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RESUMO

As septinas sao proteinas que ligam GTP, sendo ubiquas em animais e
fungos, e desempenham um papel fundamental na citocinese, bem como na
formacgao de barreiras de difusdo, regulando assim muitos processos intracelulares
importantes. As septinas sdao componentes do citoesqueleto, capazes de formar
complexos que se polimerizam em filamentos, os quais se organizam em estruturas
de maior complexidade para exercer suas fungdes. Em termos estruturais, as
septinas apresentam um caracteristico dominio central de ligagédo a nucleotideos de
guanina, que esta diretamente envolvido na oligomerizagdo. Além desse dominio G,
as septinas possuem regides N e C-terminais de comprimento e sequéncia variavel,
chamados de dominios N e C. Os dominios C podem ser estruturados, contendo
sequéncias que se organizam em coiled-coils, e também tém mostrado certa
importancia no processo de montagem dos filamentos. Ja o dominio N € o menos
conhecido estruturalmente, mas parece funcionar como uma regiao importante de
interacdo com outras proteinas do citoesqueleto, além de participar em interacdes
com membranas. Assim, propomos neste trabalho, fazer um levantamento
bibliografico sobre os papéis funcionais atribuidos aos dominios N e C de septinas
animais, aliado a uma busca e analise de potenciais motivos de interacdo de
septinas com proteinas citoesqueléticas.

Palavras-chave: Septinas. Citoesqueleto. Motivos.
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1. INTRODUGAO

A descoberta das septinas remonta a triagem realizada pelo Nobel Lee
Hartwell, ha 50 anos, por genes mutantes relacionados com fenétipos anédmalos no
ciclo de divisdo celular da levedura S. cerevisae. Denominados a principio de CDC
(da sigla em inglés para Cell division cycle), foram identificados 4 genes - CDC3,
CDC10, CDC11 e CDC12 - cujos mutantes formavam brotamentos alongados e
citocinese incompleta (Hartwell et al., 1970; Hartwell, 1971). Posteriormente, John
Pringle clonou e caracterizou esses genes em leveduras (Saccharomyces
cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe) denominando seus produtos de
septinas, em alusao a sua fungéo na formagao do septo (Pringle, 2008).

Existem 13 genes paralogos de septinas em humanos descritos até o
momento. Porém, esse numero pode nao representar a diversidade de proteinas
expressas devido ao splicing alternativo (Russel e Hall., 2011). Desde a descoberta
dos genes da septinas em humanos, varios nomes foram utilizados para
referenciar-se a essas sequéncias. Entretanto, posteriormente, a padronizacédo da
nomenclatura estabeleceu a utilizagdo do termo SEPT, seguido do numero da
sequéncia paraloga, indo de 1 a 12 e 14, ja que o 13 comprovou-se ser um
pseudogene (Macara et al., 2002).

Numerosos artigos tém indicado a amplitude das fungdes celulares em que as
septinas s&o essenciais, como citocinese, ciliogénese e neurogénese, ao atuarem
como suporte para recrutamento de proteinas e barreiras de difusdo (Mostowy e
Cossart, 2012). Dada a importancia desses papéis, caso mutadas em certos sitios,
as septinas também podem estar relacionadas a patologias, incluindo cancer e
doencgas neurodegenerativas. A doenca de Alzheimer ja foi relacionada com
mutagdes nas septinas humanas SEPT1, SEPT2, SEPT3, SEPT4 e SEPT7 (Liu et
al., 2010; Kinoshita et al., 1998). Varios tipos de cancer estdo relacionados com
quase todas as sequéncias paralogas de septinas, com excegado da SEPT8, SEPT10
e SEPT12 (Kato et al., 2007; Kim et al., 2004; Tanaka et al., 2003; Montagna et al.,
2003). Ainda, a disfuncionalidade da SEPT12 mutada ja foi associada a infertilidade
masculina e esta relacionada com diferenciagdo terminal das células germinativas
masculinas, alterando sua mobilidade (Steels et al. 2007; Lin et al., 2009).

Estudos in silico, utilizando dados de expressdo em larga escala e ontologia

genética, realizaram levantamentos dos processos celulares em que as septinas



podem estar envolvidas. Estes indicaram novos papéis funcionais, além de reforcar
aqueles ja descritos anteriormente em estudos experimentais, como endocitose de
vesiculas sinapticas, transporte vesicular por MTs (SEPT3), mielinizagao (SEPT4),
transicdo G2/M do ciclo celular mitético, via de sinalizagao Hippo (responsavel pela
regulacdo da proliferagdo celular e processos apoptoticos) e organizagdo dos
citoesqueletos de filamentos de actina e MT (Zuvanov et al., 2019).

Estruturalmente, as septinas apresentam trés dominios: o dominio G,
composto por sequéncia altamente conservada de ligagao (e geralmente hidrdlise)
do nucleotideo GTP, sendo observado pela primeira vez em estudos com Drosophila
(Field et al., 1996). Além disso, possuem outros dois dominios variaveis,
flanqueando o dominio G, conhecidos por dominios N e C-terminais. Em mamiferos
e outros animais, as septinas podem ser organizadas em quatro grupos (grupos da
SEPT2/SEPT6/SEPT7/SEPT3) de acordo com semelhancgas entre a extensdo dos
dominios N-terminal e C-terminal e a identidade da sequéncia completa. As septinas
que compdem o grupo da SEPT2 sédo SEPT1, SEPT2, SEPT4 e SEPTS5; as septinas
SEPT3, SEPT9 e SEPT12 compbdem o grupo da SEPT3; o grupo da SEPT6 é
formado pelas septinas SEPT6, SEPT8, SEPT10, SEPT11 e SEPT14 e, por ultimo, a
SEPT7, que é unica em seu grupo (Kartmann e Roth., 2001).

Relacionadas evolucionariamente e estruturalmente a superfamilia GTPases
Ras contendo o P-loop (dominio G1) (Leipe et al., 2002), as septinas se diferenciam
destas pela obrigatoriedade da forma dimérica para ativar sua funcdo biologica
(Gasper et al., 2009).

Estudos experimentais em leveduras, Drosophila e em ratos indicaram que as
septinas se organizam em complexos lineares hetero-oligoméricos (Frazier et al.,
1998; Field et al.,1996; Oegema et al., 1998; Hsu et al., 1998). A ordem das
subunidades de septinas nos complexos nao foi elucidada até que o primeiro
trabalho estrutural indicou uma unidade hexamérica de ordem palindrémica:
SEPT7-SEPT6-SEPT2-SEPT2-SEPT6-SEPT7 (Sirajuddin et al., 2007). Neste
complexo, as subunidades protéicas interagem entre si por duas interfaces distintas,
a interface G, em que as subunidades interagem pela interface onde se situam os
sitios de ligagao ao nucleotideo GTP, e a interface NC, cuja interface é formada
pelas regides N e C-terminais do dominio G (Sirajuddin et al., 2007).

Porém, mais de uma década depois desse primeiro trabalho, a ordem das

septinas foi revisada em um estudo que indicou que as septinas que se organizam



em unidades hexaméricas assumem, na verdade, uma ordem invertida:
SEPT2-SEPT6-SEPT7-SEPT7-SEPT6-SEPT2. Nesse caso, reconheceu-se que a
SEPT2 ocupava as extremidades do heterocomplexo, ficando com sua interface NC

livre e envolvida na polimerizagdo dos hexameros (Mendonga et al., 2019).

(a) {c

.f w j d .II nn j h
NE & (14 & HC NE [ [

I I | I L) ! |

Figura 1. (a) Organizagao originalmente proposta para o hexdmero de septinas humanas; (b)
Organizagdo dos hexameros proposta por (Mendonga et al., 2019); (c) Organizagdo dos octdmeros
proposta por (Mendonga et al., 2019) e o paralelo em S. cerevisiae (d) Organizagdo dos hexadmeros
proposta por (McMurray et al., 2012) para S. cerevisiae. Setas indicam interfaces NC e G. Fonte:
(Mendonga et al., 2019)

Uma caracteristica interessante observada nos grupos de septinas,
geralmente referida como "regra de Kinoshita", € que nas unidades oligoméricas
(hexadmeros ou octameros), cada septina € predita ser intercambiavel por outra do
mesmo grupo, o que gera redundancia e diversidade (Kinoshita, 2003). Por outro
lado, a posi¢cado de cada grupo de septinas no oligbmero € sempre fixa.

Dessa forma, varias combinacgdes de septinas para a formagao das unidades
octaméricas sao possiveis, mas somente uma por¢cao dessas € representativa dos
complexos reais. Além disso, o alto grau de possibilidades de octameros € um sinal
de alta especializacdo e ha estudos em que busca-se compreender o contexto
biolégico de cada octédmero (Dolat et al., 2014).

E comum pequenas GTPases formarem dimeros pela interface do dominio G.
Porém, como as septinas possuem o dominio SUE (da sigla em inglés Septin
Unique Element), formado pelos ultimos 50 residuos do dominio G (fig. 2), elas
também interagem pela interface NC, o que é essencial para a polimerizagdo e

consequente formacgao de filamentos (Valadares et al. 2017).
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Figura 2.(a) Representagdo dos motivos conservados em septinas na estrutura primaria. (b)
Representagao de um trimero de septinas. Dominio SUE destacado em roxo. Fonte: (Valadares et al.,
2017)

O dominio de ligagdo ao nucleotideo guanosina (dominio G) apresenta o
maior grau de conservagao entre septinas e apresenta trés motivos de ligagao ao
nucleotideo (G1, G3 e G4). O dominio G1 é conhecido como P-loop, 0 G3 esta em
uma regido denominada switch Il e o dominio G4 é importante para a seletividade da
ligac&do aos nucleotideos guanina (Valadares et al., 2017)

Estudos com a SEPT4 indicam que o dominio N nesta septina é
estruturalmente desordenado e pode estar envolvido com a interacdo com outras
proteinas celulares, inclusive proteinas citoesqueléticas. Ja o dominio C em SEPT4 é
dividido em duas regides, uma regiao rica em prolina e outra formada por hélice-a
envolvida em uma estrutura tipo coiled coil (Garcia et al., 2006). Porém, nem todas
as septinas possuem predicao de coiled coils no C-terminal e sua extensao é variavel
entre os quatro grupos.

As septinas interagem com as proteinas citoesqueléticas, como actina e
tubulina (microtubulos) contribuindo para a estabilidade da rede de fibras de
estresse (Dolat et al., 2014-Il). Através do dominio N, as septinas interagem com
filamentos de actinas promovendo a interagao lateral de fibras de actina e a
formacgéao de filamentos desse polimero (Dolat et al., 2014-1l; Smith et al., 2015).

Esse principio € o mesmo para a ligacdo com as proteinas que formam os
microtubulos, as tubulinas. Porém, acredita-se que as septinas ndao promovem a

formacéo de filamentos de MTs na sua forma octamérica (Bai et al., 2013). Neste



trabalho, a proposta foi realizar um levantamento bibliografico sobre os papéis
funcionais atribuidos aos dominios N e C de septinas animais com relacdo a
interacdbes com proteinas citoesqueléticas, aliado a uma busca e analise de

potenciais motivos comuns de interagcao de septinas com essas proteinas.

2. METODOLOGIA

Na pesquisa bibliografica foram realizadas buscas no PubMed e também
artigos de revisdo. Para as buscas, foram utilizadas palavras-chave relacionadas a
interacdo septina-citoesqueleto, sendo que os principais termos de busca foram
septin x actin-binding motifs e/ou microtubules-binding motifs.

Ainda, sequéncias de aminoacidos do dominio C-terminal das septinas
humanas (Q14141.4 -SEPT6; Q16181.2 - SEPT7; Q92599.4 - SEPT8; Q9P0V9.2 -
SEPT10; Q9NVA2.3 -SEPT11; Q6ZU15.2 - SEPT14) foram obtidas a partir da base
de dados Uniprot e utilizadas nas analises comparativas e busca de dominios de
interagao.

A partir dos motivos ja descritos para SEPT9 na literatura cientifica, foi
realizada uma busca por esses motivos pela ferramenta ScanProsite
(https://prosite.expasy.org/scanprosite/; opgao (3), usando as sequéncias do dominio
C-terminal das septinas dos grupos da SEPT7 e da SEPT6 obtidas no banco de
dados Uniprot (formato fasta). Lembrando que os grupos dessas septinas sao
caracterizados por dominios C-terminais mais longos e, assim, poderiam estar

envolvidos na interagcdo com proteinas do citoesqueleto.

3. DESENVOLVIMENTO

3.1. Andlise da interagdo com microtubulos (MTs)

Assim como o citoesqueleto de actina, as septinas n&o se concentram por
todo o citoesqueleto de MTs e sua localizagido na célula depende da etapa da célula
em seu ciclo celular. Outros fatores que interferem na distribuicdo de septinas é a
linhagem celular, tipos de complexos de septinas e seus paralogos. Por exemplo, em
células epiteliais em intérfase, as septinas estdo concentradas em pacotes de MTs
perinucleares, MTs do complexo de Golgi, associados a adesdes focais na periferia
celular e em cilios (Bowen et al., 2011; Spiliotis et al., 2008; Fliegauf et al., 2014). Em

células mitdticas, as septinas se concentram nos polos do fuso, MTs cinetocéricos
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(durante a metafase), MTs do fuso central e do corpo intermediario (Zhu et al., 2011;
Nagata et al., 2003; Surka et al., 2002; Qi et al., 2005).

Além disso, as septinas interagem de forma preferencial com MTs
poliglutamilados, como foi observado com a Sept2 em células da linhagem MDCK
(linhagem de rins de caes), em que a ligagao preferencial a esse subgrupo de MTs
se mostrou como uma importante fungcdo para a polaridade apicobasal dessas
células (Spiliotis et al., 2008).

Alguns estudos observaram que, em células HelLa e linhagens de neurdnios
primarios, o término da expressao de septinas no ambiente intracelular aumenta o
nivel de acetilagdo de MTs, podendo sugerir uma relagdo causal entre septinas e a
desacetilagdo de MTs (Ageta-Ishihara et al., 2013; Kremer et al., 2005). Em outros
estudos, as septinas possuem preferéncia de interacdo por regides menos
acetiladas dos MTs (Verdier-Pinard et al., 2017).

As septinas podem guiar o crescimento de MTs para a periferia celular ao
guiar o movimento da extremidade positiva dos MTs em direcdo a MTs cobertos por
septinas (Bowen et al., 2011). Como a Sept2, a Sept6 e a Sept7 interagem com a
proteina +TIP EB1 (proteina que interage com extremidades positivas de MTs),
suspeita-se que essa proteina possua papel intermediador da interacdo entre
septinas e extremidades positivas dos MTs (Noélke et al., 2016), inclusive em
protusdes, regides em que as septinas se associam por especificidade (Xie et al.,
2007; Tada et al., 2007).

Quanto ao motivo de interagcdo com os MTs, estudos de analise de
similaridades com as proteinas MAPs (sigla em inglés para proteinas que se ligam a
MTs - Microtubule associated protein) indicaram alguns motivos conservados. Varios
estudos se concentram na paraloga Sept9, unica sequéncia em que a interagéo
direta com MTs foi observada em ensaios experimentais até o momento.

O dominio N da SEPT9 i1, especificamente a regido 1-142, contém uma
série de repeticoes do motivo Lys/Arg-Arg/x-x-Asp/Glu, que € conservado em MAPs
e motores celulares. Os aminoacidos basicos (Lys/Arg) desses motivos interagem
eletrostaticamente com aminoacidos acidicos da cauda C-terminal da tubulina-32,
promovendo a formagao de feixes de microtubulos pré-polimerizados em estudos
in-vitro em mamiferos (Bai et al., 2013).

Outro estudo indica uma regido especifica da isoforma 1 da septina 9 como a

responsavel pela interacdo de octdmeros polimerizados de septinas com MTs.
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Composta pelos 25 primeiros residuos de aminoacidos, essa regido carrega duas
sequéncias similares a dominios de ligagdo a MTs (MBD, na sigla em inglés) das
MAPs, compostas pelos motivos Lys-x-Lys-x-x-x-Ser e Ser-Ser-Gly/Leu-Arg-Leu/Val.
Estudos experimentais indicam que a sequéncia inicial do dominio N-terminal possui
alguns residuos essenciais para a interagdo com os microtubulos, como os residuos

de arginina das posi¢oes 10 e 15. (Kuzmic¢ et al., 2021)
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Figura 3. Sequéncia inicial do dominio N-terminal da isoforma 1 da septina 9 humana responsavel
pela interagdo com microtubulos. Fonte: (Kuzmic¢ et al., 2021).

Dentre as cinco isoformas da Sept9 testadas (1 a 5), a unica que demonstrou
estar localizada nos mesmos sitios celulares que os microtubulos em ensaios in vitro
com células MCF7 foi a isoforma 1, que co-localizou-se também com filamentos de
actina (Verdier-Pinard et al., 2017). Detectou-se a presenga de cinco repeticbes do
motivo Lys/Arg-Arg-x-Glu-lle/Leu/Val nas isoformas 1 a 4 da septina 9, sendo que,
desse total, quatro indicam regides de folhas-8, algo nao relatado até o momento. A
maioria dessas repeticbes (quatro das cinco) estdo localizadas nas regides
compartilhadas entre as isoformas longas da septina 9 (1, 2 e 3), o que indica a
importdncia de um N-terminal longo para interagdo com os microtubulos
(Verdier-Pinard et al., 2017).

3.2. Andlise da interagao com filamentos de actina

A distribuicdo das septinas em relagao ao citoesqueleto de actina das células
altera-se de acordo com a fase do ciclo celular. As células, durante a interfase,
apresentam concentracao de septinas nos filamentos de actina retos que constituem
a rede de fibras de estresse da célula, além de complexos de adesbes focais,
estruturas nas quais as fibras de actina estdo ancoradas (Kinoshita et al., 1997).
Outras formacgbes celulares com concentragcdo de septinas sdo invaginagoes
fagossbmicas, lamelipodios e pseudopodes (Huang et al., 2008; Mizutani et al.,
2013; Shankar et al., 2010).

Em células mitdticas, as septinas se concentram no sitio de clivagem e no

anel contractil de actomiosina, uma rede de pacotes de filamentos de actomiosina
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circulares (Kinoshita et al., 1997; Joo et al., 2007). Além disso, as septinas sao
importantes para a manutencdo da rede perinuclear de filamentos de actina e se
co-localizam a esses filamentos na regidao ventral do nucleo celular, onde formam
fortes teias de filamentos (Verdier-Pinard et al., 2017).

Alguns estudos indicam que a sobreposigdo das septinas com a rede de
fiboras de estresse da célula ndo é total, observando-se certa preferéncia de
interacdo com certos tipos de fibras de estresse (Joberty et al., 2001; Kinoshita et al.,
1997). A rede de fibras de estresse é formada por trés estruturas de contratilidade,
localizagao celular, contato com membrana e composi¢cao de ABPs distintos (redes
dorsal ou radial, arco transversal e ventral) (Geiger e Yamada, 2011; Tojkander et al.,
2012). As septinas interagem com a rede dorsal (extremidade livre) e arco
transversal ligando-as por estruturas similares as bracadeiras (Dolat et al., 2014-II).
Se essas septinas interagem com o arco transversal e duas redes dorsais de
adesbes celulares opostas, de forma simultanea, forma-se uma estrutura ventral da
rede (Hotulainen e Lappalainen, 2006; Tojkander et al., 2015) . Além disso, em geral,
as septinas sao essenciais para a organizagao e funcado dessa rede especial de
filamentos de actina, ja que a deplegdo das septinas resulta em formacgdes de rede
dorsal curtas e instaveis além de perda extrema das redes dos tipos arco transversal
e ventral (Dolat et al., 2014-Il).

Alguns dos aspectos levantados para explicar a localizagao diferencial das
septinas em relagdo ao citoesqueleto de filamentos de actina € a interacdo
preferencial das septinas por dominios de membrana de micro-escala e curvatura
positiva e conteudo especifico de fosfolipidios (Zhang et al., 1999). Em células
epiteliais nao polarizadas, o padrao de concentracdo de septinas em redes de fibras
de estresse na periferia celular possui similaridades com o padrao de distribuicao do
fosfatidilinositidio 3,5-bifosfato (PI(3,5)P2), bastante presente em estruturas de
membrana como endossomos e lisossomos (Dolat e Spiliotis, 2016; Jin et al., 2016).

Até o momento, o motivo de interagcdo das septinas com os filamentos de
actina nado foi elucidado. Porém, alguns principios dessa ligagdo ja foram
experimentalmente observados. Um deles é que o estado de polimerizagdo das
septinas interfere fortemente na morfologia dos filamentos de actina, de modo que
complexos de septinas formam pacotes de filamentos de actina curvos e anelares
enquanto que filamentos de septinas levam a formacéo de filamentos lineares de

actina (Mavrakis et al., 2014). Alguns estudos indicaram que a Sept9 consegue fazer
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ligacdes cruzadas entre filamentos de actina e, dessa maneira, estabilizar pacotes
de filamentos de actina pré-polimerizados (Dolat et al., 2014; Smith et al., 2015).
Especificamente, uma das isoformas dessa septina, a Sept9 i1, demonstrou ligagao
com actina através de uma regido do dominio béasico da regido N-terminal (Smith et
al., 2015).

Além disso, as septinas também podem estar relacionadas com as redes
ramificadas de filamentos de actina, ja que a ramificacdo ocorre em pontos de
curvatura de filamentos de actina retos (Risca et al., 2012). A SEPT6 apresenta
preferéncia de interacdo com filamentos de actina ramificados, nucleados pela
proteina Arp2/Arp3, do que lineares, enquanto que a SEPT7 interage com os
filamentos de actina retos (Hu et al., 2012). Porém, até o momento, a natureza da
interacdo das septinas com redes ramificadas de actina (promocéao/inibicdo da
ramificagéo) & desconhecida.

Alguns estudos indicam que as septinas podem, além de se ligarem
diretamente aos filamentos de actina, regular a formagao destas estruturas induzida
por GTPases da familia Rho. Esse é o caso da Sept9_i3 que, pela sua sequéncia
N-terminal unica, inibe a SA-RhoGEF, um fator de troca de nucleotideo guanina da
Rho (Nagata e Inagaki, 2005).

Recentes estudos indicam que, dentre as cinco isoformas mais conhecidas da
Sept9, as isoformas Sept9 i1 e Sept9 _i2 demonstraram interagdo com filamentos de
actina. A primeira demonstrou capacidade de interagir com os monémeros de actina
e, além disso, observou-se que a regiao minima para interagao é constituida pelos
43 primeiros residuos (Rhodes, 2021). Essa regido esta contida na regiao
responsavel pela interagcdo com MTs indicada em (Bai et al., 2013), que compreende
os 142 primeiros residuos da sequéncia dessa isoforma. Dessa maneira, observa-se
a importancia da regido N-terminal da Sept9 para interagcdo com os MTs e
filamentos de actina.

Ainda sobre as septinas e suas isoformas, alguns estudos indicam que a
relacdo das septinas com a migragdo celular ndo € monotdnica entre suas
isoformas, ja que a isoforma 2 pode frear a migracao celular e, dessa maneira, ser
pouco expressa em células de cancer de mama. A Sept9 i2 co-localiza-se com
microfilamentos de actina em estudos in vitro com células MCF7. Entretanto, os
flamentos de actina apresentaram-se mais curtos e desorganizados que o0s

observados nas células que expressavam a Sept9 _i3. Essa desorganizacdo afeta a
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migragado celular, ja que filamentos longos de septina subnucleares associados a
filamentos de actina sao importantes para essa fungao celular (Verdier-Pinard et al.,
2017).

A isoforma 1 da Sept9 interage diretamente com a F-actina e promove seu
empacotamento, importante passo para a maturagao de adesdes focais e motilidade
em células epiteliais. A realizagdo de ensaios com distintos dominios demonstrou
que a regiao responsavel por essa fungcdo esta localizada no dominio B, primeira
porcdo do dominio N-terminal rico em residuos basicos. A reconstrucdo 3D dos
filamentos de F-actina revestidos pelo dominio N-terminal inteiro da Sept9 e sua
porcao basica (dominio B) indicou trés sitios potenciais de interagdo com a Sept9 na
superficie do filamento de F-actina. Dessas regides, duas se sobrepdem aos sitios
de ligacao das proteinas miosina e cofilina. Dessa forma, a Sept9 pode interferir na
interagcdo F-actina-miosina nos dois estados estruturais dindmicos do motor
molecular quando ligada aos sitios sobrepostos. Além disso, a Sept9 também
interfere na interacdo F-actina-cofilina, desacelerando a despolimerizagdo dos

filamentos de F-actina iniciada pela cofilina (Smith et al., 2015).

3.3. Busca por motivos de interagao

Buscou-se avaliar a ocorréncia dos motivos da SEPT9 ja descritos na
literatura no dominio C-terminal das septinas dos grupos da SEPT7 e da SEPT6. O
racional para esta analise foi que esses grupos tém os C-terminais mais longos entre
as septinas e, portanto, alternativamente ao N-terminal de SEPT9, poderiam estar
envolvidos na interagdo com outras proteinas. Os resultados das analises estao
sumarizados nas Tabelas 1, 2 e 3.

ApOs analise, observou-se que a previsdo do motivo descrito por (Kuzmic et
al., 2021) apresentou hits somente quando o motivo pesquisado encontrava
semelhangas com aqueles descritos por outros autores. Embora o motivo seja bem
conservado na regiao N-terminal da Sept9 i1 e similar ao dominio de ligagdo a MTs
da proteina AIR9, o resultado da busca pelo motivo descrito por Kuzmic foi
encontrado apenas no C-terminal de SEPTS8. Isto sugere que a presencga das serinas
naquele motivo, divergindo dos demais, nao deve ser o determinante para interagao

com o citoesqueleto de MTs.
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Por outro lado, residuos basicos (arginina -R- e a lisina - K) e acidicos (acido
aspartico - D) mostraram-se importantes para essa interagdo. Quanto as predi¢des
para o motivo de Bai et al. (2013), péde-se observar que a restricdo do segundo
residuo da sequéncia para arginina (R) e do ultimo para acido glutadmico (E) resultou
em menor numero de hits, mostrando que a tendéncia € a conservacgao de residuos
por sua natureza acidica/basica, o que pode ser importante para interagir com sitios
carregados dos MTs, como observado na cauda C-terminal da tubulina-32.

Além disso, a drastica diminuicdo de hits nas buscas usando o motivo
descrito por Verdier-Pinard et al., 2017, em que ha uma adigdo de um residuo apolar
(isoleucina -I-, leucina -L- e valina -V) no final do motivo, também pode indicar a
importancia do papel dos residuos acidicos finais.

Um fato digno de nota, no caso das buscas usando o motivo determinado por
Bai et al., 2013, foi que parte do motivos encontrados para cada septina dos grupos
da SEPT7 e SEPT6 esta localizada antes da regido predita coiled-coil no dominio
C-terminal. Uma vez que a formagao dos coiled-coils implica na formagao de
dimeros ou oligbmeros, o fato do motivo encontrado nao estar comprometido na
formacgado do coiled-coil sugere maior disponibilidade para interagdo desta regiao

com proteinas parceiras.

Tabela 1. Resultado da busca de motivos descritos por Kuzmi¢ et al, 2021 em septinas dos grupos da
SEPT6 e SEPT8

Moti . . . . Regiao do B Gl
otivo Septina | N°de hits | Posicao coiled-coil ; do :

coiled-coil?

K-x-[KR]-x-D-x-[SK] - 0
K-x-[KR]-x-D-x 8 1 428-433 345-402 Nao

S-K-[CIV]-G-S-x(2)-N-I-x-H-x-P-G(3) - 0
S-K-x-G-8-x(2)-N-l-x-H-x-P-G(3) - 0
S-K-x-G-S - 0
[STI-[KR]-x-[GT]-S - 0
N-l-x-H-x-P-G(3) - 0
[TS]-R-[TS]-S-S-[GL]-R-[LV] - 0
[TS]-R-x-[TS]-S-S-[GL]-R-[LV] - 0
x-R-x-S-S-x-R-x - 0
G-[TS]-R - 0
S-S-x-R-x - 0

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 2. Resultado da busca de motivos descritos por Bai et al, 2013 em septinas dos grupos da

SEPT6 e SEPT8
Regido do Esta dentro
Motivo Septina | N° de hits Posicao g ; do
coiled-coil . .
coiled-coil?
309-312; 327-330; 337-340;
338-341; 349-352; 351-354; . .
6 12 353.356. 358.361. 380-383. 343-400 4 (N&o) / 8 (Sim)
381-384; 387-390; 421-424
351-354; 364-367; 371-374;
373-376; 381-384; 388-391; . .
7 10 305.398. 402-405. 417-420. 358-415 3 (N3o)/ 7 (Sim)
425-428
329-332; 339-342; 340-343;
351-354; 353-356; 360-363; . .
8 12 362.365. 382-385. 383-386. 345-402 4 (N&o) / 8 (Sim)
7-390; 389-392; 423-42
[KRI-x-x-[ED] 387-390; 389-392; 423-426
351-354; 361-364; 362-365;
10 9 373-376; 375-378; 382-385; 367-424 4 (N&o) / 5 (Sim)
405-408; 411-414; 444-447
308-311; 326-329; 336-339;
337-340; 348-351; 350-353;
11 13 352-355; 357-360; 379-382; 342-399 5 (N&o) / 8 (Sim)
380-383; 384-387; 386-389;
419-422
337-340; 347-350; 359-362;
14 8 361-364; 368-371; 390-393; 353-410 2 (N&o) / 6 (Sim)
391-394; 397-400
6 1 327-330 343-400 N3o
7 1 381-384 358-415 Sim
8 2 329-332; 387-390 345-402 1 (N&o) / 1 (Sim)
[KR]-R-x-E
10 1 351-354 367-424 N3o
1 1 326-329 342-399 N3o
14 1 337-340 353-410 N3o

Fonte: Autoria propria.

Tabela 3. Resultado da busca de motivos descritos por Verdier-Pinard et al, 2017 em septinas dos

grupos da SEPT6 e SEPT8

Reaido do Esta dentro
Motivo Septina | N°de hits | Posicao g . do
coiled-coil . .
coiled-coil?
[KR]-R-x-E-[IL] 8 1 387-391 345-402 Sim
[KR]-R-x-E-[ILV] 8 1 387-391 345-402 Sim

Fonte: Autoria propria.
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4. CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

Até o momento, grande parte dos trabalhos envolvendo a participagdo das
septinas na dinamica do citoesqueleto celular envolve a paraloga SEPT9. Alguns
trabalhos reconhecem, em isoformas da SEPT9, motivos de interagdo com MTs por
comparagao com a estrutura primaria de MAPs. Caracterizado pela natureza
carregada de seus residuos, acredita-se que os residuos basicos dos motivos em
septinas interajam com residuos acidicos da cauda C-terminal da tubulina-2, assim
como o fazem as MAPs. Por também possuir residuos acidicos, a SEPT9 pode
realizar interages entre si e contribuir para o empacotamento de MTs.

Porém, em SEPT9, os motivos se encontram na regidao em que esta situada
0S primeiros éxons e, por splicing alternativo, algumas combina¢des de diferentes de
éxons sao possiveis. Dessa forma, podem ser geradas isoformas que, por
possuirem diferengas na sua estrutura primaria, podem ter sua interagdo com MTs
também modificada. Isso pode explicar porque a isoforma 1, que possui 0 dominio
N-terminal mais extenso entre as isoformas mais conhecidas, € a unica com
interacao com MTs comprovada experimentalmente até 0 momento.

No caso da interagdo com filamentos de actina, os avangos de pesquisa, até
o0 momento, nao permitiram verificar um motivo especifico de interacdo. No entanto,
assim como no caso dos MTs, a regido inicial do dominio N terminal da SEPT9
demonstrou enorme importancia para interacdo com os filamentos de actina. Além
disso, a questdo das isoformas ainda é uma variavel a ser analisada, ja que as
isoformas 1 e 2 da SEPT9 ligam-se diretamente aos filamentos de actina, mas a
isoforma 2 pode regular negativamente a migragéo celular.

Os resultados das buscas por motivos de interacdo com MTs em dominios
C-terminais de septinas dos grupos 6 e 7, indicaram a presenca desses motivos,
abrindo novas perspectivas experimentais para validar essas predi¢des. A interagao
de septinas com a membrana por motivos presentes nesse dominio ja foi relatada
para algumas septinas Porém, motivos de interacdo com MTs nessas regides
sugerem um novo papel dos dominios N e C na interagao de outras septinas, senao

a SEPT9, com o citoesqueleto celular.
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