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4 RESUMO

A deficiéncia de biotinidase (DB) é uma doenca autossémica recessiva na qual
estdo prejudicadas tanto a obtencdo da biotina a partir da dieta, quanto a
reutilizacdo da mesma, levando a deficiéncia de determinadas carboxilases
dependentes de biotina. A DB pode ser total (atividade residual menor que
10%) ou parcial (10-30% da média da atividade normal) e heterozigotos
apresentam atividade enzimatica intermediéria entre a dos afetados e a dos
homozigotos normais. No Brasil, a frequéncia da DB combinada (DB total + DB
parcial) parece ser uma das mais altas ja relatadas, entre 1:6.843-1:62.500
nascidos vivos (incidéncia mundial estimada: 1:60.089 nascidos vivos). A idade
do aparecimento das manifestacdes clinicas é variada, e essas incluem
problemas neuropsicomotores, dermatolégicos e metabdlicos. O gene que
codifica a biotinidase, BTD, € composto por quatro éxons, e alguns genétipos
especificos apresentam uma boa associacdo com o0 nivel de atividade
enzimatica. A confirmagcdo da DB é baseada na medida da atividade da
biotinidase no plasma, teste que pode ser falsamente reduzido devido a
labilidade da enzima, prematuridade e ictericia, o que dificulta a classificacédo
fenotipica e a decisdo sobre instituicdo da terapia - suplementacdo oral de
biotina livre. No final de 2012, a pesquisa da DB foi incluida no Programa
Nacional de Triagem Neonatal, e, com a disponibilidade do exame pelo sistema
publico de saude em todo o pais, espera-se um aumento do nuamero de
criancas identificadas com atividade da biotinidase reduzida. O objetivo deste
estudo foi caracterizar o perfil clinico e genético de uma amostra de pacientes
brasileiros com atividade reduzida da biotinidase. O estudo foi observacional,
multicéntrico e a amostragem foi por conveniéncia, sendo sequenciados 0s
éxons 2, 3 e 4 do gene BTD. Foram incluidos 38 individuos com fendétipos
bioquimicos definidos a priori a partir dos niveis de atividade da biotinidase em
soro/plasma (deficiéncia total= 2; deficiéncia parcial= 9; heterozigotos= 15;
limitrofe entre deficiéncia parcial e heterozigoto= 1; limitrofe entre heterozigoto
e normal= 2) ou papel-filtro (n= 9, todos com tipo de deficiéncia néo
discriminada), a maioria proveniente da regido sul do Brasil (n= 29/38) e
identificados por triagem neonatal (n= 33/38). Consanguinidade parental foi

relatada em dois casos. As variantes mais frequentemente encontradas nos



pacientes foram ¢.1330G>C (p.D444H), c.755A>G (p.D252G) e
€.[1330G>C;511G>A] (p.[D444H;A171T]), cujas frequéncias alélicas foram
50%, 9,4% e 5,4%, respectivamente. Trés novas variantes patogénicas foram
identificadas (c.119T>C ou p.L40P, c.479G>A ou p.C160Y e c.664G>A ou
p.D222N). Vinte e nove pacientes tiveram duas variantes patogénicas
detectadas (em 26/29 o estado de cis/trans pode ser determinado), seis apenas
uma variante e trés nenhuma variante detectada. A genotipagem confirmou a
classificacdo feita a partir da atividade enzimatica em 16/26 casos. Em
individuos controles, foram identificadas trés variantes polimérficas, sendo duas
nao patogénicas (c.1171C>T ou p.P391S e ¢.1413T>C ou p.C471C, com
frequéncia de 1,5% e 5,5%, respectivamente) e uma patogénica (c.1330G>C,
com frequéncia de 4%). Os nossos dados sugerem que a DB parcial € o tipo
mais comum de DB no Brasil, e ampliam a heterogeneidade alélica ja descrita

para essa doenca.

Palavras-chave: deficiéncia de biotinidase; variantes genéticas; triagem

neonatal; Brasil.
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5 ABSTRACT

Biotinidase deficiency (BD) is an autosomal recessive disorder in which both
absorption of biotin from dietary sources and its reuse/recycle are impaired,
leading to a deficiency of biotin-dependent carboxylases. BD may be profound
(residual activity <10%) or partial (10-30% of average normal activity), and
heterozygous individuals have enzyme activity levels between those of affected
patients and those of homozygous normal individuals. In Brazil, the overall
frequency of BD (profound + partial) is among the highest ever recorded, with
an estimated incidence of 1.6,843 to 1:62,500 newborns (NB) (estimated
worldwide incidence: 1:60,089 NB). Clinical manifestations include neurological
and dermatological abnormalities. The gene that codes for biotinidase, BTD,
comprises four exons, and some genotypes correlate with the level of enzyme
activity. The diagnosis of BD is confirmed by measurement of biotinidase
activity in serum or plasma, but test results may be artifactually low due to
enzyme lability, premature birth, and jaundice; this hinders both phenotypic
classification and the decision to implement therapy, which consists of oral
supplementation of free biotin. In late 2012, BD was included in the Brazilian
Nationwide Neonatal Screening Program, and it is expected that, as testing
becomes available through the public health care system throughout the
country, the number of children diagnosed with low biotinidase activity will
increase. This study sought to characterize the clinical and genetic profile of a
sample of Brazilian patients with reduced biotinidase activity. This
observational, multicenter study used a convenience sampling strategy, with
sequencing of exons 2, 3, and 4 of the BTD gene. The sample comprised 38
individuals with biochemical phenotypes defined a priori on the basis of
biotinidase activity in serum/plasma (2 with profound deficiency, 9 with partial
deficiency, 15 heterozygous, 1 borderline between partial deficiency and
heterozygosity, 2 borderline between heterozygous and normal) or in dried
blood spot sample (n=9, all with unspecified deficiency). Most patients were
from Southern Brazil (n= 29/38) and were identified by neonatal screening (n=
33/38). Parental consanguinity was reported in two cases. The most commonly
found genetic variants were ¢.1330G>C (p. D444H), c.755A>G (p.D252G), and
€.[1330G>C;511G>A] (p.[D444H;AL171T]), with allele frequencies of 50%, 9.4%,
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and 5.4% respectively. Three novel pathogenic variants were identified
(c.119T>C or p.L40P, c.479G>A or p.C160Y, and c.664G>A or p.D222N).
Twenty-nine patients had two pathogenic variants detected (with cis/trans
configuration ascertained in 26/29), six had only one variant, and three had no
pathogenic variants detected. Genotyping confirmed the original phenotypic
classification based on enzyme activity in 16/26 cases. Three polymorphic
variants were identified in control individuals, of which two were nonpathogenic
(c.1171C>T or p.P391S and ¢.1413T>C or p.C471C, with a frequency of 1.5%
and 5.5% respectively) and one pathogenic (c.1330G>C, frequency 4%). Our
findings suggest that partial BD is the most common form of BD in Brazil, and
expand current knowledge on the allelic heterogeneity of this condition.

Keywords: biotinidase deficiency; genetic variants; neonatal screening; Brazil.
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6 INTRODUCAO

6.1 A biotinidase e o metabolismo da biotina

A biotina (figura 1), ou vitamina Bz, € uma vitamina hidrossolavel
essencial cuja ingestdo adequada para adultos € de 30ug/dia (National
Research Council, 1998). Humanos e outros mamiferos ndo sao capazes de
sintetizar a biotina, mas podem obté-la de fontes exogenas: dieta e
possivelmente microflora intestinal (ainda nédo esta claro se a biotina bacteriana
contribui para o estado de biotina do hospedeiro). Alimentos como figado, rins,
gema de ovo, alguns legumes e leite, representam importantes fontes dessa
vitamina. As quantidades de biotina livre e biotina ligada a proteina (através de
uma ligacdo amida com um residuo de lisina) nos alimentos séo variaveis
(Combs, 2008).
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Figura 7. Estrutura quimica da biotina e da biocitina (biotina ligada a lisina). Adaptado de Said
(2009).

A biotina ligada a proteina contida nos alimentos € digerida por
proteases e peptidases gastrointestinais, gerando biocitina (biotinil-L-lisina) e
pequenos peptideos ligados a biotina (figura 2). A enzima biotinidase (EC
3.5.1.12), por sua vez, libera a biotina da biocitina e dos peptideos, 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), 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).
Essas enzimas desempenham importantes funcdes na sintese de &acidos
graxos, catabolismo das cadeias ramificadas de aminoéacidos, e

gliconeogénese. A biotina é ligada as apocarboxilases pela holocarboxilase
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sintetase (EC 6.3.4.10), através de uma ligacdo amida com um residuo de
lisina especifico (Hymes and Wolf, 1999, Wolf, 2003).

Histonas ou - - Apocarboxilases
. iatini Biotina
outras proteinas? _ Bidtinidase . i -
bictinilada Bintinidase T e
Lisina : o~ * Lisina
pH=7 pH<7
Biocitina ol bl
. & . . olocarboxilaze
Atividade transferase Atividade hidrolase sintetase
?
Histonas ou Degradagéo . .
- proteinas por protease Holocarboxilase
biotiniladas? .
Fungdes? Alimentas Sintese de acidos graxos
Catabolismo de aminoécidos
Gliconeogénese

Figura 8. Os ciclos mostram a biotinidase atuando como hidrolase e transferase. Adaptado de
Hymes and Wolf (1996).

No turnover das proteinas celulares, as holocarboxilases sao
degradadas gerando biocitina e oligopeptideos biotinilados. O passo final da
degradacdo das carboxilases € catalisado pela biotinidase, que hidrolisa a
biocitina gerando biotina livre, a qual pode ser novamente utilizada (Hymes and
Wolf, 1996).

A biotinidase é uma das enzimas responsaveis pela homeostase da
biotina, sendo fundamental na utilizacdo e reutlizacdo da vitamina. Foi
verificada, por Northern blot, a presenca de mRNA da biotinidase em diversos
tecidos humanos: coracao, placenta, figado, pulméo, musculo esquelético, rins
e pancreas (Cole et al., 1994).

Além da atividade de hidrolase, essa enzima atua como carreadora de
biotina e biotinil-transferase: a biotinidase transfere a biotina da biocitina para
histonas (Chauhan and Dakshinamurti, 1986, Hymes et al., 1995, Hymes and
Wolf, 1999). Estudos tém sugerido a participacdo da biotina na regulacdo da

expressdo de diversos genes (Rodriguez-Melendez and Zempleni, 2003), na
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fungédo imune (Baez-Saldana et al., 1998) e na proliferacao celular (Zempleni
and Mock, 2000).

6.2 Deficiéncia de biotinidase

Na década de 1940, foi observado que aves experimentais (Gallus gallus
domesticus) alimentadas com clara de ovo crua desenvolviam dermatite e
alopecia, condicdo que foi denominada egg-white injury. Esses animais se
tornavam deficientes de biotina, apesar da disponibilidade da vitamina na dieta.
Concluiu-se que algum componente da clara do ovo tornava a biotina da dieta
indisponivel (Eakin et al., 1940). Em seguida, foi isolada uma proteina da clara
do ovo e foi confirmado que ela causava a deficiéncia de biotina, pois quando a
dieta de clara de ovo crua de ratos era substituida por clara de ovo cozida (a
proteina era inativada) o quadro de egg-white injury era revertido (Gyorgy et al.,
1941). Mais tarde, tal proteina isolada da clara de ovo foi chamada de avidina.
A avidina forma um complexo com a biotina impedindo a absorc¢do da vitamina,
pois esta precisa estar na forma livre para ser absorvida (Said, 2009).

A deficiéncia de biotina adquirida pode ocorrer em individuos com dieta
gue contém grandes quantidades de ovos crus (devido a grande quantidade de
avidina neste alimento), e também em pacientes com alimentacédo parenteral
prolongada sem suplementacéo de biotina (Wolf, 2012). Sdo conhecidas duas
doencas hereditarias em que a funcdo da biotina como coenzima esta
prejudicada, levando a deficiéncia de carboxilases dependentes de biotina: a
deficiéncia de holocarboxilase sintetase, e a deficiéncia de biotinidase (DB). Na
deficiéncia de holocarboxilase sintetase, também conhecida como deficiéncia
multipla de carboxilases de inicio precoce, a ligacdo da biotina as
apocarboxilases nao € efetiva (Baumgartner and Suormala, 2012).

A DB, conhecida como deficiéncia mdultipla de carboxilases de inicio
tardio, € uma doenca metabdlica com padrdo de heranca autossdmica
recessiva, na qual a atividade da enzima biotinidase € deficiente. Essa
deficiéncia acarreta dificuldade do organismo em usar a biotina fornecida pela
dieta e fazer a reciclagem da mesma, havendo, consequentemente, perda de
biocitina pela urina (Baumgartner and Suormala, 2012). O amplo espectro
clinico dessa doenca inclui problemas neurolégicos, dermatolégicos e
metabdlicos (Wolf et al., 1983b).
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A DB pode ser total ou parcial conforme a atividade enzimatica residual:
a DB total é caracterizada por menos de 10% da média da atividade sérica
normal da biotinidase, enquanto pacientes com DB parcial possuem entre 10-
30% da média da atividade normal. Heterozigotos apresentam atividade
enzimatica intermediaria entre a dos afetados e dos individuos homozigotos
para o alelo selvagem (Wolf et al., 1983a).

Uma pesquisa de abrangéncia mundial (tabela 1) estimou que a
incidéncia da DB parcial ndo difere muito da incidéncia da DB total, e que a
incidéncia combinada de deficiéncia total e parcial é 1:60.089 nascidos vivos
(NV) (Wolf, 1991). Até 2012, a triagem neonatal para DB ndo era
disponibilizada na maioria dos estados brasileiros pelo sistema publico de
saude, podendo, entretanto, ser realizada em laboratorios privados localizados
principalmente na regido sul e sudeste do pais, fato que poderia estar
contribuindo para o seu subdiagnéstico. Paradoxalmente, os estudos
epidemiologicos existentes, baseados em diagnostico por triagem neonatal,
indicam que a frequéncia da DB combinada no Brasil pode ser uma das mais
altas ja relatadas, variando entre 1:6.843 e 1:62.500 NV (Pinto et al., 1998,
Neto et al., 2004, Luz et al., 2008).

Tabela 1. Incidéncia da deficiéncia de biotinidase em nivel mundial, nacional e estadual.

DB combinada DB parcial DB total Referéncias
No mundo 1:60.089 NV 1:129.282 NV 1:112.271 NV Wolf (1991)
Brasil 1:9.000 NV - - Neto et al. (2004)
EUA - 1:31.000-1:40.000 1:80.000 Cowan et al. (2010)
Hungria (oeste) 1:18.700 1:23.000 1:97.000 Milankovics et al
(2010)
Parana 1:62.500 NV 1:125.000 NV 1:125.000 NV Pinto et al. (1998)
1:6.843 NV - - Luz et al. (2008)
Minas Gerais - 1:18.289 NV * Lara (2010)

Todos os levantamentos foram realizados a partir de triagem neonatal.
DB= deficiéncia de biotinidase, NV= nascidos vivos.

- : dado néo relatado.

* Nao foram identificados casos de DB total.
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6.3 Manifestagdes clinicas

Os sinais e sintomas da DB total podem aparecer entre 1 semana e 10
anos de idade, com uma meédia de 3,5 meses (Wolf, 2012). Criancas com DB
total ndo tratadas com biotina apresentam uma ou mais das seguintes
manifestacbes clinicas, as quais sdo também observadas em criancas em
outras doencas metabdlicas herdadas: erupcdo cutanea eczematosa (rash
cutaneo), alopecia, infeccdes recorrentes, convulsdes, hipotonia, ataxia, retardo
no desenvolvimento, problemas respiratérios (como hiperventilacdo, apneia,
estridor laringeo), visuais e auditivos (Wolf et al., 1983b). Se o tratamento ndo é
iniciado em tempo, hé risco de danos irreversiveis (como perda auditiva, visual
e deficiéncia intelctual), de coma e de morte (Wastell et al., 1988, Bay et al.,
2010).

Os achados oftalmolégicos incluem infeccdes, disturbios de visdo e
motilidade, alteracdes pigmentares da retina, sendo que 0s mais comumente
relatados s&o atrofia Optica e ceratoconjuntivite (Salbert et al.,, 1993).
Aproximadamente 75% das criancas sintomaticas ndo tratadas com DB total
tém perda auditiva neurossensorial (Wolf et al., 2002a).

As alteracfes bioquimicas que podem aparecer sdo acidose cetolatica e
aciduria organica, mas nem todos 0s pacientes apresentam tais alteracfes. A
DB deve ser considerada em qualquer crianca com algum dos achados
neurolégicos ou cutaneos citados anteriormente, com ou sem acidose
metabolica ou aciduria organica (Wolf et al., 1983b, Wastell et al., 1988).

Alguns pacientes comecam a apresentar manifestacfes clinicas mais
tardiamente, no final da infancia ou adolescéncia. Nesses casos, 0s sintomas
sdo fraqueza muscular, paresia espastica, perda da visdo e escotomas (Wolf et
al., 1998, Baykal et al., 2005).

Praticamente todas as criangcas com DB total se tornam ou tem o risco
de se tornarem sintomaticas se ndo tratadas. Curiosamente, foram
identificados alguns pais e irmdos de criangas com DB, diagnosticadas através
de triagem neonatal, que possuem DB total ou parcial (confirmada por analise
genética) e que sao assintomaticos. Nao esta bem esclarecido por que alguns
adultos permanecem assintomaticos mesmo que nunca tratados (Wolf et al.,
1997, Baykal et al., 2005).
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Criancas com DB parcial ndo tratadas podem exibir qualquer um dos
sintomas descritos anteriormente, entretanto, os sintomas sado normalmente
mais leves e surgem apenas quando a crianga passa por um periodo de
estresse, como uma infecgédo prolongada ou alimentagao inadequada (McVoy
et al., 1990).

6.4 Bases moleculares da deficiéncia de biotinidase

6.4.1 A estrutura do gene BTD e da biotinidase

A figura 3 mostra a estrutura do gene que codifica a biotinidase,
chamado BTD, do mRNA e da enzima. O gene BTD localiza-se no brago curto
do cromossomo 3 (3p25), € composto por quatro éxons e trés introns
abrangendo pelo menos 23kb e é um housekeeping gene (Cole et al., 1994,
Knight et al., 1998). Ha evidéncia de pelo menos um splice alternativo no éxon

1 (Stanley et al., 2004).

Ex1 Ex2 Ex3 Ex4
A (78 bp) {265 bp) {150 bp) {1502 bp)
4 =] —— gene BTD
. Int1 . v mt2 , ; M3 . .
U125 kb) ¢ (6.2 kb) {0.7 kb)
B * mRNA
AUG ULG
1 (4] 150 225 300 s 450 525 ma
C biotini
|—‘1—‘—k—‘—‘—‘—H iotinidase
t ¢ + t
A [ D E F
A até B: peptideo sinal (1-44) D até E: regido entre dominios (368-393)
C ate D: dominio homélogo a amidase/nitrilase E até F: dominio homélogo a Vanina/Fhit
(ou dominio A: 68-367) (ou domio B: 394-490)

Figura 9. Organizacdo do gene que codifica a biotinidase (BTD), seu mRNA e enzima
resultante. A: O gene BTD consiste em quatro éxons (Ex) e trés introns (Int). B: O mRNA
apresenta dois sitios de inicio de traducéo putativos (AUG), um no éxon 1 e outro no éxon 2, e
um c6don de parada no éxon 4 (UAG). O asterisco indica a posicdo correspondente ao N-
terminal da proteina madura. Assumindo que o primeiro codon AUG é utilizado, o0 mRNA
codifica um peptideo de 543 aminoacidos. C: Esqguema da estrutura da enzima biotinidase
mostrando as regides correspondentes a peptideo sinal, dominio A, regido de conexéo e
dominio B. Adaptado de Pindolia et al. (2010).

18



O mRNA apresenta dois potenciais cédons de inicio de traducédo (AUG),
0 primeiro no éxon 1 e o0 segundo no éxon 2. Se o primeiro cédon for utilizado,
um peptideo sinal de 41 aminoacidos é codificado, mas se a tradu¢cdo comecar
a partir do segundo, o peptideo sinal terd 21 aminoacidos. Acredita-se que o
segundo codon, mais conservado, seja preferido ou o Unico a ser utilizado
(Pindolia et al., 2010). O peptideo sinal maior possui motivos consenso que
podem direcionar a biotinidase para mitocondria ou reticulo endoplasmatico,
enquanto que o peptideo sinal menor sinaliza apenas pra reticulo
endoplasmatico e melhor coincide com o motivo da maioria dos peptideos sinal
de secrecéao (Stanley et al., 2004).

A biotinidase é composta por 543 aminoacidos e possui seis sitios de N-
glicosilagédo putativos. A estrutura tridimensional da enzima, predita por
modelagem computacional, apresenta dois dominios: o dominio A, homdlogo a
nitrilases/amidases, onde fica a triade catalitica (glutamato 112, lisina 212 e
cisteina 245); e o dominio B, homdélogo ao dominio de ancoragem da Vanina-1
e dominio Fhit da NitFhit, possivelmente envolvido com a ligacdo a biotina.
Além disso, ha uma regiao aparentemente flexivel que conecta o dominio A e o
dominio B (Pindolia et al., 2007).

6.4.2 Variantes génicas do BTD

No banco de dados publico do ARUP Laboratories, disponivel em
http://www.arup.utah.edu/database/BTD/BTD_display.php (Procter et al., 2013),
ja foram relatadas 168 variantes do gene BTD, das quais a maioria €
considerada patogénica. Nove alteracdes sao consideradas benignas, sao elas:
€.1-34C>T, ¢.99C>T (p.C33C), c¢.211C>T (p.L71L), ¢.234C>T (p.S78S),
c.444C>A (p.Al148A), c¢.460-7_8insT, ¢.645C>T (p.L215L), c.1171C>T
(p.P391S) e ¢.1413T>C (p.C471C). Apesar da variante ¢c.1171C>T (p.P391S)
causar a substituicdo de um aminoacido na cadeia proteica da biotinidase, ela
foi considerada benigna porque o individuo na qual ela foi encontrada (em
heterozigose) possuia atividade da biotinidase normal (Hymes et al., 2001). As
demais variantes séo silenciosas, ou seja, ocorre alteracdo de nucleotideo mas
isso ndo resulta em mudanca na sequéncia de aminoacidos da proteina.

Pacientes com DB apresentam alteragfes na sequéncia nucleotidica ao

longo da regido codificante e jun¢des éxon-intron do gene BTD, com excecéo
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do éxon 1. Alteracbes no éxon 1 provavelmente séo toleradas uma vez que a
traducdo do mRNA pode iniciar no éxon 2, mas em varios estudos que
realizaram sequenciamento completo do gene em pacientes com DB nenhuma
alterac@o no éxon 1 foi encontrada (Muhl et al., 2001, Wolf et al., 2002b, Ye et
al., 2009, Igbal et al., 2010). Nos demais éxons, foram descritas variantes de
diferentes classes: sentido trocado, sem sentido, delecdo ou inser¢cao de um ou
mais nucleotideos, alteracdo em sitio de splice e mutacéo alélica composta. As
variantes do tipo sentido trocado séo predominantes (Pindolia et al., 2010).

A prevaléncia estimada de heterozigotos para variantes no gene BTD é
de 1:123 individuos (Wolf, 1991).

6.4.3 Genotipo X fenotipo

Pouco se sabe sobre correlagbes entre gendtipo e manifestacoes
clinicas na DB. Ha4 um relato de que criangcas com variantes nulas teriam mais
chance de desenvolver perda auditiva do que criancas com variantes do tipo
sentido trocado (Sivri et al., 2007). Entretanto, certos genotipos estéo

correlacionados com DB total e outros com DB parcial.

Deficiéncia Deficiéncia Nao afetado
TOTAL PARCIAL RN
N
alelo da deficiénciatotal alelo da deficiénciatotal alelo ¢.1330G>C alelo da deficiénciatotal  alelo normal
+ + + ou alelo ¢.1330G=>C +
alelo da deficiéncia total alelo ¢.1330G=>C alelo ¢.1330G>C + alelo normal

alelo normal

Figura 10. Resumo das bases moleculares da deficiéncia de biotinidase (DB). A DB total e DB
parcial sdo caracterizadas por menos de 10% e entre 10-30% da média da atividade
enzimatica normal, respectivamente. Homozigotos para ¢.1330G>C (p.D444H) apresentam
atividade semelhante a de heterozigotos para alelo de deficiéncia total. Heterozigotos para
€.1330G>C (p.D444H) apresentam atividade semelhante a de individuos homozigotos para o

alelo selvagem.

A figura 4 esquematiza o0 que ja se conhece sobre a associacao entre
gendtipo e fendtipo. A maioria das variantes no gene BTD causa perda
completa ou quase completa da atividade da enzima biotinidase; séo
chamados alelos da deficiéncia total de biotinidase. A presenca de dois desses

alelos, na forma homozigota ou heterozigota composta, resulta em DB total.
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Nessa situagdo, o individuo estd susceptivel a desenvolver manifestacfes
clinicas se néo for tratado. J&, individuos com um alelo da deficiéncia total de
biotinidase e outro alelo normal, sao carreadores da doenca, e ndo necessitam
de tratamento (Wolf, 2000 [Updated 2013 Dec 5]).

A andlise genética de 92 pacientes com DB total (33 identificados
clinicamente e 59 por triagem neonatal), realizada nos Estados Unidos da
América (EUA), revelou quatro variantes mais comuns entre eles, as quais sao
responsaveis por aproximadamente 60% dos alelos anormais encontrados
(tabela 2). As variantes ¢.98 104del7ins3 e ¢.1612C>T (p.R538C) sao as mais
frequentes nos individuos sintomaticos e c¢.1368A>C (p.Q456H) e
C.[511G>A;1330G>C] (p.[A171T;D444H]), s&o as mais comuns entre as
criancas triadas (Norrgard et al., 1999).

Tabela 2. Variantes mais frequentes no gene BTD, encontradas em pacientes com DB total e

parcial em dois estudos.

. Frequéncia
Frequéncia -
Forma ~ Localizag&o . alélica em aIehpa em
Alteracdo no cDNA Efeito . pacientes
da DB no cDNA pacientes .
. L da triagem
sintoméaticos
neonatal
€.98_104del7ins3 Ex2 frame shift 35,5% 12,5%
c.1612C>T Ex4 p.R538C 22% 3%
Total*
c.1368A>C Ex4 p.Q456H N&o ocorreu 28%
C.[511G>A;1330G>C] Ex4; Ex4  p.JA171T;D444H] Na&o ocorreu 17%
Parcial® €.1330G>C Ex4 p.D444H - 47%

DB = deficiéncia de biotinidase, Ex = éxon, frame shift = troca de fase de leitura.
! Norrgard et al. (1999), 92 pacientes (33 sintomaticos e 59 da triagem neonatal).
2 Swango et al. (1998), 19 pacientes da triagem neonatal.

A caracterizacdo genética de 19 pacientes com DB parcial, identificados
por triagem neonatal nos EUA e outros paises, demonstrou que quase todos os
individuos tém a variante ¢.1330G>C (p.D444H) em um alelo do gene BTD
(tabela 2) em combinacdo com uma variante para deficiéncia total no outro
alelo. Criancas com DB parcial ndo desenvolvem sintomas até que passem por

uma situacao de estresse (infec¢ao prolongada, por exemplo), e isso justifica o
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tratamento precoce. Espera-se que individuos homozigotos para a variante
p.D444H tenham aproximadamente 45-50% da média da atividade sérica
normal da biotinidase, o que é similar & atividade dos heterozigotos para DB
total (figura 4). Tais individuos ndo necessitam de tratamento (McVoy et al.,
1990, Swango et al., 1998). A variante p.D444H em combinagdo com uma
variante de deficiéncia total no mesmo alelo, em configuragcdo cis, resulta em
um alelo de deficiéncia total de biotinidase.

Estudos que descrevem as variantes génicas na DB também tém sido
publicados em diversos outros paises, cada qual com as suas particularidades.
A partir da tabela 3, pode-se inferir que a alta frequéncia do alelo p.D444H nos
pacientes do Brasil (Neto et al., 2004) e Hungria (Milankovics et al., 2010)
deve-se a inclusédo de pacientes com a forma parcial da deficiéncia. Apenas na
Austria (Moslinger et al., 2003) esse alelo foi detectado entre pacientes com
deficiéncia total, o que € questionavel, uma vez que somente um individuo
apresentou tal variante e a sua atividade enzimatica é limitrofe entre deficiéncia
total e parcial (9%). No estudo realizado na Turquia (Pomponio et al., 2000a),
foi observado que a variante c¢.1368A>C (p.Q456H) pode levar ao
aparecimento de sintomas, ao contrario do que se acreditava anteriormente,
com o estudo norte-americano (Norrgard et al., 1999). Além disso, a alta
frequéncia de casamentos consanguineos na Arabia Saudita exerce um efeito
notorio nas frequéncias alélicas, pois apenas uma das variante comuns nas
outras populacbes aparece nesses pacientes, e todos os individuos do estudo
sdo homozigotos (Pomponio et al., 2000b).

Visto que os diversos alelos da deficiéncia total ocorrem com
frequéncias diferentes entre os paises, algumas vezes sendo Unicos em
determinadas populacdes, € importante conhecer o perfil genético da
populacdo-alvo quando se quer aplicar a analise genética para o diagndstico da
DB.
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Tabela 3. Frequéncias alélicas (%) relatadas para as mutagfes ¢.98_104del7ins3, ¢.1612C>T, c.1368A>C, c.[511G>A;1330G>C] e ¢.1330G>C

_ c.1612C>T ¢.1368A>C  C.[511G>A;1330G>C] ¢ 1330G>C
Pais Tipo de amostra (n) C'98—10fdel7m53 (p.R538C)  (p.Q456H)  (p.[A171T;D444H)) (p.D444H) Referéncia
0 (%) (%) (%) (%)

Brasil® T (13) 15,4 0 0 11,5 38,5 Neto et al. (2004)
Hungria® T (57) 7,5 5 14 10 40 Milankovics et al. (2010)
EUA e outros® T (19) 8 5 13 10,5 a7 Swango et al. (1998)
EUA° T (59) 12,5 3 28 17 0 Norrgard et al. (1999)

S (33) 35,5 22 0 0 0
Turquia® T (15) 9 0 13,6 13,6 0 Pomponio et al. (2000a)

S (13) 37,5 6 12,5 0 0
Austria® T (15) 23 0 26,6 3 3 Moslinger et al. (2003)
Arébia Saudita® S (08) 12,5 0 0 0 0 Pomponio et al. (2000b)
Hungria® * 12,5 8 23,5 17 0 Milankovics et al. (2010)

DB = deficiéncia de biotinidase, T = triagem neonatal, S = sintomaticos.
& Entre pacientes com DB, incluindo as duas formas da deficiéncia: parcial e total.

P Entre pacientes com DB parcial, apenas.
¢ Entre pacientes com DB total, apenas.

¢ O n (tamanho amostral) apresentado aqui ndo é o n total dos estudos, mas os pacientes que tiveram DB confirmada por analise genética.

* Dado nao relatado.
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6.5 Diagnostico da deficiéncia de biotinidase

Individuos com DB podem ser identificados antes do aparecimento dos
sintomas por triagem neonatal ou por rastreamento familial - em ambos os
casos através da medida da atividade enzimética da biotinidase plasmatica.
Também é possivel, embora incomum, realizar o diagndstico pré-natal da DB e
a identificagcdo de heterozigotos. O diagnostico em individuos sintomaticos é
obtido por meio de exame clinico e pela medida da atividade enzimatica. Além
disso, a analise de acidos orgéanicos na urina pode ser complementar. A analise
genética pode ser realizada em Ultima instancia para confirmacdo do
diagnéstico.

6.5.1 Triagem neonatal

Na década de 80, Wolf et al. (1983a) desenvolveram um meétodo para
determinacdo da atividade da biotinidase plasmatica e demostraram que
individuos com deficiéncia mdltipla de carboxilases de inicio tardio
apresentavam atividade da biotinidase reduzida, ou seja, que a deficiéncia de
biotinidase era o defeito bioquimico primario. Em seguida, foi desenvolvido um
método para triagem neonatal da DB, o qual avalia colorimetricamente a
atividade da biotinidase em sangue impregnado em papel-filtro (Heard et al.,
1984). Esse meétodo foi utilizado pela primeira vez em 1984 em um programa
de triagem neonatal piloto na Virginia (EUA). Com esse programa piloto
verificou-se que a DB era tao frequente quanto outras condi¢cdes para as quais
ja se realizava triagem (Heard et al., 1986). Poucos anos depois, 36 programas
espalhados pelo mundo (14 paises) ja haviam incluido a triagem para DB
(Wolf, 1991).

No Brasil, a triagem para DB foi incluida no Programa Nacional de
Triagem Neonatal (PNTN) em 2012 (Portaria n°® 2829/GM/MS de 14.12.12) e
estd sendo oferecida por servicos publicos, além dos servicos privados. O
Grupo de Assessoramento Técnico do PNTN considerou que a DB preenche
0s critérios revisados de Wilson & Jungner para ser incluida na triagem
neonatal: os pacientes afetados ndo mostram sinais clinicos neste periodo da
vida, é uma doenca com alta morbidade e mortalidade, possui um tratamento
simples e efetivo que modifica a histéria natural da doenca, e ndo é
extremamente rara (Pollitt et al., 1997, GAT-PNTN, 2012).
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A forma mais comum de triagem neonatal para DB é a determinagdo
gualitativa ou semiquantitativa da atividade da biotinidase por teste
colorimétrico, utilizando sangue seco impregnado em papel-filtro. Em criangas
que tiveram o resultado da triagem alterado € necessario realizar o teste
confirmatorio, que € a determinagdo quantitativa da atividade da biotinidase em
amostra de plasma ou soro. O mesmo ensaio deve ser feito com amostra dos
pais e de um individuo nédo relacionado, para ajudar na interpretacdo. Os pais
sdo referéncias de heterozigotos e o individuo ndo relacionado é atil como
controle para distinguir a verdadeira DB de uma diminui¢éo da atividade devido
a artefatos de manipulacéo da amostra (Cowan et al., 2010).

O método mais difundido para medida quantitativa da atividade da
biotinidase (atividade biotinil-hidrolase) € a determinacdo colorimétrica da
liberacdo de acido 4-aminobenzéico (também conhecido como acido para-
aminobenzodico ou PABA) do acido biotinil-4-aminobenzoico, um substrato
analogo da biocitina. Resumidamente, a amostra de soro é incubada com o
substrato artificial acido biotinil-4-aminobenzéico a 37°C por 30 minutos,
periodo em que a biotinidase presente no soro libera PABA livre, e apds, a
reacao é parada com acido tricloroacético. O PABA liberado sofre diazotizacao
com nitrito de sédio e 0 excesso desse reagente é removido com sulfamato de
amonio. Por fim, o PABA diazotizado reage com dicloridrato de N-(1-naftil)-
etilenodiamina formando um produto de cor purpura, o qual € mensurado
espetrofotometricamente a 546 nm. A absorbancia é diretamente proporcional
a quantidade de PABA liberado, o qual, por sua vez, é diretamente proporcional
a atividade da biotinidase na amostra (Wolf et al., 1983a). O resultado é dado
em nmol de PABA/min/mL de plasma. O principio do método de triagem €é o
mesmo; as amostras que se tornam puarpura apresentam atividade de
biotinidase, e aquelas que ndo adquirem cor considera-se que tem pouca ou
nenhuma atividade.

A figura 5 mostra a etapa final do ensaio quantitativo da biotinidase
realizado no Laboratério de Referéncia para Erros Inatos do Metabolismo do
HCPA. Observam-se amostras com diferentes intensidades de cor, o que

significa que possuem diferentes niveis de atividade da biotinidase.
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Figura 11. Ensaio quantitativo da biotinidase com amostra de soro e o substrato acido biotinil-4-
aminobenzoico, realizado no HCPA. Ao lado direito das amostras, tubos 1-4, estdo os
respectivos brancos (1B-4B). De acordo com a absorbancia a 546 nm, as amostras 1, 2, 3 e 4
possuem atividade da biotinidase normal, atividade compativel com heterozigoto, DB parcial e

DB total, respectivamente.

Existem outros métodos para medida da atividade da biotinidase que
empregam diferentes substratos, como biotinil-6-aminoquinolina (Wastell et al.,
1984), biocitina (Kumasaka et al., 2001), e analogos biotinilados radioisotopicos
(Livaniou et al., 1997), mas sado mais caros, de dificil execucdo, e ndo sdo
facilmente adaptaveis as amostras de sangue em papel-filtro (Cowan et al.,
2010).

6.5.2 Rastreamento familial

Outra maneira de detectar individuos com doenca é o rastreamento
familial. Os irmdos de criancas com DB, que nunca foram testados para a
doenca, devem ser rastreados quanto a atividade enzimatica no soro, mesmo
nao apresentando manifestacdes clinicas, pois possuem risco de ter a
deficiéncia e virem a ser sintoméaticos (Baykal et al., 2005).

6.5.3 Diagndstico pré-natal e identificacdo de heterozigotos

O diagndéstico pré-natal da DB € possivel pela determinacao da atividade
da biotinidase a partir de cultura de células do liquido amnidtico, ou por analise
de DNA obtido diretamente do liquido amnidtico ou de células do liquido
amniético. Solicitacdes de diagnostico pré-natal ndo sao comuns, ja que 0S
sintomas da DB podem ser facilmente prevenidos com o diagnostico e

tratamente precoce (Pomponio et al., 1998).
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Individuos heterozigotos para uma variante patogénica no gene BTD néo
correm risco de desenvolver sintomas e podem ser identificados por possuirem
atividade enzimatica intermediaria entre os afetados e os individuos que
possuem apenas alelos selvagens (Wolf et al., 1983a).

A analise genética para diagnostico pré-natal ou pequisa de
heterozigotos pode ser realizada quando as variantes causadoras da doenga
em um membro da familia afetado sé&o previamente conhecidas (Wolf, 2012).

6.5.4 Suspeita clinica

Algumas criancas com DB sdo paucissintomaticos, enquanto que outras
tém diversos achados neurolégicos, cutaneos ou bioquimicos, como ja
apresentado no item "4.3 Manifestagcbes clinicas". As manifestacdes
neurologicas mais comuns em individuos com DB total ndo tratados séo
convulsdes e hipotonia. Muitas criancas sintomaticas apresentam varias
anormalidades no sistema nervoso central vistas em imagens de ressonancia
magnética ou tomografia computadorizada (Wolf, 2012).

Quando os médicos suspeitam de DB a partir das caracteristicas clinicas
do paciente, é solicitado o teste da atividade enzimatica em plasma/soro
descrito em “4.5.1 Triagem neonatal”’, que é capaz de identificar a condig¢ao.

6.5.5 Fatores responsaveis por falso-positivos e falso-
negativos

A biotinidase é uma enzima labil, cuja atividade pode diminuir em
condi¢cbes de umidade, temperatura elevada e ao longo do tempo. Testes de
triagem neonatal falso-positivos ocorrem comumente quando os cartbes
saturados com sangue sao colocados em envelopes antes de estarem
suficientemente secos. Isso ocorre porque a umidade resulta em perda
significativa da atividade da enzima (Cowan et al., 2010). Quando a atividade
da biotinidase foi avaliada em amostras de plasma e de sangue em papel-filtro
sob vérias temperaturas (de -20°C a 37°C) e ao longo do tempo, verificou-se
gue o tempo e temperaturas mais elevadas levam a diminuicdo
estatisticamente significativa da atividade da biotinidase (Schulte, 2003).

Também ja foi constatado que a atividade de biotinidase apresenta
correlacdo direta com a idade gestacional. Durante o primeiro e o terceiro dias

de vida, as atividades estavam abaixo do considerado normal para adultos em
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todos os 64 recém-nascidos estudados (prematuros e a termo). Em 56 deles,
os niveis foram subindo gradativamente e atingiram o nivel normal de adultos
entre 0 4°-40° dias de vida. Por outro lado, em oito pré-termos a atividade de
biotinidase reduziu durante o 3°-7° dias de vida, e foi atingir o nivel normal de
adultos entre o 20°-40° dias de vida. Alteracdo da funcdo hepatica foi excluida
como causa para esse achado, e a substituicdo da sintese de um tipo de
molécula enzimatica (fetal) por outro (adulta) ou um periodo de alimentacao
insuficiente foram sugeridos como possiveis justificativas. Entre o 4° e 6° dia de
vida (periodos que coincide com a coleta da amostra para triagem neonatal), 8
dos 48 pré-termos ou pequenos para idade gestacional apresentaram
atividade da biotinidase entre 4,7-26% da média dos valores de adultos
saudaveis, e teriam testes com resultados falso-positivos durante a triagem
neonatal (Suormala et al., 1988).

Com o objetivo de esclarecer a questdo dos falso-positivos na triagem
neonatal para DB, Schulpis et al. (2003) avaliaram a atividade da biotinidase no
soro de recém-nascidos a termo, prematuros e pequenos para a idade
gestacional (PIG) com ictericia e controles (bilirrubina total entre 1-4 mg/dL). No
grupo de controles, a atividade da biotinidase nos prematuros (3,3 £ 1,2
nmol/min/mL) e PIG (3,34 £ 0,8 nmol/min/mL) foi menor do que a atividade nos
nascidos a termo (4,99 £ 1,1 nmol/min/mL, p<0,001). Os niveis de bilirrubina
total e enzimas hepaticas mostraram correlacdo inversa com a atividade da
biotinidase em todos os recém-nascidos ictéricos do estudo (p<0,0001). In
vitro, foi verificada uma inibicdo 50% da atividade enzimatica depois da pré-
incubacdo com 10 e 15 mg/dL de bilirrubina. Por fim, os autores sugerem que a
diminuicdo da atividade da biotinidase em ictéricos pode ser devido ao
comprometimento da funcdo hepatica e que a bilirrubina total em altas
concentracfes pode atuar como inibidor da biotinidase.

Quando é utilizado o ensaio com o substrato biotinil-6-aminoquinolina,
resultados falso-positivos podem ocorrer se o individuo tem uma concentracao
elevada de triglicerideos. Niveis de albumina acima do normal, uso de certos
antibidticos e acido valproico podem interferir no teste causando resultados
falso-negativos (bula Neonatal biotinidase kit, PerkinElmer, 2011). A presenca

de interferentes que causam resultados falso-negativos deve ser testada
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executando um ensaio livre de substrato para cada amostra de paciente (se
ndo houver interferente, ndo desenvolvera cor/fluorescéncia) (Cowan et al.,
2010).

6.5.6 Exame complementar

Os &cidos orgéanicos na urina as vezes estdo anormais em pacientes
com DB como resultado da deficiéncia multipla de carboxilases, mas muitos
pacientes com a doenca tém resultados normais. Além disso, a elevacédo de
acidos orgéanicos que ocorre na DB também ocorre em outras condi¢cdes ou
doencas. Portanto, essa abordagem néo é apropriada como o Unico teste em
individuos suspeitos de DB, é apenas complementar ao teste da atividade da
biotinidase (Wolf et al., 1983b, Baumgartner and Suormala, 2012).

6.5.7 Analise genética

A confirmagdo da DB por analise do DNA (isolado de leucocitos,
fibroblastos, ou de sangue coletado em papel-filtro), pode ser atil em alguns
casos. A analise genética € particularmente importante na diferenciacdo de
individuos com DB total daqueles com DB parcial e, de individuos com DB
parcial dos que sao heterozigotos, quando testes enzimaticos repetidos sao
discordantes (Cowan et al., 2010).

Existem diferentes estratégias de genotipagem para DB. Pode ser
realizada a pesquisa direcionada de variantes mais frequentes na populacéo
alvo, sequenciamento do gene da Dbiotinidase e analise de
delecdes/duplicacdes (embora ndo tenham sido relatadas grandes alteracfes
no gene BTD). A pesquisa direcionada de variantes é mais barata do que o
sequenciamento completo do gene, mas ndo € capaz de detectar variantes
menos comuns (Wolf, 2012).

6.6 Tratamento

Os individuos com DB total devem ser tratados com suplementacao oral
de biotina livre (em dose farmacolégica, muito maior do que a ingesta
normalmente necessaria), ao longo de toda vida, independente do seu
gendtipo. A dose farmacoldgica de biotina varia entre 5-20mg/dia. Individuos
com DB parcial comecaram a ser identificados quando a triagem neonatal para
DB foi iniciada; até aquele momento ndo havia relatos de individuos

sintomaticos que apresentassem atividade entre 10-30% da média normal, e,
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portanto, ndo se tinha conhecimento sobre a necessidade de trata-los. Com o
passar dos anos, o surgimento de relatos de individuos com DB parcial ndo
tratados que desenvolveram sintomas fez com que decisbes mais cautelosas
passassem a ser tomadas. O tratamento da DB parcial ainda é controverso, e
alguns autores recomendam o tratamento com biotina, entre 1-5mg/dia, nesse
caso (McVoy et al., 1990, Wolf, 2010).

De modo que o tratamento consiste em suplementacdo com o substrato
biotina, a quantidade de enzima ndo é alterada. Mesmo que a crianca esteja
consumindo doses farmacoldgicas de biotina, isso nao ira afetar o teste de
atividade enzimatica (portanto, novos testes podem ser realizados apés inicio
do tratamento na necessidade de confirmagéo do diagnéstico) (Wolf, 2010).

Embora a atrofia Optica, a perda auditiva e o retardo no desenvolvimento
nao sejam revertidos com a reposi¢cao de biotina, as criangas mostram melhora
guanto aos outros sintomas depois que comecam o tratamento. Além disso,
criancas com DB identificadas por triagem neonatal tém os sintomas
prevenidos com a terapia (Wastell et al., 1988, Wolf, 2010).

O Grupo de Assessoramento Técnico (GAT) do PNTN recomenda iniciar
o tratamento apoOs dois testes de triagem alterados e realizar o teste
guantitativo aos 3 meses de idade para os nascidos a termo, conforme o
fluxograma mostrado na figura 6. Para recém-nascidos prematuros, o GAT
recomenda iniciar o tratamento apds dois testes de triagem alterados, realizar o
terceiro teste em papel-filtro quando a crianca completar a idade gestacional
corrigida para o termo (minimo de 37 e maximo de 41 semanas de idade
gestacional corrigida) e, se o resultado for alterado, realizar o teste quantitativo
trés meses apos a coleta da terceira amostra em papel-filtro ou quando a
crianca completar trés meses de idade corrigida. Nos recém-nascidos que
necessitem receber transfusdo de hemoderivados, deve-se realizar a coleta de
sangue em papel-filtro previamente a transfusdo, se possivel; caso a
transfusdo ja tenha sido realizada, aguardar 90 dias para realizar a coleta; em
criancas que tiveram primeira coleta com resultado alterado e que receberam
ou que necessitem de transfusdo de hemoderivados anterior a segunda coleta,
deve-se iniciar o tratamento com biotina e postergar a segunda coleta para 90
dias ap6s a ultima transfusdo (GAT-PNTN, 2012).
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Papel-Filtro 3- 5.° Dia

12 Teste (papel filtro)

| | |
[RESULTADO NORMAL] [RESULTADO ALTERADOJ

Liberar Resultado 23 Teste (papel filtro)

| | | |
[RESULTADO NORMAL] [RESULTADO ALTERADO]

Liberar Resultado CONSULTA MEDICA IMEDIATA (SRTN)
Iniciar tratamento

[ RETORNO EM 3 MESES (SRTN) J
(colher sanaue para teste aquantitativo e para estudo _aenético- moleaular opcional

[AVALIA(;.ELO DO TESTE QUANTITATIVO]

1
RESULTADO RESULTADO
NORMAL ALTERADO

SUSPENDER BIOTINA E]_I [MANTER TRATAMENTO]

LIBERAR

I
NO SRTN

1
CONTROLE PEDIATRA
RETORNC TRIMESTRAL NO PRIMEIRO ANO DE VIDA

MUNICIFIO

RETORMNO SEMESTRAL DE 1 A5 ANOS
RETORNO AMUAL APOS 5 ANOS

Figura 12. Fluxograma proposto para 0 acompanhamento de recém-nascidos submetidos a
triagem neonatal para DB (GAT-PNTN, 2012). SRTN, Servico de Referéncia em Triagem
Neonatal.
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7 JUSTIFICATIVA

O tratamento da DB é simples e eficaz quando instituido precocemente,
entretanto o diagnéstico pode apresentar alguns obstaculos. Neste capitulo
serdo abordados problemas envolvendo o diagnéstico da DB, sendo que o
primeiro ndo ocorre exclusivamente no Brasil: a variabilidade no resultado do
teste enzimético confirmatorio (teste de diagndstico), o iminente aumento do
nimero de testes confirmatérios com resultados inconclusivos e a
indisponibilidade da analise genética. Esses problemas foram o que motivaram
e 0 que justificam a realiza¢do do presente estudo.

7.1 Variabilidade no resultado do teste enzimético confirmatdrio

Apos teste de triagem neonatal alterado ou suspeita clinica de DB, é
solicitado um teste enzimatico confirmatério. Tanto o teste de triagem, que
normalmente € realizado em sangue impregnado em papel-filtro, como o teste
confirmatorio, que é a medida quantitativa da atividade da biotinidase no soro
ou plasma, podem sofrer interferéncias que levam a resultados falso-positivos
ou falso-negativos. Os fatores interferentes dependem da metodologia
utilizada, mas, de modo geral, a labilidade da enzima, prematuridade e ictericia
tém um efeito importante no resultado do teste enzimatico.

A biotinidase € uma enzima labil cuja atividade diminui com o passar do
tempo e com a temperatura elevada (Schulte, 2003). As principais causas para
os falso-positivos e divergéncia nas repeticdes do teste enzimatico sdo o
inadequado manuseio, transporte e estocagem das amostras, que levam a
diminuicdo da atividade enzimatica. Para tornar o teste confirmatério mais
confiavel, é recomendado que juntamente com a amostra do probando sejam
coletadas e enviadas amostras dos pais (potencial referéncia de heterozigotos)
e de um controle ndo relacionado (indicador das condi¢cdes de manuseio e
transporte), todas congeladas e transportadas com gelo seco (Wolf, 2010). No
Brasil, sdo poucos os laboratoérios que realizam o teste de diagndéstico da DB -
0 servico € restrito a alguns laboratérios especializados privados e publicos - e,
devido a grande dimensdo do pais, algumas amostras acabam sendo
transportadas e armazenadas por um periodo longo de tempo. De modo que a
biotinidase € muito labil, e nem sempre amostras dos pais e controle sao

enviadas junto com a do paciente, o teste perde muito em confiabilidade.
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Foi verificado que a atividade de biotinidase possui correlagéo direta
com a idade gestacional. Recém-nascidos prematuros, e mesmo aqueles
nascidos a termo, sO atingem os valores de referéncia definidos para adultos
semanas ap0s o nascimento (Suormala et al., 1988). Outro estudo mostrou que
aproximadamente 50% dos testes de triagem falso-positivos sdo de recém-
nascidos prematuros (Thibodeau et al., 1993). Portanto, se o0 teste
confirmatdrio for solicitado logo apés o resultado alterado do teste de triagem,
ou seja, nas primeiras semanas de vida, é possivel que o teste detecte uma
deficiéncia transitéria. O periodo ideal para solicitacdo do teste confirmatério
apos triagem alterada néao esté definido na literatura.

Em recém-nascidos com ictericia (prematuros, pequenos para a idade
gestacional e nascidos a termo) foi encontrada atividade da biotinidase
reduzida. E provavel que a causa seja 0 comprometimento da funcdo hepatica,
mas também € possivel que altas concentracdes de bilirrubina total provoquem
inibicdo da atividade da biotinidase sérica. E recomendado que a idade
gestacional bem como os niveis de bilirrubina total sejam escritos no cartdo da
amostra para triagem neonatal para a correta interpretacdo do resultado
(Schulpis et al., 2003).

Ja foi relatado que existe um aumento da ansiedade e estresse em pais
de recém-nascidos que necessitam de testes de seguimento apds a triagem
neonatal (Hewlett and Waisbren, 2006). Testes confirmatorios consecutivos
com resultados discordantes dificultam a classificacdo dos pacientes em DB
total, DB parcial, heterozigotos ou individuos com atividade normal. Nesses
casos, € possivel que a incerteza do diagndéstico, prognéstico e risco de
recorréncia mantenha a situacdo de estresse em relacdo ao probando e
também em relacéo ao planejamento familiar.

7.2 Iminente aumento de testes confirmatoérios inconclusivos

No Brasil, a triagem neonatal para DB é oferecida por servicos privados
e esta sendo progressivamente disponibilizada por servicos publicos em todos
os estados. Na Portaria n® 2829/GM/MS de 14 de dezembro de 2012, foi
instituida a fase IV no PNTN (conhecido com teste do pezinho e oferecido de
forma universal), a qual acrescenta a triagem neonatal para hiperplasia adrenal
congénita e DB. A fase IV compreende a triagem neonatal para fenilcetondria,

hipotireoidismo congénito, doenca falciforme e outras hemoglobinopatias,
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fibrose cistica, hiperplasia adrenal congénita e DB, bem como a confirmacéo
diagndstica, acompanhamento e tratamento dos casos identificados. Doze
estados ja estdo habilitados na fase IV — Amazonas, Rondénia, Bahia, Piaui,
Tocantins, Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, S&o Paulo, Parand,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Portarias SAS/MS n° 1.394 de 11.12.13,
n° 1.329 de 27.11.13, n° 62 de 28.01.14, n° 1.395 de 11.12.13, n°® 1.361 de
04.12.13, n° 659 de 19.06.13, n° 476 de 29.04.13, n°® 500 de 06.05.13, n° 506
de 06.05.13, n°® 499 de 06.05.13, n° 655 de 18.06.13 e n° 1.396 de 11.12.13,
respectivamente) - e a implementacdo em todos os estados brasileiros esta
prevista até o final de 2014.

Toda crianca com resultado alterado na triagem neonatal (ou seja, que
supostamente tem DB) deve realizar a determinacdo quantitativa de atividade
da biotinidase no soro/plasma para confirmar o diagnodstico (Wolf, 2012).
Infelizmente a biotinidase na amostra de plasma/soro € sensivel as condi¢cdes
ambientais e por isso o teste confirmatorio também pode indicar uma atividade
menor do que a verdadeira. Em muitos casos, repeticdes do teste confirmatorio
apresentam resultados discordantes.

Um estudo de triagem bioquimica e genética, realizado em um servico
privado de Porto Alegre (Rio Grande do Sul, Brasil), revelou que a taxa de
reconvocacdo para o teste confirmatorio (0,12%), a taxa de falso-positivos
(0,09%) e a discrepancia entre medidas enzimaticas repetidas sao
consideravelmente altas. A analise genética excluiu o diagnostico de DB de
algumas criancas cujos testes guantitativos variavam entre a normalidade e a
DB, pois eram heterozigotas para a doenca ou nao apresentavam alteracao
genética (Neto et al., 2004).

Com a ampliacdo do PNTN, mais recém-nascidos terdo a oportunidade
de serem triados para DB. Desse modo, é esperado um aumento do nimero de
testes de triagem com alteracdo, e uma maior demanda por testes
confirmatdrios. Por enquanto, sdo poucos os laboratérios que executam o teste
confirmatério. Visto que as amostras devem ser transportadas até os
laboratorios especializados, que o Brasil tem uma grande dimensao territorial e
gue a enzima é instavel, estamos frente a um aumento iminente do niumero de

testes enziméaticos confirmatdérios com resultados inconclusivos.
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7.3 Indisponibilidade da analise genética

Devido as falsas alteraces que podem ocorrer no teste enzimatico,
individuos cuja atividade da biotinidase esta abaixo do valor de referéncia
representam um desafio (principalmente os assintomaticos identificados por
triagem neonatal), tanto no diagndstico quanto na decisdo terapéutica. A
analise genética € importante na diferenciacdo de individuos com DB total
daqueles com DB parcial e, de individuos com DB parcial dos que sao
heterozigotos, quando testes enzimaticos repetidos sao discordantes (Cowan
et al., 2010); na avaliacdo de bebés prematuros com atividade da biotinidase
baixa; e na avaliacdo de bebés que passaram por transfusado de sangue (Wolf,
2010).

As amostras utilizadas na analise do DNA necessitam de condi¢cfes de
transporte menos criteriosas e se mantém estaveis por mais tempo apos a
coleta do que as amostras de soro/plasma utilizadas no teste enzimatico
(Cowan et al., 2010). Mas, infelizmente, a analise genética ainda nao esta
disponivel no pais.

Os problemas com o teste enzimatico -confirmatorio citados
anteriormente justificam a necessidade de haver um servico que ofereca a
analise do gene BTD. Para a implantacdo da analise genética no Brasil, é
importante conhecermos o perfil genético da populacdo alvo. E de nosso
conhecimento apenas um estudo publicado que incluiu a analise genética em
pacientes brasileiros, o qual avaliou 21 pacientes (Neto et al., 2004).
Consideramos importante a avaliacdo de uma amostra maior de pacientes e,
além disso, a avaliacdo de uma amostra da populacdo em geral. Para a correta
interpretacdo do resultado da analise genética, € necessario saber se a
alteracdo encontrada ndo é apenas uma variante comum na populacdo
(polimorfismo), por isso é muito importante conhecermos as variantes néo
patogénicas e suas frequéncias na populacéo.

Enfim, a andalise genética é util na classificacdo de individuos com
atividade da biotinidase reduzida em DB total, DB parcial ou heterozigoto, e
pode contribuir para o melhor entendimento das correlacdes entre genotipos e

fenétipos.
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8 HIPOTESES

Pacientes com DB apresentam alteracfes na sequéncia nucleotidica ao
longo da regido codificante e jungBes éxon-intron do gene BTD, com excecao
do éxon 1 - até o presente, nenhuma alteracdo no éxon 1 foi encontrada em
varios estudos publicados que realizaram sequenciamento completo do gene.
Nos demais éxons, foram descritas variantes de diferentes classes, sendo que
as variantes do tipo sentido trocado sao predominantes (Pindolia et al., 2010).
A analise genética de pacientes brasileiros provavelmente revelard diferentes
tipos de variantes com predominancia do tipo sentido trocado.

Dentre os individuos com DB total, as variantes c¢.98 104del7ins3,
p.R538C, p.Q456H e p.[A171T;D444H] podem estar presentes na maioria dos
alelos (Norrgard et al., 1999). Por outro lado, quase todos os individuos com
DB parcial devem possuir um alelo com a variante p.D444H e outro alelo com
uma variante de DB total (Swango et al., 1998).

E possivel que alguns pacientes inicialmente diagnosticados com DB por
teste enzimatico tenham gendtipo incompativel com DB, como aconteceu no
grupo de 21 pacientes brasileiros analisados por Neto et al. (2004), em que 4
eram heterozigotos para a doenca e 3 ndo apresentavam alteracdo no gene
gue codifica a biotinidase.

A incidéncia de DB no Brasil pode ser uma das mais altas ja conhecidas
conforme indicam estudos publicados (Pinto et al., 1998, Neto et al., 2004, Luz
et al., 2008, Lara, 2010). E possivel que essa incidéncia aumentada ocorra
devido a uma frequéncia relevante da variante p.D444H na populacdo em
geral. Acredita-se que essa alteracdo seja uma variante comum (frequéncia
alélica maior do que 1%), pois ela causa uma diminuicdo na atividade da
biotinidase que ndo chega a comprometer a saude inclusive de individuos
homozigotos. Além disso, dois estudos norte americanos e um hungaro
caracterizaram a variante p.D444H como um polimorfismo carreado por
individuos assintomaticos com frequéncia alélica estimada na populacdo em
geral de 3,9% (Norrgard et al., 1998), 5,8% (Bell et al., 2011), e 5,5%
(Milankovics et al., 2010), respectivamente. Enfim, existe dudvida quando a

frequéncia da variante p.D444H na populacao brasileira em geral.

36



9 OBJETIVOS

9.1 Objetivo primario

Caracterizar o perfil clinico e genético (por anélise do gene BTD) de uma
amostra de pacientes brasileiros com atividade enzimatica da biotinidase
reduzida.

9.2 Objetivos secundarios

l. Identificar as variantes mais frequentes do gene BTD;

[I. Comparar a frequéncia das variantes entre 0os dois grupos: pacientes
identificados por triagem neonatal e pacientes identificados por suspeita clinica;

[ll. Verificar a relacé&o entre gendtipo e fendtipo bioquimico;

IV. Demonstrar o efeito patogénico ou ndo patogénico de variantes que
forem descritas pela primeira vez, através de analises in silico e da frequéncia
alélica em individuos controles.

V. Estimar na populacdo, a partir de uma amostra de individuos
controles, a frequéncia da variante p.D444H e prever o efeito dela na

funcionalidade da proteina por analise in silico.
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10 ARTIGO

O manuscrito que segue foi submetido para a revista Molecular Genetics
and Metabolism, cujo fator de impacto é 2,8 e o Qualis CAPES da area de
genética (Ciéncias biologicas 1) é A2. Seu formato obedece as normas da

revista.
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Abstract

Biotinidase deficiency (BD) is an inborn error of metabolism in which some
genetic variants correlate with the level of enzyme activity. Biotinidase activity,
however, may be artifactually low due to enzyme lability, premature birth, and
jaundice; this hinders both phenotypic classification and the decision to
implement therapy. This study sought to characterize the clinical and genetic
profile of a sample of Brazilian patients exhibiting reduced biotinidase activity.
This observational, multicenter study used a convenience sampling strategy,
with sequencing of exons 2, 3, and 4 of the BTD gene. The sample comprised
38 individuals with biochemical phenotypes defined a priori on the basis of
biotinidase activity in serum/plasma (2 with profound deficiency, 9 with partial
deficiency, 15 heterozygous, 1 borderline between partial deficiency and
heterozygosity, 2 borderline between heterozygous and normal) or dried blood
spot sample (n=9, all with unspecified deficiency). Most patients were from
Southern Brazil (n=29/38) and were identified by neonatal screening (n=33/38).
Parental consanguinity was reported in two cases. The most commonly found
genetic variants were ¢.1330G>C (p.D444H), c.755A>G (p.D252G), and
€.[1330G>C;511G>A] (p.[D444H;A171T]), with allele frequencies of 50%, 9.4%,
and 5.4% respectively. Three novel pathogenic variants were identified
(c.119T>C or p.L40P, c.479G>A or p.C1l60Y, and c.664G>A or p.D222N).
Twenty-nine patients had two pathogenic variants detected (with cis/trans status
ascertained in 26/29), six had only one variant, and three had no pathogenic
variants detected. Genotyping confirmed the original phenotypic classification
based on enzyme activity in 16/26 cases. Three polymorphic variants were
identified in control individuals, of which two were nonpathogenic (c.1171C>T or
p.P391S and c.1413T>C or p.C471C, with a frequency of 1.5% and 5.5%
respectively) and one pathogenic (c.1330G>C, frequency 4%). Our findings
suggest that partial BD is the most common form of BD in Brazil, and expand

current knowledge on the allelic heterogeneity of this condition.

Keywords: biotinidase deficiency; genetic variants; neonatal screening; Brazil.
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Highlights

* Molecular analysis of 38 Brazilian patients with reduced biotinidase activity
revealed three novel pathogenic variants in the BTD gene.

* The variant ¢.1330G>C (p.D444H), which was most common among patients,
is polymorphic in Southern Brazil.

» Partial biotinidase deficiency appears to be the most common form of

biotinidase deficiency in Brazil.

Abbreviations

BD: biotinidase deficiency

NB: newborns

gDNA: genomic DNA

PCR: polymerase chain reaction

PEG: polyethylene glycol

RFLP: restriction fragment length polymorphism
F: female

M: male

NS: neonatal screening

S: symptoms

Hz: heterozygosity

N/A: not available

N: normal

d: days

m: months

y: years

NR: not reported

FIPE: Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos
HCPA: Hospital de Clinicas de Porto Alegre
CNPq: National Council for Scientific and Technological Development
FAPERGS: Rio Grande do Sul Research Foundation
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1 Introduction

Biotinidase deficiency (BD, EC 3.5.1.12) is an autosomal recessive
disease in which both the absorption of biotin from dietary sources and its
reuse/recycling are impaired. This leads to a deficiency in biotin-dependent
enzymes, such as propionyl-CoA carboxylase (EC 6.4.1.3), B-methylcrotonyl-
CoA carboxylase (EC 6.4.1.4), pyruvate carboxylase (EC 6.4.1.1), and acetyl-
CoA carboxylase (EC 6.4.1.2) (Wolf et al., 1983a, Hymes and Wolf, 1996). The
age at onset of clinical manifestations varies, and these manifestations include
neurological and cutaneous abnormalities (Wolf et al., 1983b). Treatment, which
consists of oral administration of free biotin, is simple and effective when started
early (e.g., before the onset of symptoms). If treatment is delayed, there is a risk
of irreversible damage (including hearing and vision loss and mental
retardation) and even death (Wastell et al., 1988, Bay et al., 2010). The
diagnosis of BD is confirmed by measurement of biotinidase activity in plasma
or serum. This test enables classification of patients as having profound (or
total) BD (residual activity <10%) or partial BD (activity within 10-30% of
average normal activity in serum). Heterozygous individuals have enzyme
activity levels between those of affected patients and those of homozygous
normal individuals (Wolf et al., 1983a). This classification plays an important
role in instituting therapy, as patients with profound BD should be treated and
heterozygous individuals should not; there is no consensus on the need for
treatment of patients with partial BD (Wolf, 2010).

However, enzyme testing is subject to interfering factors that can
produce artifactually low results, such as the lability of biotinidase (Wolf, 2003)
and the direct correlation between enzyme activity and gestational age and
even with postnatal age (Suormala et al.,, 1988). Furthermore, jaundiced
neonates may have reduced biotinidase activity (Schulpis et al., 2003). Analysis
of the BTD gene is important, particularly to elucidate the diagnosis when
repeated enzyme testing yields discordant results (Cowan et al., 2010), in the
assessment of premature infants with reduced biotinidase activity, and in the
assessment of infants who have received blood transfusions (Wolf, 2010).

Before 2012, neonatal screening for BD was unavailable through the

public Unified Health System in the majority of Brazilian states, and was only
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provided by private laboratories located mainly in the South and Southeast
regions of the country, which may have contributed to its underdiagnosis.
Paradoxically, studies based on neonatal screening suggest that the overall
frequency of BD (profound + partial BD) in Brazil may be among the highest
ever reported, ranging from 1:6,843 to 1:62,500 newborns (NB) (Pinto et al.,
1998, Neto et al., 2004, Luz et al., 2008); the estimated worldwide incidence is
1:60,089 NB overall, 1:112,271 NB for profound deficiency, and 1:129,282 NB
for partial deficiency (Wolf, 1991). To the best of our knowledge, only one prior
study conducted DNA analysis of Brazilian patients with this condition (n=21)
(Neto et al., 2004).

This study seeks to describe the clinical and genetic profile of a sample
of Brazilian patients presenting reduced biotinidase activity.

2 Materials and methods

This is a multicenter, observational, cross-sectional study with a
convenience sampling strategy. The study protocol was approved by the ethics
committees of all centers involved, and all patients and/or their legal guardians
provided written informed consent.

The study sample comprised 38 unrelated subjects (21 male), aged 1
month to 18 years, who were recruited from several regions of Brazil (29 from
the South, 3 from the Southeast, and 6 from the Northeast) during 2012—-2013
by contacting medical geneticists throughout the country. The criterion for
inclusion was reduced biotinidase activity (below the lower reference limit of the
testing laboratory). Clinical variables such as age, biotinidase activity, and
symptoms were obtained by a review of medical records and by a data
collection form filled out by the referring physicians. For genetic analysis, blood
was collected from patients and their parents into EDTA-containing tubes.
Overall, samples from both parents were available for 27 patients, samples from
only one parent were available for 6 patients, and 5 patients had no parental
samples available. Anonymous samples from 100 healthy, adult controls from
Southern Brazil were tested for the ¢.1330G>C (p.D444H) variant and for all

novel variants first described in the present study.
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2.1 Biotinidase activity

Data on biotinidase activity were collected retrospectively, as explained
elsewhere. Patients had undergone enzyme activity testing at four different
laboratories (A, B, C, and D), one of which (laboratory A, n=9/38 patients) only
carries out filter-paper testing, a technique that cannot quantitate the degree of
BD and expresses activity in units (U) (Neonatal Biotinidase kit, PerkinElmer®,
Wallac Oy, Turku, Finland). In these cases, patients were diagnosed by the
attending staff as having BD after three consecutive abnormal tests (below the
70U cutoff), and were thus not classified into partial or profound BD. The activity
presented in this study is the average of the three tests (Table 1). The
remaining patients (n=29/38) underwent quantitative enzymatic testing (after
abnormal neonatal screening or clinical suspicion) at laboratories B, C, and D,
in plasma or serum, as described by Wolf et al. (1983) (Wolf et al., 1983a). The
normal reference range is 5.0-10 nmol/min/mL. The following enzyme activity
ranges were used for classification of biochemical phenotype: <0.75, profound
deficiency; 0.75-2.25, partial deficiency; 2.26—4.9, heterozygosity. When more
than one measurement was available, the highest level was used for
classification (Table 1).

2.2 BTD gene analysis

Genomic DNA (gDNA) was extracted from blood collected into EDTA-
containing tubes using an Easy-DNA™ Kit (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) in
accordance with manufacturer instructions. Exons 2, 3, and 4 and exon/intron
junctions of the BTD gene were amplified and sequenced. Regions with
detectable changes were assessed in the patients’ parents (data not shown), to
confirm whether variants were in cis or trans. Polymerase chain reaction (PCR)
was performed using previously described primers (Wolf et al., 2005) and the
following annealing temperatures: 58°C for amplicons 2 and 3, 59°C for 4a,
60°C for 4b, and 62°C for 4c and 4d. PCR products were purified with
polyethylene glycol 8000 solution (PEG 8000 50%, NaCl 2.5M) and sequenced
using a BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit and ABI 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Finally, the resulting
sequences were compared with the reference sequence of the BTD gene
(NG_008019.1).
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For calculation of allele frequencies, the total number of alleles was set
at 74, as two patients were the children of consanguineous parents.

Control subjects were tested for the presence of variants ¢.119T>C
(p-L40P) and c.664G>A (p.D222N) by restriction fragment length polymorphism
(RFLP) analysis — allele C of ¢.119T>C introduces a site for the restriction
enzyme Smal, whereas allele A of c.664G>A removes a cleavage site for Taq|
— and variants c.479G>A (p.C160Y) and p.D444H by direct sequencing of
amplicons 4a and 4d respectively, which enabled identification of additional
variants in these amplicons.

2.3 In silico analysis

All variants described in patients for the first time in this study, as well as
all missense variants found in controls, were evaluated for pathogenicity by in
silico analysis with PolyPhen-2 (Adzhubei et al., 2010) and SIF T (Kumar et al.,
2009) softwares.

2.4 Genotype-phenotype correlation

Expected biochemical phenotype (e.g., profound DB, partial DB or
heterozygous state) was established only for genotypes composed of recurrent
pathogenic variants with a known cis/trans configuration, and that are known to
correlate with the phenotype. As BTD variants that cause complete loss of
biotinidase activity are considered profound BD alleles (Wolf, 2000 [Updated
2013 Dec 5]), a combination of two such alleles was considered to be
associated with profound BD. Individuals with one profound BD allele and a
normal allele were considered heterozygotes (Wolf, 2000 [Updated 2013 Dec
5]). Individuals who were compound heterozygotes for the p.D444H variant and
a variant that results in profound BD were expected to have partial BD (Wolf,
2000 [Updated 2013 Dec 5]). One BTD allele with both the p.D444H and
(c.511G>A) p.AL171T or with both p.D444H and ¢c.470G>A (p.R157H) variants in
cis (p.[D444H;A171T] or p.[D444H; R157H), results in an allele causing
profound BD (Norrgard et al., 1999). Individuals who are homozygous for the
p.D444H variant were considered as having the heterozygous biochemical
phenotype (Wolf, 2000 [Updated 2013 Dec 5]).
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3. Results

3.1 Clinical aspects

Of the 38 subjects included in the study (Table 1), two had profound BD,
nine had partial BD, 15 were heterozygous, one had borderline biotinidase
activity between partial BD and heterozygosity, and two had borderline activity
between heterozygous and normal-range values. Nine patients had undergone
filter-paper screening alone, and thus had unspecified BD. Two patients (5.3%,
patients 31 and 38) had consanguineous parents. Only one subject (patient 34)
had a family history suggestive of BD recurrence — namely, a sister who died at
age 3 years with clinical manifestations consistent with BD, but no confirmed
diagnosis.

Thirty-three patients were identified by neonatal screening (Table 1), of
whom 27 were on biotin (10 mg/day); none had clinical manifestations
suggestive of BD at the time of inclusion. Six patients (patients 07, 10, 14, 15,
17, 21) were preterm and had been born between 35 and 36 weeks of
pregnancy. Neonatal jaundice was reported for patients 15 and 24. Another five
patients had been diagnosed on the basis of clinical suspicion. In these
patients, the most common symptoms were visual disturbances, neurological
manifestations, and skin lesions (Table 2). The age at onset of manifestations
ranged from 1 day to 10 years, and the age at diagnosis of BD, from 40 days to
18 years. All were receiving biotin supplementation (10—20 mg/day) at the time
of writing.

3.2 Genetic assessment

A total of 17 different alleles were found among the analyzed patients: 13
variants considered pathogenic, three novel variants (p.L40P, p.C160Y and
p.D222N), and one synonymous variant (Table 1). No changes were found in
exon 3. The most common variants were p.D444H, ¢.755A>G (p.D252G) and
p.[D444H;A171T], with allele frequencies of 50%, 9.4%, and 5.4% respectively.

Twenty-nine patients had two pathogenic variants detected (with
cis/trans status ascertained in 26/29), six had only one variant, and three had
no pathogenic variants detected. Among patients in whom both classification of
biochemical phenotype and genotyping were possible (n=26/38), genotyping
confirmed the original classification in 16: profound BD in two cases (patients 34
and 38), partial BD in seven (patients 03, 06, 07, 10, 11, 13, and 14),
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heterozygous-like phenotype in five (patients 16, 17, 21, 22, and 24), and a
normal phenotype in two patients with borderline enzyme activity (patients 01
and 15). Discordance between genotype and biochemical phenotype was seen
In seven cases (patients 04, 09, 12, 19, 35, 36, and 37), which are described in
Table 3. In three subjects (patients 02, 18, and 23), genotyping revealed novel
variants, thus precluding prediction of biochemical phenotype.

The frequencies of BTD gene variants found in controls are reported in
Table 4, and in silico predictions of their pathogenicity are shown in Table 5.

4. Discussion

This study characterized the clinical and molecular profile of Brazilian
patients with reduced biotinidase activity and, thus, at risk of BD. It is one of
very few studies on this topic conducted in Latin America, and the Brazilian
study with the largest sample thus far.

Two studies conducted in the U.S., in which 92 patients with profound
BD and 19 with partial BD were assessed, showed that the most common BTD
variants in the study population were ¢.98 104del7ins3, ¢.1612C>T (p.R538C),
c.1368A>C (p.Q456H), p.[A1l71T;D444H] and p.D444H, which, overall,
accounted for approximately 60% of abnormal alleles found in the sample
(Swango et al., 1998, Norrgard et al., 1999). Taking into account this five-
variant panel, p.[A171T;D444H] and p.D444H account for approximately 55% of
alleles detected in the present study, with the occurrence of variants
€.98 104del7ins3 and p.R538C in only one patient each. In our sample, we did
not detect the variant p.Q456H, the profound BD allele most commonly found
among children diagnosed by neonatal screening in the U.S. (allele
frequency=28%) (Norrgard et al., 1999), nor did we find any changes in exon 3.
Furthermore, p.D252G appeared to occur more commonly (allele frequency=
9.4%) in our sample than in the U.S. population (Norrgard et al., 1999). Our
findings corroborate those of Neto et al. (2004) (Neto et al., 2004), who
analyzed the BTD gene in 21 Brazilian patients with reduced biotinidase activity
detected by neonatal screening and also found that p.D444H,
€.98 104del7ins3, p.[A171T;D444H], and p.D252G were the most prevalent
variants; the authors also did not detect variant p.Q456H or changes in exon 3

among their sample. Therefore, we suggest that the profile of genetic variants
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found among Brazilian patients with BD differs from that found in U.S. patients,
although these differences may be partly attributable to the relatively small
number of patients with profound BD included in our sample (c.98_104del7ins3,
p.R538C and p.Q546H are classically associated with profound BD). Since the
p.D444H variant, the most common variant found in our study, is usually
classified as a partial DB allele — individuals who are compound heterozygotes
for the p.D444H variant and a variant that results in profound BD are expected
to have ~20-25% of normal biotinidase activity (Swango et al., 1998, Wolf,
2012) — our findings also suggest that partial BD is the most common form of
BD in Brazil.

As previously reported, the association between BTD genotype and
biotinidase activity is not absolute (Neto et al., 2004, Thodi et al., 2013). In the
Greek study conducted by Thodi et al. (2013) (Thodi et al., 2013), for instance,
homozygosity for p.D444H was suggested to be associated with partial BD, and
not with a 45-50% reduction of biotinidase activity, as expected. Three subjects
in our sample (patients 04, 09, and 12) exhibited enzyme activity levels slightly
higher (suggestive of heterozygosity) than expected in view of their genotype
(suggestive of partial BD). The genotypes p.D444H/c.595G>A (p.V199M)
(patient 04) and p.V199M/p.V199M have previously been reported in patients
with residual biotinidase activity levels of 32% and 11.5% respectively (Wolf et
al., 2002a), and it is possible that the p.V199M variant is not as damaging as
other profound BD alleles. These disagreements may also be explained by
interference of other genetic and/or environmental factors that offset the effects
of BTD variants. Four patients, one from Northeast Brazil (patient 19) and three
from the Southeast region (patients 35, 36, and 37), underwent testing at a
laboratory in the South region, which revealed enzyme activity lower
(suggestive of heterozygosity) than expected in view of the genotype (no
variants found). These biochemical test results may have been artifactually low
due to time constraints or transportation of samples to the laboratory under
inadequate conditions, as suggested by Neto et al. (2004) (Neto et al., 2004).
However, we cannot rule out the presence of changes in a region of the BTD
gene not covered by our analyses causing decreased enzyme activity.

In three patients, we were unable to define the cis/trans status of variant

p.D444H in relation to the other variant found. On the basis of enzyme activity,
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trans status is most probable for patient 05. For patient 08, who presented with
a biotinidase level suggestive of heterozygosity (but very close to the upper
limits of partial DB), only gDNA from her mother, who also presented low
biotinidase activity in a dried spot blood sample (data not shown), was available
for analysis; as she was found to be a carrier of both p.D444H and c.643C>T
(p.L251F) variants, the patient can be heterozygous if both variants were
inherited on the maternal side (if they were in cis), or have partial BD if p.D444H
was inherited from the father and only p.L215F from the mother (in this case,
the mother should also exhibit partial DB). Similarly, both parents of patient 20,
who is heterozygous for variants p.D444H and c.1629C>A (p.D543E), are
heterozygous for p.D444H, but the father is also a carrier of p.D543E; therefore,
the patient can be heterozygous if p.D444H and p.D543 are in cis in the
paternal allele, or can have partial DB if they are in trans (in which case the
father should also exhibit partial DB). A new enzyme activity test in the child and
testing of parents (or even analysis of grandparent DNA) could help
characterize BD in this case.

Although the enzyme activity of symptomatic patients 35, 36, and 37 was
not consistent with profound or partial BD, biotin treatment was started after
other genetic conditions had been ruled out, as the patients’ clinical
manifestations are consistent with BD and biotin has a good safety profile.
Unfortunately, we are not aware whether there was any improvement with
treatment. These patients may represent cases of delayed-onset BD, but the
absence of variants in exons 2—4 of the BTD gene suggest they do not have
BD. Patient 15 is also very interesting, since his biotinidase activity levels were
very low on neonatal screening, and gradually approached the normal range
thereafter, as would be expected to his genotype. We believe the wide variation
in biotinidase levels presented by this patient is mainly explained by premature
birth and neonatal jaundice. However, as the first test was performed when he
was only 5 days old and the last at age 1 year, some of this variation could also
be due to increasing age.

On the basis of the allele frequency of novel variants p.L40P and
p.C160Y in controls and of the in silico prediction of pathogenicity, and taking
observed enzyme activity into account, these alleles were considered probably

damaging, and patients 02 and 18, who are compound heterozygous for the
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p.D444H variant, probably have partial BD. Variant p.L40P does not affect the
peptide portion that constitutes the mature protein, but affects the signal
peptide, which may impair targeting of the enzyme to secretory vesicles, thus
resulting in reduced enzyme activity in plasma. Alleles associated with profound
BD which affect this region have been described elsewhere (Pomponio et al.,
1995, Pomponio et al., 1997). The effect of variant p.D222N on biotinidase
function could not be established clearly from bioinformatics, as we used two
different software programs which presented contradictory conclusions
regarding this variant. However, the absence of this variant in controls suggests
it is probably damaging.

In our sample, the rate of consanguinity (5.3%) was only slightly higher
than that reported for the overall population of Brazil (1.6%) (Liascovich et al.,
2001). We thus infer that cases of reduced biotinidase activity are not expressly
linked to parental consanguinity, which suggests a high population-wide
frequency of pathogenic alleles. We found that allele C of the variant
€.1330G>C or p.D444H constituted 4% of alleles in healthy individuals, a
frequency close to that found in the U.S. population (Norrgard et al., 1998, Bell
et al.,, 2011), where the incidence of profound and partial BD has been
estimated at 1:80,000 NB and 1:31,000-1:40,000 NB respectively (Cowan et
al.,, 2010), and in Western Hungary (Milankovics et al.,, 2010), where the
incidence of profound and partial BD is 1:97,000 NB and 1:23,000 NB
respectively (Milankovics et al., 2010). Therefore, our data suggest that the
incidence of partial BD in Brazil may also be higher than the worldwide estimate
(1:129,282 NB (Wolf, 1991)). Regarding the two nonpathogenic polymorphic
variants found in controls, ¢.1171C>T or p.P391S (rs35034250) and ¢.1413T>C
or p.C471C (rs3817641), both were found at frequencies similar to those
reported in populations of USA and African origin (available at:

http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP).

5. Conclusion

Genotyping of Brazilian patients with reduced biotinidase activity
broadened current knowledge on the allelic heterogeneity of BD. Furthermore,
the low rate of parental consanguinity and the high frequency of the p.D444H

variant in patients and controls suggest that the incidence of partial BD in Brazil
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may be higher than worldwide estimates. When enzyme activity approaches the
border between partial BD and heterozygosity, sequencing of the BTD gene
(starting with analysis of exons 2 and 4) appears to be the most appropriate
technique to elucidate the diagnosis in this population. We suggest that parental
DNA analysis be carried out whenever the p.D444H variant and another variant
are detected in a BD patient.
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Table 1. Biochemical and molecular profile of patients with reduced biotinidase activity (n=38)

patent sec Manmerof - Biotidase o, Alelen Alele 2 85 according 1o

enzyme activity genotype

01 M NS 4.9 Borderline (Hz/N) ¢.1330G>C (p.D444H) N =N

02 F NS 1.7 Partial €.1330G>C (p.D444H) ¢.119T>C (p.L40P) Unknown

03 F NS 1.2;1.9 Partial €.1330G>C (p.D444H) c¢.594 596delCGT (p.V199del) Partial

04 F NS 2.8 Hz €.1330G>C (p.D444H) c.[595G>A;1413T>C] (p.[V199M;C471C]) Partial

05 F NS 1.2;2.04 Partial €.1330G>C (p.D444H)° ¢.100G>A° Partial or Hz

06 M NS 1.7 Partial €.1330G>C (p.D444H) c¢.755A>G (p.D252G) Partial

07 M NS 1.4 Partial €.1330G>C (p.D444H) c¢.[1330G>C;511G>A] (p.[D444H;A171T]) Partial

08 M NS 2.4 Hz €.1330G>C (p.D444H)° ¢.643C>T (p.L215F)° Partial or Hz

09 F NS 25 Hz €.1330G>C (p.D444H) c¢.[1330G>C;511G>A] (p.[D444H;A171T]) Partial

10 F NS 1.2 Partial €.1330G>C (p.D444H) c¢.755A>G (p.D252G) Partial

11 F NS 1.8 Partial €.1330G>C (p.D444H) ¢.[1330G>C;470G>A] (p.[D444H;R157H]) Partial

12 F NS 2.4 Hz €.1330G>C (p.D444H) c¢.755A>G (p.D252G) Partial

13 M NS 1.5 Partial €.1330G>C (p.D444H) 98 _104del7ins3 Partial

14 M NS 1.6 Partial €.1330G>C (p.D444H) c.933delT Partial

15 M NS 0.1; 2.6; 4.9 Borderline (Hz/N) ¢.1413T>C (p.C471C) N N

16 M NS 0.7; 3.3 Hz €.1330G>C (p.D444H) ¢.1330G>C (p.D444H) = Hz

17 M NS 3.3 Hz €.1413T>C (p.C471C) c.[1330G>C;511G>A] (p.[D444H;A171T]) Hz

18 M NS 0.2;1.7;2.2 Borderline €.1330G>C (p.D444H) c.479G>A (p.C160Y) Unknown

(Partial/Hz)
19 F NS 3.1 Hz €.1330G>C (p.D444H) N =N
20 F NS 2.6 Hz €.1330G>C (p.D444H)° ¢.1629C>A (p.D543E)° Partial or Hz
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21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31°
32
33
34
35
36
37
38¢

S mTm I 2 1M 22 LZ5

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

nw nu n n n

3.7
2.8;2.7
3.5
15;29;44
21.88 U
48.75 U
51.37U
51.83U
4581 U
46.88 U
52.73 U
40.94 U
4537 U
0.12
4.1
3.7
3.8; 2.7

0.1; 0.4;
0.33; 0.44;
0.16; 0.32

Hz

Hz

Hz

Hz

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A
Profound

Hz

Hz

Hz
Profound

€.1330G>C (p.D444H)
€.1330G>C (p.D444H)
€.664G>A (p.D222N)
€.1595C>T (p.T532M)
€.643C>T (p.L215F)
€.1330G>C (p.D444H)
€.1330G>C (p.D444H)
€.1330G>C (p.D444H)
€.1330G>C (p.D444H)
€.1330G>C (p.D444H)
€.1330G>C (p.D444H)
€.1330G>C (p.D444H)
€.1330G>C (p.D444H)
€.1612C>T (p.R538C)
N

N

€.1330G>C (p.D444H)
€.755A>G (p.D252G)

€.1330G>C (p.D444H)
€.1330G>C (p.D444H)
N

N

€.755A>G (p.D252G)
€.1330G>C (p.D444H)
€.755A>G (p.D252G)
€.1330G>C (p.D444H)
€.[1330G>C;511G>A] (p.[D444H;AL171T])
€.1330G>C (p.D444H)
€.1330G>C (p.D444H)
€.1330G>C (p.D444H)
€.1330G>C (p.D444H)
€.1612C>T (p.R538C)
N

N

N

€.755A>G (p.D252G)

=Hz
=Hz
Unknown
Hz
Profound
=~ Hz
Partial
=~ Hz
Partial
=~ Hz
= Hz
= Hz
= Hz
Profound
N
N
=N
Profound

% The cutoff for filter-paper tests performed at laboratory A is 70U. For quantitative testing in serum or plasma performed at laboratories B, C, D, the

measurement unit is nmol/min/mL and the reference range is 5.0-10. Unless otherwise specified, the unit of enzyme activity is nmol/min/mL.

® The following enzyme activity ranges were used for phenotypic classification: <0.75, profound deficiency; 0.75-2.25, partial deficiency; 2.26-5.0,

heterozygosity. If more than one measurement was obtained, the highest value was considered. Values within + 0.1 of a cutoff point were classified as

borderline.
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¢ Variant detected in isolation in one of the alleles, but whether it is in cis or trans configuration with the variant found in the other allele remains undetermined.
¢ patients with consanguineous parents.

Novel variants shown in bold type, and synonymous variants, in italics.

BD, biotinidase deficiency; F, female; M, male; NS, neonatal screening; S, symptoms; Hz, heterozygosity; N/A, not available; N, normal.
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Table 2. Reduced biotinidase activity: patients identified by clinical suspicion

Age at onset of  Age at first
Patient clinical enzyme
manifestations  activity test

Manifestations at diaghosis

34 2m ly2m
35 6m m
36 oy 18y8m
37 10y 18y
38 1d 40d

Generalized dermatitis, hypotonia, neurological/
psychomotor delay, motor regression, seizures,
abnormal electroencephalogram, hearing loss,
vision loss, tachypnea, gastroenteritis, metabolic
acidosis, organic aciduria, elevated lactate levels
in cerebrospinal fluid, elevated amino acid levels
in plasma and urine.

Localized dermatitis, sparse hair, hypotonia,
motor delay, speech delay, gastroenteritis,
organic aciduria, hyperammonemia.

Ptosis, spastic paresis, hearing loss, optic
atrophy, speech delay®.

Motor regression, spastic paresis, ataxia,
seizures, abnormal electroencephalogram, optic
atrophy, speech delay®, dysarthria, elevated
lactate levels in cerebrospinal fluid.

Dermatitis, seizures, visual field defects,
hypersensitivity (asthma, atopic dermatitis).

d, days; m, months; vy, years.

% Despite a report of speech delay, this manifestation was not taken into account by the family
or physician when determining the age at onset of clinical manifestations.
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Table 3. Reduced biotinidase activity: patients with discordance between biochemical phenotype and genotype

Relationship
Age at Biotinidase between observed Site of testing
. enzyme S enzymatic activity laboratory Origin of patient Neonatal
Patient  Sex activity activity (O) and expected (region of (region of Brazil) Premature jaundice Allele 1 Allele 2
. (nmol/min/mL) . . .
testing activity according Brazil)
to genotype (E)
4 F 2m 2.8 O>E Southeast Northeast No NR €.1330G>C (p.D444H) ¢.[595G>A;1413T>C]
(p.[V199M;C471C))
9 F ly 25 O>E Southeast South No NR €.1330G>C (p.D444H) ¢.[1330G>C;511G>A]
(p.[D444H;A171T])
12 F 1ly3m 24 O>E Southeast South No NR €.1330G>C (p.D444H) C.755A>G (p.D252G)
19 F 2m 31 O<E South Northeast No NR €.1330G>C (p.D444H) N
35 F 7m 4.1 O<E South Southeast No NR N N
36 M 18y8m 3.7 O<E South Southeast No NR N N
37 18y2m; 3.8; O<E South Southeast No NR €.1330G>C (p.D444H) N
18y7m 2.7

y, years; m, months; NR, not reported.
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Table 4. Biotinidase deficiency: frequency of novel variants, ¢.1330G>C
(p.D444H) and other variants found in a sample of healthy Brazilians

Variant Exon 6,1\II Ioél g; ml\llﬁtéfgd h etelr\lcfi Ofo tes ho ml\cln()z-)/(g);t)tes fr\e/a{jgzé
screened alleles y9 for the variant q y
€.119T>C 2 200 0 0 0 0%
(p.L40P)
c.479G>A 4a 200 0 0 0 0%
(p.C160Y)
€.460-7_8insT 4a 200 1 1 0 0.5%
Cc.664G>A 4b 200 0 0 0 0%
(p.D222N)
c.1171C>T 4d 200 3 3 0 1.5%
(p.P391S)
c.1284C>T 4d 200 1 1 0 0.5%
(p.Y428Y)
€.1330G>C 4d 200 8 6 1 4%
(p.D444H)
c.1413T>C 4d 200 11 9 1 5.5%
(p.C471C)

Novel variants are shown in bold type.
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Table 5. Biotinidase deficiency: in silico prediction of the pathogenicity of novel

variants and variants found in 100 controls.

PolyPhen-2? SIFT®
Variant

Prediction Score Prediction Score
€.119T>C (p.L40P) Probably damaging 0.930 Damaging 0.01

c.479G>A (p.C160Y)  Probably damaging 1 Damaging 0

C.664G>A (p.D222N)  Probably damaging 0.999 Tolerated 1
€.1171C>T (p.P391S) Benign 0.002 Tolerated 0.75

€.1330G>C (p.D444H) Probably damaging 1 Damaging 0

Novel variants are shown in bold type.

®PolyPhen-2 prediction score ranges from 0 to 1, PolyPhen-2 calculates probability that the

variant is damaging.

®The SIFT prediction score ranges from 0 to 1, and is the scaled probability of an amino acid

being tolerated.
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11 DISCUSSAO

Classificar os pacientes com atividade da biotinidase reduzida em DB
total, parcial ou heterozigose pode ser desafiador quando testes enziméticos
consecutivos séo discordantes. Embora a andlise genética seja esclarecedora
nesses casos, é de nosso conhecimento a existéncia de somente um estudo
publicado na literatura sobre a caracterizacdo genética de pacientes brasileiros,
o qual incluiu 21 pacientes (Neto et al., 2004). O presente estudo caracterizou o
perfil clinico e genético de uma amostra maior de pacientes brasileiros com
atividade reduzida de biotinidase e, portanto, em risco de apresentarem DB.
Constitui-se em um dos poucos estudos realizados na América Latina sobre
este tema. Além de individuos com atividade enzimatica nas faixas da DB total
e parcial, nos incluimos nas analises individuos com atividade na faixa da
heterozigose, porque a classificacdo entre a DB parcial e heterozigose é crucial
na decisao sobre a instituicdo da terapia e aconselhamento da familia.

Dois estudos conduzidos nos EUA, nos quais 92 pacientes com DB total
e 19 com DB parcial foram avaliados, mostraram que as variantes mais
frequentes no gene BTD naquela populacdo seriam ¢.98 104del7ins3,
p.R538C, p.Q456H, p.[A171T;D444H] e p.D444H, responsaveis, no seu
conjunto, por aproximadamente 60% dos alelos anormais encontrados (Swango
et al., 1998, Norrgard et al., 1999). Considerando esse painel de cinco
variantes, a p.JA171T;D444H] e a p.D444H correspondem a aproximadamente
55% dos alelos detectados no presente estudo, sendo que a ¢.98 104del7ins3
e p.R538C foram encontradas, cada uma delas, em somente um paciente. Em
nossa amostra, nao foi detectada a variante p.Q456H, o alelo de DB total mais
frequente entre criancas diagnosticadas por triagem neonatal nos EUA
(frequéncia alélica= 28%) (Norrgard et al., 1999), assim como nao foram
encontradas alteracfes no éxon 3. Além disso, a ¢.755A>G (p.D252G) pareceu
ser mais frequente na nossa amostra (frequéncia alélica= 9,4%) do que na dos
EUA. Os nossos dados estdo de acordo com os de Neto et al. (2004), que
também encontraram, ao analisar o gene BTD em 21 pacientes brasileiros com
atividade reduzida da biotinidase, a p.D444H, a ¢.98 104del7ins3, a

p.[A171T;D444H] e a p.D252G como sendo as variantes de maior prevaléncia;
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esses autores também ndo detectaram a variante p.Q456H na amostra
estudada, nem alteragcdes no éxon 3. Dessa forma, sugere-se que o perfil de
variantes encontradas entre 0s pacientes brasileiros com DB é diferente
daquele encontrado nos EUA, embora as diferencas possam em parte ser
atribuidas ao relativo baixo nimero de pacientes com DB total incluidos na
presente amostra (c.98_104del7ins3, p.R538C e p.Q546H sao classicamente
associadas a DB total). Uma vez que a variante p.D444H, a mais comum em
nosso estudo, esta associada a DB parcial — individuos que séo heterozigotos
compostos para p.D444H e um alelo de DB total apresentam ~20-25% da
atividade normal de biotinidase — nossos achados também sugerem que a DB
parcial € a forma mais comum da DB no Brasil (Swango et al., 1998, Wolf,
2012).

Como relatado anteriormente, a relagcdo entre o genotipo do BTD e a
atividade da biotinidase ndo € exata (Neto et al., 2004, Thodi et al., 2013). O
estudo grego de Thodi et al. (2013), por exemplo, sugeriu que a homozigose
para c.1330G>C (p.D444H) esta associada a DB parcial (e ndo com uma
reducdo de 45-50% na atividade da biotinidase, como esperado). Trés
pacientes (pacientes 04, 09 e 12) apresentaram atividade enzimatica sutilmente
maior (heterozigose) do que a esperada pelo gendtipo (DB parcial). Os
genotipos p.D444H / ¢.595G>A (p.V199M) (paciente 04) e p.V199M/p.V199M ja
foram encontrados em pacientes com atividades residuais de biotinidase de
32% e 11,5%, respectivamente (Wolf et al., 2002a), havendo a possibilidade de
p.V199M néo ser tdo deletéria quanto os outros alelos de DB total. Quatro
pacientes provenientes do nordeste (paciente 19) e sudeste do Brasil (pacientes
35, 36 e 37), realizaram teste em laboratério localizado na regido sul e
apresentaram atividade enzimatica menor (compativel com heterozigose) do
gue a esperada pelo gendtipo (nenhuma alteracdo foi encontrada). Os
resultados bioquimicos podem estar falsamente reduzidos devido ao tempo ou
as condicbes inadequadas de transporte das amostras até o laboratério,
conforme ja sugerido no trabalho de Neto et al. (2004). Porém, ndo se descarta
a presenca de alteracdo em regido do BTD nado analisada que seja responsavel
pela atividade diminuida. Vale lembrar que neste estudo ndo foi analisado o

éxon 1 porque nenhuma mutacgéo foi encontrada em varios estudos publicados
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gue realizaram sequenciamento completo do gene (Muhl et al., 2001, Wolf et
al., 2002a, Ye et al., 2009, Igbal et al., 2010). As discordancias também podem
ser explicadas pela interferéncia de fatores genéticos e/ou ambientais que
compensam o efeito das variantes do BTD.

Em trés pacientes néo foi possivel definir se a variante p.D444H esta em
cis ou trans com a outra alteracdo encontrada. Com base na atividade
enzimatica, é provavel que esteja em trans no paciente 05. Para o paciente 08,
0 qual apresenta nivel de atividade sugestivo de heterozigose (mas préximo do
limite superior da DB parcial), apenas o gDNA da mée, a qual apresentou
atividade da biotinidase reduzida em papel-filtro (dados ndo apresentados),
estava disponivel para andlise; uma vez que ela é carreadora das variantes
p.D444H e ¢.643C>T (p.L251F), o paciente pode ser heterozigoto se ambas
variantes foram herdadas no alelo materno (se elas estdo em cis), ou pode ter
DB parcial se p.D444H foi herdada do pai e apenas a p. L215F da mée (neste
caso, a mae também deve apresentar DB parcial). De forma semelhante, o pai
e a mae do paciente 20, o qual € heterozigoto para p.D444H e c.1629C>A
(p.D543E), possuem a p.D444H em heterozigoze, mas o pai tambéem é
carreador da p.D543E; desse modo, 0 paciente pode ser heterozigoto se
p.D444H e p.D543 estdo em cis no alelo paterno, ou pode ter DB parcial se elas
estdo em trans (neste caso, o pai também deve apresentar DB parcial). A
repeticdo do teste enzimatico da crianca e a testagem dos pais (ou mesmo a
analise de DNA dos avos) poderiam auxiliar na defini¢ao.

Apesar da atividade enzimatica dos pacientes sintomaticos 35, 36 e 37
nao se enquadrar como DB total ou parcial, o tratamento com biotina foi iniciado
apos terem sido excluidos outros quadros genéticos pela equipe assistente,
uma vez que eles apresentam manifestacées clinicas compativeis com DB e
nao é conhecida toxicidade causada pela biotina. Infelizmente, ndo temos
conhecimento se houve alguma melhora com o tratamento. Esses pacientes
podem ser casos de manifestacdo tardia da DB, mas a auséncia de variantes
nos éxons 2-4 do gene BTD sugere que eles ndo tém BD.

O paciente sintomatico 38 teve intervengdo mais precoce em relacdo ao
paciente 34, o qual também apresenta gendtipo e atividade enzimatica

correspondente a DB total, e isso deve ter contribuido para que ele
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apresentasse quadro mais leve - dermatite e convulsbes resolveram,
permanecendo sequela visual, como normalmente observado (Wastell et al.,
1984, Wolf, 2000 [Updated 2013 Dec 5], Weber et al., 2004). Este exemplo
reforca a importdncia do conhecimento dos profissionais da saude sobre
doencas metabdlicas para um encaminhamento adequado e definicdo do
diagndéstico em um curto periodo de tempo.

A mutagdo p.[D444H;A171T], terceira mais frequente entre pacientes
triados, ndo foi vista em pacientes diagnosticados por suspeita clinica, assim
como em outro estudo (Norrgard et al., 1999). Entretanto, nenhuma inferéncia
pode ser feita devido ao pequeno numero de participantes identificados por
suspeita clinica. Por esse mesmo motivo, ndo foi possivel fazer qualquer
correlacdo entre genotipo e manifestacao clinica.

O paciente 15 € um caso interessante, uma vez que ele apresentou
atividade da biotinidase muito baixa em periodo proximo a triagem neonatal,
mas ela gradativamente alcancou o intervalo normal, como esperado para o
genodtipo dele. Acreditamos que a ampla variagdo nos niveis de atividade
enzimatica apresentada por esse paciente € principalmente explicada pela
prematuridade e ictericia que ele apresentou no inicio da vida. Entretanto, como
0 primeiro teste quantitativo foi realizado quando ele tinha apenas cinco dias de
vida e o ultimo quando ele tinha um ano de idade, parte da variacdo pode ser
explicada pelo avanco da idade.

Entre as criancas que realizaram apenas o teste em papel-filtro (com
deficiéncia ndo discriminada), 6/9 sdo homozigotas para p.D444H, que resulta
em atividade semelhante a de heterozigotos para outros alelos e ndo tem
implicacbes clinicas. Esse dado confirma que outra metodologia precisa ser
usada (teste enzimatico quantitativo ou andlise genética) para confirmacéo dos
resultados desta técnica (Wolf, 2012).

Em relacdo as variantes novas, algumas inferéncias puderam ser feitas.
Com base na frequéncia alélica das variantes novas c.119T>C (p.L40P) e
c.479G>A (p.C160Y) em controles, na predicdo de patogenicidade por
bioinformética, e levando em consideracdo também a atividade enzimatica
associada, esses alelos foram considerados provavelmente patogénicos e os

pacientes 02 e 18, os quais sao heterozigotos compostos para p.D444H,

64



provavelmente tém DB parcial. Apesar da variante ¢.119T>C (p.L40P) nao
afetar a porgdo peptidica que constitui a proteina madura, o fato de alterar a
constituicdo do peptideo sinal talvez prejudique o enderecamento da enzima
para vesiculas secretorias (resultando em atividade enzimética reduzida no
plasma). Alelos de deficiéncia total que afetam a mesma regido ja foram
previamente descritos (Pomponio et al., 1995, Pomponio et al., 1997). O efeito
da c.664G>A (p.D222N) sobre a funcionalidade da biotinidase € incerto por
predicdo bioinformética, uma vez que os dois programa utilizados apresentaram
conclusbes contraditérias em relacdo a essa variante. Entretanto, a auséncia
dessa alteracdo em controles € um indicativo de que a mesma é provavelmente
patogénica e portanto, o fen6tipo do paciente 23 deve ser de heterozigose.

Na amostra estudada, verificou-se que a taxa de consanguinidade (5,3%)
foi apenas um pouco superior aquela descrita para a populacao geral do Brasil
(1,6%) (Liascovich et al., 2001). Entdo, os casos de atividade da biotinidase
reduzida ndo estdo expressivamente vinculados a consaguinidade parental, e
isso é um indicio de que a frequencia de alelos patogénicos € alta na
populacdo. Verificou-se que o alelo C da variante ¢.1330G>C (p.D444H)
constitui 4% dos alelos em individuos saudaveis, frequéncia proxima a
encontrada na populacdo dos EUA (Norrgard et al., 1998, Bell et al., 2011),
onde a incidéncia da DB total foi estimada em 1:80.000 NV e da DB parcial
entre 1:31.000-1:40.000 NV (Cowan et al., 2010), e do oeste da Hungria
(Milankovics et al., 2010), onde a incidéncia da DB total € 1:97.000 NV e da DB
parcial € 1:23.000 NV (Milankovics et al., 2010). Os dados sugerem, portanto,
gue a incidéncia da DB parcial no Brasil também pode ser mais elevada do que
a estimativa mundial (1:129.282 NV (Wolf, 1991)).

Em relacdo as duas variantes ndo patogénicas polimorficas encontradas
em individuos controles, ¢.1171C>T ou p.P391S (rs35034250) e ¢.1413T>C ou
p.C471C (rs3817641), frequéncias sao similares aquelas encontradas em
outras populacbes de origem europeia e africana (available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP). A variante  p.P391S, que
aparentemente teria um consideravel efeito sobre a atividade enzimatica devido
a substituicdo de aminoacidos, foi predita como tolerada e j& foi observado que

a presenca dela n&o altera a atividade da biotinidase. Tal alteracdo se localiza
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em um trecho de aminoacidos predito como uma regido de conexao entre 0s

dois dominios da enzima (Hymes et al., 2001, Pindolia et al., 2010).
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12 PERSPECTIVAS

7

Como continuidade dessa pesquisa, € importante que estudos futuros
sejam delineados para analisarem os aspectos abaixo relacionados:

* Pesquisa de alteragbes no éxon 1 e introns do gene BTD,
especialmente nos pacientes sem variantes identificadas. Embora ainda nao
tenham sido descritas na literatura, existe a possibilidade de alteracbes nessas
regidbes do gene serem encontradas, pois essas regides nunca foram
analisadas em pacientes brasileiros.

» Estudo de expresséo das variantes descritas aqui pela primeira vez por
mutagénese sitio dirigida, o que poderia contribuir para melhor entendimento do
efeito dessas alteracdes genéticas sobre a atividade da enzima.

» Avaliacdo epigenética em individuos com DB total, DB parcial e
heterozigotos, por estudo da metilagdo do DNA e biotinilag&do de histonas.

* Avaliagéo haplotipica da variante p.D444H, avaliando a possibilidade de

efeito fundador e regido hotspot para a alteracao.
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13 CONCLUSOES

As conclus®es do trabalho serdo apresentadas por objetivo.

Objetivo primério:

“Caracterizar o perfil clinico e genético (por analise do gene BTD) de uma
amostra de pacientes brasileiros com atividade enzimatica da biotinidase
reduzida.”

A genotipagem de pacientes brasileiros com atividade da biotinidase
reduzida ampliou a heterogeneidade alélica ja descrita para a DB e mostrou boa
concordancia entre genétipo e fendtipo bioquimico. A alta frequéncia da
variante caracteristica da DB parcial, p.D444H, em pacientes e controles sugere
gue essa deve ser a forma de DB mais comum no Brasil e que a incidéncia da

DB parcial no pais pode ser mais elevada do que a estimativa mundial.

Objetivos secundarios:

“l. Identificar as variantes mais frequentes do gene BTD.”
As variantes mais frequentemente encontradas nos pacientes foram
p.D444H, p.D252G e p.[D444H;A171T], cujas frequéncias alélicas foram 50%,

9,4% e 5,4%, respectivamente.

“ll. Comparar a frequéncia das variantes entre os dois grupos: pacientes
identificados por triagem neonatal e pacientes identificados por suspeita
clinica.”

Nenhuma inferéncia consistente pode ser feita devido ao pequeno

numero de participantes identificados por suspeita clinica.

“Ill. Verificar a relagcdo entre gendtipo e fendtipo bioguimico.”
Uma boa correlacdo entre o fendtipo bioquimico e o gendtipo foi
observada, entretanto, quando a atividade enzimatica é préxima do limite entre

DB parcial e heterozigose, o sequenciamento do gene BTD (iniciando a analise
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pelos éxons 2 e 4) parece ser a técnica mais adequada para esclarecimento do

diagnéstico na populagéo brasileira.

“IV. Demonstrar o efeito patogénico ou ndo patogénico de variantes que
forem descritas pela primeira vez, através de analises in silico e da frequéncia
alélica em individuos controles.”

Com base na frequéncia alélica das variantes novas p.L40P e p.C160Y
em controles, na predicdo de patogenicidade por bioinformética, e levando em
consideracao também a atividade enzimatica associada, esses alelos foram
considerados provavelmente patogénicos. O efeito da p.D222N sobre a

7

funcionalidade da biotinidase € incerto por predicdo bioinformética, mas a

M-

auséncia dessa alteragdo em controles € um indicativo de que a mesma

provavelmente patogénica.

“V. Estimar na populagdo, a partir de uma amostra de individuos
controles, a frequéncia da variante p.D444H e prever o efeito dela na
funcionalidade da proteina por analise in silico.”

Verificou-se a variante p.D444H é polimorfica na populacdo do sul do
Brasil, com frequéncia alélica de 4% em individuos saudaveis. A andlise in silico

confirmou seu efeito patogénico.
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15 ANEXOS

15.1 Anexo |

HCPA - HOSPITAL DE CLiNICAS_ DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMISSAO CIENTIFICA

A Comisséo Cientifica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre analisou ¢ projeto:

Projeto: 120186

Data da Verséo do Projeto: _ Srabe

Pesquisadores:
IDA VANESSA DOEDERLEIN SCHWARTZ

TACIANE BORSATTO

Titulo: Avaliagdo genética e aspectos clinicos de pacientes brasileiros com deficiéncia de
biotinidase

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos, metodolégicos, logisticos e financeiros para
ser realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. .

Esta aprovagdo estd baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do Servigo de Gestao
em Pesquisa.

- Os pesquisadores vinculados ao projeto ndo participaram de qualquer etapa do processo de avalicao
de seus projetos.

- O pesquisador devera apresentar relatérios semestrais de acompanhamento e relatorio final ao Grupo
de Pesquisa e Pos-Graduagéo (GPPG)

Porto Alegre, 18 de julho de 2012.
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15.2 Anexo |l

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

COMISSAO CIENTIFICA

A Comisséo Cientifica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre analisou o projeto:

Projeto: 130415
Data da Verséo do Projeto:

Pesquisadores:

IDA VANESSA DOEDERLEIN SCHWARTZ
SANDRA LEISTNER SEGAL

FERNANDA SPERB LUDWIG

TACIANE BORSATTO

Titulo:  Frequéncia de variantes do gene BTD em amostra da populagéo do sul do Brasil

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos, metodologicos, logisticos e financeiros para
ser realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Esta aprovagdo estd baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do Servigo de Gestdo
em Pesquisa.

- Os pesquisadores vinculados ao projeto ndo participaram de qualquer etapa do processe de avaligdo
de seus projetos.

- O pesquisador devera apresentar relatérios semestrais de acompanhamento e relatério final ao Grupo
de Pesquisa e Pds-Graduagio (GPPG)

ya ear@egre. 18 de novembro de 2013.
s
g
jj}gmf. Ed@aﬁa‘ndolrfgassos

Coordenador GPPG/HCPA
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16 APENDICES

16.1 Apéndice |

Formulario de dados

Projeto: Avaliacdo genética e aspectos clinicos de pacientes brasileiros com
deficiéncia de biotinidase.
Laboratorio BRAIN - Centro de Pesquisas Experimentais - HCPA

Formulario preenchido por:
Data: I/

Identificacéo
Nome do paciente:
Sexo: () fem () masc

Data de nascimento: I

ldade:

Etnia: () euro-desc. () afro-desc. () indigena Outro:
Nome do pai:
Nome da mée:

Cosanguinidade: () sim () nao

Contato
Cidade: UF:
Rua: N° compl.

Telefone: ()

Informacgdes Clinicas

Diagnosticado por: () triagem neonatal
() rastreamento familial
() suspeita clinica

Atividade enzimatica da biotinidase*:
Paciente:
Pai: } Unidade de medida:
Mae:

* no caso de varios testes, informe o maior valor.

Atividade da biotinidase foi medida em:
() papel filtro () plasma/soro () outro:

Laboratorio:
Média da atividade normal:
Intervalos de referéncia (IR):
IR normal:
IR deficiéncia parcial:
IR deficiéncia total:
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Os IR correspondem a: () amplitude () + 2 DP da média
Idade em que foi diagnosticado: ()dias ()semanas ( )meses ( )anos

Prematuridade: () sim () nao
Relato de ictericia: () sim () ndo

Ha outros casos da doenca na familia: () ndo () sim
Quem:

Tratamento com biotina: () ndo () sim
Dose (atual): mg

Apresenta sintomas, atualmente: () sim néo ()
Apresentou sintomas, no passado: () sim nao ()

Idade em que surgiram 0s primeiros sintomas:
()dias ()semanas ( )meses ( )anos
() Assintomatico

Sintomas atuais e/ou passados:

Problemas Neurolégicos

() Fadiga () Convulsdes

() Hipotonia () Retardo mental

() Atraso motor () Coma

() Regressao motora () Alteracao no eletroencefalograma

() Fraqueza muscular motora () Alteracdo na ressonancia magnética
() Ptose e/ou tomografia computadorizada do
() Paresia espastica cérebro

() Ataxia () Alteracao da mielografia

() Letargia () Atraso na fala

Problemas de audicao
() Perda auditiva

Problemas de visdo

() Perda da acuidade visual
() Escotoma

() Viséo dupla

() Atrofia optica

Problemas respiratérios
() Apneia
() Taquipneia

Problemas metabdlicos

() Acidose metabdlica

() Aciduria organica

() Lactado aumentado no liquor

Problemas Cuténeos
() LesOes (rash) cutaneas —
() generalizada () localizada
() Eczema
() Infeccao fungica
() Escassez de cabelos
() Alopécia

Outros

() Infeccédo do trato urindrio
() Conjuntivite subclinica

() Problema gastrointestinal
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() Hiperamonemia

() Outros sintomas:

Sintomas que permaneceram mesmo com o tratamento com biotina:

Dentre os que permaneceram, quais sintomas melhoraram com o tratamento
com biotina;

Espaco para heredograma:
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16.2 Apéndice Il

Termo de consentimento livre e esclarecido |

Projeto: Avaliacdo genética e aspectos clinicos de pacientes brasileiros com
deficiéncia de biotinidase.

Investigador Responséavel: Dra. Ida Vanessa D. Schwartz. Servico de
Genética Médica do HCPA. Rua Ramiro Barcelos, 2350 — Porto Alegre-RS.
Tel.: (51) 3359-8309.

Paciente:

Prezado paciente (ou responsavel),

A deficiéncia de biotinidase é uma doenca genética em que existe um
defeito no gene chamado BTD. Os genes séo pequenas partes do DNA, o qual
estad dentro das células e é responsavel pelas caracteristicas delas. O gene
BTD tem as informacdes para a producdo da enzima biotinidase, por isso um
defeito nele resulta na producéo de biotinidase que n&o funciona normalmente.
Essa enzima, defeituosa, ndo € capaz de obter a vitamina biotina a partir dos
alimentos, e, na falta da vitamina, as células do corpo néo funcionam bem.
Devido ao seu diagnostico de deficiéncia de biotinidase, vocé esta sendo
convidado para participar desta pesquisa. O objetivo desta pesquisa € verificar
as alteracdes presentes no DNA (gene BTD) e os sintomas de pessoas com
essa doenca.

Para a sua participacdo nesta pesquisa, sera necessaria a coleta de
sangue para a andlise do DNA. Caso vocé ja tenha DNA coletado, ndo sera
necessario coletar novamente. Também serdo obtidas informacdes clinicas
sobre vocé, como os sintomas e uso de medicamento. Isso sera feito através
do preenchimento de um formuléario pelo seu médico e por consulta aos
registros médicos (seu prontuario).

RISCOS E BENEFICIOS

A coleta de sangue envolve o risco de desconforto, causado por uma
picada com agulha, e eventual mancha roxa no local da picada.

Cabe salientar que, embora nao haja cura, a deficiéncia de biotinidase
possui um tratamento eficaz (medicamento de uso continuo), e que, esta
pesquisa ndo tem como finalidade a melhora dos pacientes. Ndo havera
beneficio direto a vocé, apesar disso, as informacdes obtidas podem servir
para melhorar o entendimento da doenca e aprimorar o diagndstico futuro de
pacientes com deficiéncia de biotinidase.

CUSTO E REMUNERACAO

Vocé nao terd custos ao participar do estudo, assim como néo recebera
remuneracao financeira por ter aceitado o convite. A sua participacdo ou
recusa nao ira alterar o atendimento recebido pelo médico e hospital.
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PRESERVAQAO DA IDENTIDADE

Vocé tem direito a privacidade, todo esfor¢co sera feito para que a sua
identidade n&do seja revelada. Os resultados deste estudo poderdo ser
publicados, mas o seu nome nao sera revelado.

AUTORIZAGCAO PARA CONSULTA DOS REGISTROS MEDICOS

Por meio deste termo, vocé autoriza que o0s pesquisadores envolvidos
neste estudo analisem os seus registros medicos a fim de obter as informacdes
necessarias para a realizacao desta pesquisa.

RECUSA OU DESCONTINUAQAO NA PARTICIPAC}AO DO ESTUDO

Sua participacdo no estudo é voluntaria. Se vocé decidir ndo participar
do estudo, isto ndo afetard em nada o seu tratamento no seu hospital. A sua
participacdo pode também ser interrompida a qualquer momento por vocé
mesmo(a). Em qualquer caso, vocé nao sera penalizado(a).

RESULTADOS

N&o existe um prazo exato ou estipulado para que vocé receba os
resultados dos exames realizados nesta pesquisa, mas estes lhes serdo
informados assim que estiverem disponiveis. Vocé pode optar por ndo saber os
resultados dos testes quando estes estiverem disponiveis. Neste caso, VOCé:
( ) deseja receber os resultados dos exames realizados nesta pesquisa.
() ndo deseja receber os resultados dos exames realizados nesta pesquisa.

POSSIVEL USO POSTERIOR DA AMOSTRA

Se vocé permitir, o material coletado (sangue) que restar apdés a
realizacdo dos exames previstos neste estudo, sera armazenado e utilizado em
estudos futuros. Em relacdo ao armazenamento e utilizacdo do material
(sangue) que tenha restado, vocé declara que:
( ) autoriza que este material seja armazenado e podera vir a ser utilizado em
estudos futuros, desde que vocé revise e assine o termo de consentimento de
tais estudos.
( ) ndo autoriza que este material seja armazenado e ndo podera vir a ser
utilizado em estudos futuros. O material coletado devera ser utilizado somente
neste estudo, e o material que sobrar ndo devera ser armazenado.

DUVIDAS

Se vocé tiver alguma duvida em relacdo a pesquisa, deve contatar a
Dra. Ida Vanessa D. Schwartz, no Servico de Genética Médica do HCPA, e
para esclarecimento de questbes éticas do estudo, vocé poderd contatar o
Comité de Etica em Pesquisa do HCPA através do telefone (51) 3359-8304.

Pelo presente termo, vocé declara que foi informado(a), de forma clara
e detalhada, sobre a presente pesquisa, e que teve suas duvidas esclarecidas
por . Declara ter sido
esclarecido que ndo recebera nenhuma remuneracdo financeira pela
participacdo no estudo, bem como, que nao tera custos em participar. Declara
qgue foi informado da garantia de receber resposta ou esclarecimento sobre a
pesquisa a ser realizada. Enfim, declara que aceita participar da pesquisa
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ciente da liberdade de nao participar e da possibilidade de desistir, em qualquer
momento, da participacdo. Além disso, declara que recebeu copia deste termo
de consentimento.
Data: I
Paciente:
Responsavel legal:
Assinatura:

Eu expliquei a 0S objetivos,
riscos, beneficios e procedimentos necessarios para esta pesquisa, e entreguei
cOpia deste termo de consentimento para 0 mesmo.

Data: / /

Nome:

Assinatura:
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16.3 Apéndice lll

Termo de consentimento livre e esclarecido |l

Projeto: Avaliacdo genética e aspectos clinicos de pacientes brasileiros com
deficiéncia de biotinidase.

Investigador Responséavel: Dra. Ida Vanessa D. Schwartz. Servico de
Genética Médica do HCPA. Rua Ramiro Barcelos, 2350 — Porto Alegre-RS.
Tel.: (51) 3359-8309.

Participante:

() pai () mae do paciente:

Prezado(a) pai/méae,

A deficiéncia de biotinidase é uma doenca genética em que existe um
defeito no gene chamado BTD. Os genes séo pequenas partes do DNA, o qual
estad dentro das células e é responsavel pelas caracteristicas delas. O gene
BTD tem as informacdes para a producdo da enzima biotinidase, por isso um
defeito nele resulta na producéo de biotinidase que néo funciona normalmente.
Essa enzima, defeituosa, ndo € capaz de obter a vitamina biotina a partir dos
alimentos, e, na falta da vitamina, as células do corpo ndo funcionam bem.
Devido ao diagnostico de deficiéncia de biotinidase do seu filho(a), vocé esta
sendo convidado para participar desta pesquisa. O objetivo desta pesquisa é
verificar as alteracdes presentes no DNA (gene BTD) e os sintomas de
pessoas com essa doenga.

Para a sua participacdo nesta pesquisa, sera necessaria a coleta de
sangue para a analise do DNA. A sua amostra somente sera analisada no caso
de necessidade de confirmacdo ou esclarecimento do resultado da anélise do
gene BTD do seu filho(a).

RISCOS E BENEFICIOS

A coleta de sangue envolve o risco de desconforto, causado por uma
picada com agulha, e eventual mancha roxa no local da picada.

Cabe salientar que, embora nao haja cura, a deficiéncia de biotinidase
possui um tratamento eficaz (medicamento de uso continuo), e que, esta
pesquisa ndo tem como finalidade a melhora dos pacientes. N&o havera
beneficio direto a vocé, apesar disso, as informacdes obtidas podem servir
para melhorar o entendimento da doenca e aprimorar o diagndstico futuro de
pacientes com deficiéncia de biotinidase.

CUSTO E REMUNERACAO

Vocé nao terd custos ao participar do estudo, assim como nao recebera
remuneracao financeira por ter aceitado o convite. A sua participacdo ou
recusa ndo ira alterar o atendimento que vocé e seu filho(a) recebem pelo
médico e hospital.
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PRESERVAQAO DA IDENTIDADE

Vocé tem direito a privacidade, todo esfor¢co sera feito para que a sua
identidade n&do seja revelada. Os resultados deste estudo poderdao ser
publicados, mas o seu nome nao sera revelado.

RECUSA OU DESCONTINUAQAO NA PARTICIPAC}AO DO ESTUDO

Sua participacdo no estudo é voluntéria. Se vocé decidir ndo participar
do estudo, isto ndo afetard em nada o tratamento do seu filho(a) no hospital. A
sua participacao pode também ser interrompida a qualquer momento por vocé
mesmo(a). Em qualquer caso, vocé nao sera penalizado(a).

RESULTADOS

A assinatura desse termo e o fornecimento da amostra de sangue nao
garantem que ela seja analisada, portanto, podem néao ser gerados resultados
para vocé. Caso sejam realizados exames, ndo existe um prazo exato ou
estipulado para que vocé os receba os resultados, mas estes |lhes seréo
informados assim que estiverem disponiveis. Vocé pode optar por ndo saber 0s
resultados dos testes quando estes estiverem disponiveis. Neste caso, VOCé:
() deseja receber os resultados dos exames realizados nesta pesquisa.
() ndo deseja receber os resultados dos exames realizados nesta pesquisa.

POSSIVEL USO POSTERIOR DA AMOSTRA

Se vocé permitir, o material coletado (sangue) que restar apdés a
realizacdo dos exames previstos neste estudo, serd armazenado e utilizado em
estudos futuros. Em relacdo ao armazenamento e utilizacdo do material
(sangue) que tenha restado, vocé declara que:
( ) autoriza que este material seja armazenado e podera vir a ser utilizado em
estudos futuros, desde que vocé revise e assine o termo de consentimento de
tais estudos.
( ) ndo autoriza que este material seja armazenado e ndo podera vir a ser
utilizado em estudos futuros. O material coletado devera ser utilizado somente
neste estudo, e o material que sobrar ndo devera ser armazenado.

DUVIDAS

Se vocé tiver alguma duvida em relacdo a pesquisa, deve contatar a
Dra. Ida Vanessa D. Schwartz, no Servico de Genética Médica do HCPA, e
para esclarecimento de questfes éticas do estudo, vocé poderd contatar o
Comité de Etica em Pesquisa do HCPA através do telefone (51) 3359-8304.

Pelo presente termo, vocé declara que foi informado(a), de forma clara e
detalhada, sobre a presente pesquisa, e que teve suas duvidas esclarecidas
por . Declara ter sido
esclarecido que ndo recebera nenhuma remuneracdo financeira pela
participacdo no estudo, bem como, que nao tera custos em participar. Declara
gue foi informado da garantia de receber resposta ou esclarecimento sobre a
pesquisa a ser realizada. Enfim, declara que aceita participar da pesquisa
ciente da liberdade de nao participar e da possibilidade de desistir, em qualquer
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momento, da participacdo. Além disso, declara que recebeu cépia deste termo
de consentimento.

Data: [
Participante:
Assinatura:

Eu expliquei a 0S objetivos,
riscos, beneficios e procedimentos necessarios para esta pesquisa, e entreguei
cOpia deste termo de consentimento para 0 mesmo.

Data: / /

Nome:

Assinatura:
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