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RESUMO

Introducédo: A atividade reduzida da biotinidase associa-se a um espectro de
deficiéncia que varia deste a deficiéencia total até niveis compativeis com
heterozigoze, ndo havendo uma perfeita associagédo com a presenca de mutacgoes
patogénicas no gene BTD. Regides 3'UTR sao sitio de agdo de reguladores pés-
transcricionais que influenciam na expressao génica, entre eles os microRNAs
(miRNAS). A investigagdo de miRNAs com alvos em BTD e de outros elementos
regulatorios, assim como a caracterizagdo de variantes na regido 3’'UTR, pode
apresentar relevancia na compreensao da relacdo gendtipo-fendtipo. Objetivos :
1) Caracterizar os elementos regulatérios da regido 3'UTR do gene BTD; 2)
identificar variantes em pacientes com atividade reduzida de biotinidase que
possam explicar as discrepancias observadas entre gendtipo e fendtipo
bioquimico. _Metodologia: Foram avaliados 92 pacientes com atividade reduzida
da biotinidase (nivel de heterozigoto=33, borderline (Parcial/lHz e Hz/N)= 35,
parcial=20 ou total=4). A discrepancia entre o gendtipo e o fenétipo bioquimico
esperado/encontrado ocorreu em 32/92 pacientes (34,7%). A regiao 3’'UTR do
gene BTD foi amplificada por PCR e sequenciada pelo método de Sanger. Foram
realizadas analises in silico para identificar miRNAs associados ao gene BTD, as
analises da estrutura secundaria foram realizadas com o pacote RNAfold. Sinais
de poliadenilacdo foram indentificados pelo banco APASdb e o algoritmo
Polya_svm, e elementos ricos em AU pelo RegRNA e ARE SITE._Resultados:
Todas as sequéncias analisadas apresentaram 100% de homologia com a
sequéncia de referéncia. Foram encontrados possiveis miRNAs associados ao
gene BTD e aos genes que participam do metabolismo da biotina. Além disso,
foram encontrados 6 elementos ricos em AU associados a regidao 3’'UTR de BTD,
possivelmente envolvidos no decaimento do mRNA, regulacdo da instabilidade e
resposta ao stress celular._ Conclusdo: 1) Até o momento, nédo existem interaces
fortemente validadas entre miRNAs e o gene BTD, o que deixa como perspectiva
futura sua validacdo experimental. 2) Este estudo permitiu concluir que variantes
na regido 3'UTR do gene BTD que codifica a enzima biotinidase n&o explicam as
discrepancias encontradas entre o genotipo e o fendtipo bioquimico dos pacientes
com atividade reduzida da biotinidase.

Palavras-chaves: 3'UTR, microRNAs, elementos ricos em AU, biotinidase.



ABSTRACT

Introduction: The reduced activity of biotinidase is associated with a spectrum
that varies from total deficiency to heterozygous compatible levels, and there is no
perfect association between the presence of pathogenic mutations in the BTD
gene. 3'UTR regions are the site of action of post-transcriptional regulators that
influence gene expression, including microRNAs (miRNAs). The investigation of
mMiRNAs with targets in BTD and other regulatory elements, as well as the
characterization of variants in the 3'UTR region, may show relevance in the
understanding of the genotype-phenotype relationship. Objectives: 1) To
characterize the regulatory elements of the 3'UTR region of the BTD gene; 2) To
identify variants in patients with reduced biotinidase activity that may explain the
discrepancies observed between genotype and biochemical phenotype.
Methodology: We evaluate 92 patients with reduced biotinidase activity
(heterozygote level = 33, borderline (Partial / Hz and Hz / N) = 35, partial = 20 or
total = 4). The discrepancy between the genotype and the expected/found
biochemical phenotype occurred in 32/92 patients (34.7%). We amplified the
3'UTR region with PCR and sequenced by the Sanger method. In silico analyzes
have been performed to identify miRNAs associated with the BTD gene, analyzes
of the secondary structure performed with the RNAfold package. We identified
polyadenylation signals by the APASdb bank and the Polya_svm algorithm, and
AU rich elements by RegRNA and ARE SITE. Results: All sequences show 100%
homology to the reference sequence. We found possible miRNAs associated with
the BTD gene and the genes involved in biotin metabolism. Also, 6 AU-rich
elements associated with the 3'UTR region of BTD were found, possibly involved
in mMRNA decay, regulation of instability and response to cellular stress.
Conclusion: 1) There are no strongly validated interactions between miRNAs and
the BTD gene, which leaves its experimental validation from a future perspective.
2) This study allows to conclude that variants in the 3'UTR region of the BTD gene,
that encodes the biotinidase enzyme, do not explain the discrepancies found
between the genotype and the biochemical phenotype of patients with reduced
biotinidase activity.

Keywords: 3'UTR, microRNAs, AU rich elements, biotinidase.



1.INTRODUCAO

1.1 Erros Inatos do Metabolismo

Os Erros Inatos do Metabolismo constituem um grupo de cerca de 750
doencas genéticas que podem afetar a sintese, degradacdo, processamento e
transporte de moléculas no organismo. Individualmente sdo doencas raras, que
reunidas apresentam uma prevaléncia estimada de 1:800 individuos. Em sua
maioria, 0s erros inatos do metabolismo possuem padrdo de heranca
autossémico recessivo (Martins, 1999; Saudubray & Garcia-Cazorla, 2018). Os
primeiros estudos e a alcunha do termo Erro Inato do Metabolismo sdo méritos do
pesquisador Archibald Garrod, que estudou os aspectos bioquimicos e genéticos
da alcaptonuria (Garrod, 1902).

A classificacdo mais conhecida desses disturbios metabdlicos parte dos
postulados de Saudubray e Charpentier (1995), resumidos a seguir:

Categoria 1: Aqueles que envolvem alteracbes que afetam um Unico
sistema orgéanico ou apenas um 6rgdo, como o sistema imunoldgico e os fatores
de coagulacéo ou tubulos renais e eritrocitos.

Categoria 2: Grupo de doencas cujo defeito bioquimico compromete uma
via metabodlica comum a diversos érgaos, como as doencas lisossomais, ou
restrito a um 6rgdo apenas, porém com manifestaces humorais e sistémicas,
como a hiperamonemia nos defeitos do ciclo da ureia.

A grande variabilidade das doencas que compdem a categoria 2 permitem-
nos agrupa-las em mais um nivel de classificagdo, condizentes com suas
caracteristicas fisiopatoldgicas e fen6tipo clinico:

Grupo 1: Distarbios de sintese ou catabolismo de moléculas complexas;

Grupo 2: Erros inatos do metabolismo intermediario que culminam em
intoxicacao aguda ou cronica;

Grupo 3: Deficiéncia no metabolismo energético.

As doencas que se enquadram no primeiro grupo apresentam sintomas

gue tendem a acentuar com o tempo, como dismorfias e visceromegalias. As



doencas do segundo grupo apresentam forte relacdo com a alimentagédo do
paciente, podendo causar intoxicacdo aguda e recorrente ou cronica e
progressiva. E as do terceiro grupo caracterizam-se por manifestacdes clinicas
decorrentes de alteracGes de producdo e consumo energéticos, provenientes de
distarbios do figado, miocardio, musculo e cérebro (Saudubray & Charpentier,
1995). De acordo com a nova classificacdo proposta por Saudubray & Garcia-
Cazorla (2018), o Grupo 1 compreende doencas do metabolismo intermediario de
pequenas moléculas, como as acidurias organicas (0 qual a deficiéncia de
biotinidase se encontra); as aminoacidopatias, como Fenilcetonuria e Tirosinemia;
as alteragfes no ciclo da ureia, como a deficiéncia da ornitina transcarbamilase, e
as alteracdes no metabolismo dos acUcares, como a galactosemia classica e a
intolerancia hereditaria a frutose. A figura 1 mostra um apanhado geral dos erros

inatos do metabolismo classificados dentro do grupo um:
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Figura 1: Erros inatos do metabolismo classificados no grupo 1: alteracfes que envolvem o
metabolismo intermediario, com intoxicacdo aguda e recorrente ou cronicas e progressivas
Adaptado de Saudubray & Garcia-Cazorla (2018).

O grupo 2 abrange as doencas do metabolismo energético primario, como
por exemplo as que envolvem defeitos no transportador de piruvato ou na piruvato
carboxilase, e doencas que envolvem o ciclo de Krebs. Ja o grupo 3 envolve o

metabolismo de moléculas complexas, que acometem organelas como 0s



lisossomos, peroxissomos ou complexo de Golgi, como as mucopolissacaridoses

ou as glicogenoses.

1.2 Biotina, Ciclo da Biotina e Deficiéncia de Biotinidase

A biotina, conhecida como vitamina B7 € uma vitamina do complexo B
presente em diversos alimentos, como carnes vermelhas, cereais e em outras
fontes, como observado na figura 2. A biotina foi descoberta em 1927, mas

passaram-se 40 anos até que ela realmente fosse classificada como uma

vitamina (Wolf, 1990).
?
Cogumelos
2
@ Améndoas

Vitamina

B
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Amendoim

*Contetido de vitaminas a cada 100g de alimento.

Figura 2: Principais fontes de biotina da nossa dieta. Individuos adultos necessitam de uma

ingesta de 30ugg de Biotina ao dia. Adaptado de: https://appreciategoods.com/vitamin-b7-biotin/.
A biotina pode ocorrer na forma livre ou ligada a proteinas através de uma

lisina, mais especificamente a biocitina. A enzima biotinidase (EC 3.5.1.12) é
responsavel por liberar a biotina da biocitina podendo entdo a biotina livre ser



absorvida pelo intestino (Said, 2009). A biotina atua como coenzima para as
carboxilases: acetil-coenzima A (CoA) carboxilase (EC 6.4.1.2), codificada pelo
gene ACC; propionil-CoA carboxilase (EC 6.4.1.3), codificada pelo gene PCCA,; B-
metilcrotonil-CoA carboxilase (EC 6.4.1.4), codificada pelo gene MCCC2 e
piruvato carboxilase (EC 6.4.1.1), codificada pelo gene PC. No turnover das
proteinas celulares, as holocarboxilases sdo degradadas e a biotinidase é
responsavel por regenerar biotina livre (Hymes & Wolf, 1996). Além da atividade
de hidrolase, essa enzima atua como carreadora de biotina e biotinil-transferase,
podendo transferir biotina para histonas (Chauhan & Dakshinamurti, 1986, Hymes
et al.,, 1995, Hymes & Wolf, 1999), entretanto, essa funcdo ainda ndo esta bem

esclarecida. O ciclo da biotina pode ser visto na figura 3:
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Figura 3. O ciclo da biotina. A enzima biotinidase é responsavel por clivar a biotina ligada as
proteinas dos alimentos e gerar biotina na forma livre. A biotina livre atua como co-fator de varias
apocarboxilases - acetil-coenzima A (CoA) carboxilase (EC 6.4.1.2), propionil-CoA carboxilase (EC
6.4.1.3), B-metilcrotonil-CoA carboxilase (EC 6.4.1.4) e piruvato carboxilase (EC 6.4.1.1) - pela
acdo da holocarboxilase sintetase, formando assim holocarboxilases ativas. As holocarboxilases
sdo subsequentemente proteolisadas em biocitina e/ou biotinil-peptideos que sdo entdo clivados
pela biotinidase, reciclando assim a biotina. Pode ocorrer deficiéncia isolada de cada uma das
carboxilases,deficiéncia de holocarboxilase sintetase ou de biotinidase. Adaptado de Himes &
Wolf (1996).



A deficiéncia de biotinidase (DB) é uma doenca metabodlica com padrédo de
heranca autossdémico recessivo, na qual a atividade da enzima biotinidase é
ausente ou reduzida, resultando em: incapacidade do organismo em usar a
biotina fornecida pela dieta, fazer a reciclagem da mesma, e na perda de biocitina
pela urina (Baumgartner & Suormala, 2012). Dependendo da atividade enzimética
residual, a DB pode ser total ou parcial: menos de 10% e entre 10-30% da média
da atividade normal, respectivamente. Heterozigotos apresentam atividade
enzimatica intermediaria entre a dos afetados e das pessoas homozigotas para o
alelo selvagem (Wolf et al., 1983). A incidéncia mundial combinada de deficiéncia
total e parcial é estimada em 1:60.089 nascidos vivos (NV) (Wolf, 1991). Estudos
epidemioldgicos, baseados em diagndstico por triagem neonatal, indicam que a
frequéncia da DB combinada no Brasil varia entre 1:6.843 e 1:62.500 NV (Pinto et
al., 1998, Neto et al., 2004, Luz et al., 2008). A tabela 1 resume os dados de
estimativas da triagem neonatal para deficiéncia de biotinidase em um intervalo
de 1984 a 2008:

Tabela 1: Resumos da estimativa mundial e nacionais de deficiéncia de biotinidase. Adaptado de
Lara et. al. (2013)

Mundial Minas Paranéa Nacional
Gerais

Periodo Jan 1984 a Mar 1994 a Out 1995 a Set 2007 a Jun

Dez 1990 Nov 1994 Nov 1999 2008
N° de casos DTB =76 DTB=1 DTB =3
identificados DPaB =66 DPaB =1 DPaB =11 DPaB =11
N° RN 8.532.617 125.000 225.136 182.942
triados
Referéncia  Wolf (1991) Laraetal. Pinto (1995) Neto et al.
(2010) (2004)

DTB = Deficiéncia Total de Biotinidase; DPaB = Deficiéncia Parcial de Biotinidase; RN = Recém

Nascidos



O amplo espectro clinico da DB inclui: problemas dermatolégicos,
neurolégicos e metabdlicos (Wolf et al., 1983; Wastell et al., 1988). Se o
tratamento n&o € iniciado em tempo, ha risco de danos irreversiveis como perda
auditiva, visual e retardo mental, de coma e de morte (Wastell et al., 1988, Bay et
al., 2010). Criancas com DB parcial ndo tratadas podem exibir sintomas mais
leves que podem surgir apenas quando a crianca passa por um periodo de
estresse, como uma infeccdo prolongada ou alimentacdo inadequada (McVoy et
al., 1990). Além disso, individuos com DB podem apresentar aciddria organica,
cetoacidose metabdlica, lactacidemia e hiperamonemia (Wolf, 2003).

Pacientes com DB podem ser identificados antes do aparecimento dos
sintomas por ocasido da triagem neonatal. No Brasil, a triagem para DB foi
incluida no Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) pela Portaria n°
2829/GM/MS de 14.12.12, e é oferecida por servicos publicos e privados. A
triagem é realizada através da medida da atividade da biotinidase em sangue
seco impregnado em papel-filtro, e o diagnostico € confirmado pela medida da

atividade em soro.

1.3 Métodos de diagnéstico

O conhecimento aprofundado acerca dos Erros Inatos do Metabolismo
torna-se indispensavel na pratica clinica, para que o aconselhamento familiar
possa contemplar o progndéstico do paciente e o risco de recorréncia da doenca,
considerando-se a vastiddo da sua sintomatologia e a complexidade dos
mecanismos gue as permeiam (Sanseverino et al., 2000; Souza et al., 2002).

Um dos testes mais utilizados mundialmente para triagem neonatal é o
colorimétrico, em que se mede a capacidade de liberacdo do substrato artificial N-
biotinilp-aminobenzoato (BPABA), proposto por Wolf et. al. (1990). Apds sua
liberacdo, o BPABA reage com os reagentes utilizados no teste, produzindo cor
de acordo com a quantidade liberada, que geralmente resulta em tons de rosa. A
reacdo ocorre em pH 6,5 e deve-se tomar cuidado ao fazer a dosagem
guantitativa da biotinidase por tal método, pois a coleta e estocagem inadequada

das amostras podem influenciar nos resultados de valores da enzima. Existem



também métodos que utilizam como substrato natural a biocitina e derivados da
biotina, como a biotina-6-amidoquinolina (Wolf, 2003).

O diagnostico molecular pode ser feito de forma a complementar os testes
supracitados, mas ainda nao € realizado por laboratorios de rotina no Brasil. A
andlise genética € importante na diferenciacdo de individuos com DB total
daqueles com DB parcial e, de individuos com DB parcial dos que sé&o
heterozigotos, quando testes enzimaticos repetidos sao discordantes — ou seja,
ora a atividade enzimatica detectada esta na faixa da DB total, ora na faixa da DB
parcial, por exemplo. A discordancia entre testes enzimaticos consecutivos ocorre
principalmente devido a fatores ambientais, como temperatura de transporte a
armazenamento da amostra (Cowan et al., 2010).

O tratamento da DB consiste na suplementacdo oral de biotina livre (5-
20mg/dia) ao longo de toda vida. As criangas com DB identificadas por triagem
neonatal tém os sintomas prevenidos com a terapia (Wastell et al., 1988; Wolf,
2010).

Até o presente momento, no The Human Gene Mutation Database (HGMD,
Stenson et al, 2017) ja foram relatadas cerca de 236 muta¢des no gene BTD.
Conforme ilustra a figura 4, o gene BTD que codifica a biotinidase humana, é um
gene constitutivo localizado no locus 3p25.1, e composto por quatro éxons e trés
introns, de modo geral a regido 3’'UTR possui 329pb. O mRNA apresenta dois
potenciais cdédons de inicio de traducdo (AUG) (Stanley et al., 2004; Pindolia et
al., 2010), e a estrutura tridimensional da biotinidase predita por modelagem
computacional apresenta dois dominios (Pindolia et al., 2007). A proteina possui
543 aminoacidos (Uniprot: P43251) e a enzima demonstra ter atividade de biotinil
transferase (Uhlén et al., 2005). Segundo o The Human Protein Atlas, a

biotinidase € mais expressa no figado, rins e estomago (Uhlén et al., 2010).
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Figura 4. Organizagéo do gene que codifica a biotinidase (BTD), seu mRNA e peptideo resultante.
O asterisco indica a posi¢do correspondente ao N-terminal da proteina madura. Adaptado de
Pindolia et al. (2010).

A maioria das variantes do gene BTD causa perda completa ou quase
completa da atividade da biotinidase, e sdo chamadas de alelos da deficiéncia
total de biotinidase. De modo geral, pacientes com DB parcial ttm um alelo
p.Asp444His em combinagdo com um alelo da deficiéncia total de biotinidase,

como resumido na Tabela 2:

Tabela 2: Bases moleculares da deficiéncia de biotinidase. Adaptado de Borsatto et al. (2014).



Deficiéncia de Biotinidase

TOTAL PARCIAL
Alelo da deficiéncia total Alelo da deficiéncia total
+ 0

Alelo da deficiéncia total p.Aspd444His

Individuos ndo afetados
~HZ HZ ~N N

p.Aspd444His Alelo da deficiencia total  Alelo selvagem  Alelo selvagem
+ + + +

p.Asp444His Alelo selvagem p.Asp4d4His Alelo selvagem

Essa variante € a mais relatada em pacientes com deficiéncia parcial de
biotinidase, é uma mutacao do tipo missense que resulta na substituicdo de uma
histidina por um aspartato na posicdo 444 da proteina (Swango et al., 1998).
Espera-se que pessoas homozigotas para a variante p.Asp444His tenham
aproximadamente 45-50% da média da atividade sérica normal da biotinidase, o
que € similar a atividade dos heterozigotos para DB total, individuos

heterozigotos ndo necessitam de tratamento (McVoy et al., 1990).

1.4 Explorando as regides nado codificantes: o admiradvel mundo da regiéo
3’UTR

Com os avancos nhas técnicas de biologia molecular, as regides néao
codificadoras dos genes foram amplamente reconhecidas e estdo emergindo na
aplicacdo em diagnostico molecular. Em particular, as regides nao traduzidas
(UTR) do RNA mensageiro estdo envolvidas em mecanismos de regulacdo pos-
transcricional, que controlam a localizacdo, estabilidade e eficiéncia de tradugéo
do mRNA (Pesole et al., 2001).

Além disso, a regulacdo da expressdo génica € obtida por meio da
interacdo entre uma vastiddo de mecanismos complexos que podem ser

basicamente divididos em dois grupos distintos: o primeiro envolve o controle da



transcricdo mediada pela acédo de elementos que atuam em cis como promotores,
potenciadores, silenciadores (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001); e o
segundo grupo abrange elementos que controlam a eficiéncia da traducao
geralmente localizados nas regides 5’UTR e 3’'UTR (Sonenberg, 1994; McCarthy
e Kollmus, 1995; Pesole et al., 1997; Bashirullah et al., 1998).

Em eucariotos, o transcrito primario ou pré-mRNA é convertido em mRNA
maduro através de mecanismos de processamento do RNA, que incluem a adi¢édo
de um grupamento 7-metilguanosina (cap 5’) na extremidade 5’UTR; o splicing
(remocgédo de introns) e formacdo da cauda Poli-A na 3'UTR. O processamento
ocorre concomitante a transcricdo, logo, tais processos s&o intimamente
relacionados (Bentley, 2005).

Ao se tratar da terminagdo da transcricao, a terminacdo mediada pela RNA
polimerase Il depende majoritariamente da existéncia do sinal de poliadenilagao
(poli(A)). O sinal poli(A) é a sequéncia que serve como sinal para indicar o final do
gene, e é encontrada na regido 3’ nao traduzida (Proudfoot & Brownlee, 1976). O
sinal consenso em mamiferos é caracterizado pelos hexameros AAUAAA ou
AUUAAA (Beaudoing et al, 2000).

Nos eucariontes superiores, todos os mMRNAs maduros que codificam para
proteinas (com excecdo das histonas) possuem uma cauda contendo de 150 a
200 adenosinas (Vagner et. al., 2000). Essa sequéncia ndo aparece no gene, pois
€ inserida posteriormente. Estudos demonstram que a cauda poli(A) esta
relacionada com a estabilidade do mRNA e com a sinalizagdo do transporte do
ndcleo em direcao ao citoplasma (Harrison et. al., 2015).

O estudo de Jankovic et al. (1990) reportou duas mutacdes de ponto que
alteram os sinais de poliadenilacdo na beta-talassemia, cujo impacto relaciona-se
com a forma mais severa da doenca. Outro estudo relata que a variante
c.*231A>G no gene FMR1, proxima do sinal de poliadenilagdo possui frequéncia
relativamente alta em pacientes com Sindrome do X-fragil e estudos posteriores
comprovaram que € causadora da doenca, mas parece acarretar fenotipos
atenuados em meninos (Mumm et al., 2015). Outra variante em 3'UTR no gene
GLA gera transcritos aberrantes na doenca de Fabry e parece ter impacto

importante na formacao da proteina (Yasuda et al., 2003). Muitos estudos na area

10



do cancer indicam também a existéncia de variantes em 3’'UTR, como a variante
rara no gene TP53 (rs78378222) que causa predisposicdo ao cancer na Sindrome
de Li-Fraumeni (Macedo et al., 2016). Em sumula, ja foram descritas variantes na
regidao 3’'UTR cujo acometimento perpassa doengas hematolégicas, imunolégicas,
neuroldgicas, oncoldgicas e endocrinas (Curinha et al., 2014), e a figura 5 mostra
as principais doencgas relacionadas a mecanismos envolvendo modificacdes na
regiao 3'UTR:

Tamanho
da 3'UTR

Variantes
na 3'UTR
Elementos '
ricos em AU miRNAs
Estrutura '
secundaria

Figura 5: Resumo das alterac8es em elementos regulatérios presentes na regidao 3’UTR do mRNA
em doencas humanas. (Adaptado de Pal et al., 2016).
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Existem muitas proteinas que regulam a expressdo génica, do mesmo
modo existem elementos cuja interacdo RNA:mRNA também sdo capazes de
regular a expressdo génica em resposta a diferentes estimulos ambientais, tais
moléculas podem ser ribonucleoproteinas ou riboreguladores (Riboswitches) (Yao
et al., 2013; Mccown et al., 2018).

As ribonucleoproteinas sdo importantes para a maioria dos processos
celulares, sdo complexos formados a partir da juncéo de proteinas de ligacdo ao
RNA (RBP) e moléculas de RNA. As ribonucleoproteinas séo cruciais para manter
0 correto processamento e funcionamento do RNA, principalmente nos
mecanismos de splicing e traducao (Mihailovic et al., 2017). Ja os riboreguladores
sdo como “sensores” da presenga de determinados metabdlitos no meio celular, e
foram primeiramente descritos em procariotos onde sdo mais elucidados. Estas
moléculas podem adotar conformacg@es diferentes na presenca ou na auséncia de
um determinado metabdlito, e desse modo o0 mMRNA pode ou ndo ser expresso
(Mccown et al., 2018). Os riboreguladores controlam diversas vias metabdlicas,
tais como a de biossintese da vitamina B12 e a via do metabolismo da lisina e
metionina (Wincker & Breaker, 2005), entretanto nunca foram caracterizados
relacionados a biotina.

Elementos ricos em AU (em inglés, AU rich elements) sdo elementos
adenilados e uridinados localizados nas regides 3'UTR de genes e séao
relacionados a processos de decaimento do RNA mensageiro (Bakheet et al.,
2018). Os elementos ricos em AU estdo presentes em cerca de 63% dos genes
do genoma humano. Em céancer, estdo relacionados com o controle da divisdo e
proliferacdo celular, apoptose, angiogénese e processos metastaticos (Khabar,
2017).

Dessa maneira pode-se inferir que muitos dos mecanismos de regulacéo
da expressdo g¢génica sdo dependentes dos fatores relacionados ao
processamento do RNA, que em sua maioria estdo presentes nas regides 3'UTR

dos genes.
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1.5 Desbravando o Universo dos miRNAs

Com os avangos nas técnicas utilizadas, os RNAs comegaram a ganhar
enfoque nas praticas laboratoriais. A regulacdo por meio destas pequenas
moléculas é um campo que ainda conota muitos estudos promissores. Moléculas
de RNA sé&o cruciais em uma vastiddo de processos que ultrapassam aqueles
envolvidos no transporte e na sintese proteica. De acordo com o proposto por
Brosnan et al. (2009), sabe-se que além dos RNAs ribossomais, transportadores
e pequenos nucleares, também existem outras classes de RNAs ndo coficantes

(ncRNAS), atualmente divididas em:

° Pequenos ncRNAs, sendo eles os miRNAs e RNAS de interferéncia;
° Longos, ou InNcRNAs, podendo ser os Inssense, antisense, intergénicos e
intrénicos;

O primeiro miRNA a ser estudado foi em uma linhagem de Caenorhabditis
elegans e esta relacionado ao controle do desenvolvimento larval (Lee et al.,
1993). Embora descobertos em 1993, foi somente em 2001 que os miRNAs foram
caracterizados como familias de pequenos RNAs nao codificantes com
participacdo em processos regulatérios, podendo estar associados a um Unico
gene ou a centena deles (Bartel, 2018). Posteriormente, uma vasta expansao de
estudos demonstrou a conservacao dos miRNAs com relacdo a outras espécies
de plantas e animais, cuja origem evolutiva remota 525 milhdes de anos (Shu et
al., 1999; Baldrich et al., 2018).

Segundo a versao 22 do banco miRBase (Kozomara & Griffiths-Jones,
2014), para a espécie humana ja foram identificadas 1917 sequéncias de miRNAs
precursores e 2654 maduros (levando em consideracdo a versdo GRCh38 do
genoma humano), e tais sequéncias sdo distribuidas no nosso genoma como
evidenciado na figura 6A. Acredita-se que dentre os miRNAs submetidos a banco
de dados, cerca de 50% estdo associados a genes de animais, 36% de plantas,
26% de virus e 3% de genes de organismos protistas, respectivamente. A
comparacao do repertério de miRNAs com relagcdo a genomas de diferentes

espécies pode ser compreendida atraves da figura
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Figura 6: Distribuicdo dos miRNAs em genomas intra e inter espécies. Foram empregados 0s
dados depositados no miRBase através da ferramenta miRNAVISA. A figura 6A mostra o mapa de
50 familias de miRNAs no genoma humano; a figura 6B faz um panorama entre as principais
espécies modelo experimentais e a espécie humana. A escala em tons de azul representa valores
préximos a 0% e os tons de vermelho os valores préximos ou iguais a 100% de correspondéncia.
(Adaptado de Kamanu et al., 2013).

A maioria destes miRNAs encontra-se conservada com relagdo a outras
espécies, um ponto forte no que diz respeito a identificacdo de alvos em genes e
genomas, que serve como parametro na maioria dos preditores in silico. Outro
fator relevante no estudos dos miRNAs se refere ao pareamento na regiao alvo.

Conforme Agarwal et al. (2015), o paramento candnico entre mMRNA:miRNA da-se
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através de ligacdes perfeitas (sitios 8mer) e imperfeitas (como sitios 7mer e
6mer). Ao se falar em evolucdo, os miRNAs possuem familias taxonémicas que
perpassam as mais diversificadas espécies. Todos 0s seres vivos possuem
classificacdes taxonbmicas, e nas Ultimas décadas pesquisadores ndo mediram
esforcos para categorizar os miRNAs. A estas familias da-se o nome de clusters,
e acredita-se que mMiRNAs pertencentes ao mesmo cluster podem regular a
expressdo de proteinas envolvidas em uma mesma via metabdlica (Yuan et al.,
2009). A classificacdo dos miRNAs dentro de familias especificas permite que
facamos questionamentos como:

e Quais caracteristicas podem ser estudadas para compreender as relacoes
entre MiRNA e potenciais alvos?

e Como a distribuicdo genbmica de genes de miRNA anotados em familias
pode ser resumida e comparada em diferentes genomas?

e Quais informacdes podem ser inferidas quando sabemos algo sobre a
distribuicdo genbmica dos genes de mIiRNA, sua organizacdo (co-
localizacdo espacial em cromossomos especificos) e caracteristicas dos
seus clusters?

e Quais sdo os mecanismos envolvidos entre miRNAs e vias metabdlicas? E

como sua desregulacéo acarreta doencgas?

Todas as perguntas acima podem ser respondidas através de estudos in
silico e com validacbes experimentais. A inferéncia e descoberta dos papéis
reguladores dos genes de miRNA, sejam eles agrupados em familias ou co-
localizados apresenta grandes potenciais para o diagndéstico, progndstico e para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas para o tratamento de inameras
doencas e sindromes.

A abundancia desses miRNAs em determinados o6rgdos ou tecidos é
resultado dos processos de biossintese e degradacdo (Kim et al.,, 2010). A
biogénese é o processo onde, a partir de um dado gene de miRNA e de sua
transcricdo, ocorre a maturacdo do miRNA e sua agregacdo ao complexo de

silenciamento induzido por RNA (RISC). De modo geral, a transcricdo dos genes
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de miRNAs é mediada pela RNA polimerase Il, a mesma responsavel pela
transcricdo de genes que codificam proteinas (Sun et al., 2008).

Os miRNAs séo produzidos a partir de um RNA precursor, cuja estrutura
lembra um grampo (em inglés, hairpin). Esta estrutura recebe o nome de pri-
miRNA, como visto na figura 7. Este grampo € constituido por um RNA dupla fita,
que é processado dentro do nucleo das células e pode ocorrer simultaneamente
ao processo de transcricao génica (Morlando et al., 2008; Hu et al., 2009).
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Figura 7: Etapas da biossintese de miRNAs. (Adaptado de https://www.vectorbiolabs.com/mirna-

aav-adenovirus/)
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Apbs o processamento pela Drosha, o0 miRNA precursor (pré-miRNA) é
encaminhado para o citoplasma através da exportina-5, e neste local séo
processados pela enzima Dicer, que incorpora este miRNA ao complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC), que fara a separacdo das duas fitas do
RNA, a fita que deu origem ao miRNA sofre a maturagdo, ao passo que a

complementar € degradada (Amaral et al., 2010).
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2. JUSTIFICATIVA

Em estudo prévio do nosso grupo constatou-se discordancia entre o
fendtipo bioquimico (atividade enzimatica) e o gendtipo de pacientes com
atividade reduzida da biotinidase (Borsatto et al., 2014). As discordancias entre
gendtipo e fendtipo bioquimico podem ser explicadas por fatores ndo genéticos
(como ictericia, prematuridade, interferéncias ambientais sobre a amostra de
plasma destinada ao teste enzimatico) ou por fatores genéticos ainda
desconhecidos, como variantes em regido regulatéria do gene que codifica a
biotinidase (BTD).

A regido 3'UTR do gene BTD nunca havia sido analisada em pacientes
com DB. Esta regido é sitio de acdo de reguladores pds-transcricionais que
influenciam na expressao génica. Variantes em sitios regulatérios podem afetar a
estabilidade do mRNA ou afetar os locais de ligagdo dos miRNAs ao gene alvo, o
gue pode causar silenciamento génico via inibicdo da tradugcao ou degradacéo do
MRNA.
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3.HIPOTESES

Variantes localizadas na regido 3'UTR do gene BTD podem influenciar no
nivel de expressdo do gene e consequentemente na atividade da enzima
biotinidase, e assim explicar as discordancias observadas entre o gendtipo e o
fenotipo bioquimico nos pacientes com DB. Além disso, outros elementos
presentes nesta regido, como modificagées no sinal de poliadenilacdo, elementos
ricos em AU, modificacbes na estrutura secundaria do RNA e a influéncia de

MiRNAs poderiam estar envolvidos nas alteracfes acima citadas.
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4. OBJETIVOS

e Caracterizar os elementos regulatérios da regiao 3’'UTR do gene BTD;

e |dentificar variantes na regido 3'UTR do gene BTD de pacientes com
atividade reduzida de biotinidase que possam explicar as discrepancias

observadas entre gendtipo e fenoétipo bioquimico.
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5. RESULTADOS

Os resultados da presente dissertacdo serdo apresentados na forma de

artigo a ser submetido a revista Genetics and Molecular Biology.
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Abstract

Introduction: The reduced biotinidase activity is associated with a spectrum of
deficiency ranging from total deficiency to heterozygous-compatible levels, and
there is no perfect association between the presence of pathogenic mutations in
the BTD gene. 3'UTR regions are sites of action of transcriptional regulators that
influence gene expression, including microRNAs (miRNAs). The investigation of
miRNAs with targets in BTD and other regulatory elements, as well as the
characterization of variants in the 3'UTR region, may present relevance in the
understanding of the genotype-phenotype relationship. Objectives: 1) To
characterize the regulatory elements of the 3'UTR region of the BTD gene; 2) to
identify variants in patients with reduced biotinidase activity that may explain the
discrepancies observed between genotype and biochemical phenotype.
Methodology: We evaluated 92 patients with reduced biotinidase activity (level of
heterozygotes = 33, borderline (Partial / Hz and Hz / N) = 35, partial DB = 20 or
total = 4). The 3'UTR region of the BTD gene was amplified by PCR and
sequenced by the Sanger method. In silico analyzes were performed to identify
mMiRNAs associated with the BTD gene, analyzes of the secondary structure were
performed with the RNAfold package. Polyadenylation signals were identified by
the APASdb bank and the Polya _svm algorithm, and AU rich elements by
RegRNA and ARE SITE. Results: All analyzed sequences showed 100%
homology to the reference sequence. Possible miRNAs associated with the BTD
gene and the genes involved in biotin metabolism were found. In addition, 6 AU-
rich elements associated with the 3'UTR region of BTD were found, possibly
involved in mMRNA decay, regulation of instability and response to cellular stress.
Conclusion: To date, there are no strongly validated interactions between miRNAs
and the BTD gene, which leaves its experimental validation from a future
perspective. This study allowed to conclude that variants in the 3'UTR region of
the BTD gene that encodes the biotinidase enzyme do not explain the
discrepancies found between the genotype and the biochemical phenotype of
patients with reduced biotinidase activity.

Keywords: 3'UTR, genetic variants, microRNAs, AU-rich elements, biotin,

biotinidase.
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Introduction

The enzyme biotinidase (EC 3.5.1.12), encoded by the BTD gene,
catalyzes the cleavage of biocytin into the vitamin biotin, which acts as a cofactor
for several carboxylases, such as pyruvate carboxylase, propionyl-CoA
carboxylase, 3-methylcrotonyl-CoA carboxylase, and acetyl-CoA carboxylases 1
(alpha) and 2 (beta) (Wolf et al., 2001). Once biotin and associated peptides have
been released, they are absorbed by the intestine (Said, 2009).

Biotinidase deficiency (BD) is a metabolic disease, inherited in an
autosomal recessive pattern, which makes the body unable to assimilate biotin
from the diet and may inhibit biotin recycling (Baumgartner & Suormala, 2012). If
not treated early, BD may lead to neurological and dermatological disorders
(Wastel et al.,, 1988). BD may be complete (activity <10% of average normal
activity) or partial (10-30%). There is an association between certain genotypes
and the observed biochemical phenotype (complete or partial), but in some
patients, genotype and phenotype are mismatched. According to previous
research by our group, correlation between the expected biochemical phenotype
(according to genotype) and the actual biochemical phenotype occurs in 68.5% of
cases, and mutations in the 5'UTR region of BTD do not seem to explain the
variations found (Borsatto et al.., 2014; Borsatto et al, 2017).

The obijective of this study was to characterize the 3'UTR region of the BTD
gene, with the intention of identifying and evaluating how the regulatory regions of
this gene could influence expression of the enzyme it encodes. In addition, we
sought to identify variants in the 3'UTR region of the BTD gene in Brazilian
patients with reduced biotinidase activity; as well as to investigate possible
mMiRNAs associated with the BTD gene and other post-transcriptional regulation
mechanisms, such as alternative polyadenylation signals, AU-rich elements, and
other mechanisms that could be modifying the expression or genes that participate

in biotin metabolism.

Methods
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This study was approved by the local Research Ethics Committee
(registration no. 16-0480). The subjects consented to participation in the project
“Avaliacdo genética e aspectos clinicos de pacientes brasileiros com deficiéncia
de biotinidase”, previously approved by the Graduate Research Group (GPPG) of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre under registration number 12-0186.

The study included 92 patients with reduced biotinidase activity: 33 at
heterozygous level, 19 borderline partial/heterozygous, and 16 borderline
heterozygous/normal. Of these, 20 had partial deficiency and 4 had total
deficiency. The molecular profile of each patient is shown in Table 1. These
patients had already 5UTR and all exons (1-4) sequenced in the previous study
cited above (Borsatto et al. , 2014; Borsatto et al. , 2017).

Genetic analysis

The BTD gene is composed of 4 exons, and its 3'UTR region has 329 bp.
The corresponding mRNA has two potential start codons (AUG) (Stanley et al.,
2004, Pindolia et al., 2010), and the three-dimensional structure of biotinidase as
predicted by in silico modeling consists of two domains (Pindolia et al., 2007). For
genomic DNA extraction, blood samples were collected in EDTA-containing tubes
and processed using the Easy-DNA gDNA Purification kit (Thermo Fisher). The
3'UTR region of the BTD gene was amplified by PCR with specific primers. The
products were purified with 20% PEG 8000/2.5M NaCl and Sanger-sequenced.
Sequences were analyzed in the Chromas Lite software environment and aligned
with the reference sequence NG_008019.1 in Blast/NCBI.

To evaluate conservation of the 3'UTR region of BTD, sequence alignments
between different species were performed in MEGA software (version 7.0.26,
Kumar et al., 2016), using the ClustalW algorithm (version 2.1, Thompson et al.,
1994). Evolutionarily conserved regions were mapped in ECR Browser
(Ovcharenko et al., 2004). The chromosomal position provided in the Atlas of UTR
Regulatory Activity (AURA) (Dassi et al., 2014) was used to locate the 3'UTR
region of BTD.

Analysis of miRNAs and other regulatory elements
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To investigate miRNAs that might regulate BTD expression, we used
miRBase (Kozomara & Griffiths-Jones, 2014), miRTarBase (Chou et al., 2018),
StarBase (Li et al., 2014), TarBase (Vlachos et al., 2015), and TargetScanHuman
(Agarwal et al., 2015) software.

The miRanda (Bino et al., 2004), mirSVR (Betel et al., 2010), and
microRNA.org (Betel et al., 2007) algorithms were used for analysis of target sites
of the miRNAs found to be associated with BTD. The cutoff points for this analysis
were a binding free energy of -25Kcal (proposed as more stable by Seffens &
Digby, 1999) and the search for evolutionarily conserved targets (mainly 8-mer),
as suggested by Garcia et al. (2012).

For polyadenylation analysis, the constitutive site was determined according
to the reference sequence curated by NCBI. After identification of the largest
sequence, the APADB (Mdller et al., 2014) and APASDB (Leiming et al., 2015)
databases and the Poly_a svm (Structural Support Vector Machine) algorithm of
the RegRNA package (v. 2.0, Chang et al., 2013) were used to quantify usage of
these sites and polyadenylation signals.

To identify other regulatory elements present in the 3'UTR region, such as
AU-rich elements, RegRNA v. 2.0 (Chang et al., 2013) and ARE SITE (Gruber et
al., 2011). Secondary structures formed by miRNA-3'UTR interaction of the BTD
gene were obtained through the RNAfold Web server (Gruber et al., 2008).

Results

On analysis of the 3'UTR region of the BTD gene, all sequences showed
100% homology to the reference sequence, i.e., no variant was identified.

Conservation analysis shows that the 3'UTR region of the BTD gene is
highly conserved in primates, whereas in other species analyzed, there are
conserved regions, but with limited identity, as observed in Figure 1.

Alignments between the 3'UTR sequence of BTD in humans and its rat,
mouse, cow, dog, rhesus monkey, and chimpanzee homologs revealed sequence
identities of 73.1%, 71.6%, 70.6%, 72.1%, 94%, and 99%, respectively.

In silico analysis of miRNAs associated with BTD gene vyielded highly
variable results; the miRBase database predicted 45 miRNAs with sites in the BTD
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gene, versus 11 by miRTarBase, 2 by StarBase, 22 by TarBase, and 2 by
TargetScanHuman (Table 2).

Regarding prediction analysis of miRNA target sites in the BTD gene, the
highest-scoring miRNAs as ranked by the databases used in the study were
analyzed. Seven sites were identified (Table 3). Regarding biotin metabolism, 49
MiRNAs associated with genes that interact with the BTD gene were identified
(Table 4).

The three best-predicted secondary structure models are presented in
Figure 2. Secondary structure prediction serves as an additional parameter for
analysis of target sites, and, in some cases, can even lead to discovery of new
mMiRNAs.

The polyadenylation signal used by the BTD gene coincides with the
canonical AAUAAA hexamer, and is located in the 3'UTR region. The dinucleotide
that characterizes the cleavage site is described as AA. Results from the APASdb
database and the Polya_svm algorithm show that the BTD gene has two major
mapped polyadenylation sites. The first signal begins at position 2044 and is 32
nucleotides in length; the second signal begins at position 2329 and is also 32
nucleotides long. According to the APADB database, both polyadenylation sites of
the BTD gene are located in the 3'UTR region. These polyadenylation sites were
identified, with a greater quantification of site usage, at positions chr3:15687323
(86.1%) and chr3:15683749 (11.4%). Six AU-rich elements were identified in
humans and different species (Table 5).

DISCUSSION

The 3'UTR region had never been characterized in patients with BD, and
the degree of conservation observed among the 92 patients analyzed in the
present study has expected. Variant databases report a low frequency of variants
in the 3'UTR region of BTD. The fact that the two most frequent variants according
to the genome aggregation database (gnomAD) are c.*15C>T (0.01%) and
c*24G> A (0.007%) demonstrates its high degree of conservation. It bears
stressing that this database covers data from 123,136 exomes and 16,000
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genomes of approximately 60,000 individuals from different parts of the world (Lek
et al., 2016).

The major miRNAs associated with the BTD gene, as predicted by search
tools, were hsa-miR-7-5p, previously implicated in suppression of cell proliferation,
induction of apoptosis, and angiogenesis (Li et al., 2016; Luo et al., 2018); hsa-
miR-34a-5p, which is involved in cell proliferation and an important regulator of the
central nervous system (Agostini & Knight, 2014; Jauhari et al., 2016); and hsa-
miR-145, identified in neonates and expressed specifically in the liver, where
biotinidase expression is also higher (Fu et al., 2005).

The miR-7 cluster is known to be associated with genes related to the
nervous system. Dostie et al. (2003) demonstrated that this miRNA may be
dysregulated in neuronal cells in spinal muscular atrophy, and is strongly likely to
be involved in the neurological dysfunctions associated with Waisman syndrome
and fragile X syndrome. If left untreated, BD may lead to neurological problems
and developmental delay. Thus, it is important to note that this miRNA, along with
several potentially related factors, may be a candidate for investigation.

Hearing loss is a common sensorineural impairment in general populations.
Experiments done on the inner ear of mice and humans have found differential
expression of five miRNAs, among them miR-30, associated with different stages
of development of this organ (Rudnicki & Avraham, 2012). In the present analysis,
miR-30 was associated with the BTD gene. Among patients with total biotinidase
deficiency, 75% of affected children have hearing loss (Wolf et al., 2002), of
variable but usually irreversible severity.

mMiRNAs associated with genes that interact with BTD were identified in the
biotin metabolic pathway (Table 4). These miRNAs have already been implicated
in cell signaling, glycosylation pathways, and in arginine, biotin, tyrosine, and
thiamine metabolism. The PC gene that encodes pyruvate carboxylase, a biotin-
dependent carboxylase, is found not only in the biotin metabolic pathway but in
three others as well: the alanine metabolic pathway, the citrate cycle, and the
pyruvate pathway.

Gene ontology analyzes show that these genes participate in several

biological processes, and act as coenzymes and in the metabolism of small
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molecules (Gene ontology: Fisher’s exact with FDR multiple test correction: 9.95e-
20/ 1.55e-15, Mi et al., 2013; Thomas et al., 2003).

Among the most prominent results, the HLCS target gene stands out. HLCS
encodes the important holocarboxylase synthetase enzyme, activates biotin-
dependent carboxylases, and catalyzes the binding of biotin to biotinidase.
Experiments have shown that miR-539 decreases holocarboxylase levels, with the
abundance of miR-539 being significantly higher at physiological biotin
concentrations than in biotin-deficient and biotin-supplemented media, in all cell
lines tested. The results of this study suggest that miR-539 may be one of several
factors that detect biotin and regulate holocarboxylase levels (Segura et al., 2013).
In the present study, this miRNA was not directly associated to the BTD gene, but
to the holocarboxylase synthetase gene HLCS.

The SPCS1 and SPCS3 genes — subunits of the peptidase signal complex
that act as hydrolases and participate in degradation of lysines (Kailes &
Hartmann, 1996) — also stood out. The lysine present in the biotin-lysine complex
(biocytin) is believed to be degraded through the action of this complex. The
mMiRNAs associated with these genes may have an impact on expression of
SPCS1 and SPCS3 and, consequently, on lysine degradation, preventing biotin
from being recycled into its free form. In addition, hsa-miR-204 and hsa-miR-
211, both predicted to be associated with SPCS1, are implicated in
mechanisms of cell proliferation and metastases in several types of cancer,
including breast, colon, and lung cancer (Mazar et al., 2010).

Essau et al. found that miR-122 allows the liver to function properly in adult
mice. This miRNA is an important mechanism for regulation of genes involved in
hepatic lipid metabolism. This corroborates the findings of Saha & Ruderman
(2003), who observed negative effects on mice lipogenesis whereby a reduction in
ACC gene expression, particularly ACC2, led to a decrease in malonyl CoA and
subsequent increase in fatty acid oxidation. The biotin acts as a cofactor for
several carboxylases, miRNAs may be involved in feedback regulation of this
system. This miRNA was not found to be associated with BTD, but appears to be

involved with citrate and pyruvate metabolism genes.
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Based on the assumption that a single miRNA can regulate several target
genes, miR-31-3p and miR-34a-5p were associated with the BTD gene and with
the PCCA and PCCB genes, which encode subunits of the enzyme propionyl-coA-
carboxylase, one of the biotin-dependent carboxylases. Dysfunction in these
genes can lead to propionic acidemia, a disease characterized mainly by
neurological and cardiac damage. Rivera-Baharona et al. (2017) found that these
mMiRNAs are deregulated in the mouse liver; more specifically, overexpression of
miR-34 family miRNAs is observed in patients with cardiac involvement, and is
associated with other neurodegenerative diseases.

The most appropriate secondary structure model according to RNAfold
analysis was the model of interaction between the 3'UTR of the BTD gene and
hsa-miR-3934, with a binding free energy of -25.35 Kcal. The yellow area
corresponds to the mature nucleotide sequence of the analyzed miRNA. As
suggested by Lorenz et al. (2016), these models can predict the actual nucleotide
sequence of mMRNA:mIRNA pairing with great accuracy, estimated by
thermodynamic and minimum free energy (MFE) calculations.

Following this reasoning, Mathews et al. (1999) suggest that the MFE
parameter is very useful in determining the secondary structure of RNA, as it may
help in the detection of evolutionarily important regions. From the data obtained
through our analyses, we may infer that the nucleotides written in red are more
likely to be more conserved, whereas those written in purple are less likely to be
conserved.

With respect to polyadenylation analysis, the cleavage site with the highest
quantified usage (chr3:15687323; 86.1%) was located in the 3'UTR region and
associated with the canonical polyadenylation signal sequence which is most
frequently found in our genome: the AAUAAA hexamer. In addition, the
polyadenylation site with the second highest quantified usage (chr 3:15683749;
11.4%) is associated with the second most common polyadenylation signal in the
human genome: the variant hexamer AUUAAA, which is also functional.

AU-rich elements characterized for the BTD gene in humans were also

identified and found to be conserved in different species, which again
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demonstrates the evolutionary importance of regulatory elements present in the
3'UTR regions.

These elements have been reported in association with other genes and
are involved in countless processes, including cell longevity (Roretz et al., 2010),
stress response (Balmer et al., 2001), mRNA stability regulation (Doler et al.,
2008), HuR protein-mediated regulation (Helfer et al., 2012), transcriptional
regulation of oncogenes (Bakheet et al., 2001), and mRNA decay in fibroblasts
and in other cell types (Sinsimer et al., 2008)

In addition, another study showed that the TATTTTA heptamer inhibits
translation by directly interacting with the polyadenylation signal in human
papilloma virus (HPV)-1 (Wiklund et al., 2002). This element has been associated
with the BTD gene in humans and other species, with a conservation index of
0.7262 (highly conserved).

Conclusions

Study of the 3'UTR region in patients with biotinidase deficiency allowed us
to conclude that variants in this region do not explain the genotype—phenotype
discrepancies found in clinical practice. A search of regulatory element databases
found no riboregulators associated with the BTD gene. Due to differences between
computational methods, predicted miRNAs are not always the same among the
different databases or tools available. To date, there are no strongly validated
interactions between miRNAs and the BTD gene. Thus, its experimental validation

remains as a perspective for future research.
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Figure 1 - Analysis of evolutionarily conserved regions through the ECR Browser. The yellow area
indicates the sequence of the 3'UTR region of the BTD gene in different species: rat, mouse, cow,
dog, rhesus monkey, and chimpanzee. The pink bars indicate the evolutionarily conserved regions
using the human genome as a reference. The area chart shows regions with identity greater than

70% as compared to the 3 'UTR region of humans.
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Figure 2 - Secondary structures of the miRNAs obtained through the RNAfold package belonging
to the RegRNA 2.0 tool. A-miRNA hsa-miR-3916, B-miRNA hsa-miR-3934, C-miRNA hsa-miR-
4763-5p. The models allow us to analyze which nucleotides from the miRNA hairpin, the yellow
region shows the mature miRNA and the likelihood of them being associated with the gene in
guestion. The red color corresponds to the highest correlation between free energy binding

between miRNA: mRNA and its interaction. That is, the probability of that nucleotide belonging to
that position in the secondary structure
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Table 1 - Genetic and biochemical profile of patients with reduced biotinidase activity included in the characterization of the 3'UTR region.

Expected
BD Type of BD
according Biotinidase according
to activity to enzyme
Patient Allelle 1 Allelle 2 genotype  (nmol/mL) activity
¢.[595C>A;1413T>C] ( p.Vall99Met / 28
1 €.1330G>C (p.Asp444His) p.Cys471Cys) Partial ’ Hz
2 €.[1330G>C;643C>TJ* p.Asp444His / p.Leu215Phe* Partial 2.4 Hz
3 €.1330G>C (p.Asp444His) c.511G>A (p.Alal71Thr) Partial 2.5 Hz
4 €.1330G>C (p.Asp444His) C.755A>G (p.Asp252Gly) Partial 24 Hz
5 €.1330G>C (p.Asp444His) €.1629C>A (p.Asp543Glu) Partial 2.5 Hz
6 €.1330G>C (p.Asp444His) C.755A>G (p.Asp252Gly) Partial 3.03 Hz
7 €.[1330G>C;1629C>A]* p.Asp444Hisp / Asp543Glu* Partial / Hz 2.6 Hz
€.[1330G>C;511G>A] (p.Asp444His /
8 p.Alal71Thr) €.1413T>C (p.Cys471Cys) Hz 3.3 Hz
9 €.1330G>C (p.Asp444His) €.1330G>C (p.Asp444His) Hz 3.3 Hz
10 €.1330G>C (p.Asp444His) €.1330G>C (p.Asp444His) Hz 4.6 Hz
11 €.1330G>C (p.Asp444His) €.1330G>C (p.Asp444His) Hz 3.2 Hz
12 €.1330G>C (p.Asp444His) €.1330G>C (p.Asp444His) Hz 3.0 Hz
13 €.1330G>C (p.Asp444His) €.1330G>C (p.Asp444His) Hz 3.0 Hz
14 €.1330G>C (p.Asp444His) €.1330G>C (p.Asp444His) Hz 2.8 Hz
15 €.1330G>C (p.Asp444His) €.1330G>C (p.Asp444His) Hz 2.6 Hz
16 €.1330G>C (p.Asp444His) €.1330G>C (p.Asp444His) Hz 3.7 Hz
17 €.1368A>C (p.GIn456His) WT Hz 2.8 Hz
18 €.1413T>C (p.Tyr494Cys) €.1629C>A (p.Cys471Cys) Hz 4.0 Hz
19 €.643C>T (p.Leu215Phe) WT Hz 34 Hz
20 €.1595C>T (p.Thr532Met) WT Hz 29 Hz
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21
22

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

€.1595C>T (p.Thr532Met)
€.364A>G (p.Arg122Gly)

¢.[595C>A;1413T>C] (p.Val199Met /

p.Cys471Cys)
WT
WT
WT
WT
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1368A>C (p.GIn456His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
WT
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1368A>C (p.GIn456His)
¢.[755A>G;1330G>C]*
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
C.278A>G (p.Tyr93Cys)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.278A>G (p.Tyr93Cys)
€.278A>G (p.Tyr93Cys)
€.278A>G (p.Tyr93Cys)

WT
WT

WT

WT

WT

WT

WT

WT

WT
€.1284C>T (p.Tyr428Tyr)

WT

WT
€.1330G>C (p.Asp444His)

WT

WT

p.Asp252Gly / p.Asp444His*

C.479G>A (p.Cys160Tyr)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)

C.479G>A (p.Cys160Tyr)
€.1337T>C (p.Leud46Pro)

WT
WT
WT

Hz
Hz

Hz
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Partial
Partial
Partial

Partial/Hz

Hz

Hz

Hz

Hz

Hz

Hz

Hz

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

29
3.8

3.6
2.6
3.3
4.1
3.7
3.5
2.6
4.4
3.8
3.1
4.2
2.1
2.1
2.1
2.3
2.2
2.3
2.2
2.3
2.3
2.1
2.3
2.2
2.3
2.2
2.2

Hz
Hz

Hz

Hz

Hz

Hz

Hz

Hz

Hz

Hz

Hz

Hz

Hz
Partial/Hz
Partial/Hz
Partial/Hz
Partial/Hz
Partial/Hz
Partial/Hz
Partial/Hz
Partial/Hz
Partial/Hz
Partial/Hz
Partial/Hz
Partial/Hz
Partial/Hz
Partial/Hz
Partial/Hz
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49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

75
76

€.[595G>A;1330G>C;1629C>A]*

WT
¢.[755A>G;1330G>C]*
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
WT
WT
€.1629C>A (p.Cys471Cys)
€.1629C>A (p.Cys471Cys)
€.1629C>A (p.Cys471Cys)
€.1629C>A (p.Cys471Cys)
WT
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
C.755A>G (p.Asp252Gly)

€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)

p.Vall99Met / p.Asp444Hist /

p.Cys471Cys*
C.278A>G (p.Tyr93Cys)

p.Asp252Gly / p.Asp444His*

€.1368A>C (p.GIn456His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)

WT

WT

WT
€.1629C>A (p.Cys471Cys)
€.1629C>A (p.Cys471Cys)

WT

WT

WT

WT

WT

€.119T>C (p.Leu40Pro)

C.755A>G (p.Asp252Gly)
C.755A>G (p.Asp252Gly)
C.755A>G (p.Asp252Gly)
C.755A>G (p.Asp252Gly)
€.1330G>C (p.Asp444His)

¢.[511G>A:1330G>C] (p.Alal71Thr /

p.Asp444His)

€.[470G>A;1330G>C] ( p.Arg157His /

Unknown
Hz
Hz
Hz

Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Unknown
Partial
Partial
Partial
Partial
Partial

Partial
Partial

2.2
2.2
2.2
21
4.9
4.9
4.9
4.9
4.9
4.9
5.0
5.0
5.0
49
5.0
49
4.9
49
4.9
5.0
1.7
1.9
1.4
1.2
1.8
14

1.4
1.8

Partial/Hz
Partial/Hz
Partial/Hz
Partial/Hz
Hz/Normal
Hz/Normal
Hz/Normal
Hz/Normal
Hz/Normal
Hz/Normal
Hz/Normal
Hz/Normal
Hz/Normal
Hz/Normal
Hz/Normal
Hz/Normal
Hz/Normal
Hz/Normal
Hz/Normal
Hz/Normal
Partial
Partial
Partial
Partial
Partial
Partial

Partial
Partial
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77

78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

88
89
90
91
92

€.1330G>C (p.Asp444His)
€.[1284C>T;1489C>T] (p.Tyr428Tyr /
p.Pro497Ser)

€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.[98_104del;1330G>C]*
¢.[100G>A;1330G>C]*
€.1368A>C (p.GIn456His)
WT

WT
€.[1330G>C;1629C>A] (p.Asp444His /
p.Alal71Thr)

€.643C>T (p.Leu215Phe)

C.755A>G (p.Asp252Gly)
€.1227 _1241del (p.Trp409fs)

€.1612C>T (p.Arg538Cys)

p.Asp444His)

c.[470G>A;1330G>C] ( p.Arg157His /
p.Asp444His)

€.1330G>C (p.Asp444His)
c.594 596del (p.Val199del)
¢.594 596del (p.Vall199del)

€.98_104del (fs)

€.98 104del (fs)
p.Cys33fs / p.Asp444His*
p.Gly34Ser / p.Asp444His*
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)
€.1330G>C (p.Asp444His)

€.1466A>G (p.Asn489Ser)
C.755A>G
C.755A>G
€.1227 _1241del (p.Trp409fs)
€.1612C>T (p.Arg538Cys)

Partial

Partial
Partial
Partial
Partial
Partial
Partial
Partial / Hz
Partial
Normal
Normal

Unknown
Total
Total
Total
Total

1.9

2.0
1.9
2.0
15
1.6
2.0
2.04
2.0
1.2
1.2

1.4
0.04
0.44
0.09
0.12

Partial

Partial
Partial
Partial
Partial
Partial
Partial
Partial
Partial
Partial
Partial

Partial
Total
Total
Total
Total
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Table 2 - Search results for miRNAs associated with the BTD gene in different search methods and databases.

miRBase miRTarBase StarBase TarBase TargetScan

hsa-miR-10b-3p hsa-miR-1247-3p, hsa- hsa-miR-129-5p
miR-1247-5p, hsa-miR-1267, hsa-miR- hsa-miR-130a-3p
1273e

hsa-miR-148a-5p, hsa-miR-1827, hsa- hsa-miR-130b-3p
miR-219 hsa-miR-219b-3p, hsa-miR-  hsa-miR-135a-5p
2467-3p, hsa-miR-302f

hsa-miR-30a-3p,hsa-miR-30d-3p,hsa-  hsa-miR-135b-5p
miR-30e-3p, hsa-miR-31-3p hsa-miR-  hsa-miR-299-3p
342-5p, hsa-miR-3620-3p

hsa-miR-367-5p, hsa-miR-3929, hsa- hsa-miR-301a-3p
miR-3942-3p hsa-miR-4652-3p hsa-miR-301b

hsa-miR-4257, hsa-miR-4419b, hsa- hsa-miR-340-5p
miR-4478, hsa-miR-4649-3p hsa-miR-454-3p

hsa-miR-4670-3p, hsa-miR-4722-5p, hsa-miR-505-3p
hsa-miR-4729, hsa-miR-4743-3p, hsa-
miR-4768-3p, hsa-miR-5100

hsa-miR-5584-3p, hsa-miR-5696, hsa-
miR-570-3p, hsa-miR-579-3p, hsa-miR-
6125, hsa-miR-6499-3p

hsa-miR-6516-5p,hsa-miR-664a-3p, hsa-
miR-664b-3p, hsa-miR-6808-5p

hsa-miR-1915-5p

hsa-miR-34a-3p

hsa-miR-1915-5p
hsa-miR-34a-3p

hsa-miR-3064-3p
hsa-miR-3691-5p

hsa-miR-3714
hsa-miR-3916

hsa-miR-4312
hsa-miR-4474-3p
hsa-miR-4640-3p

hsa-miR-4752
hsa-miR-4764-5p
hsa-miR-4786-5p
hsa-miR-511-3p
hsa-miR-576-3p

hsa-miR-6761-5p
hsa-miR-6764-5p
hsa-miR-6798-3p

hsa-miR-7-5p
hsa-miR-8066
hsa-miR-877-5p

hsa-miR-145-5p

hsa-miR-3190-3p
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hsa-miR-6837-3p, hsa-miR-6893-5p,
hsa-miR-7160-5p,
hsa-miR-940

hsa-miR-887-5p
hsa-miR-891a-3p
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Table 3 - Prediction of miRNA target sites in BTD according to mirSVR and

TargetScanHuman algorithms.

miRNA ID mirSVR Phast Cons Type seed Reference
score score

hsa-miR-6764-5p 0,12 0,55 7mer-m8 (1) 7mer-AL (1) poihak et al. (2017)
hsa-miR-8066 11,29 0,52 /mer-Al (1) Wang et al. (2013)
hsa-miR-940 0,01 0,44 8mer (1) 6mer(1) Rajendiran et al. (2014)
hsa-miR-1267 1039 0.52 7mer-m8 (2) Tomasetti et al. (2016)
hsa-miR-5195-3p :0.08 0.43 8mer (2) 6mer(1) Salehi et al. (2017)
hsa-miR-34a-5p 0.01 0.44 /mer-m8 (1) Kalman et al. (2014)
hsa-miR-1915-3p -0.80 0.49 7mer-m8 (1) Migita et al. (2013)

mirSVR and Phast Cons score are related to conservation between the seed region of the miRNA
and its target gene. The number in parentheses indicates how many sites of mMRNA pairing: miRNA

the detected algorithm.
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Table 4 - Genes involved in Biotin Metabolism and number of miRNAs predicted to

influence the metabolic pathways of alanine, biotin, citrate and pyruvate.

Gene Location Description MiRNAs Metabolism

HLCS 21g22.1 Holocarboxylase 8 Biotin
Syntetase

MCCC1 3927 Methylcrotonoyl- 6 Biotin
Coenzyme A
carboxylase 1 (alfa)

PC 11913.4 Pyruvate Carboxylase 14 Alanine, Biotin,

Cytrate and Pyruvate

SPCS1 3p21.1 Signal Peptidase 10 Biotin
Complex subunit 1

SPCS3 4934.2 Signal Peptidase 11 Biotin

Complex subunit 3

Table 5 — AU rich elements found in 3’'UTR of the BTD gene.

Motif

Score of conservation

TTTTT

ATTTA

ATTTT

TTTTA

TATTTTA

AATAAA

0.8546

0.7487

0.7322

0.7295

0.7262

0.6497

The conservation score are related to motifs conservation between other species.
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6. DISCUSSAO GERAL

Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) em regides UTR podem alterar
a conformacao da estrutura secundéaria do RNA, e tal mecanismo verifica-se em
doencas como a Sindrome Hereditaria da Hiperferritinemia-Catarata. Para esta
sindrome foram descritas mais de 30 variantes em UTR, onde parte delas
acarreta em alteragdes em sitios de ribonucleoproteinas (no caso da 3'UTR) e em
sitios de entrada do ribossomo (na S’UTR). Na regido 3'UTR, tais variantes
também podem alterar os sinais de poliadenilacdo, levando a represséo
traducional (Halvorsen et al., 2010). Neste sentido, destaca-se a importancia da
andlise de regides reguladoras para algumas doencas. Com relacdo a andlise de
variantes da regido 3'UTR do presente trabalho, todos os 92 pacientes estudados
mostraram 100% de homologia quando comparados a sequéncia de referéncia
NG_008019.1.

Diversos estudos associam miRNAs a diversas vias metabolicas, uma parte
deles diz respeito ao metabolismo do colesterol e da glicose. Compreender os
mecanismos da fisiologia da doenca e desenvolver novas estratégias de
tratamento sdo abordagens promissoras no uso destes miRNAs (Poy et al., 2007).

Os principais miRNAs preditos pelas ferramentas de busca associados ao
gene BTD foram:

e hsa-miR-1915-3p, que apresenta expressdo diminuida em pacientes com
arritmia e associado com Hipercolesterolemia Familiar (Liu et al., 2014;
Momtazi et al., 2017);

e hsa-miR-6764-5p, encontrado em diversos tipos de cancer e relacionado
com a expressao do gene BRD4, relacionado com mudangas na cromatina
(Pathak et al., 2017);

e hsa-miR-8066, relacionado com resposta a hipoxia e prognostico de sepse
(Janaszak-Jasiecka et al., 2018; Wang et al., 2013);
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¢ hsa-miR-940, relacionado com migracdo celular em pacientes com cancer
de prostata, também utilizado como biomarcador de diagndstico e
progndéstico em cancer de mama (Rajendiran et al., 2014; Liu et al., 2018);

e hsa-miR-1267, que apresenta expressdo diminuida em tumores de
testiculo e conhecido por participar dos mecanismos de apoptose,
angiogénese, invasdo e migracdo, bem como metastase (Torkashvand et
al., 2016; Tomasetti et al., 2016)

e hsa-miR-5195-3p, cuja expressdo é alterada em pacientes com cancer
colorretal; cancer gastrico e cancer de mama (Mullany et al., 2016; Liu et
al., 2014; Torkashvand et al., 2016)

e hsa-miR-34a-5p, associado com atrofia espinomuscular, e também
relacionado a regulacado da via de sinalizac&o por TP53 (Dostie et al., 2003;
Meng et al., 2018).

Destes miRNAs listados, apenas dois (hsa-miR-940 e hsa-miR-5195-3p)
tiveram seeds altamente conservadas (8mer). Esse parametro leva em
consideracdo o pareamento perfeito entre a regido seed do miRNA e seu mRNA
alvo, mas nem todos os miRNAs possuem esse tipo de seed, o que é levado em
consideracdo por alguns dos preditores utilizados no presente estudo. Levando
em consideragcdo o PhastCons score, o0 miRNA considerado mais conservado
com relacdo a diversas espécies é o hsa-miR-6764-5p. Ao analisar o mirSVR
score, 0 miRNA cuja maior expressao ao se falar do gene BTD € o0 hsa-miR-8066.

Com relacdo as abordagens computacionais para a investigacdo de
mMiRNAs, os métodos in silico para predicdo de alvos podem gerar diferencas
entre os resultados ou mesmo um certo numero de falsos positivos (Yousef et al.,
2009). Na busca inicial por miRNAs associados ao gene BTD, em um dos
preditores verificou-se a existéncia de 45 miRNAs candidatos a intera¢cdes com o
gene, engquanto que em outros preditores este nimero era bem reduzido. Nesse
contexto, na posterior validacdo destes resultados, esta diferenca possui grande
relevancia (Chen et al., 2013).

O modelo de estrutura secundaria gerado pela analise do RNAfold mais

adequado conforme os parametros utilizados € o modelo de interacdo entre a
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3'UTR do gene BTD e do hsa-miR-3934, cuja energia livre de ligacdo é -25,35
Kcal. Segundo Lorenz et al. (2016) esses modelos conseguem fazer uma
predicdo muito proxima a real sequéncia de nucleotideos do pareamento entre
MRNA:mMiRNA, estimada através de céalculos de termodinamica e de energia livre
minima (MFE). Seguindo esse raciocinio, Mathews e colaboradores (1999)
sugerem que o uso do parametro MFE é muito util para determinar a estrutura
secundaria do RNA, pois pode ajudar na deteccdo de regides evolutivamente
importantes. Nos dados obtidos através das analises podemos inferir que o0s
nucleotideos grafados em vermelho possuem maior probabilidade de serem mais
conservados, ao passo que os grafados em roxo sdo menos provaveis de serem
conservados (essa correlacdo vai de 0 a 1). Quanto mais regides em vermelho,
mais confiavel o modelo de estrutura predita. A maior parte dos nucleotideos
presentes nas estruturas secundarias preditas mostraram-se altamente
conservados.

Conforme analisado, existem dois sinais de poliadenilacdo descritos para o
gene BTD. O primeiro é considerado o sinal de poliadenilacdo canénica, que €
encontrado mais frequentemente no nosso genoma: o hexametro AAUAAA. Em
condicbes normais, 90% dos genes utilizam preferencialmente este hexamero
(Wahle & Keller, 1996). Adicionalmente, o segundo sinal de poliadenilagéo
caracterizado para o gene BTD é reconhecido como sendo o segundo sinal de
poliadenilacdo mais frequente no genoma humano: o hexamero variante
AUUAAA, o qual também é funcional. Embora o sinal AAUAAA seja mais
frequente, verificou-se que 10% dos genes utilizam o sinal variante AUUAAA
(Colgan & Manley, 1997).

Os elementos ricos em AU encontrados em BTD ja foram relatados em
associacdo com outros genes, e desempenham inumeras funcbes, podendo
encontrar-se conservados em humanos, chipanzé e outras espécies. De modo
geral, os motivos encontrados associados ao gene BTD foram listados a seguir:

TTTTT, relacionado com longevidade celular (Roretz et al., 2010);

e ATTTA, associado a resposta ao stress (Balmer et al., 2001);
e ATTTT, relacionado a mecanismos de regulacédo da estabilidade do mRNA

(Doler et al., 2008);
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e TTTTA, regulacdo mediada pela proteina HuUR (Helfer et al., 2012);
e ATTTT, regulacéo transcricional de oncogenes (Bakheet et al., 2001);
e TATTTTA, inibe a traducdo interagindo diretamente com o sinal de

poliadenilacdo em HPV-1 (Wiklund et al., 2002);

e AATAAA, decaimento do mRNA em fibroblastos, e em outros tipos

celulares (Sinsimer et al., 2008);

O elemento rico em AU mais conservado presente em diversas espécies,
inclusive no gene BTD de humanos é o motivo TTTTT, considerado pela literatura
como o mais frequente nos genomas (Terrdo et al., 2017). Além do mais,
elementos ricos em AU estéo presentes em cerca de 63% dos genes do genoma
humano. Em céancer, estao relacionados com o controle da divisdo e proliferacao
celular, apoptose, angiogénese e processos metastaticos (Khabar, 2017).

Outros elementos regulatorios preditos como sendo potencialmente
encontrados na regido 3UTR do gene BTD possuem em média de 7 a 16
nucleotideos de comprimento, podendo ser encontrados em diversos
Metazodrios. Dentre eles, destacam-se os Musashi Binding Elements (MBE), que
sdo proteinas de ligacdo ao RNA evolutivamente conservadas, sendo conhecidas
por terem a capacidade de regular a traducdo do mRNA (Rentas et. al., 2016).
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7. CONCLUSOES

As consideracOes finais acerca do presente estudo serdo explanadas de
acordo com os objetivos abaixo:

1) Caracterizar os elementos regulatérios da regiao 3’'UTR do gene BTD;

As predicbes computacionais variam em metodologias de analise de
acordo com cada preditor, por isso nem sempre 0os miRNAs preditos sdo comuns
entre os diferentes bancos de dados ou ferramentas utilizadas. Conforme a busca
nos bancos de dados de elementos regulatérios, ndo foram encontrados
riborreguladores associados ao gene BTD, e os elementos ricos em AU descritos
para o gene BTD foram descritos em outras espécies, sendo cruciais para a
manutencao e estabilidade do mRNA, servindo como sinalizacdo para seeds de

miRNASs conservados.

2) identificar variantes em pacientes com atividade reduzida de biotinidase
qgue possam explicar as discrepancias observadas entre gendétipo e fenétipo
bioquimico.

Nao foram encontradas variantes na regido 3’'UTR do gene BTD, embora
houvesse discordancia entre o gendétipo e fendtipo bioquimico esperado e o
encontrado em 32/92 casos analisados. Desta forma, conclui-se que outros
fatores devem ser levados em consideracdo para explicar as imperfeicdes da
associacdo genotipo vs fenoétipo, tais como a influéncia de modificacdes
epigenéticas (como metilacdo do DNA no promotor do gene).

Tal regido mostrou-se consideravelmente conservada com relacdo a
espécies proximas do Homo sapiens, 0 que nos da pistas da importancia
evolutiva das regifes ndo traduzidas dos genes. Baseado nas analises in silico,
inferimos que a presenca de diferentes sitios de ligagdo a elementos regulatérios,
tais como miRNAs, elementos ricos em AU, ribonucleoproteinas e outros motivos
conservados podem explicar o fato desta regido ndo apresentar variantes com

frequéncia elevada nos bancos de dados de coorte brasileira e mundial.
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8. PERSPECTIVAS

Até o momento, ndo existem interacbes fortemente validadas entre
MIRNAs e o gene BTD, nem entre os elementos ricos em AU preditos
computacionalmente, o que deixa como perspectiva futura sua validacao
experimental.

Além disso, muitos estudos reforcam o papel dos miRNAs servindo como
marcadores de diagnostico, prognostico e terapéutica para diversas doencas
humanas, o que futuramente pode ser extrapolado para diferentes tipos de erros
inatos do metabolismo.

O desenvolvimento do presente trabalho deixou como necessidade futura a
andlise da metilacdo do promotor do gene BTD em pacientes com atividade
reduzida da biotinidase, o que pode nos dar pistas sobre as discrepancias entre

fendtipo e gendtipo destes pacientes.
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