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Resumo: A senataxina humana (SETX) & uma proteina helicase DNA-RNA, que controla a qualidade da transcri¢do
apds extensa SUMOQilag&o da sua regido N-terminal. No entanto, mutagdes missense no gene SETX podem diminuir
sua SUMOilag&o e estdo associadas a doengas neurodegenerativas, como a Ataxia com Apraxia Oculomotora tipo 2
(AOA2). O presente estudo objetiva analisar o efeito das mutagdes sobre a SUMOilagZo na regido N-terminal. Apos
compilagdo das mutagdes descritas no banco de dados UniProt, selecionou-se oito variantes: M274| + R1294C;
M274V + L1976R; W305C; 1331K; R332W + V13861; P413L; P496L; e N603D + Q653K. Através do preditor GPS-
SUMO 2.0, identificados sete peptidios de sitio de SUMOQilagdo (SSP) na regido N-terminal da variante nativa com
score de alta probabilidade (K78, K180, K339, K589, K596, K598 e K621). SSP’s com score de alta probabilidade
foram encontrados nas regides adjacentes as mutagdes 1331K, R332W, N603D e Q653K. Apenas a variante N603D
+ Q653K apresentou alteragdes significativas dos scores, demonstrando um possivel aumento de suscetibilidade a
SUMOQilagdo. As demais variantes ndo demonstraram impactar diretamente os sitios de SUMOilagdo da SETX. A
capacidade das variantes W305C e P496L de diminuir a SUMOQilag&o, conforme descrita na literatura, deve estar
associada a outros fatores desconhecidos. Com isso, a anélise indica novos apontamentos que contribuem para a
explicagéo da patogenia da AOA2.

Introdug@o: A senataxina humana (SETX) € uma proteina com 2677 aminoacidos e dois dominios preservados
evolutivamente em organismos cordados. Um deles é descrito como um dominio DNA-RNA helicase (residuos 1,931-
2,456) e 0 outro como uma regido N-terminal (residuos 1-668), homdloga a proteina Sen1p2 da Schizosaccharomyces
pombe (CHEN et al., 2006; MOREIRA et al., 2004) O prefixo "sen" foi adotado, pois foi encontrada homologia entre
essa nova proteina e a helicase da levedura, a Sen1p. O “sen” foi combinado com "ataxia" para formar a Senataxina
(BENNETT; LA SPADA, 2021) A SETX é encontrada principalmente no nicleo da célula (SURAWEERA et al., 2007)
Apds extensa SUMOilagdo por SUMO 2/3 na regido N-terminal, o SETX contribui para a acurada manipulagdo de
RNA junto com o componente do exossomo 9 (Exos9), promovendo o controle de qualidade da transcrigdo.
(RICHARD; FENG; MANLEY, 2013). A SUMOilagéo é uma modificagdo pos-traducional de proteinas, na qual um
membro da familia de proteinas modificadoras pequenas semelhantes a ubiquitina (SUMO) é conjugado a residuos
de lisina (Lys) em proteinas-alvo. A modificagdo da SUMOQilag&o é um processo reversivel e dindmico, no qual as
proteinas modificadas podem ser desSUMOQiladas por proteases especificas de sentrina/SUMO (SENPs) (GUO;
HENLEY, 2014). A ligacao reversivel de uma SUMO a uma proteina é controlada por uma via enzimatica anéloga a
via de ubiquitinagdo (JOHNSON, 2004). Foi descrito que a SUMOQilag&o regula a localizagao subcelular de proteinas,
ligagdo proteina-DNA, interacdes proteina-proteina, regulagdo transcricional, reparo de DNA e organizag&o do
genoma (PRINCZ; TAVERNARAKIS, 2017). Trés mutagdes da SETX associadas a ataxia com apraxia oculomotora
tipo 2 (AOA2) foram estudadas com ensaios direcionados de sistema duplo-hibrido em levedura. Cada uma dessas
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mutagdes mostrou perda de interagdo com Exosc9 e diminuicdo da SUMOilagdo da SETX (RICHARD; FENG;
MANLEY, 2013). A AOA2 é caracterizada pelo inicio precoce de ataxia cerebelar e da neuropatia periférica sensorio-
motora axonal (ICHIKAWA et al., 2013) Outros aspectos clinicos incluem disartria (cuja presenga pode ser identificada
em 100% dos individuos com AOA2), nistagmo (91%) e estrabismo (30%) (DUQUETTE et al., 2005) além de tremores
(14%), posturas distonicas (13,5%) e coreia (9,5%) (ANHEIM et al., 2009) A apraxia oculomotora é um sintoma
inconstante, presente em aproximadamente 50% dos pacientes com AOA2 (ICHIKAWA et al., 2013) devendo a isso
seu outro nome sugerido por Duquette e seus colaboradores (2005) ataxia espinocerebelar, autossémica recessiva,
com neuropatia axonal tipo 2 (SCAN2). Apesar da continua expansdo do nimero de genes associados as ataxias
cerebelares (FOGEL, 2012; FOGEL; PERLMAN, 2007; GALVEZ-JIMENEZ; TUITE, 2011; SHAKKOTTAI; FOGEL,
2013) pouco se sabe sobre as bases moleculares de sua patogenia, como observado com a AOA2. O conhecimento
da patogenia pode apoiar o0 desenvolvimento de novas terapias. Além disso, estudos em nivel molecular fornecem
maneiras de identificar os mecanismos afetados por mutagdes para investigagao posterior (FOGEL et al., 2014).

Objetivo: O presente estudo objetiva analisar como as mutagdes na proteina SETX associadas & AOA2 presentes na
regido N-terminal podem afetar sua SUMOQilag&o.

Metodologia: A sequéncia de aminoacidos da proteina SETX humana nativa foi obtida no banco de dados UniProt [ID:
Q7Z333] (THE UNIPROT CONSORTIUM, 2023), bem como suas mutagdes associadas a AOA2 localizadas na regiéo
N-terminal. As sequéncias das variantes mutantes foram criadas com base na expressao por alelo, tal como séo
descritas na literatura cientifica (ASAKA et al., 2006; BASSUK et al., 2007; DATTA; HOHLER, 2013; MOREIRA et al.,
2004; NANETTI et al., 2013). Dessa forma, as mutagdes presentes em um mesmo alelo foram combinadas e para
cada combinagao criou-se apenas uma sequéncia. Para predizer os peptideos de sitio de SUMOQilagdo (SSP), as
sequéncias nativa da SETX e das suas variantes foram submetidas a analise pelo algoritmo GPS-SUMO 2.0 (GOU et
al,, 2024). O algoritmo GPS-SUMO 2.0 identifica os SSP a partir dos aminoacidos de lisina (K) e dos residuos
adjacentes, considerando até 30 residuos nos dois sentidos da cadeia peptidica. No seu desenvolvimento, foram
usados 52.404 sitios de SUMOilag&o néo redundantes. O GPS-SUMO 2.0 classifica os SSP conforme a probabilidade
de serem verdadeiros positivos, separando-os em alta probabilidade (score >0,77), média probabilidade (score entre
0,77 e 0,68) e baixa probabilidade (score entre 0,68 e 0,59). As especificidades do GPS-SUMO 2.0 sao iguais a
95,17%, 90.46% e 85,01% para os SSP de alta, média e baixa probabilidade respectivamente. No presente estudo,
também foram empregadas mais duas classificagdes: improvavel (score entre 0,59 e 0,01) e probabilidade zero. Para
analisar a interferéncia das mutagdes sobre os SSP, foram comparados os valores de score dos SSP localizados nas
regides adjacentes as mutagdes, especificamente nos 30 aminoacidos adjacentes pelo GPS-SUMO 2.0. Avaliou-se a
capacidade da mutag&o aumentar ou diminuir a suscetibilidade dos residuos @ SUMQilag&o.

Resultados: A partir do banco de dados UniProt, foram compiladas nove mutagdes missense localizadas na regido N-
terminal da SETX (aa1-668), sendo duas delas expressas em combinagdo. Outras trés combinagdes foram
encontradas com mutagdes localizadas fora da regido N-terminal. Com isso, oito variantes foram selecionadas para o
presente estudo, as quais sdo: (1) M2741 + R1294C; (2) M274V + L1976R; (3) W305C; (4) 1331K; (5) R332W + V1386I;
(6) P413L; (7) P496L; e (8) N603D + Q653K. As variantes compiladas foram observadas em familias de diferentes
origens étnicas distribuidas por sete paises ao todo. Embora a AOA2 seja caracterizada como de heranga
autossdmica recessiva, as variantes 1331K, P486L e N603D + Q653K foram identificadas em individuos
heterozigdticos com a neuropatia. A analise do perfil de SUMOilag&o através do preditor GPS-SUMO 2.0 identificou
sete sitios de SUMOilagao com score de alta probabilidade na regido N-terminal (K78, K180, K339, K589, K596, K598
e K621). Sitios com score de média probabilidade foram preditos nos residuos K19, K441, K613, K629 e K659. Além
desses, foram indicados sitios com score de baixa probabilidade nos residuos K75, K119, K422, K491, K544, K647 e
K651. SSP’s com score de alta probabilidade foram encontrados nas regides adjacentes as mutagdes 1331K, R332W,
N603D e Q653K. Nas regides adjacentes as mutagdes M2741, M274V e W305C foram encontrados apenas SSP'’s
com score de predigdo improvavel. Ao se comparar a variagdo dos scores entre a variante nativa e as variantes
mutantes, apenas a variante N603D + Q653K apresentou alteragdes significativas dos scores, demonstrando um
possivel aumento de suscetibilidade & SUMOilagdo. No presente estudo, as demais variantes ndo demonstraram
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impactar diretamente os sitios de SUMOQilagdo da SETX. Portanto, a capacidade das variantes W305C e P496L de
diminuir a SUMOilagéo, conforme observada por Richard e colaboradores (2013), deve estar associada a outros
fatores desconhecidos.

Conclusdes: Ao verificar se as mutagdes na regido N-terminal da SETX modificam os sitios de ligagao isopeptidica
com a proteina SUMO, foi possivel observar que apenas a variante N603D + Q653K impacta diretamente os SSP’s,
possivelmente aumentando a suscetibilidade & SUMOilag&o. Em contraposicéo, as variantes W305C e P496L, que
experimentalmente foram capazes de diminuir a SUMOQilag&o, ndo demonstram impactar de forma direta os SSP’s.
Por conseguinte, é presumivel que elas produzem tais efeitos através de mecanismos néo elucidados. Embora, os
efeitos das mutagdes sobre a SUMOilagdo da SETX ainda ndo estejam extensamente compreendidos, a presente
analise foi capaz de indicar novos apontamentos que contribuem para a explicagao da patogenia da AOA2.
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