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INTRODUGAO

A deficiéncia de biotinidase (DB) é causada por variantes patogénicas
bialélicas no gene BTD, levando a deficiéncia de biotina e das
carboxilases mitocondriais biotina-dependentes. O diagndstico
baseia-se na dosagem da atividade da biotinidase em plasma ou
soro. Individuos com atividade reduzida podem ser classificados
como portadores de DB profunda (<10% da atividade), DB parcial (10—
30%), ou serem heterozigotos para variantes patogénicas (sem
necessidade de tratamento).

A DB foi incluida no Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN)
em 2012. Desde entdo, nosso grupo tem investigado o gene BTD,
publicando dados referentes a 72 individuos brasileiros com atividade
enzimatica reduzida [Borsatto et al., 2014" e 20172].

OBJETIVO

Atualizar o panorama genético da DB no Brasil, incluindo os
resultados publicados por Borsatto et al. (2014"; 20177).

METODOLOGIA

Populacao
Um total de 126 individuos (72 casos previamente publicados) com

suspeita de DB — com base em pelo menos uma dosagem de
atividade da biotinidase abaixo do ponto de corte — foram incluidos.
Destes, 102 (80,9%) foram identificados por triagem neonatal.
Fenotipo observado - conforme a atividade enzimatica

Foi estabelecido utilizando o maior valor da atividade da biotinidase.
Valores quantitativos de atividade enzimatica estavam disponiveis
para 110/126 (87,3%) individuos. Estes foram classificados nas
seguintes categorias:

* Atualmente normal n=7 (6,4%)

* Heterozigotos n=60 (54,5%)

* DB parcial n=25 (22,7%)

* Limitrofe heterozigoto/DB parcial n=8 (7,3%)

* DB profunda n=7 (6,4%)

* Limitrofe heterozigoto/normal n=3 (2,7%).

Fenétipo esperado — conforme o genétipo

Foi estabelecido apenas para variantes recorrentes com impacto
conhecido e configuracéo cis/trans determinada (Tabela 1).

O DNA foi extraido de amostras de sangue ou de células de mucosa
bucal, seguido por PCR e sequenciamento dos éxons 2, 3 e 4 do gene
BTD. As diretrizes do American College of Medical Genetics and
Genomics foram utilizadas para classificar as variantes inéditas.

Tabela 1. Classificagéo da deficiéncia de biotinidase segundo o genotipo

Individuos nao afetados

Deficiéncia de biotinidase

Profunda Pardial ~Heterozigoto  Heterozigoto ~Mormal Normal
1 Patogénico  Patogénico Patogénico Patogénico Patogénico Selvagem - ndo
orave Erave maoderado grave maderado patogénico
3 Patogénico Patogénica Patogénico Patogénica Selvagem - ndo Selvagem - ndo
SEVETD moderado moderado moderado patogénico patogénico

Alelo patogénico grave: <50% de atividade da biotinidase; alelo patogénico
moderado: ~60%, e tipo selvagem ou ndo patogénico: >60%.

RESULTADOS

Gene BTD

A amostra apresentou 63 gendtipos,
patogénicas. As mais prevalentes foram:

* ¢.1330G>C p.(Asp444His) ~> 60,0%

* C.755A>G p.(Asp252Gly) > 6,9%

* ¢.[1330G>C;511G>A] p.[(Ala171Thr;Asp444His)] > 5,7%
* ¢.1368A>C p.(Gln456His) > 5,1%
Trés variantes inéditas foram
previamente descritas (Tabela 2):

* C.269T>A p.(Leu90His): provavelmente patogénica
* ¢.1004C>T p.(Ala335Val): significado incerto

* ¢.1321G>A p.(Gly441Arg): significado incerto

incluindo 27 variantes

identificadas, além das seis
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Tabela 2. Variantes inéditas do gene BTD identificadas em individuos brasileiros
com atividade reduzida da biotinidase.

Gendtipo [c.DMNA Classificacs
“ [l reaiemity
e e

Provavelments  Pstogénica

. 119T=C p-|L=u40Pra) 2 . 119T=C . 1330G=C . CB Parcizl
patogenica grave
P Iment Patogéni

CATIGA plCys180Tyr) 4 €.1330G~>C CATIGEEA ruva\:‘e.rne = genie= Heterozigoto, Farcial
patogénica grave
P Imnent: P Irmemnt:

CEEAGEA p.(Asp2228sn) 4 CEEAGEA Naormal raua‘\:e.me = rm,.m ments Heterozigoto
patogénica benigna

Patogéni

c1337T:C  plleu#dsPra) 4 c133TT:C 18137>C  Benigna gm:emca Normal
Provavelment Patogéni

C1466A7C  plAsndS9Ser] 4 c[511G@A13330G:C]  cldEGARG L oaonents genica Parcizl
patogénica moderada

COEZGEA piTrp321*) 4 CO9E2GFAl;]1413T=C Patogénica Heterozigoto
Provavel t

C.269T=A po{Leud0His) 2 . 269T=A MNormal . _men & Heterozigoto
patogénica

©1004C:=T  p.jAla235val) 4 . 1004C-T(;]1062G=A (;]1330G=C Indeterminade Parcial

«1321G=A  p.|Glyad1Arg) a . 1321G=A MNormal Indeterminado Heterozigoto

As trés variantes inéditas identificadas neste estudo estado destacadas em negrito. O
fendtipo observado representa a classificagdo de acordo com os niveis de atividade
da biotinidase.

Fenotipo esperado

A classificagdo da BD, segundo o gendtipo, esteve disponivel para
107/126 individuos (84,9%):

* Normal n=27 (25,3%)

* Heterozigoto n=44 (41,1%)

* BD parcial n=29 (27,1%)

* BD profunda n=7 (6,5%)

Fenotipo observado vs. esperado
A comparagado foi possivel em 91/126 (72,2%) casos, e a
concordancia foi determinada em 65 (71,4%) deles (Figura 1).

Classificagdo da DB
segundo o gendtipo

. Normal

. Heterozigoto
B o8 parcial
W o5 total

15 (28,0%)
~N=12/15 (80%)
N=3/15 (20%)

30(57,7%)
~Hz=17/30 (56,7%)

“N=2 (10,5%) Hz=13/30 (43,3%)

~Hz=1(5,3%)

16(842%) 4(80,0%) 4(80,0%)

Classificagdo genética da DB - fenétipo esperado

~Hz=2/4 (S0%) ~N=2/4 (50%) 3 (100%)
7 (100%) - Hz=2/4 (50%) 7(13,5%) - N=2/4 (50%) ~N=2/3 (66,7%)
1(20%) ~Hz=1 (20%) - N1/3(33,3%)
DB profunda DB parcial DB parcial/h i ig Normal Heterozigoto/normal
7/91(7,7%) 19/91 (20,9%) 5/91 (5,5%) 52/91(57,1%) 5/91 (5,5%) 3/91(3,3%)

0% *52,6% *50,0% *50,9% *40,0% *33,6%

Classificagdo bioquimica da DB — fenétipo observado

Figura 1. Fendtipo observado vs. fendtipo esperado (n=91).

BD: Deficiéncia de biotinidase. Hz: heterozigoto. N: normal. *Frequéncia do alelo
p.(Asp444His).

A classificagdo da BD segundo os valores quantitativos de atividade enzimatica é
apresentada no eixo horizontal. Individuos com valores dentro de +0,1 do ponto de
corte foram considerados limitrofes (parcial/heterozigoto e heterozigoto/normal).
Para cada nivel bioquimico de classificagéo, a classificagcdo baseada no genétipo é
mostrada no eixo vertical.

CONCLUSAO

O PNTN é eficaz na detecgao tanto da DB profunda quanto parcial.
Entretanto, observa-se a identificagdo predominante de individuos
heterozigotos, o que ressalta a necessidade de reavaliar o ponto de
corte do teste enzimatico.

A DB profunda é rara no Brasil; contudo, este estudo baseia-se em
amostragem por conveniéncia.

O perfil do gene BTD mostra-se mais heterogéneo que em outras
regides do mundo. No pais, p.(Asp444His) também representa mais
do 50% dos alelos patogénicos, sendo identificada em todas as
categorias de classificagdo bioquimica, com excepgao da DB
profunda.

Embora a correlagdo genodtipo-fendtipo nem sempre seja
consistente, a analise genética contribui para esclarecer resultados
bioguimicos limitrofes ou discordantes, apoiar o aconselhamento
genético, identificar e classificar novas variantes.
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