 

mostra que em 0,7 ns a ponte salina bifurcada está totalmente separada. Uma segunda queda de 

energia ocorre em ~0,9 ns, onde a interação entre Glu203(A) → Arg265(B) é interrompida. No 

entanto, a interação entre Glu203(B) → Arg265(A) no outro lado da interface G quebra em 1,2 

ns (Figura 38B). Isso produz uma separação assimétrica entre ambas as subunidades no final 

da simulação (Figura 38C). 

Já SEPT7mut(G) tem perda de ~250 kcal/mol na energia de interação total inicial em 

comparação com SEPT7 (Figura 39A). Neste caso, observamos que as contribuições iniciais 

dos componentes eletrostáticos e de Van der Waals são próximas (~ -100 a -150 kcal/mol). 
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Figura 39 -  Cálculo da energia de interação em homodímeros ao longo do tempo de simulação. A) SEPT7mut 

mostra uma queda de ~250 kcal/mol na energia de interação em relação ao tipo selvagem SEPT7. Da 

mesma forma, as contribuições eletrostática e de Van der Waals são equivalentes. B) Pnut e C) Pnutmut 

apresentam energia de interação semelhante, com maior contribuição do componente eletrostático. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Com a ausência da ponte salina bifurcada, o decaimento na energia de interação 

eletrostática é observado em ~0,9 ns, ponto em que a interação Glu203(B) → Arg265(A) 

começa a se dissociar (Figura 40B). Então, como no SEPT7 de tipo selvagem, a segunda 

interação Glu203(A) → Arg265(B) quebra em ~ 1,2 ns passando por separação assimétrica 

(Figura 40B). 
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Figura 40 - Análise ASMD em SEPT7, SEPT7mut, Pnut e Pnutmut. A figura mostra as trajetórias e a análise do 

comportamento da energia eletrostática em função do tempo de simulação. Em (A) é possível observar 

o comportamento de dissociação para SEPT7. Verificamos o comportamento de dissociação para 

SEPT7mut (B) e Pnut (C), com a ausência da ponte salina bifurcada, os componentes eletrostáticos se 

dissociam assimetricamente de ~0,9 ns. No entanto, em Pnutmut (D), a dissociação começa em ~0,4 

ns. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A diferença entre a energia de interação total de SEPT7(G) e SEPT7mut(G) sugere uma 

desestabilização da interface G devido à ausência da ponte salina bifurcada, refletida na redução 

do trabalho total acumulado ao longo do deslocamento das subunidades em SEPT7mut(G) 

(Figura 41A). 
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Figura 41 - Evolução temporal das análises de ASMD para SEPT7(G), Pnut(G) e mutantes. Trabalho necessário 

teórico em kcal/mol para o restabelecimento do sistema em função da distância do centro de massa 

para SEPT7(G) (em preto), SEPT7(G)mut (em vermelho), Pnut(G) (em azul) e Pnut(G)mut (em roxo). 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

É possível perceber é que a diferença observada entre SEPT7(G) e SEPT7mut(G) é mais 

acentuada do que a diferença entre Pnut(G) e Pnutmut(G). Pnut(G) e Pnutmut(G) apresentam 

energia de interação similares (Figura 39B e Figura 39C), curiosamente com os componentes 

eletrostáticos contribuindo equivalentemente para a energia de interação. Além disso, ambos 

homodímeros experimentam uma separação assimétrica como observada em SEPT7(G) e 

SEPT7mut(G) (Figura 40C e Figura 40D). A diferença observada para Pnut nativa e mutante 

está contida na região do gráfico para deslocamento abaixo de 10 Å (Figura 41). Estes 

resultados demostram a importância da ponte salina bifurcada na estabilização da interface G 

entre septinas do subgrupo SEPT7, o que sugere uma maior facilidade de separação de um 

hexâmero formado por septinas de D. melanogaster que o hexâmero formado por septinas 

humanas. Porém, a maior estabilidade da interface G de SEPT7 quando comparado com Pnut 

provavelmente envolve outros fatores, uma vez que não foi possível recuperar a estabilidade 



121 
 

total da interface com a introdução dos resíduos que compões a ponte bifurcada, pelo menos 

quando estimado pelas simulações aqui apresentadas. Por outro lado, como relatado 

anteriormente, a introdução experimental dos resíduos carregados resultou em maior 

estabilidade térmica e o favorecimento da forma dimérica.   
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Capítulo 6 

Estudo da flexibilidade e energias 

de formação de oligômeros de 
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6.1 ESTUDOS DA FLEXIBILIDADE DOS OLIGÔMEROS DE SEPTINAS 

Aqui passamos a investigar por meio da Dinâmica Molecular (DM) as características 

gerais de complexos de septinas, como flexibilidade para hexâmeros de septinas de D. 

melanogaster e humanos. Estes estudos foram motivados por duas observações da literatura. 

A primeira motivação vem de diversos estudos mostrando a capacidade de filamentos 

de septinas em reconhecer membranas que apresentam curvatura. (37,157) Há relatos de 

interação tanto com superfícies côncavas quanto convexas e até a possibilidade de o filamento 

induzir a própria curvatura. Estas observações sugerem que o filamento deve apresentar um 

grau de flexibilidade que pode ser ou intrínseca ou induzido pela interação com a membrana. 

Estudos da dinâmica molecular dos oligômeros poderiam revelar sua flexibilidade intrínseca e, 

portanto, ajudar em entender como o filamento se deita na membrana durante importantes 

processos biológicos. 

A segunda motivação dos estudos de DM foca no papel da hélice-α0 e a sua região 

polibásica. Esta hélice está localizada no início do domínio G e serve como conexão com o 

domínio N-terminal. Parte da hélice-α0 corresponde à primeira região descrita na literatura 

como tendo um papel na interação entre septinas e membranas e foi batizada de PB1 (região 

polibásica 1). Apesar do seu suposto papel na interação com membranas, a maioria das 

estruturas no PDB que contém esta região mostram claramente que a região PB1 está escondida 

na interface NC. Nesta conformação a interação com lipídeos ácidos da membrana (tipo PIPs) 

seria impossível. (158) Em apenas uma estrutura cristalográfica a hélice α0 foi observada fora 

da interface, expondo os resíduos básicos e, portanto, em condições de interagir com a 

membrana. (30) Nesta estrutura a interface NC está numa conformação “fechada” devido a 

aproximação das subunidades e a hélice-α0 é obrigada a sair da interface por conta de 

impedimentos estéricos. 

Até o momento, o “fechamento” da interface NC (e a exposição da hélice-α0) só foi 

visto para um único grupo de septinas humanas (Grupo I, composto por SEPT3, SEPT9 e 

SEPT12). É justamente este grupo de septinas que está presente em octâmeros humanos, mas 

ausente de hexâmeros e, além disso, drosófila não apresenta septinas representantes deste 

grupo. Esta observação levanta uma série de perguntas. Será que apenas os integrantes do Grupo 

I são capazes de expor a região PB1? Qual seria o papel desta região no caso de hexâmeros que 

não contêm septinas deste grupo (especificamente no caso de Drosófila)? Por este motivo 
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iniciamos estudos de dinâmica molecular para tentar iluminar a questão da flexibilidade do 

complexo na presença da hélice-α0. 

Inicialmente, foi elaborado um hexâmero humano utilizando como molde as estruturas 

já conhecidas das septinas humanas SEPT2(G).SEPT6(G) com resolução de 2,51 Å (PDB ID: 

6UPA) e SEPT7(G) com resolução de 1,74 Å (PDB ID: 6N0B). (59,60) A partir deste, um novo 

modelo para o hexâmero humano foi gerado em que os resíduos faltantes nas estruturas foram 

completados pelos métodos de restrição utilizados pelo MODELLER 10.1. (108) Estas 

construções foram modeladas com a presença de alguns resíduos correspondentes a região do 

“hook-loop” (HL). Esta região conecta o motivo rico em prolina não estruturado do domínio N-

terminal à hélice α0 (Figura 42) (65) e faz uma contribuição importante à interface NC mas está 

normalmente ausente das estruturas cristalográficas. Porém, a sua presença na estrutura 

resolvida por crio-microscopia eletrônica permitiu a montagem do modelo contendo esta 

região. (65) Em especial, uma fenilalanina presente nesta região poderia atuar como âncora que 

dificultaria a mobilidade da hélice-α0 (esta fenilalanina é conservada nos grupos de SEPT2, 

SEPT6 e SEPT7). (65) O mesmo princípio foi utilizado para a modelagem do hexâmero de D. 

melanogaster, constituído por Sep1(G).Sep2(G).Pnut(G).Pnut(G).Sep2(G).Sep1(G), com a 

presença de HL. Ao se realizar um alinhamento entre as sequências destas septinas, verifica-se 

que esta fenilalanina também está presente no HL de drosófila (Figura 42). 

 
Figura 42 -  Alinhamento das sequências N-terminais para os grupos II, III e IV de septinas humanas e de 

drosófila. É demonstrado a região não estruturada rica em prolina (região variável ou região 

intrinsecamente desordenada) e a região estruturada (região conservada). Esse alinhamento também 

destaca as porções que correspondem ao hook-loop de cada proteína, bem como a região polibásica 

e a fenilalanina da α0 conservada dentro de cada grupo de septinas (em negrito). 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Modelos iniciais de hexâmeros humanos e de Drosophila contendo HL foram analisados 

em simulações de equilíbrio longas (até 1 s) na presença de solvente explícito. Novamente o 

pacote AMBER foi utilizado, com campo de força AMBER FF19SB [116]. Cada sistema 

consiste em aproximadamente 500.000 átomos contendo o hexâmero humano ou de drosófila 

com seus respectivos nucleotídeos e uma concentração de sal de 150 mM. 

A partir de então, foi realizada uma análise geral da conformação do complexo durante 

a dinâmica molecular com a finalidade de observar sua movimentação ao longo do tempo. Esta 

abordagem foi realizada para os hexâmeros de drosófila e humano. Para isto, um ângulo de 

curvatura foi definido a partir dos centros de massas da septinas SEPT2(G), nas extremidades 

do hexâmero e o centro de massa do dímero de SEPT7(G) na porção central do hexâmero. Os 

três pontos empregados para a definição do ângulo de curvatura estão representados em esferas 

semitransparentes na Figura 43A. Em princípio, para um filamento hexâmero completamente 

linear, o ângulo de curvatura definido desta forma deve apresentar um valor de 180°, enquanto 

ângulos menores do que este indica a curvatura (ou dobramento) da estrutura hexamérica. 

Este ângulo de curvatura foi calculado para a trajetória obtida em simulações de 

equilíbrio com 500 ns de duração (Figura 43B). Esta movimentação pode também ser 

mensurada visualmente por meio da superposição de diferentes frames da trajetória e que foram 

alinhados ao dímero central SEPT7(G).SEPT7(G), como mostra a Figura 43C, onde são 

dispostos 30 frames ao longo da simulação. As escalas de cores variam de vermelho para as 

regiões com menor variação posicional, a azul sendo as porções com maior grau de 

flexibilidade. 
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Figura 43 -  Monitoramento da flexibilidade de hexâmeros. A) Definição do ângulo de curvatura a partir dos 

vetores definidos partindo do centro de massa dímero central (SEPT(G).SEPT7(G)) até os 

monômeros na extremidade do hexâmero. Estes pontos estão mostrados em esferas 

semitransparentes. B) Registro do ângulo de curvatura em função do tempo durante a trajetória de 

500 ns. Em preto: hexâmero de D. melanogaster; em vermelho: hexâmero de H. sapiens. O gráfico 

ao lado mostra a distribuição da frequência (contagem de frames) para diferentes ângulos. C) 

Superposição de 30 frames da simulação do hexâmero humano. Os frames foram alinhados pelas 

estruturas do dímero central (SEPT7(G).SEPT7(G)) e o espectro de cores varia de vermelho (menor 

amplitude de movimento) a azul (maior amplitude de movimento) mostrando a evolução temporal 

dos frames na simulação. A flexibilidade do hexâmero como um todo é evidente na figura com um 

movimento de flexão no sentido top-down (usando a orientação mostrada na figura). 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Como pode ser constatado, os ângulos iniciais são de próximo a 160º para drosófila e 

de 172º para humanos. Nos primeiros 100 ns de trajetória, os ângulos de curvatura possuem 

comportamentos distintos, enquanto aumenta para D. melanogaster, diminui para o caso de H. 

sapiens. Ao longo da trajetória, a movimentação dos hexâmeros são bastante variáveis, sendo 

que próximo dos 500 ns, os ângulos dos dois complexos se assemelham. A contagem da 

frequência de cada ângulo revela gaussianas ligeiramente sobrepostas, com uma leve disposição 

do hexâmero de drosófila possuir ângulos mais distantes de 180°. Como demostrado na Figura 

43A, quanto menor o ângulo, maior é a curvatura (ou dobramento).  

As distribuições de ângulos obtidas ao longo de 500 ns de simulação para os dois 

sistemas apresentam algumas características interessantes. Primeiramente, é interessante 

observar este caráter flexível do filamento. Enquanto as estruturas cristalográficas apresentam 

tipicamente uma estrutura de filamento linear (mantidas por contatos cristalinos e imposto pela 

rede), a simulação de DM em solvente explícito permite amostrar uma diversidade de 

conformações com curvaturas de até 25° em relação à estrutura linear inicial.  

As diferenças observadas entre o hexâmero humano e o hexâmero de drosófila 

possivelmente não são significativas, dada a largura das distribuições de ângulos observadas na 

Figura 43B. Embora o hexâmero de drosófila apresente uma tendência de se manter mais linear 

em relação ao hexâmero humano, uma amostragem maior seria necessária para que esta 

conclusão seja validada. Uma vez que estes movimentos são movimentos de baixa frequência, 

outras estratégias de simulação precisam ser aplicadas a fim de amostrar mais apropriadamente 

esta diversidade conformacional, como a dinâmica acelerada (aMD) (159-160) ou mesmo 

simulações de equilíbrio em modelos simplificados (modelos coarse-grained) (161-162) e que 

permitem que simulações mais longas sejam realizadas empregando um tempo de máquina 

acessível. As duas estruturas não sugerem nenhum motivo para observar comportamentos 

significativamente diferentes.  

A Análise de Componentes Principais (ACP ou PCA) da simulação de equilíbrio revela 

detalhes mais específicos deste movimento. (136,163-164) A Figura 44 mostra a projeção da 

primeira componente (PC1) sobre a estrutura do hexâmero humano. As duas representações 

mostram a mesma estrutura rotacionada 90 graus em torno do eixo horizontal. O PCA é útil 

para obter informações simplificadas sobre a dinâmica de um sistema, uma vez que o 

movimento real do sistema ao longo de uma simulação é representado por uma combinação dos 

PCs individuais. Na Figura 44 o hexâmero de septinas está demostrado de duas maneiras 
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perpendiculares, sendo que na parte superior temos a representação mais clássica de 

visualização de septinas, a qual aqui iremos definir por “Vista de lado”, e na parte inferior, 

temos a representação do mesmo hexâmero, porém rotacionado por 90º, o qual definiremos 

aqui por “Vista de cima”. Em ambos as representações as projeções da PC1 são indicadas pelas 

setinhas amarelas que dão uma noção da direção principal do movimento. 

É possível perceber na figura que a primeira componente apresenta um movimento de 

baixa frequência no sentido do aumento da curvatura do hexâmero. Este movimento tende a 

unir as extremidades do hexâmero em um movimento “vertical” (na orientação mostrada no 

painel superior da Figura 44). É interessante destacar que a escolha do sentido desta direção do 

movimento se deu sem nenhuma imposição externa ao sistema, ou seja, o sentido é definido 

pela maior variação das componentes principais. Fica evidente pelas duas representações que a 

PC1 descreve um movimento de dobramento do hexâmero no plano perpendicular a “Vista de 

lado” (movimento “top to bottom”). As linhas mais longas interligando as estruturas são 

artefatos da visualização dos resultados pelo programa Chimera, não estando presentes no 

hexâmero original utilizado para a dinâmica. 

 

Figura 44 -  Projeção da primeira componente (PC1) sobre a estrutura do hexâmero de septinas humanas. As 

figuras mostram (acima) o hexâmero de septinas humanas e (abaixo) outra visualização rotacionada 

90 graus ao longo do eixo horizontal. As projeções da componente 1 estão mostradas como setas 

sobre os carbonos alfa. As conexões longas são artefatos da representação gerada no programa VMD 

e não fazem parte do sistema simulado. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

Já a segunda componente (Figura 45) apresenta um movimento similar, ao movimento 

da primeira componente, mas no sentido “side-to-side”. Isto é, usando a o painel superior da 
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Figura 45 como referência, é como se as extremidades do hexâmero fossem trazidas para perto 

uma da outra por um movimento “frontal”. Da mesma forma da figura anterior, as linhas mais 

longas interligando as estruturas na Figura 45 são artefatos da visualização dos resultados pelo 

programa Chimera, não estando presentes no hexâmero original utilizado para a dinâmica. 

 

Figura 45 - Projeção da segunda componente (PC2) sobre a estrutura do hexâmero humano. A imagem inferior 

apresenta a mesma estrutura do painel superior, apenas rotacionada 90 graus ao longo do eixo 

horizontal. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

Os dados de simulação obtidos até o momento revelam uma flexibilidade muito 

interessante para a estrutura hexamérica e consistente com o papel exercido pelas septinas in 

vivo. Os dados revelam ainda que esta curvatura possui dois componentes combinados: um 

movimento “top-to-bottom” e um movimento “side-to-side” e que podem facilmente ser 

percebidos como os dois primeiros componentes na análise de PCA. 

Curiosamente, estes movimentos também são percebidos em dados de crio-microscopia 

eletrônica. (60) Mendonça et al., discutiram este movimento, também aplicaram o método de 

PCA utilizando como referência a estrutura resolvida do hexâmero humano 

SEPT.SEPT6.SEPT7.SEPT7.SEPT6.SEPT2 por crio-microscopia com resolução global de 

~3.6 Å. (60) No seu trabalho Mendonça e colaboradores destacaram que o dobramento principal 

observado experimentalmente era do tipo “side-to-side” e justificaram esta tendência com base 

na forma da área de contato entre as subunidades centrais (SEPT7) que é aproximadamente oval 

e favorece o movimento predominante observado. Aqui observamos dois componentes em 

ambos as direções (“top-to-bottom” e “side-to-side”). (60) 
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A observação de Mendonça et al. de um sentido preferencial de flexão pode dar uma 

sugestão de como os filamentos reconhecem e interagem com as membranas. Se o filamento 

ficasse com seu lado contra a membrana como foi proposto (37,165-166), então seria esperado 

que o movimento lateral induzisse (ou fosse compatível com) a curvatura da membrana (Figura 

46). Isso também é compatível com um papel específico para a região polibásica (PB1) na 

associação de membrana. PB1 corresponde à região C-terminal da hélice a0 que está enterrada 

na interface NC. Aqui acrescentamos uma segunda possibilidade que é da flexão “top-to-

bottom” acompanhar a curvatura da membrana. Esta segunda possibilidade também está 

compatível com um papel importante desempenhado pela região PB1 desde que a membrana 

estivesse localizada abaixo do filamento quando visto de lado como na Figura 44 (parte 

superior). 

 

 

Figura 46 - Esquema de como o hexâmero pode ficar contra uma membrana curva com base na dobra lateral 

preferida da partícula. É apresentado um hexâmero posicionado com seu lado contra a membrana e as 

hélices-α6 paralelas ao plano da bicamada lipídica. Nesta orientação, uma das grandes aberturas que 

levam à cavidade NC ficaria voltada para a membrana. 

Fonte: Adaptada de MENDONÇA et al. (60) 

A curvatura do filamento foi discutida muitas vezes em relação aos papéis fisiológicos 

das septinas em diferentes organismos. (167) Na ausência de parceiros de ligação do 

citoesqueleto, o complexo SEPT2.SEPT6.SEPT7.SEPT7.SEPT6.SEPT2 dos mamíferos é 

capaz de formar anéis fechados autônomos de 400–700 nm de diâmetro. (28) Isso parece ser 

consistente com observações em septinas humanas, que demonstraram se ligar 

preferencialmente a esferas revestidas com lipídios de tamanho semelhante. (157) Há também 

evidências de que os filamentos de septinas podem induzir ativamente a curvatura da 

membrana, em vez de apenas detectar sua presença. (168) Isso é consistente com seus diversos 
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papéis nos eventos de remodelação da membrana e pode estar relacionado à maneira pela qual 

as septinas são capazes de reorientar durante o processo de brotamento à medida que a curvatura 

da membrana se altera. (169) É também sugerido que, alterando a composição do filamento em 

termos das septinas particulares envolvidas, pode resultar em preferências distintas para 

determinadas curvaturas. (169) Desta forma, há ainda uma grande lacuna sobre o conhecimento 

de como estes filamentos de septinas se curvam para interação com membranas, e desta forma 

desempenhar seu papel fisiológico, sendo possível que as duas formas de flexão sejam ambos 

relevantes em situações diferentes.  

Como perspectivas deste estudo, ficam a aplicação da análise de PCA para a dinâmica 

molecular para os complexos de Drosophila, bem como o octâmero humano. Muitas perguntas 

ainda podem ser feitas em relação aos dados já obtidos, como por exemplo: (i) há diferenças no 

movimento de curvatura observado para a estrutura hexamérica em relação à estrutura 

octamérica (para septinas humanas)? (ii) A alternância de septinas na estrutura do filamento 

seguindo a Regra de Kinoshita afeta a dinâmica de curvatura do filamento? (iii) A atividade 

GTPásica é afetada ou afeta a dinâmica do hexâmero/octâmero? (iv) filamentos mistos 

contendo tanto hexâmeros quanto octâmeros poderiam ter propriedades diferentes dependentes 

da estequiometria? Neste sentido, o estudo computacional da dinâmica de curvatura de 

filamentos de septinas ainda se encontra em andamento na busca de respostas a estas e outras 

perguntas relativas à relação estrutura-dinâmica-função desta família de proteínas. 

 

6.2 ANÁLISE DAS ENERGIAS DE INTERAÇÃO DO HEXÂMERO DE SEPTINAS 

HUMANAS 

A análise inicial das energias do hexâmero humano foi realizada com o programa 

AmberEnergy++. (137) Este programa calcula as energias potenciais de interação entre duas 

espécies em uma trajetória de dinâmica molecular como a soma dos termos de Lennard-Jones 

e de Coulomb (interações não-ligadas). O cálculo de energia de interação nas interfaces do 

filamento foi tomando em conta as septinas com seus respectivos nucleotídeos (GDP ou GTP) 

e íons de magnésio. 

 O sistema hexamérico humano foi composto pelas septinas SEPT2, SEPT6 e SEPT7 

na composição SEPT2.SEPT6.SEPT7.SEPT7.SEPT6.SEPT2 com a presença do hook-loop. As 

energias foram calculadas para as 5 interfaces a partir de uma simulação de equilíbrio de 500 
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ns de duração, sendo estas as interfaces G entre SEPT2 e SEPT6 e entre as duas cópias de 

SEPT7, e as interfaces NC entre SEPT6 e SEPT7. A partir das trajetórias da simulação de 

equilíbrio, as energias foram calculadas empregando os parâmetros usados na própria 

simulação (campo de força AMBER FF19SB). Em cada caso, as energias são calculadas para 

as septinas par a par. As medidas da energia de interação para cada um destes pares de interação 

são demonstradas na Figura 47. 

 

 

 
Figura 47 -  (Painel superior) Energias potenciais de interação em função do tempo para uma trajetória de dinâmica 

molecular monitorando cada par de interface do hexâmero de septinas humano composto por SEPT2, 

SEPT6 e SEPT7. À direita, gráfico de contagem do número de ocorrências das energias. (Painel 

inferior) Frame observado aos 558 ns de simulação mostrando a curvatura do hexâmero. O dímero 

central, formado por SEPT7.SEPT7 e mostrado em marrom na figura tem uma separação na parte 

superior (orientação da figura) da interface de reconhecimento para acomodar a curvatura do 

hexâmero. O dímero em cinza corresponde a SEPT2.SEPT6 e o dímero em azul corresponde ao 

dímero SEPT6.SEPT2. As esferas em verde mostram os centros de massa dos três dímeros e a linha 

pontilhada mostra o ângulo formado entre os três centros de massa. 

 Fonte:  Elaborada pelo autor.  
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A Figura 47 apresenta as energias de interação, as quais podem ser agrupadas em dois 

grupos principais, sendo o primeiro deles referente às interações da interface G (linhas preto, 

amarelo e verde, e o segundo grupo é referente às interações via interface NC (linhas em azul 

e vermelho). 

A interação SEPT6.SEPT2 via interface G tem uma energia de interação média entre -

250 e -385 kcal/mol ao longo da simulação (linhas preto e amarelo). Já a curva em verde mostra 

a energia de interação na interface G entre SEPT7 e SEPT7, central no hexâmero. Esta interface 

apresenta uma energia de interação mais dinâmica, com um valor médio de -293 kcal/mol, mas 

com uma flutuação de grande amplitude e que inclui interações de -500 a -50 kcal/mol em 

frames diferentes da simulação. Esta flutuação maior para a interface SEPT7.SEPT7 ocorre em 

função do movimento de curvatura do hexâmero, como discutido na seção anterior. Nos últimos 

100 ns de simulação, a curvatura tem uma grande flutuação que culmina com uma distorção 

entre os monômeros de SEPT7 para acomodar a curvatura do hexâmero, como mostra o painel 

inferior da Figura 47. Curiosamente, dados de criomicroscopia eletrônica também indicam que 

a maior distorção observada na curvatura do hexâmero ocorre no dímero central, portanto, na 

interface SEPT7.SEPT7, como também foi observado nas simulações de equilíbrio. (60) 

A dinâmica molecular realizada e os dados experimentais de Cryo-EM sugerem que a 

mobilidade do hexâmero em se curvar deve-se, pelo menos parcialmente, à flexibilidade da 

interface G de SEPT7.SEPT7. Também é interessante notar que a parte mais fraca desta 

interface (porção superior) é quebrada, mas a interação é mantida pela porção inferior. Estes 

dados são coerentes com dados de ASMD mostrados na seção anterior. As implicações das 

interfaces G para outras estruturas formadas por septinas, como o octâmero ainda precisam ser 

investigadas e fazem parte de perspectivas futuras para este projeto. 

Finalmente, as curvas mostradas em azul e em vermelho na Figura 47 mostram as 

energias de interação calculadas para as interfaces NC entre as septinas SEPT6.SEPT7 

(vermelho) e SEPT7.SEPT6 (azul). É interessante observar que nos dois casos, as energias de 

interação são significativamente mais negativas (favoráveis) que as energias de interação 

calculadas para as interfaces G, sugerindo que as interfaces NC contribuem mais 

energeticamente para a estabilidade do filamento do que as interfaces G. Para a interface entre 

SEPT6 e SEPT7, a energia de interação média é de -1.239 kcal/mol, enquanto para a interface 

SEPT7.SEPT6, a energia média é de -1.500 kcal/mol. A distribuição das energias, mostrada no 

painel da direita da figura acima mostra que as distribuições, embora largas, não se sobrepõem 
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às distribuições de energias de interação calculadas para as interfaces G, novamente revelando 

a significância da diferença de energias entre as interfaces G e NC. 

Aqui deve-se mencionar que a interface NC poderia ser ainda mais estável uma vez que 

os coiled-coils foram excluídos do modelo usado para a simulação. Os resultados são coerentes 

com os estudos já feitos e descritos que também indicam que as interfaces NC são mais estáveis 

se comparado com as interfaces G em baixas concentrações de sal (menor que 150 mM). (59) 

Porém, com o aumento do sal é a interface NC que enfraquece mais, se tornando mais 

fraco que G (59), resultado este também condizente com o que foi verificado nas análises deste 

estudo, onde as simulações forem realizadas num ambiente químico simulado com uma 

concentração de 150 mM de NaCl. A fragilidade da interface NC em altas concentrações de sal 

é coerente com o rompimento de filamentos numa interface deste tipo (entre duas cópias de 

SEPT2) em condições de elevada força iônica. No presente estudo, por estar exposto na 

extremidade do hexâmero, esta interface não foi explicitamente estudada no presente trabalho. 

6.3 ANÁLISE DAS ENERGIAS DE INTERAÇÃO DO HEXÂMERO DE SEPTINAS DE 

D. melanogaster 

O hexâmero de septinas presente em Drosophila melanogaster e contendo as septinas 

Sep1.Sep2.Pnut.Pnut.Sep2.Sep1, (com a presença de seu respectivo hook-loop em cada 

subunidade) também foi estudado por meio de simulações de equilíbrio, de maneira similar às 

empregadas para o hexâmero humano. As análises das energias de interação nas interfaces 

também foram realizadas de maneira similar com o programa AmberEnergy++, como pode ser 

verificado na Figura 48. 
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Figura 48 - Energias potenciais de interação em função do tempo para uma trajetória de dinâmica molecular 

monitorando cada par de interface do hexâmero de septinas de drosófila composto por Sep1, Sep2 e 

Pnut. À direita, gráfico de contagem do número de ocorrências das energias. 

Fonte: Elaborada pelo autor.  

 

 

Observa-se aqui para o hexâmero de drosófila uma diferença de energia significativa 

entre as interfaces G e NC, como visto também no caso humano, sugerindo que este seja um 

achado geral em septinas e não exclusivo às proteínas de um determinado organismo. As 

interfaces G entre Sep1.Sep2, Sep2.Sep1 e Pnut.Pnut apresentam energias de interação médias 

de -538, -446 e -418 kcal/mol, respectivamente, e a distribuição destas energias mostra 

gaussianas significativamente sobrepostas, sugerindo energias de interação muito similares 

para estas interfaces. Neste caso não foi observado uma distribuição bimodal no caso da 

interface Pnut.Pnut como visto para SEPT7.SEPT7 humano.  

Ainda de forma similar aos sistemas humanos, as interfaces NC apresentam energias 

muito mais favoráveis do que aquelas observadas para as interfaces do tipo G. Para a interface 

Pnut.Sep2 observa-se uma energia média de -1.423 kcal/mol e de -1.1130 kcal/mol para a 

interface Sep2.Pnut. De uma forma geral, as simulações com os dois hexâmeros apresentam 

resultados muito parecidos e coerentes com observações relatadas anteriormente (59), 

sugerindo um comportamento semelhante.    
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7.1 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS 

A presente tese de doutorado estabelece um protocolo experimental para obtenção das 

proteínas recombinantes de D. melanogaster, seguido de uma caracterização biofísica. As cinco 

proteínas deste organismo foram purificadas nas construções contendo apenas o domínio 

GTPase bem como inteiras (NGC), além de combinações de heterodímeros e mutantes. 

As propriedades destas proteínas em solução foram determinadas com o auxílio de 

técnicas biofísicas tais como CD, SAXS, HPLC e SEC-MALS, sendo verificado que as septinas 

de Drosophila se comportam de maneira bem semelhante as septinas de outros organismos em 

solução. Dentre as principais conclusões, tem se que as septinas do Grupo III apresentaram 

atividade catalítica, já as septinas do Grupo II não apresentaram atividade de hidrólise de GTP 

a GDP. 

Posteriormente, realizou-se um estudo sobre caracterização estrutural das septinas, 

utilizando as técnicas de cristalografia de raios-X e modelagem/dinâmica molecular. Para a 

execução de parte desta caracterização, recorreu-se à técnica de cristalização dos heterodímeros 

de Drosophila melanogaster, sendo atingido o sucesso para o caso Sep1(G).Sep2(G) (PDB ID: 

8DKT) com resolução de 2,38 Å, sendo reportado pela primeira vez uma estrutura para septinas 

de insetos. Estes dados experimentais suprem uma lacuna de mais de 50 anos em estudos de 

septinas, em que não havia nenhuma informação estrutural para septinas desta espécie. (100) 

O comportamento das septinas de Drosophila melanogaster se apresentou muito 

semelhante ao comportamento observado para septinas humanas. A estrutura deste dímero 

auxiliou na identificação dos resíduos importantes para a interface do tipo G-G entre septinas 

do Grupo II e Grupo III. A obtenção destas proteínas por meio da co-expressão conferiu uma 

maior estabilidade se comparado com o que é encontrado para septinas purificadas 

individualmente, confirmado pela determinação dos valores de TM por CD. O comportamento 

de interação aos nucleotídeos determinado por HPLC também foi coerente com a estrutura 

cristalográfica e a falta de atividade da Sep2, uma vez que foi verificado uma molécula de GTP 

ligado à Sep2 e uma de GDP ligado a Sep1. 

A outra abordagem para a caracterização estrutural das septinas de drosófila se deu por 

meio da modelagem computacional. Esta técnica auxiliou para a obtenção de modelos 

estruturais para as demais comparações de heterodímeros de drosófila, sendo possível realizar 

uma comparação dos resíduos característicos essenciais para este tipo de interação. 
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Através da técnica de ASMD, foi possível investigar a importância dos resíduos Glu203 

e Arg265 para estabelecer a interface de contato em Pnut.Pnut, e como a presença também de 

aminoácidos carregados nas posições de Lys173 e Glu58 em humanos aumenta a estabilidade 

ainda mais. Esta diferença entre os organismos revelou que a interface G de Pnut.Pnut em 

Drosophila requer apenas cerca de 60% da força necessária para separar o dímero 

SEPT7.SEPT7 em humanos. 

Como perspectivas futuras, ficam a realização de novos testes de cristalização para 

outros pares de septinas de Drosophila, realização de experimentos que possam medir 

constantes de dissociação das subunidades (com uso de técnicas como a Termoforese em 

Microescala (MST)), e o trabalho com o complexo hexamérico 

Sep1(G).Sep2(G).Pnut(G).Pnut(G).Sep2(G).Sep1(G) por meio de técnicas microscópicas, afim 

de obter informações estruturais do complexo. 

Por fim, os estudos realizados durante este trabalho de doutorado fornecem um guia 

experimental para a obtenção das septinas de Drosophila melanogaster, além de uma discussão 

de seu comportamento em solução, bem como suas principais características estruturais. Ficam 

como perspectivas futuras para o prosseguimento deste projeto: 

- Análise da taxa de consumo de GTP em função do tempo; 

- Análise da formação de complexos de maior ordem (filamentos) bem como sua 

interação com componentes do citoesqueleto; 

- Investigação do comportamento de septinas em ambiente celular, tais como: curvatura, 

ligantes, etc... 

- Determinação da estrutura em alta resolução das proteínas Sep4, Sep5 e Pnut. 

- Estender os estudos de DM para o octâmero humano. 
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ANEXO A – Sequência de nucleotídeos das proteínas de Drosophila melanogaster. 

 

Sequências de nucleotídeos das construções de septinas utilizadas neste trabalho de doutorado. 

> Sep1(NGC) (1096 bp) 

CATATGGCCGATACAAAGGGCTTTTCCAGCATCGAGACGCCCGGCTATGTGGGCTTCGCCAACCTGCCCAACCAG

GTGCATCGAAAGTCCGTGAAAAAGGGATTCGAGTTCACCCTAATGGTGGTGGGCGAGTCCGGACTGGGCAAGTCC

ACGCTGGTCAATAGTCTCTTTCTCACCGATCTCTATCCCGAGCGCATTATTCCGGACGCCATAGAGAAACAAAAG

CAAACCGTAAAGCTGGAGGCATCGACGGTGGAGATCGAGGAGCGCGGCGTCAAGCTAAGATTGACGGTGGTGGAC

ACACCCGGATTCGGCGATGCCATCGACAACTCCAACAGCTTTGGTGCCATACTCGAGTACATCGATGAGCAATAC

GAGCGCTTCCTGCGCGACGAGAGCGGCCTGAACAGACGCAACATTGTGGACAATCGCATTCACTGCTGTTTCTAC

TTTATATCGCCGTTCGGTCATGGCCTAAAACCCCTGGACGTAGAGTTCATGAAGAAGCTGCACTCTAAAGTTAAC

ATTGTGCCCGTGATCGCAAAGGCCGATTGTCTCACAAAGAAGGAGATCCTGCGCCTGAAGTGCCGCATTATGCAG

GAGATCGAGAGCCACGGCATCAAGATCTACCCACTGCCAGACTGTGATTCCGATGAGGACGAGGACTACAAGGAG

CAGGTGAAGCAACTTAAGGAAGCTGTGCCTTTCGCCGTCTGCGGCGCCAACACACTGCTCGAGGTCAAGGGCAAG

AAGGTGCGCGGTCGTCTGTATCCATGGGGCGTGGTCGAGGTAGAGAATCCCGATCACTGCGACTTCATCAAGCTG

CGCACGATGCTCATCACCCACATGCAGGACCTGCAGGAGGTCACGCAGGAGGTGCACTACGAAAACTACCGCTCC

GACCGCCTCGCCAAGGGCATCAAGGGCAAGGAGAACGGCGTGAAGGCCGAGCGGGACAGCAGCTCGCAGGTGGTG

TCGAACAGCGTGCTCGGCGAGAAGGACCGCATCCTGCAAGAGAAGGAGGCCGAGCTGCGGCGCATGCAGGAGATG

CTCGCCCAGATGCAGGCGCGCATGCAGGCCCAGCAGTGAGAAGCTT 

 

> Sep2(NGC) (1269 bp) 

CATATGTCCGTTGAGGTGGATTTCGTCGACAAGAAGGAGGTGCACCTCCGCACCCTGAAGCAGTCCGGTCACGTG

GGATTCGACAGCTTGCCTGACCAACTGGTCAACAAGAGTGTCCAGAATGGATTCGTCTTCAACGTCATGTGTATA

GGCGAAACCGGACTGGGCAAGTCGACGCTGATGGACACGCTGTTCAACACCAGCTTCGAGTCCACGCCGAGTCCC

CACACTTTGCCGAGCGTCAAGTTGAAGGCACACACCTACGAGCTGCAGGAGAGCAATGTGCGACTCAAGCTAACC

ATCTGCGACACGGTTGGCTACGGCGATCAGATCAACAAGGACGACTCGTTCAAGGCGGTGGTGGACTACATCGAC

GCACAGTTCGAGAACTATCTGCAGGAGGAGCTGAAGATCAAGCGATCGCTGGTGACATGCCACGACAGCCGCATC

CACATCTGCCTCTACTTCATTTGCCCCACTGGGCACGGCCTCAAATCGCTGGACCTGGTGTGCATGAAGAAGCTG

GACAGCAAGGTGAACATAATTCCGGTGATTGCCAAGGCGGATACCATTTCCAAGGTTGAGCTACAGCGCTTCAAG

GCGAAGATCATTCAGGAGCTAAACGCCAATGGAGTGCACATCTACCAGTTCCCCACCGACGATGAGACGGTGGCC

GAGACCAACACCAGCATGAACTCGCACATTCCCTTCGCCGTGGTGGGCAGCACGGAGTTTATTAAGGTGGGCAAC

AAGCTCATCCGCGCTCGCCAGTACCCCTGGGGCACGGTGCAGGTGGAGAACGAGACGCACTGCGACTTTGTGAAG

CTGCGCGAGATGCTCATTCGCACCAACATGGAGGATATGCGCGAAAAGACACACACGCGCCACTACGAGCTGTAT

CGCCAGAAGAGGCTGGAGCAAATGGGCTTCAGCGATGTGGACAGCGACAACAAGCCCATCTCGTTCCAGCAGACG

TTCGAGGCAAAGCGCTCCAACCACTTGGCCGAGCTGCAGTCCAAGGAGGAGGAGGTTCGTCAGATGTTCGTGCAG

CGCGTTAAGGAGAAGGAGGCCGAGCTGAAGGAGAGCGAGAAGGACCTGCACGCCAAGTTCGAGAAGCTAAAGCGG

GATCACGCCGAGGAGAAGCGCAAGCTGGAAGAGTCGCGCAAGGCGCTCGAGGAGGACTACCTCGACTTCCAGCGG

CGCAAGCAGCAGTTGGCCACCGCCCACCACACGCTCACCCTCGGCAAGAGCAAGAAGAAGTAGAAGCTT 

 

> Sep4(NGC) (1137 bp) 

CATATGTCTAAAACGCCGTCGTTCGACAAGGATCGCGATTACATAGGCTTTGCCACGCTTCCAGAGCAAGTGCAC

CGGAAGTCGGTGAAGCGGGGCTTCGAGTTCACCCTCATGGTGGTCGGCGAGTCCGGACTGGGCAAGTCCACGCTG

ATCAACAGTCTCTTTCTGGGCGATCTCTACAAGAACCGGCAGATGCCCAATGTGGAGGAGCGCATCGAGAAGACG

ACGAAGGTGGAGAAGAAGACGATGGACATCGAGGAGCGGGGCGTCCGGCTCCGGCTGACGGTGGTGGACACCCCG

GGATTCGGGGATGCCATCAACTGTGAGGACAGCTGGCGCGTCTGCACCCAGTACATCGACGAGCAGTTCCGCCAG

TACTTCACCGACGAGAGCGGCCTGAATCGCCGCAACATCCAGGACAATCGGGTGCACTGCTGCCTCTACTTCGTG

CCGCCATGGGGCCACAGCCTGCGACAGATGGACCTCGATTTGATACGGCGGCTGCACCGCAAGGTGAACATCGTG

CTGGTGATCGGCAAGGCCGATTGCCTCAACAAGCAGGAGGTGCGCAAGCTGAAGGAGCGCATCCTGCAGGACCTG

GAGGACAACCACATCCAGCTGTATCAGTTCCCCGAATGCGACTCCGACGAGGACGACGACTTCAAGCAGCAGGAC

CGCGAACTGAAGGCCTCCATTCCGTTCGCCGTCGTCGGCAGCAACACCATTCTGGAGGTGGCCGGCAAGAAGGTC

CGAGGGCGCCAGTATCCGTGGGGCGTGGTAAACGTGGAGGATCCGGAGCACAGCGACTTCATCAAGCTGCGCACC

TTCTTGATATCCACGCACATGCAGGACCTCAAGGACACCACGCAGGACGTGCACTACGAGAACTTCCGGGCGCAG

TGCATCTCGCAGATTTCGCAGCACGCGCTGCGTGAGCGCGGCAAGTTGAAGCGGGACTCGATTAGCTCGACCAAT

GGATTCGACGCGGCCATCTCGGAGACGGACAGGCTGCTCCTGCAAAAGGACGAGGAGATAAGGAGGATGCAGGAC

ATGCTCACCCAGATGCAGGAGAAGCTCAAGCAGACCCATCTCATGGAGATGAAGAAGAATGACAGCGTGATCGAC

GTCTAGAAGCTT 
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> Sep5(NGC) (1278 bp) 

CATATGGTTCATTTAGTGACTGAAAAGAAGACGCAGGAGGTGGCAACCAAAGTCCCCAGGCTCCTTCAACTCGGC

GGCCACGTGGGGTTCGACACCCTACCGGACCAGCTGGTCAACAAGAGCGTCCAGAATGGCTTTAGCTTCAATATC

CTATGCATCGGCGAGACCGCTCTCGGGAAATCCACTCTCATGGACACACTGTTCAATACCAGTTTTGGATCTACA

CCGAGCCCGCACAACCTGCCCAATGTGAAGCTGAAGGCAAATACATACGAGCTGCAGGAGAGCAACGTCCGCCTG

AAGCTGACCGTCTGTGACACGATCGGATACGGAGATCAGGTTAATAAAGCGGACAGCTACAAGGCTTTGGTGGAG

TACGTGGACAGCCAGTTTGAAGCGTATTTGCAGGAAGAGCTCAAGATCCAGCGAGCGATGGCCAGTGCTCATGAT

GGACGCGTTCACGCCTGCCTGTACTTCATCTGTCCCACGGGCCATGGTCTGAAAGCTATGGATTTGGTGTGCATG

AAGCAGCTTGACACTAGGGTGAACATCATTCCCGTGATCGCGAAGGCCGACACCATCTCCAAGTCGGAGCTGTCG

GGGTTTAAGGAACGCATAATGGACGAACTACGGCGGAACAATGTGAGCATATACCAGTTTCCCATGGACGACGAA

ACCGTGTCCGAAACAAATGCTGCGATGAACGGCCATCTACCCTTTGCCGTTGTTGGCAGTACGGAGTTTGTAAAG

GTGGCCGGAAAGCAGGTTCGTGCCCGCCAATATCCATGGGGAGCGGTGCACATAGAAAACGAGGCGCACTGCGAC

TTTGTGAAGCTGCGCGAGATGCTCATTCGCACTAACATGGAGGATCTGCGCGAACAGACTCACACACGCCACTAT

GAGCTCTTCCGCCAGCGGCGCCTACAACAAATGGGCTTTGTGGACGTGGACAGCAACAACCAGCCGGTCTCCTTC

CAACAGACCTTCGAGTCGAAGCGATCCGACCATCTGGCTTGCCTACAGGCCAAGGAGGAGGAAGTGCGCCAAATG

TTCGTTCAGCGGGTCAAGCAGAAGGAGAACGAGCTGAAGGACAACGAGAAGGAATTGCATACTAAGTTCGACCGG

CTAAAACGGGAGCATTTGGAGGAAAAGGCCCAACTGGAAGAGGCCCGTCGGCAGCTGGAAGAGGATTGCCAGGAG

CTACAGCGTCGTAGGCTCCAGATGGCCAATGGTTCGCACACTCTCACCTTGGGCAGGGGCAAGAAAAAGTAGAAG

CTT 

 

> Pnut(NGC) (1629 bp) 

CATATGAATAGTCCTCGCTCGAACGCGGTTAATGGCGGCAGCGGCGGCGCCATCTCCGCTCTGCCCAGCACTCTG

GCCCAACTGGCTCTGCGCGACAAGCAGCAGGCTGCGTCGGCATCGGCGTCCTCTGCCACGAACGGCAGCAGCGGC

AGCGAGTCCTTGGTGGGCGTCGGTGGACGACCGCCCAATCAGCCGCCCAGTGTGCCAGTGGCCGCCAGTGGCAAG

CTGGACACCAGCGGCGGAGGCGCCTCCAACGGCGACTCGAACAAACTGACCCACGATCTGCAGGAGAAGGAGCAC

CAGCAGGCGCAGAAGCCACAGAAGCCACCGCTCCCGGTGCGCCAGAAGCCCATGGAGATCGCCGGCTATGTGGGC

TTCGCCAACCTGCCCAATCAGGTCTATCGCAAGGCCGTCAAGCGGGGATTCGAGTTCACTCTGATGGTGGTGGGC

GCCAGTGGGCTGGGCAAGTCGACGCTGATCAACTCCATGTTCCTGTCGGACATCTACAACGCGGAACAGTATCCG

GGCCCCTCGCTGCGCAAAAAGAAGACCGTGGCCGTGGAGGCCACCAAAGTAATGCTCAAGGAGAACGGCGTCAAT

CTGACACTCACGGTGGTGGACACACCCGGATTCGGTGATGCCGTTGACAACAGCAACTGCTGGGTGCCCATACTG

GAGTACGTGGATAGCAAGTACGAGGAGTACCTGACAGCCGAGTCGCGGGTGTACCGAAAAACCATTTCGGACAGC

CGGGTGCACTGCTGCCTCTACTTCATAGCGCCATCGGGACACGGACTCCTGCCGCTGGACATTGCCTGCATGCAG

AGCCTGTCGGACAAGGTAAATCTGGTGCCGGTGATCGCCAAGGCGGACACCATGACGCCCGACGAGGTGCATCTA

TTTAAGAAGCAGATCCTTAACGAGATCGCCCAGCACAAGATCAAGATCTACGACTTCCCCGCCACGCTGGAGGAT

GCGGCCGAGGAGGCCAAAACCACGCAGAATTTGCGCAGCCGAGTGCCATTCGCGGTGGTGGGTGCCAACACCATC

ATCGAGCAGGACGGAAAGAAGGTCCGGGGTAGGCGTTATCCCTGGGGCCTGGTGGAGGTGGAGAACCTGACGCAT

TGCGACTTTATAGCGCTGCGCAACATGGTCATACGCACGCACCTTCAGGACCTCAAGGACGTGACGAACAACGTC

CACTACGAGAACTACCGCTGCCGGAAGCTATCCGAGCTGGGATTGGTGGACGGCAAGGCCAGGCTGTCCAACAAG

AACCCACTCACCCAGATGGAGGAGGAAAAGCGGGAGCACGAGCAGAAGATGAAGAAGATGGAGGCCGAGATGGAG

CAGGTGTTTGACATGAAGGTCAAGGAGAAGATGCAGAAGCTCAGGGACTCGGAGCTGGAGCTGGCGCGGCGCCAC

GAGGAGCGCAAGAAGGCGCTGGAGCTGCAGATCCGGGAGCTGGAGGAGAAGAGACGCGAGTTCGAGCGCGAGAAG

AAGGAGTGGGAGGATGTCAACCACGTGACGCTCGAGGAGCTCAAGCGACGCAGCCTGGGGGCCAACAGCAGCACG

GACAATGTGGATGGCAAGAAGGAGAAGAAAAAGAAGGGTCTGTTCTAAAAGCTT 

 

> Sep1(G) (831 bp) 

CATATGGGATTCGAGTTCACCCTAATGGTGGTGGGCGAGTCCGGACTGGGCAAGTCCACGCTGGTCAATAGTCTC

TTTCTCACCGATCTCTATCCCGAGCGCATTATTCCGGACGCCATAGAGAAACAAAAGCAAACCGTAAAGCTGGAG

GCATCGACGGTGGAGATCGAGGAGCGCGGCGTCAAGCTAAGATTGACGGTGGTGGACACACCCGGATTCGGCGAT

GCCATCGACAACTCCAACAGCTTTGGTGCCATACTCGAGTACATCGATGAGCAATACGAGCGCTTCCTGCGCGAC

GAGAGCGGCCTGAACAGACGCAACATTGTGGACAATCGCATTCACTGCTGTTTCTACTTTATATCGCCGTTCGGT

CATGGCCTAAAACCCCTGGACGTAGAGTTCATGAAGAAGCTGCACTCTAAAGTTAACATTGTGCCCGTGATCGCA

AAGGCCGATTGTCTCACAAAGAAGGAGATCCTGCGCCTGAAGTGCCGCATTATGCAGGAGATCGAGAGCCACGGC

ATCAAGATCTACCCACTGCCAGACTGTGATTCCGATGAGGACGAGGACTACAAGGAGCAGGTGAAGCAACTTAAG

GAAGCTGTGCCTTTCGCCGTCTGCGGCGCCAACACACTGCTCGAGGTCAAGGGCAAGAAGGTGCGCGGTCGTCTG

TATCCATGGGGCGTGGTCGAGGTAGAGAATCCCGATCACTGCGACTTCATCAAGCTGCGCACGATGCTCATCACC

CACATGCAGGACCTGCAGGAGGTCACGCAGGAGGTGCACTACGAAAACTACCGCTCCGACCGCCTCGCCAAGGGC

AAGCTT 

> Sep2(G) (816 bp) 

CATATGGGATTCGTCTTCAACGTCATGTGTATAGGCGAAACCGGACTGGGCAAGTCGACGCTGATGGACACGCTG

TTCAACACCAGCTTCGAGTCCACGCCGAGTCCCCACACTTTGCCGAGCGTCAAGTTGAAGGCACACACCTACGAG

CTGCAGGAGAGCAATGTGCGACTCAAGCTAACCATCTGCGACACGGTTGGCTACGGCGATCAGATCAACAAGGAC
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GACTCGTTCAAGGCGGTGGTGGACTACATCGACGCACAGTTCGAGAACTATCTGCAGGAGGAGCTGAAGATCAAG

CGATCGCTGGTGACATGCCACGACAGCCGCATCCACATCTGCCTCTACTTCATTTGCCCCACTGGGCACGGCCTC

AAATCGCTGGACCTGGTGTGCATGAAGAAGCTGGACAGCAAGGTGAACATAATTCCGGTGATTGCCAAGGCGGAT

ACCATTTCCAAGGTTGAGCTACAGCGCTTCAAGGCGAAGATCATTCAGGAGCTAAACGCCAATGGAGTGCACATC

TACCAGTTCCCCACCGACGATGAGACGGTGGCCGAGACCAACACCAGCATGAACTCGCACATTCCCTTCGCCGTG

GTGGGCAGCACGGAGTTTATTAAGGTGGGCAACAAGCTCATCCGCGCTCGCCAGTACCCCTGGGGCACGGTGCAG

GTGGAGAACGAGACGCACTGCGACTTTGTGAAGCTGCGCGAGATGCTCATTCGCACCAACATGGAGGATATGCGC

GAAAAGACACACACGCGCCACTACGAGCTGTATCGCCAGAAGAGGCTGGAGCAAATGGGCAAGCTT 

 

> Sep4(G) (837 bp) 

CATATGGGCTTCGAGTTCACCCTCATGGTGGTCGGCGAGTCCGGACTGGGCAAGTCCACGCTGATCAACAGTCTC

TTTCTGGGCGATCTCTACAAGAACCGGCAGATGCCCAATGTGGAGGAGCGCATCGAGAAGACGACGAAGGTGGAG

AAGAAGACGATGGACATCGAGGAGCGGGGCGTCCGGCTCCGGCTGACGGTGGTGGACACCCCGGGATTCGGGGAT

GCCATCAACTGTGAGGACAGCTGGCGCGTCTGCACCCAGTACATCGACGAGCAGTTCCGCCAGTACTTCACCGAC

GAGAGCGGCCTGAATCGCCGCAACATCCAGGACAATCGGGTGCACTGCTGCCTCTACTTCGTGCCGCCATGGGGC

CACAGCCTGCGACAGATGGACCTCGATTTGATACGGCGGCTGCACCGCAAGGTGAACATCGTGCTGGTGATCGGC

AAGGCCGATTGCCTCAACAAGCAGGAGGTGCGCAAGCTGAAGGAGCGCATCCTGCAGGACCTGGAGGACAACCAC

ATCCAGCTGTATCAGTTCCCCGAATGCGACTCCGACGAGGACGACGACTTCAAGCAGCAGGACCGCGAACTGAAG

GCCTCCATTCCGTTCGCCGTCGTCGGCAGCAACACCATTCTGGAGGTGGCCGGCAAGAAGGTCCGAGGGCGCCAG

TATCCGTGGGGCGTGGTAAACGTGGAGGATCCGGAGCACAGCGACTTCATCAAGCTGCGCACCTTCTTGATATCC

ACGCACATGCAGGACCTCAAGGACACCACGCAGGACGTGCACTACGAGAACTTCCGGGCGCAGTGCATCTCGCAG

ATTTCGAAGCTT 

 

> Sep5(G) (816 bp) 

CATATGGGCTTTAGCTTCAATATCCTATGCATCGGCGAGACCGCTCTCGGGAAATCCACTCTCATGGACACACTG

TTCAATACCAGTTTTGGATCTACACCGAGCCCGCACAACCTGCCCAATGTGAAGCTGAAGGCAAATACATACGAG

CTGCAGGAGAGCAACGTCCGCCTGAAGCTGACCGTCTGTGACACGATCGGATACGGAGATCAGGTTAATAAAGCG

GACAGCTACAAGGCTTTGGTGGAGTACGTGGACAGCCAGTTTGAAGCGTATTTGCAGGAAGAGCTCAAGATCCAG

CGAGCGATGGCCAGTGCTCATGATGGACGCGTTCACGCCTGCCTGTACTTCATCTGTCCCACGGGCCATGGTCTG

AAAGCTATGGATTTGGTGTGCATGAAGCAGCTTGACACTAGGGTGAACATCATTCCCGTGATCGCGAAGGCCGAC

ACCATCTCCAAGTCGGAGCTGTCGGGGTTTAAGGAACGCATAATGGACGAACTACGGCGGAACAATGTGAGCATA

TACCAGTTTCCCATGGACGACGAAACCGTGTCCGAAACAAATGCTGCGATGAACGGCCATCTACCCTTTGCCGTT

GTTGGCAGTACGGAGTTTGTAAAGGTGGCCGGAAAGCAGGTTCGTGCCCGCCAATATCCATGGGGAGCGGTGCAC

ATAGAAAACGAGGCGCACTGCGACTTTGTGAAGCTGCGCGAGATGCTCATTCGCACTAACATGGAGGATCTGCGC

GAACAGACTCACACACGCCACTATGAGCTCTTCCGCCAGCGGCGCCTACAACAAATGGGCAAGCTT 

 

> Pnut(G) (834 bp) 

CATATGGGATTCGAGTTCACTCTGATGGTGGTGGGCGCCAGTGGGCTGGGCAAGTCGACGCTGATCAACTCCATG

TTCCTGTCGGACATCTACAACGCGGAACAGTATCCGGGCCCCTCGCTGCGCAAAAAGAAGACCGTGGCCGTGGAG

GCCACCAAAGTAATGCTCAAGGAGAACGGCGTCAATCTGACACTCACGGTGGTGGACACACCCGGATTCGGTGAT

GCCGTTGACAACAGCAACTGCTGGGTGCCCATACTGGAGTACGTGGATAGCAAGTACGAGGAGTACCTGACAGCC

GAGTCGCGGGTGTACCGAAAAACCATTTCGGACAGCCGGGTGCACTGCTGCCTCTACTTCATAGCGCCATCGGGA

CACGGACTCCTGCCGCTGGACATTGCCTGCATGCAGAGCCTGTCGGACAAGGTAAATCTGGTGCCGGTGATCGCC

AAGGCGGACACCATGACGCCCGACGAGGTGCATCTATTTAAGAAGCAGATCCTTAACGAGATCGCCCAGCACAAG

ATCAAGATCTACGACTTCCCCGCCACGCTGGAGGATGCGGCCGAGGAGGCCAAAACCACGCAGAATTTGCGCAGC

CGAGTGCCATTCGCGGTGGTGGGTGCCAACACCATCATCGAGCAGGACGGAAAGAAGGTCCGGGGTAGGCGTTAT

CCCTGGGGCCTGGTGGAGGTGGAGAACCTGACGCATTGCGACTTTATAGCGCTGCGCAACATGGTCATACGCACG

CACCTTCAGGACCTCAAGGACGTGACGAACAACGTCCACTACGAGAACTACCGCTGCCGGAAGCTATCCGAGCTG

GGAAAGCTT 

 

 

> Vetor de clonagem: pET-28a(+), sítio de restrição: NdeI/HindIII 
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ANEXO B – Exemplo de script utilizado para a modelagem utilizando o MODELLER. 

> Exemplo de alinhamento das sequências. Aqui o modelo gerado a partir da estrutura cristalográfica de 

SEPT2(G).SEPT8(G).SEPT7(G) (hexamer267human.B99990097.BL00940001) de humanos foi utilizado como 

molde para a realização da modelagem dos dímeros de Sep1(G).Sep2(G).Pnut(G) de D. melanogaster 

(dm127hexamer).  

>P1;hexamer267human.B99990097.BL00940001 

structureX:hexamer267human.B99990097.BL00940001:1:A:1701:F:::: 

FANLPNQVHRKSVKKGFEFTLMVVGESGLGKSTLINSLFLTDLYPERVIPGAAEKIERTVQIEASTVEIE 

ERGVKLRLTVVDTPGYGDAINCRDCFKTIISYIDEQFERYLHDESGLNRRHIIDNRVHCCFYFISPFGHG 

LKPLDVAFMKAIHNKVNIVPVIAKADTLTLKERERLKKRILDEIEEHNIKIYHLPDAESDEDEDFKEQTR 

LLKASIPFSVVGSNQLIEAKGKKVRGRLYPWGVVEVENPEHNDFLKLRTMLITHMQDLQEVTQDLHYENF 

RSERLKR/PDQLVNKSVSQGFCFNILCVGETGLGKSTLMDTLFNTKFEGEPATHTQPGVQLQSNTYDLQE 

SNVRLKLTIVSTVGFGDQINKEDSYKPIVEFIDAQFEAYLQEELKIRRVLHTYHDSRIHVCLYFIAPTGH 

SLKSLDLVTMKKLDSKVNIIPIIAKADAISKSELTKFKIKITSELVSNGVQIYQFPTDDESVAEINGTMN 

AHLPFAVIGSTEELKIGNKMMRARQYPWGTVQVENEAHCDFVKLREMLIRVNMEDLREQTHTRHYELYRR 

CKLEEMGFQ/NQVYRKSVKRGFEFTLMVVGESGLGKSTLINSLFLTDLYSPE-YPGPSHRIKKTVQVEQS 

KVLIKEGGVQLLLTIVDTPGFGDAVDNSNCWQPVIDYIDSKFEDYLNAESRVNRRQMPDNRVQCCLYFIA 

PSGHGLKPLDIEFMKRLHEKVNIIPLIAKADTLTPEECQQFKKQIMKEIQEHKIKIYEFPET--DDEEEN 

KLVKKIKDRLPLAVVGSNTIIEVNGKRVRGRQYPWGVAEVENGEHCDFTILRNMLIRTHMQDLKDVTNNV 

HYENYRSRKLAA/NQVYRKSVKRGFEFTLMVVGESGLGKSTLINSLFLTDLYSPE-YPGPSHRIKKTVQV 

EQSKVLIKEGGVQLLLTIVDTPGFGDAVDNSNCWQPVIDYIDSKFEDYLNAESRVNRRQMPDNRVQCCLY 

FIAPSGHGLKPLDIEFMKRLHEKVNIIPLIAKADTLTPEECQQFKKQIMKEIQEHKIKIYEFPET--DDE 

EENKLVKKIKDRLPLAVVGSNTIIEVNGKRVRGRQYPWGVAEVENGEHCDFTILRNMLIRTHMQDLKDVT 

NNVHYENYRSRKLAA/PDQLVNKSVSQGFCFNILCVGETGLGKSTLMDTLFNTKFEGEPATHTQPGVQLQ 

SNTYDLQESNVRLKLTIVSTVGFGDQINKEDSYKPIVEFIDAQFEAYLQEELKIRRVLHTYHDSRIHVCL 

YFIAPTGHSLKSLDLVTMKKLDSKVNIIPIIAKADAISKSELTKFKIKITSELVSNGVQIYQFPTDDESV 

AEINGTMNAHLPFAVIGSTEELKIGNKMMRARQYPWGTVQVENEAHCDFVKLREMLIRVNMEDLREQTHT 

RHYELYRRCKLEEMGFQ/FANLPNQVHRKSVKKGFEFTLMVVGESGLGKSTLINSLFLTDLYPERVIPGA 

AEKIERTVQIEASTVEIEERGVKLRLTVVDTPGYGDAINCRDCFKTIISYIDEQFERYLHDESGLNRRHI 

IDNRVHCCFYFISPFGHGLKPLDVAFMKAIHNKVNIVPVIAKADTLTLKERERLKKRILDEIEEHNIKIY 

HLPDAESDEDEDFKEQTRLLKASIPFSVVGSNQLIEAKGKKVRGRLYPWGVVEVENPEHNDFLKLRTMLI 

THMQDLQEVTQDLHYENFRSERLKR* 

 

>P1;dm127hexamer 

sequence:dm127hexamer:1:A:1701:F:::: 

FANLPNQVHRKSVKKGFEFTLMVVGESGLGKSTLVNSLFLTDLYPERIIPDAIEKQKQTVKLEASTVEIE 

ERGVKLRLTVVDTPGFGDAIDNSNSFGAILEYIDEQYERFLRDESGLNRRNIVDNRIHCCFYFISPFGHG 

LKPLDVEFMKKLHSKVNIVPVIAKADCLTKKEILRLKCRIMQEIESHGIKIYPLPDCDSDEDEDYKEQVK 

QLKEAVPFAVCGANTLLEVKGKKVRGRLYPWGVVEVENPDHCDFIKLRTMLITHMQDLQEVTQEVHYENY 

RSDRLAK/PDQLVNKSVQNGFVFNVMCIGETGLGKSTLMDTLFNTSFESTPSPHTLPSVKLKAHTYELQE 

SNVRLKLTICDTVGYGDQINKDDSFKAVVDYIDAQFENYLQEELKIKRSLVTCHDSRIHICLYFICPTGH 

GLKSLDLVCMKKLDSKVNIIPVIAKADTISKVELQRFKAKIIQELNANGVHIYQFPTDDETVAETNTSMN 

SHIPFAVVGSTEFIKVGNKLIRARQYPWGTVQVENETHCDFVKLREMLIRTNMEDMREKTHTRHYELYRQ 

KRLEQMGFS/NQVYRKAVKRGFEFTLMVVGASGLGKSTLINSMFLSDIYNAEQYPGPSLRKKKTVAVEAT 

KVMLKENGVNLTLTVVDTPGFGDAVDNSNCWVPILEYVDSKYEEYLTAESRVYRKTISDSRVHCCLYFIA 

PSGHGLLPLDIACMQSLSDKVNLVPVIAKADTMTPDEVHLFKKQILNEIAQHKIKIYDFPATLEDAAEEA 

KTTQNLRSRVPFAVVGANTIIEQDGKKVRGRRYPWGLVEVENLTHCDFIALRNMVIRTHLQDLKDVTNNV 

HYENYRCRKLSE/NQVYRKAVKRGFEFTLMVVGASGLGKSTLINSMFLSDIYNAEQYPGPSLRKKKTVAV 

EATKVMLKENGVNLTLTVVDTPGFGDAVDNSNCWVPILEYVDSKYEEYLTAESRVYRKTISDSRVHCCLY 

FIAPSGHGLLPLDIACMQSLSDKVNLVPVIAKADTMTPDEVHLFKKQILNEIAQHKIKIYDFPATLEDAA 

EEAKTTQNLRSRVPFAVVGANTIIEQDGKKVRGRRYPWGLVEVENLTHCDFIALRNMVIRTHLQDLKDVT 

NNVHYENYRCRKLSE/PDQLVNKSVQNGFVFNVMCIGETGLGKSTLMDTLFNTSFESTPSPHTLPSVKLK 

AHTYELQESNVRLKLTICDTVGYGDQINKDDSFKAVVDYIDAQFENYLQEELKIKRSLVTCHDSRIHICL 

YFICPTGHGLKSLDLVCMKKLDSKVNIIPVIAKADTISKVELQRFKAKIIQELNANGVHIYQFPTDDETV 

AETNTSMNSHIPFAVVGSTEFIKVGNKLIRARQYPWGTVQVENETHCDFVKLREMLIRTNMEDMREKTHT 

RHYELYRQKRLEQMGFS/FANLPNQVHRKSVKKGFEFTLMVVGESGLGKSTLINSLFLTDLYPERVIPGA 

AEKIERTVQIEASTVEIEERGVKLRLTVVDTPGYGDAINCRDCFKTIISYIDEQFERYLHDESGLNRRHI 

IDNRVHCCFYFISPFGHGLKPLDVAFMKAIHNKVNIVPVIAKADTLTLKERERLKKRILDEIEEHNIKIY 

HLPDAESDEDEDFKEQTRLLKASIPFSVVGSNQLIEAKGKKVRGRLYPWGVVEVENPEHNDFLKLRTMLI 

THMQDLQEVTQDLHYENFRSERLKR* 
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> Exemplo de script escrito em Python para realizar a modelagem dos hexâmeros. 

from modeller import * 
from modeller.automodel import * 
 
env = environ() 
 
env.schedule_scale = physical.values(default=1.0, soft_sphere=0.7) 
env.io.hetatm = True 
 
a = automodel(env, alnfile='hexamer267human.B99990097.BL00940001.pir', 
              knowns=('hexamer267human.B99990097.BL00940001'), sequence='dm127hexamer', 
assess_methods=(assess.DOPE, assess.GA341)) 
a.starting_model = 1 
a.ending_model = 100 
a.deviation = 4.0 
 
# Amount of randomization between models 
a.generate_method = generate.transfer_xyz 
a.rand_method = randomize.xyz 
 
# Very thorough VTFM schedule 
a.library_schedule = autosched.slow 
a.max_var_iterations = 300 
 
# Thorough MD optimization: 
a.md_level = refine.very_slow 
 
a.final_malign3d = True 
 
a.make() 
 
# Get a list of all successfully built models from a.outputs 
ok_models = filter(lambda x: x['failure'] is None, a.outputs) 
 
# Rank the models by DOPE score 
key = 'DOPE score' 
ok_models.sort(lambda a,b: cmp(a[key], b[key])) 
 
# Get top model 
m = ok_models[0] 
print "Top model: %s (DOPE score %.3f)" % (m['name'], m[key]) 
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