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RESUMO

A deficiéncia da biotinidase (DB) ¢ doenga metabolica hereditaria, autossomica recessiva,
causada por mutagdes no gene da biotinidase (BTD), localizado no cromossomo 3. Apresenta
expressdo fenotipica diversa em razdo de deficiéncia varidvel da atividade da enzima
biotinidase. Se ndo diagnosticada precocemente, pode causar retardo mental e até morte. O
tratamento preventivo ¢ simples e de baixo custo, consistindo na ingestdo de doses
farmacologicas de biotina livre durante toda a vida. Este ¢ um estudo populacional para
confirmar a incidéncia da DB profunda e parcial em recém-nascidos (RN) triados pelo PTN-
MG, estabelecer a frequéncia das variantes identificadas no BTD, estimar a frequéncia da
variante p.D444H na populagdo triada e correlacionar os niveis de atividade enzimatica da
biotinidase com o genotipo. Todos os testes bioquimicos e moleculares foram realizados nos
laboratérios do Nupad-UFMG. Durante os 5 anos de estudo foram triados 1.168.385 RN ¢ 634
apresentaram resultados alterados para triagem em papel filtro. Em 620 RN foi determinada a
atividade sérica da biotinidase, sendo confirmados 84 RN com DB (6 com DB profunda e 78
com DB parcial) e 52 RN considerados suspeitos de terem a doenca. A incidéncia combinada
da DB foi de 1:13.909 (IC95% - 1:11.235 a 1:17.217). O sequenciamento de BTD nos 136 RN
identificou 36 mutagdes, sendo 9 ainda sem registro em banco de dados. As variantes mais
frequentes foram a p.D444H, p.[A171T;D444H], p.D543E, intronica (c.310-15delT), p.V199M
e p.H485Q. A frequéncia do alelo p.D444H foi estimada em 0,016 ¢ a de individuos
heterozigotos, 0,03 1. Observou-se que nem sempre a correlagao fenotipo bioquimico e genotipo
¢ consistente dada a variabilidade da atividade enzimatica tanto entre pacientes com 0 mesmo
gendtipo quanto no mesmo paciente em dosagens consecutivas. Na grande maioria dos
pacientes com DB parcial identificou-se a dupla heterozigose de p.D444H com outra variante,
sendo observada um continuo de valores entre 15% e 33% da atividade enzimadtica de
referéncia. Quando a outra variante era sabidamente patogénica “grave”, a variagdo sempre
ocorria dentro da faixa para DB parcial. Quando da segunda variante decorria defeito
enzimdatico mais brando, os valores se aproximavam ou pouco ultrapassavam o ponto de corte
superior para DB parcial. Conclui-se que a incidéncia combinada de DB em MG esté entre as
mais altas do mundo e que, portanto, a triagem neonatal cumpre papel crucial na identificagdo
precoce da doenga, propiciando tratamento preventivo dos sintomas e sequelas. A grande
variabilidade genotipica observada nos pacientes reflete a origem multiétnica do estado. A
determinagdo sérica da atividade enzimatica ¢, sem duvida, o teste mais importante para
confirmacdo do diagndstico da DB. O sequenciamento do gene BTD, principalmente nos casos
com classificagdo bioquimica duvidosa, cumpre papel relevante na definicdo do status do
paciente e da necessidade de suplementacao de biotina. Este estudo demonstra que o programa
de triagem neonatal para DB em Minas Gerais € vidvel, util e provavelmente efetivo sob o ponto
de vista econdmico.

Palavras chaves: Deficiéncia de biotinidase, triagem neonatal, gene BTD, gendtipo



ABSTRACT

Biotinidase deficiency (BD) is an autosomal recessive metabolic disorder caused by mutations
in the BTD gene, located on chromosome 3. Diverse phenotypic expression is due to variable
deficiency of biotinidase enzyme activity. If not diagnosed early in life, BD may cause mental
retardation and even death. Preventive treatment is simple and inexpensive, consisting of
administration of free biotin at pharmacological doses throughout life. This is a population-
based study aiming to confirm the incidence of profound and partial BD in newborns (NB)
screened by the PTN-MG, to establish the frequency of mutations identified in BTD gene, to
estimate the frequency of p.D444H variant in the screened population, and to correlate levels
of biotinidase enzymatic activity with the genotype. All biochemical and molecular tests were
performed at Nupad-UFMG laboratories. During the five-year study, 1,168,385 newborns were
screened and 634 had abnormal results in the filter-paper screening. Serum biotinidase activity
was determined in 620 newborns, and BD was confirmed in 84 NB (6 with profound and 78
with partial BD); 52 NB were suspected of having the disease (upper borderline range). The
combined incidence of BD was 1:13,909 (95%CI; 1:11,235 to 1:17,217). BTD sequencing in
the 136 NB identified 36 mutations, 9 of which had not yet been registered in a public database.
The most frequent variants were p.D444H, p.[A171T;D444H], p.D543E, intronic (¢.310-
15delT), p.V199M and p.H485Q. The frequency of the p.D444H allele was estimated at 0.016
and for heterozygous individuals, 0.031. Biochemical phenotype and genotype correlation has
not been always consistent given some variability of enzymatic activity both between patients
with the same genotype and in the same patient in consecutive dosages. In the great majority of
patients with partial BD, the double heterozygosis of p.D444H was identified with another
variant, being observed a continuum of values between 15% and 33% of the reference
enzymatic activity. When the other variant was known to be “severely” pathogenic, the
variation always occurred within the range for partial BD. When the second variant was due to
a milder enzyme defect, the values approached or slightly exceeded the upper cutoff point for
partial BD. In conclusion, the combined incidence of BD in MG is among the highest in the
world and, therefore, neonatal screening plays a crucial role in the early identification of the
disease, providing preventive treatment of symptoms and avoiding sequelae. The large
genotypic variability observed in patients reflects the multiethnic origin of the state of MG. The
serum determination of enzymatic activity is undoubtedly the most important test to confirm
the diagnosis of BD. The BTD gene sequencing, especially in cases with doubtful biochemical
classification, plays a relevant role in defining patient status and the need for biotin
supplementation. This study demonstrates that DB screening program is feasible, useful, and
probably cost-effective in Minas Gerais.

Key words: Biotinidase deficiency, newborn screening, BTD gene, genotype
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1 Introducao

A deficiéncia de biotinidase (DB) foi descrita em 1983. Trata-se de doenga metabodlica
hereditaria, autossomica recessiva com fendtipo bastante variavel (WOLF, 1983).

A biotinidase ¢ enzima fundamental para o aproveitamento organico da biotina contida
nos alimentos e para a reciclagem dessa vitamina no organismo. A deficiéncia da atividade
enzimatica causa deple¢do da biotina endogena devido a incapacidade organica em reciclar ou
usar a biotina ligada as proteinas fornecidas pela dieta. Como consequéncia, origina-se quadro
de deficiéncia multipla de carboxilases (DMC), na forma tardia ou juvenil (HYMES; WOLF,
1996; WOLF, 1985).

A DB ¢ classificada em parcial e profunda (grave), de acordo com a atividade enzimatica
no soro: DB profunda ou grave (até 10% da atividade média normal) e DB parcial (10% a 30%
da atividade média normal). Sob o ponto de vista clinico, a forma classica de DB manifesta-se
mais comumente entre a sétima semana e o quinto més de vida, podendo ocorrer mais precoce
ou mais tardiamente e, até mesmo, ndo ocasionar sintomas. E distarbio metabélico com variada
expressao fenotipica, caracterizado principalmente por sintomas neuroldgicos e cutaneos, entre
eles retardo mental, convulsdes, ataxia, alopecia e dermatite (WOLF, 1991; ZEMPLENI;
HASSAN; WIJERATNE, 2008).

Claramente, a DB preenche os critérios revisados de Wilson e Junger (POLLITT ef al.,
1997) para inclusdo na triagem neonatal: como ja referido acima, a doenca ndo € reconhecida
clinicamente ao nascimento e os pacientes podem desenvolver sintomas que levam ao retardo
mental e até a morte, se ndo diagnosticada precocemente. Trata-se, portanto, de doenga com
alta mortalidade e morbidade. O seu tratamento ¢ simples e de baixo custo, consistindo na
ingestdo de doses farmacoldgicas de biotina livre durante toda a vida. Quando iniciado nos
primeiros meses de vida, o tratamento evita o aparecimento dos sintomas (HEARD; McVOY;
WOLF, 1984).

A DB foi primeiramente incluida no programa de triagem neonatal em 1984, no estado
da Virginia (EUA), a partir do desenvolvimento de método colorimétrico simples, utilizado
para determinagdo semiquantitativa da atividade enzimética da biotinidase em amostras de
sangue seco em papel filtro (HEARD; McVOY; WOLF, 1984). Atualmente, todos os estados
dos EUA e muitos outros paises ja incluiram a DB em seus programas de triagem neonatal

(WOLF, 2017).
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A prevaléncia da DB pode variar de acordo com a populagdo estudada. A incidéncia
mundial combinada de DB (deficiéncia profunda e parcial) foi estimada em 1:60.089 nascidos
vivos (WOLF, 1991).

No Brasil, foram conduzidos poucos estudos referentes a deficiéncia de biotinidase, bem
como ao estudo molecular do gene BTD (BORSATTO et al., 2017; BORSATTO et al 2014;
LARA et al., 2015; LUZ et al., 2008; NETO et al., 2004; PINTO et al., 1998).

O Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais (PTN-MG) iniciou suas atividades
em 1993. Em 2013, foram incluidos os testes de triagem para DB e para hiperplasia adrenal
congénita. Até entdo se desconhecia a incidéncia da DB no estado de Minas Gerais. A partir
dos dados obtidos no estudo piloto realizado entre 2007 ¢ 2008, foi possivel estimar a incidéncia
combinada de DB parcial e profunda em 1:22.861 nascidos vivos. Em 2014 foram
implementados métodos moleculares para a deteccdo das mutagdes no gene BTD, por meio de
sequenciamento nucleotidico, sendo possivel analisar o DNA de oito recém-nascidos
diagnosticados com deficiéncia enzimatica da biotinidase. Os resultados finais deste estudo
piloto sugeriam que a incidéncia combinada de DB era alta em relacdo as taxas encontradas em
varias partes do mundo (LARA et al., 2015).

Até o momento, ja foram descritas mais de 200 mutagdes no gene BTD

(http://www.arup.utah.edu/database/BTD/BTD_welcome.php), sendo que a prevaléncia dessas

mutacoes no Brasil e em Minas Gerais ainda ndo esta bem definida (BORSATTO et al., 2014,
2017; LARA et al., 2015; NETO et al., 2004). Diante dessa realidade, tornou-se necessaria a
realizagdo de estudo populacional para determinar a prevaléncia das muta¢des do gene BTD,
bem como para confirmar a incidéncia da DB parcial e profunda na populacao triada pelo PTN-
MG. Pretende-se, ainda, estabelecer a relacdo entre o fenotipo bioquimico € o genotipo e
correlacionar resultados bioquimicos e moleculares para a confirmagao dos valores do ponto de
corte para o diagnostico das diversas formas de DB no PTN-MG, propiciando indica¢do mais
segura do tratamento para as criancas triadas.

A estrutura do presente estudo esta em conformidade com as normas estabelecidas pelo
Programa de Pos-graduagdo em Ciéncias da Saude da Crianca e do Adolescente para formato

da tese, conforme Resolucao 03/2010, de 05 de fevereiro de 2010.
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2 Revisao da literatura

2.1 Triagem Neonatal

O desenvolvimento dos programas de triagem neonatal deriva dos esfor¢os de Robert
Guthrie, considerado o precursor da metodologia laboratorial para utilizagdo em triagem
neonatal, por ter desenvolvido uma técnica simples para diagnostico da fenilcetonuria. O
primeiro programa de triagem neonatal para diagnostico da fenilcetontiria nos Estados Unidos
da América (EUA) data de 1963. Desde entdo, ao longo dos anos, técnicas para o diagndstico
de varias doengas vém sendo incorporadas aos programas de triagem neonatal, o que ¢
considerado um sucesso em termos de satde publica, pela possibilidade de diagndstico e
tratamento precoces de doengas graves, prevenindo o aparecimento dos sintomas e evitando
possiveis sequelas. O método de triagem vem sendo implantado em varios paises em todos os
continentes, conforme as condigdes econdmicas e politicas internas (DHONDT, 2007).

No Brasil, a triagem neonatal, conhecida como teste do pezinho, foi incorporada ao
Sistema Unico de Saude (SUS) pela portaria GM/MS n° 22 de 15 de janeiro de 1992, com
legislagdo que determina a obrigatoriedade de sua realizacdo em todos os recém-nascidos vivos
e incluia o teste para a fenilcetoluria e hipotireoidismo congénito. Na segunda fase, iniciada em
marco de 1998, foi incluida a triagem para anemia falciforme e outras hemoglobinopatias. No
ano de 2001, o Ministério da Saude publicou a Portaria n° 822 de 06 de junho, que criou o
Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) e também os servicos de Referéncia em
Triagem Neonatal em cada estado. Em 2003 foi implantada a terceira fase com a inclusdo da
Fibrose Cistica. A quarta fase foi implantada em 2012 pela Portaria n® 2.829 de 14 de dezembro,
incluindo a hiperplasia adrenal congénita e a deficiéncia de biotinidase (LARA et al., 2014).
Segundo dados do Ministério da Saide o PNTN ¢ um programa de ampla abrangéncia, tendo
atingido mais de 84% de cobertura dos nascidos-vivos brasileiros na rede publica no ano de
2014 (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

Em Minas Gerais, o Programa de Triagem Neonatal (PTN-MG) foi instituido em 1993
e desde 2013 encontra-se na quarta fase, contemplando testes para as seis doengas acima
citadas. O Nucleo de A¢des e Pesquisa em Apoio Diagndstico da Faculdade de Medicina da
UFMG (Nupad), a partir da sua criagdo, assumiu a coordenacao técnica do PTN-MG sendo
reconhecido e credenciado pelo Ministério da Saude como unico servico de Referéncia em
Triagem Neonatal para todo o estado. Atualmente o PTN-MG atinge cobertura proxima de 90%

dos nascidos vivos, abarcando todos os 853 municipios do estado (JANUARIO, 2015). Os 10%
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restantes fazem seus exames em laboratorios privados. De acordo com dados do Nupad
(atualizados em 31 de dezembro de 2018), mais de 6 milhdes de recém-nascidos foram triados
pelo programa e 6.220 criangas/jovens estdo em acompanhamento e tratamento para as doengas

diagnosticadas (NUPAD, 2018).

2.1.2 Triagem neonatal para deficiéncia de biotinidase

A DB foi primeiramente incluida no programa de triagem neonatal em 1984, no estado
da Virginia (EUA), a partir do desenvolvimento de um método colorimétrico simples utilizado
para a determinagdo semiquantitativa da atividade enzimatica da biotinidase em amostras de
sangue seco em papel filtro (HEARD; McVOY; WOLF, 1984).

Atualmente, todos os programas de triagem neonatal nos EUA e em mais de 30 paises
ja realizam a triagem para DB (STROVEL et al., 2017; WOLF; HEARD, 1990; WOLF, 1991).

Em Minas Gerais, foi realizado estudo piloto para triagem da DB em 2007, com duracao
de dez meses (cobertura de 94,8% dos nascidos-vivos), a partir do qual se obteve uma
estimativa de incidéncia elevada de DB combinada (profunda e parcial) (LARA et al., 2015).
Oficialmente, a DB foi incluida no PTN-MG em maio de 2013.

Estudos tém mostrado o custo-beneficio da triagem neonatal para a DB parcial e
profunda (CARROLL; DOWNS, 2006; TORRES-VALLEJO et al., 2015). A partir da
experiéncia com a triagem neonatal, varios trabalhos vém mostrando diferengas significativas
no seguimento em longo prazo dos pacientes detectados no periodo neonatal (assintomaticos)
em comparacao com aqueles diagnosticados quando das manifestacdes clinicas da doenca

(sintomaticos) (WEBER; SCHOLL; BAUMGARTNER, 2004; WOLF, 2017).

2.1.3 Fatores responsaveis por falsos positivos e falsos negativos

Pelo fato da triagem para DB ser realizada por teste enzimético direto, os resultados nao
sdo influenciados pela ingestdo de biotina. Aproximadamente 50% dos resultados falso-
positivos (baixa atividade da biotinidase) sdo devidos a prematuridade ou a manipulacio
incorreta das amostras, possivelmente por exposicao a condigdes climaticas desfavoraveis,
como calor ou umidade excessivos. O efeito de transfusdes sanguineas na triagem neonatal para
DB nao esta estabelecido (STROVEL et al., 2017).

A presenga de ictericia ou de doencas graves no figado podem ter papel inibidor da

enzima, ocasionando baixa atividade enzimatica, tanto em recém-nascidos a termo quanto em
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prematuros ou pequenos para a idade gestacional (LARA et al., 2014; SUORMALA; WICK;
BAUMGARTNER, 1988).

Pacientes em tratamento com sulfonamidas podem ter resultados falso-negativos
quando se utiliza 0 método colorimétrico, uma vez que as sulfonamidas sao aminas aromaticas
que reagem com substancias quimicas utilizadas no teste, desenvolvendo cor. Para eliminar
erros, recomenda-se que nesses casos sejam realizadas duas determinagdes simultaneamente,

com e sem substrato (HEARD et al., 1986).

2.2 Deficiéncia de biotinidase

2.2.1 Definicao

A deficiéncia de biotinidase (OMIM#253260) ¢ doenca metabolica hereditaria,
autossdmica recessiva, causada por mutagdes no gene biotinidase (BTD), localizado no
cromossomo 3 (3p25.1) (PINDOLIA; JORDAN; WOLF, 2010; WOLF et al., 1983). Apresenta
expressao fenotipica diversa em razdo de deficiéncia varidvel da enzima biotinidase. Como
consequéncia, ocorre deple¢do da biotina enddgena devido a incapacidade do organismo em
fazer a reciclagem da vitamina ou de usar a biotina ligada a proteina fornecida pela dieta.
Ocorre, entdo, deficiéncia multipla da atividade de carboxilases (DMC) na forma tardia ou
juvenil (HYMES; WOLF, 1996; WOLF et al., 1985).

A DMC descreve um grupo de doengas metabolicas hereditarias que sdo caracterizadas
pela deficiéncia de atividade das carboxilases dependentes de biotina. Com base no inicio e nas
caracteristicas clinicas, a DMC fo1 categorizada em duas principais formas. A DMC neonatal
ou de inicio precoce caracteriza-se por deficiéncia enzimdtica primdaria na atividade da biotina
holocarboxilase sintetase, enzima que compreende a biotina ligada em covaléncia com varias
apocarboxilases que formam a holoenzima. A DMC tardia ou juvenil caracteriza-se pela
deficiéncia de atividade da enzima biotinidase (WOLF et al., 1985).

A DB ¢ classificada de acordo com a atividade enzimatica no soro: DB profunda (até
10% da atividade média de referéncia) e DB parcial (10% a 30% da atividade média de
referéncia (WOLF et al., 1985). Os resultados da dosagem enzimatica sao classificados em
quatro faixas: sugestivo de DB profunda, sugestivo de DB parcial, sugestivo de heterozigose e

normal, sendo a classificagdo determinante na decis@o terapéutica a ser adotada.
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2.2.2 Aspectos metabolicos

2.2.2.1 Biotina

A biotina, nutriente essencial para o ser humano, ¢ vitamina hidrossoluvel, envolvida
em importantes processos metabdlicos como a gliconeogénese, sintese de acidos graxos e
catabolismo de varios aminoacidos de cadeia ramificada. A biotina nao ¢ sintetizada pelos seres
humanos, sendo necessario obté-la pela dieta, embora na maioria dos alimentos ela esteja
presente como uma vitamina ligada as proteinas, ndo estando prontamente disponivel para o
metabolismo celular. Outra forma de obten¢ao da biotina se da por mecanismo multienzimatico,
conhecido como turnover das carboxilases ou ciclo da biotina (figura 1, setas verdes):
holocarboxilase-sintetase (HCS); biotinila-5-carboxilase, dependente de biotina; e as que sdo
sintetizadas como apocarboxilases inativas: piruvato-carboxilase (PC), importante na
gliconeogénese; propionil-CoA-carboxilase (PCC), importante para o catabolismo da
isoleucina, treonina, valina e metionina; metilcrotonil-CoA-carboxilase (MCC), que atua no
catabolismo da leucina e 4cido isovalérico; e acetil-CoA-carboxilase (ACC-1 e ACC-2),
responsavel pela oxidagao e sintese de acidos graxos (GRAVEL; NARANG, 2005; HYMES;
WOLF, 1996; LEON-DEL-RIO, 2019).

A biotinilagdo das apocarboxilases pela HCS compreende duas etapas: ativagdo da
biotina pela adenosina trifosfato (ATP), que resulta na forma¢ao de um composto intermediario
biotinil-adenilato (B-AMP). Posteriormente, o B-AMP ¢ utilizado pela HCS para ligar
covalentemente a biotina a um aminoacido lisina especiifico localizado dentro da sequéncia
Met-Lys-Met que ¢ altamente conservada em todas as carboxilases, transformando-as em
carboxilases enzimaticamente ativas. O passo final da degradagao proteolitica das carboxilases
endogenas dependentes da biotina e a subsequente hidrolise dos peptideos biotinilados ou da
biocitina ¢ feito pela biotinidase presente no plasma sanguineo € no citoplasma celular. Resulta
na liberagdo da biotina livre, a qual pode ser novamente reciclada (LEON-DEL-RIO, 2019).

Estudos tém sugerido que a biotina possa atuar também na regulagdo da expressdo
génica, o que foi derivado de duas observacdes diferentes. Primeiro, a privagdo de biotina em
diferentes modelos experimentais mostrou afetar a transcricdo ou atividade enzimadtica de
algumas enzimas hepaticas, incluindo a glucoquinase, piruvato quinase, 6-fosfofrutoquinase e
ornitina transcarbamilase. Segundo, em células em cultura e tecidos de rato, a biotina mostrou
ter funcdo semelhante ao Oxido nitrico, capaz de aumentar a concentragdo intracelular do

segundo mensageiro cGMP por meio da ativacdo da forma soltivel da enzima guanilato ciclase
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(sGC). Nos hepatocitos humanos verificou-se que a biotina regula a expressao do receptor de
asialoglicoproteinas (ASGPR) por meio da ativacdo da sGC e da proteina quinase dependente
de cGMP (PKG). A via de transdugao do sinal sGC-PKG regula a transcricado de genes que
codificam PC, PCC, ACC-1, SMVT e HCS em hepatdcitos humanos. Estas observacdes
demonstraram que o biotinil-AMP, o produto de HCS, ¢ a forma transcricionalmente ativa de
biotina e indica que a via HCS-sGC-PKG regula a transcri¢ao das enzimas do ciclo da biotina,

(Figura 1, setas vermelhas) (LEON-DEL-RIO, 2019).

Figura 1 — Representacio esquematica do ciclo da biotina e da regulacdo da

expressao génica dependente de biotina.
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No ciclo da biotina, a absor¢do de biotina ¢ mediada pelo transportador multivitaminico transmembrana
dependente de sodio (SMVT). A holocarboxilase sintetase (HCS) transforma biotina em biotinil-AMP durante a
biotinilagdo de PC, PCC, MCC ¢ ACC). A biotinidase libera biotina de peptideos biotinilados, permitindo que a
HCS recicle a biotina. A transcrigdo dependente de biotina (setas vermelhas) é regulada pelo produto intermediario
HCS biotinil-AMP, que ¢ responsavel pela ativacdo sequencial da sGC soluvel e da PKG. As fung¢des enzimaticas
e de regulac@o génica da biotina sdo mostradas separadas por uma linha azul pontilhada e curva.

Fonte: Léon-Del-Rio, 2019.

A deficiéncia de biotina tem sido associada a ma absor¢do intestinal (sindrome do
intestino curto), ao uso prolongado de fdrmacos como anticonvulsivantes e antibidticos,
provavelmente por inibir sua absorcdo intestinal ou acelerar seu catabolismo, ao consumo
excessivo de alcool, ao consumo continuo de ovo cru, pois a clara do ovo contém avidina que
se liga fortemente a biotina impedindo a sua absorcao, a desnutri¢do grave em criangas, a erros
inatos do metabolismo (deficiéncia de biotinidade) e a hemodialise cronica (LARA et al., 2014;

ZEMPLENI; HASSAN; WIJERATNE, 2008).
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Estudos em animais ja comprovaram que a caréncia de biotina ¢ teratogénica, sendo as
malformagdes mais comuns em ratos a fenda palatina, deformagdo da mandibula inferior
(micrognatia), microcefalia e sindactilia. Em humanos, existe a possibilidade de que a caréncia
de biotina esteja envolvida em malformagdes fetais, mas ainda ¢ algo incerto (ZEMPLENI;

HASSAN; WIJERATNE, 2008).

2.2.2.2 Biotinidase

Segundo Hymes ¢ Wolf (1996), a enzima biotinidase (BTD; EC 3.5.1.12) foi
primeiramente descrita pelo investigador finlandés Jaakko Pispa em sua tese de doutorado
(1965). Naquele tempo, o papel da enzima no metabolismo ainda nao estava totalmente
elucidado.

Hoje ja se sabe que a biotinidase tem importancia critica no metabolismo da biotina,
conforme j4 mencionado. Ela catalisa a remoc¢ao de biotina da biocitina (e-N-biotinil-L-lisina),
produto de degradacdo das carboxilases. A biotinidase tem importante papel tanto para a
reciclagem da biotina endégena, quanto para o processamento da biotina ligada a proteina da
dieta. Atividade significativa da biotinidase ¢ normalmente encontrada no figado, nos rins, no

intestino € no soro (HYMES; WOLF, 1996; WOLF et al., 1983, WOLF et al., 1985).

2.2.3 Aspectos genéticos

2.2.3.1 Gene BTD

O gene BTD humano (OMIN#609019) que codifica a biotinidase ¢ um gene constitutivo
e estd localizado, como ja referido, no cromossomo 3p25. Ja foi clonado, sequenciado e
caracterizado (COLE et al., 1994; COLE et al., 1994).

A biotinidase (BTD; NP_000051.1) ¢ composta por 543 aminoacidos, tem massa
molecular de 56,771 Da, pertence a superfamilia das enzimas nitrilases, que consistem de 12
familias de amidases, N-aciltransferases e nitrilases. Alguns membros da superfamilia nitrilase
(vanins-1, 2 e 3) compartilham significativas similaridades de sequéncia com a BTD
(PINDOLIA; JORDAN; WOLF, 2010; ZEMPLENI; HASSAN; WIJERATNE, 2008).

A organizacao gendmica do gene BTD (BTD; NG 008019) ¢ o RNAm transcrito
(cDNA) foram descritos em 1998 por Cole e colaboradores (KNIGHT et al., 1998; PINDOLIA;
JORDAN; WOLF, 2010). Esquema da organizagdo do gene BTD ¢ mostrado na figura 2.
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O RNAm (NM_000060.2) é composto por 4 éxons, de 79, 265, 150 e 1.502 bases,
respectivamente de 1 a 4. O intron 1, de 12,5 kb (o mais longo), estd localizado entre os éxons
1 e 2; intron 2, de 2.6kb, esta entre os éxons 2 e 3; e o intron 3, de 0,7 kb que esté entre os éxons
3 e 4. Existem dois potenciais codons AUG iniciadores da tradugdo, um no éxon 1 € o outro no
éxon 2. Esses dois codons iniciadores podem codificar dois peptideos sinalizadores, um de 21
e outro de 41 aminoacidos. O mais curto corresponde ao motivo da maioria dos peptideos
sinalizadores de sinal. H4 evidéncias de pelo menos trés sitios de splicing alternativo. O codon
de parada UAG esta localizado no éxon 4 e sinal de poliadenilagdo, cerca de 300 bases a 3° do
codon UAG (KNIGHT et al., 1998; PINDOLIA; JORDAN; WOLF, 2010; ZEMPLENI,
HASSAN; WIJERATNE, 2008).

Utilizando modelagem computacional de relacionados homdlogos, nitrilases/amidades
cristalizadas e sequéncias dos aminoacidos da biotinidase, foi possivel predizer a estrutura
tridimensional da proteina biotinidase. A estrutura possui dois dominios: dominio A, maior,
homologo de nitrilase/amidase no centro do peptideo, que contém a triade catalitica consistindo
de glutamato, lisina e cisteina; dominio B, menor, homologo de vanin/thit, com fung¢do ainda
desconhecida, mas podendo estar relacionado a ligacdo de biotina. O modelo prediz quais os
locais de glicosilagdo na superficie da enzima e quais cisteinas estao provavelmente envolvidas
em ligagdes dissulfuretos. Além disso, existe uma regido aparentemente flexivel que conecta
os dominios A e B (PINDOLIA; JORDAN; WOLF, 2010).

Embora existam deficiéncias na predi¢do da estrutura tridimensional de uma proteina
sem dados cristalograficos, devido a marcada homologia entre biotinidase e amidases/nitrilases
cristalizadas especificas, a estrutura supra-dimensional provavel da biotinidase pode fornecer
pistas sobre as relagdes estrutura-funcao e o efeito que as varias mutacdes tém na alteracao das

atividades das enzimas hidrolase e transferase (PINDOLIA; JORDAN; WOLF, 2010).
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Figura 2 — Organizacio genémica do gene B7D, estrutura do RNAm e o peptideo

enzimatico resultante, com as regioes funcionais.
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A: O gene da biotinidase abrange mais de 21 kb. A regido codificadora (sombreada) consiste de 4 éxons
e 3 introns.

B: RNAm transcrito. Sdo mostrados os dois locais de iniciacdo da tradugdo, (AUG no éxon 1 e no éxon
2) e o sitio de parada UAG no éxon 4. Supondo que o primeiro sitio de iniciacdo seja usado, 0 RNAm codifica um
peptideo de 543 aminoacidos.

C: A proteina da biotinidase com as varias regides peptidicas correspondentes ao peptideo sinalizador,
dominio homologo de nitrilases/amidases (Dominio A), dominio homdlogo vanin/thit (Dominio B) e uma regido
que conecta os dois dominios.

Fonte: Pindolia, Jordan e Wolf (2010).

2.2.3.2 Variantes que causam deficiéncia de biotinidase

O numero de mutagdes no gene BTD tem aumentado no decorrer dos muitos estudos
realizados em varias partes do mundo, sendo novas mutagdes identificadas por muitos desses
estudos. De acordo com 0 banco de dados BTD database

(http://www.arup.utah.edu/database/BTD/BTD_display.php) ja foram descritas mais de 200

variantes, sendo a maioria classificada como patogénica, isto €, que leva a diminui¢cdo ou
aboli¢do da atividade da biotinidase.

Mutagdes tém sido encontradas, na grande maioria das vezes, em regides codificantes,
em especial no éxon 4, o mais longo e o que codifica o sitio ativo da enzima. Algumas mutac¢des
localizam-se nos sitios de splicing, em regides intronicas adjacentes aos €¢xons (PINDOLIA;
JORDAN; WOLF, 2010; PROCTER; WOLF; MAO, 2016).

Ja foram identificadas variantes de todos os tipos: delegdes, duplicagdes, insergoes e

mutagdes pontuais (missense, nonsense e silenciosas), sendo a grande maioria do tipo missense,
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como mostrado na figura 3. E comum a ocorréncia de variantes alélicas compostas (duas
variantes em cis), as quais tém sido confirmadas pelo sequenciamento nucleotidico dos pais de

pacientes acometidos (PINDOLIA; JORDAN; WOLF, 2010).

Figura 3 — Tipos de variantes encontradas no gene BTD
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Fonte: http://www.arup.utah.edu/database/BTD/BTD_welcome.php (acesso em 01 de abril de

2019.)

Uma rara microdele¢do continua (26 kb), incluindo os éxons 2 a 4 do gene BTD, foi
primeiramente descrita por Wolf (2016). Trata-se de relato de caso em que essa microdelecao
foi detectada em heterozigose na mae por meio de metodologia de microarray. Posteriormente,
foi detectada também em heterozigose em exame pré-natal no feto, que também teve o DNA
sequenciado para o gene BTD completo e ndo revelou presenca de outras variantes. Foi
realizado teste enzimatico quantitativo da biotinidase no soro dos pais, sendo o resultado do pai
dentro da faixa de normalidade e o resultado da mae na faixa de sugestivo de heterozigoto. Essa
microdelecdo em homozigose, portanto, deve resultar em perda total da atividade da
biotinidase. Ao nascimento a crianga nao teve a triagem para DB realizada, e nao foi realizado
0 teste enzimatico no soro, nao sendo possivel confirmar o status de sugestivo de heterozigoto
na crianga.

Senanayake et al (2015) descreveram uma dele¢do continua, em homozigose, de trés
genes adjacentes perfazendo, aproximadamente, 107 kb. Ela inclui todo o éxon 1 do gene BTD
e foi detectada por metodologia de microarray em uma crianga sintomatica residente no Sri

Lanka, India. A crianca foi diagnosticada com DB total e teve o tratamento com biotina
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iniciado. A delecao foi descoberta depois de vdrias tentativas, sem sucesso, de sequenciar o
éxon 1, sendo os éxons 2-4 sequenciados com sucesso e sem alteragdes. A delegdo inclui todo
o ¢éxon 1 do gene BTD, todo o gene HACL1 (OMIN#604300) e uma pequena porg¢ao ao final 5’
do gene COLQ (OMIN#603033). Os pais eram consanguineos ¢ ambos tiveram a delecao
detectada em heterozigose.

Mutagdes ndo-exdnicas, como anteriormente referido, ja foram descritas por alguns
autores. Miihl et al (2001) descreveram mutacdo G>A na posi¢ao 12.236 (sequéncia
AFO18630, do EMBL), na regidao 3’ nao-codificante (UTR) do gene BTD. Essa variante foi
detectada em trés irmaos, em estado heterozigoto composto com outra variante (p.R157H). A
atividade enzimatica residual dos trés irmdos foram de 3,4, 3,5 € 4,6%. A méie e uma irma,
ambas heterozigotas para essa variante, apresentavam atividade enziméatica em torno de 60%.

Ja Li et al (2014) descrevem uma dele¢do de uma Unica base no intron 2 na posi¢ao
nucleotidica -15 ao inicio do éxon 3, descrita como ¢.310-15delT. Conforme predigao in silico
realizada pelos autores, ¢ esperado que esta variante cause deficiéncia parcial.

Durante o estudo de coorte “BabySeq Project” em que € realizado o sequenciamento do
exoma e analisados os genes fortemente associados a doencgas pediatricas, foi identificada uma
alteracdo, que ndo havia sido descrita anteriormente, na regido de splicing do intron 1
(c.44+1G>A), em heterozigose composta com a variante p.R538C, ja bem caracterizada como
patogénica. Apesar da mutacdo intrOnica estar na regido de splicing do exon 1, o que
aparentemente ndo causaria danos na produgdo da proteina BTD, o recém-nascido teve o
diagnostico confirmado para DB parcial pelo teste enziméatico no soro e o estudo concluiu que
esta nova mutacao intronica seria provavelmente patogénica (MURRY et al., 2018).

Variantes do tipo silenciosa, geralmente missense, também tém sido encontradas no
gene BTD. Embora haja substituicdo nucleotidica, ndo ha substituicdo de aminoacido, sendo
obviamente preservada a atividade enzimatica (PINDOLIA; JORDAN; WOLF, 2010).

A variante p.D444H (¢.1330G>C), considerada a mais comum em todas as populacdes
analisadas, tem frequéncia em torno de 4% na populagdo em geral. Essa variante, isoladamente,
¢ considerada funcionalmente “branda”, mas combinada com outra variante que cause DB
profunda no outro alelo resulta em DB parcial. Esta alta frequéncia, combinada ao fato de estar
associada a DB parcial, faz com que a p.D444H se assemelhe a variante de Duarte D2 N314D,
observada em pacientes com galactosemia (PROCTER et al., 2013; SWANGO et al., 1998).

Dentre as cinco variantes mais comuns em pacientes com DB profunda nos EUA
figuram p.Q456H (c.1368A>C), o haplotipo ¢.1330G>C;511G>A (p.D444H;A171T), a
p.C.33Ffs*36 (c.98 104delinsTCC), a p.D252G (c.755A>G) e a p.RS38C (c.1612C>T). Na
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populagdo de triagem neonatal, maior variabilidade genotipica tem sido demonstrada
comparativamente a do grupo de pacientes sintomaticos. Duas variantes, dentre as mais comuns
entre os pacientes da triagem neonatal (p.D444H;A171T e p.Q456H), nao foram detectadas em
pacientes sintomaticos (NORRGARD et al., 1999).

Estudo realizado no Brasil por Borsatto et al (2017) apontaram que as variantes mais
comuns nos pacientes com DB foram a p.D444H (c.1330G>C), p.D252G (c.755A>G) e o
haplétipo ¢.1330G>C;511G>A (p.D444H;A171T) com frequéncias de 46,7%, 5,8% e 3,6%,
respectivamente. Ja Neto et al (2004) identificaram as variantes p.C.33Ffs*36
(c.98 104delinsTCC), o haplétipo ¢.1330G>C;511G>A (p.D444H;A171T) e a p.D252G
(c.755A>G) como as mais comuns em uma populagdo de triagem neonatal de alguns programas
do setor privado no Brasil.

A variante p.A171T (c.511G>A) tem sido descrita somente em cis com a variante
p-D444H (c.1330G>C), ndo sendo encontrada isoladamente (NORRGARD et al., 1998).

Em todos os pacientes em que se confirmou a DB, foram encontradas variantes em
ambos os alelos. Quando nao foram encontradas variantes nos dois alelos, atribuiu-se tal
excecao a falta de sensibilidade do sequenciamento para detectar delecdes mais extensas ou a
erro na dosagem enzimatica, casos ditos falso-positivos (PINDOLIA; JORDAN; WOLF, 2010).

Embora a maior parte das variantes tenha sido descrita por investigadores dos EUA
(PROCTER; WOLF; MAO, 2016), novas variantes tém sido relatadas em varias outras regides
do mundo, como no Canadda (GANAVAPARU et al., 2015), Hungria (LASZLO et al., 2003;
MILANKOVICS et al., 2007), Turquia (YLMAZ et al., 2018), Suécia (OHLSSON ez al., 2010),
Grécia (THODI et al., 2011), Argélia (TIAR et al., 2014), Espanha e india (IQBAL ez al., 2010)
e, inclusive, no Brasil (BORSATTO et al., 2017; NETO et al., 2004; LARA et al., 2015).

2.2.4 Correlacao do fenotipo bioquimico com o genotipo

A correlagdo do genotipo com o fendtipo clinico € muito dificil de se avaliar devido a
grande variedade de sintomas, até mesmo entre membros de uma mesma familia. Além disso,
algumas criangas com DB profunda s6 se tornam sintomadticas na adolescéncia, embora
apresentem o mesmo gendtipo de criangas cujos sintomas surgem na primeira infancia
(HYMES; STANLEY; WOLF, 2001). Muitos autores vém tentando correlacionar o fenotipo
bioquimico com o gendtipo, até porque a maior parte dos dados atualmente disponiveis provém
dos programas de triagem neonatal e as criancas diagnosticadas pela triagem dificilmente

apresentam sintomatologia, pois iniciam precocemente o tratamento com biotina.
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Inser¢des, delecdes ou variantes nonsense geralmente resultam em completa auséncia
de atividade enzimatica, enquanto que variantes do tipo missense podem ou ndo resultar em
perda ou diminui¢ao de atividade enzimatica (WOLF, 2016). A maior parte das variantes
associa-se a DB profunda, na qual hd perda de mais de 90% da atividade enzimaética
(PINDOLIA; JORDAN; WOLF, 2010).

Individuos com um dos alelos contendo variante associada com DB profunda e o outro
alelo normal sdao considerados heterozigotos para DB profunda. Obviamente essa ¢ a situagao
dos pais de individuos com DB profunda (WOLF, 2016).

A variante mais comum, a p.D444H (c.1330G>C), em homozigose, resulta na perda de
aproximadamente 50% da atividade enzimatica, de forma semelhante a individuos
heterozigotos com um unico alelo determinante de variantes associadas a DB profunda. Ja em
heterozigose simples, a p.D444H (c.1330G>C) resulta na perda de aproximadamente 25% da
atividade enzimatica do individuo (SWANGO et al., 1998; WOLF, 2016). A figura 4
sistematiza a base molecular da DB.

A combinagao da p.D444H (c.1330G>C) com uma variante associada a DB profunda ¢
considerada a maior causa de DB parcial em todo o mundo (PINDOLIA; JORDAN; WOLF,
2010; SWANGO et al, 1998).

Figura 4 — Base Molecular da Deficiéncia de Biotinidase

DB Individuosnaoafetados
(recebem biotina) (n3o recebem biotina)
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mutante DB mutante DB p.D444H p.D444H normal Alelo normal Normal
profunda parcial

Fonte: Adaptado de Borsatto et al (2014).
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2.2.5 Epidemiologia

Com base nos dados de 36 programas de triagem neonatal no ano de 1990, referente a
14 paises, e incluindo um total de 8.532.617 recém-nascidos triados, a incidéncia mundial da
DB profunda foi estimada em 1:112.271 (1:85.000 a 1:145.000; IC 95%), a incidéncia mundial
da DB parcial em 1:129.282 (1:112.700 a 1:177.000; IC 95%) e a incidéncia de DB profunda e
parcial combinada foi estimada em 1:60.089 (1:49.500 a 1:73.100; IC 95%). A frequéncia
estimada do alelo para DB foi de 0,004 sendo 1:123 individuos heterozigotos para DB (WOLF,
1991).

Nos EUA, a incidéncia da DB profunda ¢ de 1:80.000 nascidos-vivos e a incidéncia da
DB parcial entre 1:31.000 a 1:40.000, embora possa variar de estado para estado. A maioria dos
pacientes relatados clinicamente ¢ de descendéncia europeia (STROVEL e/ al., 2017).

Na Europa, a partir dos dados de triagem neonatal de nove paises, incluindo 1.321.989
recém-nascidos, a incidéncia combinada de DB foi estimada em 1:47.486 (LOEBER, 2004).

Em paises onde a consanguinidade ¢ mais frequente, a incidéncia de DB ¢ mais elevada,
como na Turquia, onde a DB combinada ¢ de 1:7.116 nascidos-vivos, considerada uma das
mais altas do mundo (KARACA et al., 2015). Nos Emirados Arabes Unidos, onde de forma
geral as doengas autossdmicas recessivas sao muito frequentes, ndo ha dados de incidéncia
isolada da DB, sendo que no periodo de 2011-2014 a prevaléncia de erros inatos do
metabolismo foi de 1:2.474 (AL-JASMI et al., 2016).

No Brasil, os poucos estudos apresentam resultados discordantes. Pesquisa realizada por
Neto et al (2004), com amostras de sangue provenientes de 225.136 recém-nascidos de varios
programas de triagem neonatal do setor privado de alguns estados, no periodo de 1995-1999,
resultou na incidéncia da DB combinada em 1:9.000.

Em estudo realizado no Parand com 125.000 recém-nascidos triados durante 8 meses
(cobertura de 90%), a prevaléncia da DB combinada foi de 1:62.500 (PINTO et al., 1998). Em
outro estudo realizado também no Parand, estimou-se a prevaléncia da DB combinada no
municipio de Maringa, entre 20.529 recém-nascidos triados pelo PNTN no periodo de 2001-
2006, em 1:6.843 (LUZ et al., 2008).

Em Minas Gerais, conforme ja mencionado, foi realizado estudo piloto com duracdo de
10 meses, incluindo 182.891 recém-nascidos (cobertura de 94,8% no estado). A incidéncia

combinada de DB parcial e profunda foi de 1: 22.861 (LARA et al., 2015).
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2.2.6 Manifestacoes clinicas

2.2.6.1 Deficiéncia de biotinidase profunda

Quando nio tratadas precocemente, entre o segundo e quinto més de vida, as criancas
com DB profunda podem apresentar sintomas neuroldgicos e cutaneos. Os sintomas so
aparecem apos a deplecao dos estoques de biotina acumulados durante a vida intrauterina. Ha
casos em que os sintomas aparecem mais precocemente, como na primeira semana de vida, e
outros com inicio mais tardio, na adolescéncia. Muitas criangas, quando ndo tratadas
precocemente, desenvolvem atraso no desenvolvimento, perda ou deficiéncia auditiva e
problemas visuais (LARA et al., 2014).

A perda auditiva sensorial ocorre em aproximadamente 75% das criangas com DB
profunda, o que ¢ muito mais comum do que se supunha anteriormente. A gravidade da perda
de audicdo ¢ bem variavel e geralmente ¢ irreversivel, mesmo apds inicio do tratamento com
biotina (WOLF; SPENCER; GLEASON, 2002).

Mais de 70% das criangas apresentam convulsdes, hipotonia, erup¢do cutinea ou
alopecia em algum momento antes do diagndstico. Em torno de 50% das criangas apresentam
ataxia, atraso no desenvolvimento, conjuntivite e problemas visuais, incluindo atrofia optica.
Os individuos afetados podem ter caracteristicas que variam de multiplos episddios leves de
convulsdes e ataxia, at¢é comprometimento metabolico grave, que pode resultar em coma ou
morte (WOLF, 1991).

Bioquimicamente, individuos nao tratados podem apresentar cetoacidose metabodlica,
acidose latica e/ou hiperamonemia. Outras anormalidades metabolicas sdo bem variaveis e as
criancgas afetadas, sintomadticas ou ndo, podem apresentar cetoacidose ou aciduria organica

(WOLF et al., 1985).

2.2.6.2 Deficiéncia de biotinidase parcial

Antes do inicio da triagem neonatal para DB, a deficiéncia de biotinidase parcial era
desconhecida. Inicialmente foi considerada uma variante sem consequéncias clinicas. Mais
tarde, varios estudos descreveram criancas com DB parcial que tinham desenvolvido sintomas
quando submetidas a situagdes de estresse, como infec¢des e desnutricdo. Alguns sintomas

foram resolvidos apos iniciado o tratamento com biotina. A maior susceptibilidade para o
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desenvolvimento de sintomas em alguns individuos ainda ndo estd muito clara (STROVEL et
al.,2017).

Individuos sintomaticos com DB parcial podem ter sintomas menos graves como
erupgoes cutaneas e alopecia até quadros mais graves como hipotonia, convulsdes e atraso no
desenvolvimento. De forma geral, os sintomas desses individuos sdo mais leves do que os
observados em individuos com DB profunda. As manifestacdes podem aparecer tanto na
infancia quanto na idade adulta. O que causa o aparecimento dos sintomas em alguns individuos
e ndo em outros ndo esta elucidado, mas a literatura demonstra claramente que esses individuos
podem tornar-se sintomaticos em algum momento de sua vida, sendo algumas manifestacdes
irreversiveis mesmo com o inicio do tratamento, como observado nos individuos com DB

profunda (WOLF, 2015).

2.2.6.3 Casos assintomaticos

Existem relatos de adultos com DB profunda que s6 foram identificados depois que
tiveram seus filhos diagnosticados pela triagem neonatal. Esses adultos permaneceram
assintomaticos, apesar de nunca terem sido tratados com biotina. Véarios deles passaram por
muitas avaliagdes clinicas, incluindo historias detalhadas sobre a dieta ingerida, mas nao se
demonstraram quaisquer caracteristicas clinicas ou bioquimicas patoldgicas. Nenhum deles
apresentava variante nula, aquelas em que a produ¢do de BTD ¢ inexistente, mas todos tinham
atividade enzimatica na faixa de deficiéncia profunda, com alguma atividade residual
(STROVEL et al., 2017).

Esses individuos com DB profunda que ndo fazem uso da suplementacdo com biotina e
permanecem assintomadticos frequentemente possuem mutagdes que causam sintomas em
outros individuos com o mesmo genétipo. E possivel que em algum momento esses individuos
possam se tornar sintomaticos ou, entdo, possuam algum fator epigenético desconhecido que

faz com que permanecam assintomaticos (PINDOLIA; JORDAN; WOLF, 2010).

2.2.7 Métodos diagnosticos

O diagnostico da DB ¢ realizado por meio da dosagem da atividade da enzima
biotinidase no soro. O método mais amplamente utilizado ¢ o colorimétrico, baseado no teste
enzimatico em que se utiliza substrato artificial como o N-biotil p-aminobenzoato (BPABA).

Esse método também € a base para os testes de triagem neonatal, os quais foram adaptados para
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serem realizados em amostras de sangue seco em papel filtro e em microplacas (HEARD;
McVOY; WOLF, 1984; PETTIT; AMADOR; WOLF, 1989).

A atividade da biotinidase pode ser determinada utilizando técnicas fluorescentes com
biotina-6-aminoquinolina como substrato artificial. Apesar de ser mais caro, esse substrato
também pode ser adaptado para uso em testes com sangue seco em papel filtro. Existem outros
métodos para se determinar a atividade da biotinidase, como a medida da liberagdo de biotina
a partir da biocitina, utilizando outros derivados biotinilados fluorescentes e andlogos
biotinilados radioisotopicos, mas s3o mais onerosos € exigem mais tempo de processamento e
nem sempre sdo adaptaveis para utilizagdo na triagem neonatal (STROVEL et al., 2017).

A triagem neonatal primaria é capaz de identificar as criangas com DB parcial e
profunda. O teste enzimdtico confirmatério em soro normalmente ¢ suficiente para identificar
criancas com DB profunda. Mas pode haver falsos negativos ou, mais frequentemente, falso
positivos, se o laboratério ndo utilizar controles apropriados conforme recomendacdo de
laboratoérios de referéncia (COWAN; BLITZER; WOLF, 2010). Entretanto, em alguns casos, a
atividade enzimatica nao diferencia adequadamente os pacientes com DB parcial daqueles que
estdo na faixa de sugestivo de heterozigoto, sendo necessaria a andlise de mutacdes para se
confirmar o diagndstico (STROVEL et al., 2017; WOLF, 2010).

Essencialmente, a maioria dos individuos com DB parcial possui a variante p.D444H
em associacdo com variantes subjacentes a DB profunda no outro alelo. A pesquisa da p.D444H
juntamente com as cinco variantes de DB profunda mais comuns numa determinada populagao
pode ser uma ferramenta util. Se a variante p.D444H ¢ encontrada na auséncia da p.A171T
(haplotipo) e associada a variante que leve a DB profunda, € provavel que este individuo tenha
DB parcial (WOLF, 2010).

Como o gene BTD tem uma organizagdo simples e relativamente pequeno (543
aminodacidos e quatro éxons), ¢ factivel a realizacdo de sequenciamento nucleotidico completo
para casos que necessitem de confirmagdo. No caso de o sequenciamento nao detectar mutagdes
pontuais no gene e se forem descartados eventuais problemas técnicos ou amostrais, pode-se
aventar a possibilidade de dele¢des no gene, as quais ndo sdo detectaveis pelo sequenciamento
(STROVEL et al., 2017). Por meio de metodologias de andlise por microarray € possivel
detectar a presenca de delegdes no gene BTD (SENANAYAKE et al., 2015; WOLF, 2016), mas
¢ um método ainda pouco utilizado devido ao alto custo.

Programas de triagem neonatal de alguns estados nos EUA, bem como em outros paises,
j& incluiram o sequenciamento nucleotidico como método complementar de rotina para

confirmacao dos casos diagnosticados pela triagem (STROVEL et al., 2017).
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2.2.8 Tratamento

O tratamento da DB consiste na ingestdo de doses farmacologicas de biotina livre
durante toda a vida. A dosagem varia entre 5 ¢ 20 mg de biotina por dia, independentemente da
idade. Essa dosagem foi determinada empiricamente a partir de experiéncias no tratamento de
criangas com vdrias formas de deficiéncia multipla de carboxilases (DMC), ha mais de 30 anos
(WOLF, 2010).

O monitoramento dos acidos organicos urinarios ¢ uma forma de se verificar a eficacia
do tratamento e ajustar a dosagem de biotina. Concentracao elevada de acidos organicos ¢
consistentes com DMC. Se a crianga estiver sendo tratada com biotina, indica a necessidade de
aumentar a dose. Segundo a literatura, cerca de 20% das criangas com DB ndo tratada podem
apresentar excrecdo normal de &cidos organicos quando sintomdticas. No entanto, o
monitoramento de acidos organicos urindrios ¢ o unico método util para se determinar se a
dosagem de biotina esta sendo suficiente (WOLF, 2010).

A suplementacdo de biotina previne, em praticamente todos os casos, ©0
desenvolvimento de sintomas em criangas pré-sintomaticas com deficiéncia profunda. Além
disso, todas as criangas sintomaticas com DB profunda que foram tratadas com doses
farmacologicas de biotina (5-20 mg por dia) mostraram melhora clinica. As convulsoes e ataxia
cessam em algumas horas ou dias e as manifestacdes cutdneas geralmente regridem em algumas
semanas. Dependendo da gravidade do comprometimento metabolico e neuroldgico, muitas
criancas com atraso no desenvolvimento alcangam rapidamente novos marcos funcionais ou
recuperaram aqueles que foram perdidos (SCHUBIGER et al., 1984; STROVEL et al., 2017).

Criangas com DB profunda que ndo aderiram a terapia com biotina, sem inten¢ao ou
deliberadamente, desenvolvem sintomas dentro de algumas semanas. Isso mostra claramente a
importancia do diagndstico precoce para inicio do tratamento (SCHUBIGER et al., 1984;
STROVEL et al., 2017).

Muitos estudos tém mostrado resultados clinicos excelentes com o tratamento de
individuos com DB profunda e parcial MOSLINGER et al., 2003; SZYMANSKA et al., 2015;
WEBER; SCHOLL; BAUMGARTNER, 2004; WOLF, 2017). Wolf (2015) faz algumas
consideragdes sobre a triagem neonatal e tratamento das criangas identificadas tanto com a DB
profunda quanto a DB parcial. Recomenda tratar todas as criangas identificadas com DB parcial
de forma a se evitar a possibilidade de aparecimento de sintomas.

As controvérsias sobre o tratamento de criangas com DB parcial é similar ao que ocorre

com a identificacdo e tratamento de individuos com a variante de Duarte da galactosemia. Tais
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individuos possuem em torno de 15-25% da atividade enzimatica média normal, o que ¢
semelhante a fracdo da atividade normal daqueles individuos com DB parcial. Alguns estudos
mostraram menos morbidade em individuos com a variante Duarte que foram tratados com uma
dieta livre de galactose, em relacdo aqueles com dieta sem restricdo. No entanto, os efeitos
podem ser sutis e dificeis de se perceber. Enquanto isso, individuo sintomético para DB parcial
exibe sintomas claramente perceptiveis. Um estudo mostrou que pode haver efeitos menos
evidentes e sutis no desenvolvimento cognitivo ou no desenvolvimento neuroldgico naqueles
com DB parcial ndo tratada (WOLF, 2015).

Outra diferenca importante entre as duas enfermidades ¢ o custo e facilidade de
tratamento. Um individuo com DB parcial requer apenas dose didria de biotina, sem alteragdes
na dieta. O tratamento de uma criangca com DB ¢ muito menos perturbador do que o tratamento
de uma crianga com a variante Duarte de galactosemia. Isso geralmente se torna mais evidente
quando a crianga atinge a idade escolar. Como a maioria dos programas de triagem neonatal ja
realiza a triagem para DB, ndo se tem conhecimento suficiente sobre a historia natural de
individuos com DB parcial nao tratados (WOLF, 2015).

Com a incorporacdo da triagem neonatal para DB aos programas de triagem em varios
paises, a lista de mutagdes associadas a DB ndo para de aumentar e a oportunidade de serem
coletadas informacdes sobre individuos sintomaticos para correlacio com o genotipo
praticamente desaparece. Em vista disso, ¢ assumido que se um individuo tem DB profunda, h4
risco de desenvolvimento de sintomas em algum momento, portanto necessita de tratamento
com biotina. Da mesma forma tém sido considerados os individuos com DB parcial.

Felizmente, ndo ha relatos de efeitos colaterais do tratamento com biotina (PINDOLIA;
JORDAN; WOLF, 2010). Contudo, o uso de altas doses de biotina pode interferir nos resultados
de testes laboratoriais que utilizam a reag¢do biotina-estreptavidina em seu desenho. Por esse
motivo, ¢ recomendavel que os laboratorios incluam nas informagdes de preparo de exames de
todos os testes que utilizam a reagdo e que o uso da biotina seja suspenso 72 horas antes da
coleta de sangue. Conforme relatado por Wolf (2019), hé interferéncias, principalmente, em
dosagens hormonais como nos exames realizados para avaliagdo de fun¢do da tireoide (TSH,
T4, T4 livre e T3). Os pacientes em uso de biotina podem apresentar resultados compativeis
com hipertiroidismo, mas sem nenhuma manifesta¢do clinica. Alguns exames para doengas
infecciosas, como hepatites e HIV, e para marcadores de doencas cardiacas e tumorais também
utilizam a reagdo biotina-estreptavidina. O uso de biotina pode levar a diagnosticos errados
(dosagens falsamente altas ou baixas) e, dessa forma, induzir a tratamentos inapropriados. Por

esse motivo a FDA (Food and Drug Administration) emitiu em 2017 um alerta para o publico,
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profissionais de saude, profissionais de laboratorios e empresas desenvolvedoras de testes

laboratoriais informando da possibilidade de ocorrerem erros de diagndsticos por conta do uso

da biotina (WOLF, 2019).
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3 Objetivos

3.1 Geral

Realizar estudo molecular do gene BTD em todos os recém-nascidos diagnosticados

com deficiéncia de biotinidase pelo PTN-MG no periodo de 01/06/2013 a 31/05/2018 (5 anos).

3.2 Especificos

. Estabelecer a incidéncia da BD parcial e profunda no estado de Minas
Gerais;

= Identificar as variantes presentes nos recém-nascidos diagnosticados pelo
teste de triagem neonatal com DB profunda e parcial;

. Estabelecer a frequéncia relativa das variantes identificadas;

= Estimar a frequéncia da variante p.D444H na populacdo do PTN-MG;

= Correlacionar os niveis de atividade enzimatica da biotinidase (fendtipo

bioquimico) com o gendtipo encontrado.
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4 Materiais e métodos

4.1 Casuistica

A casuistica consta de todos os pacientes triados pelo PTN-MG com o diagnostico de
deficiéncia de biotinidase confirmado por meio do teste enzimdtico quantitativo no soro,
nascidos no periodo entre 01 de junho de 2013 e 31 de maio de 2018 (cinco anos).

Foram excluidas da pesquisa as criangas com testes de triagem neonatal “normal” e
aquelas cujos pais ou responsdveis ndo concordaram em assinar o TCLE (Termo de

Consentimento Livre Esclarecido), Anexo A, para participa¢ao na pesquisa.

4.2 Amostras de sangue

Todos os recém-nascidos (RNs) triados pelo PTN-MG com resultado alterado para
deficiéncia de biotinidase na primeira amostra de sangue seco em papel filtro foram submetidos
a uma segunda colheita de sangue em papel filtro para confirmagdo. Criancas com as duas
amostras alteradas foram convocadas para consulta médica. E as com amostras consideradas
inadequadas para o teste (qualidade ruim ou quantidade insuficiente) repetiram o exame que,
caso alterado ou inadequado, também resultou em convocagdo para consulta médica. Para
minimizar os riscos de resultados falsos negativos, foi solicitada uma segunda amostra dos RNs
retidos em maternidade (baixo peso, prematuridade, entre outros), independentemente do
resultado da primeira amostra. Os casos com resultado alterado ou inadequado na segunda
amostra foram, também, encaminhados para consulta médica.

No mesmo dia da consulta, foram colhidas amostras para realizagdo do exame
quantitativo da atividade da biotinidase no soro e sangue em papel filtro FTA para realizagao
do sequenciamento génico. Também foram colhidas amostras dos pais, sempre que possivel,
para realizacdo do exame quantitativo da atividade da biotinidase em soro.

Todas as amostras em papel filtro dos recém-nascidos convocados para consulta médica
foram encaminhadas para o Laboratorio de Genética e Biologia Molecular do Nupad (LGBM)
para realizacdo do exame de PCR para a mutacao p.D444H, conforme protocolo estabelecido
pelo PTN-MG.

As criangas diagnosticadas com deficiéncia de biotinidase pelo teste enziméatico no soro

passaram a ter acompanhamento em ambulatorio especializado. A confirmagdo diagnéstica
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deu-se mediante, pelo menos, duas dosagens alteradas da atividade enzimatica no soro, em
momentos diferentes.

O exame de sequenciamento nucleotidico, realizado no LGBM, foi iniciado apds a
confirmacao da deficiéncia parcial ou profunda da BTD pelo teste enzimatico. Exames com
valores de até 0,2 nmol/minuto/mL acima do ponto de corte (cut-off) estabelecido para a
definigdo de DB parcial pelo teste enzimatico no soro foram considerados limitrofes
(borderline), sendo as amostras também encaminhadas para sequenciamento génico. Quando
foi necessaria a defini¢do de segregacgao alélica no paciente, solicitou-se amostra de sangue dos

pais para sequenciamento. O protocolo esquematizado do estudo estd apresentado na figura 5.

Figura 5 — Esquema do protocolo do estudo

1* Amostra em Papel-filtro

[ Triagem Neonatal para DB ]

(— Resultado Alterado
Resultado - Amostra Inadequada
Normal - Resultado Normal (RN
Lretido em maternidade)
|
Solicitado

2* amostra em Papel-filtro
\ v

J

\

Resultado Normal Papel—ﬁlt_ro - Resultado alterado
encaminhado para - Amostra Inadequada
PCE. especifica

D444H

- Coleta de soro para teste
quantitativo
- Coleta de sangue em FTA*

~
Sequenciamento Resultado soro alterado Resultado 5010
ou borderline Sug. Heterozigoto
ou Normal

Bt o)
- Consulta médica - Consulta médica

de retorno de retorno
- Coleta de soro - Alta

* Coleta de sangue FTA: em um primeiro momento a coleta era realizada juntamente com a coleta do soro no dia
da primeira consulta e o sequenciamento s era realizado se o resultado estivesse alterado. Posteriormente, a
coleta passou a ser realizada no dia da consulta de retorno, se o resultado do teste enzimatico fosse alterado ou

borderline.
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4.3 Consideracoes éticas

O estudo molecular do gene BTD esta sendo realizado como parte do protocolo em
desenvolvimento para o diagnéstico da DB pelo PTN-MG. Os pais ou responsaveis legais pelas
criangas triadas e identificadas com DB foram informados sobre a realizagdo dos testes
moleculares no momento da primeira consulta médica. Eventuais dividas em relacdo aos
procedimentos foram dirimidas e foi colhida a assinatura do TCLE para participagdo na
pesquisa.

Os resultados dos exames confirmatorios (teste quantitativo em soro) e moleculares
foram encaminhados para o médico responsavel pela assisténcia a crianca.

O presente projeto foi aprovado pelo Departamento de Pediatria FM/UFMG — parecer
02/2016 (Anexo B) e pelo COEP da UFMG — parecer 1.532.490 (Anexo C), em maio de 2016.

4.4 Metodologia

4.4.1 Teste de triagem neonatal para deficiéncia de biotinidase

4.4.1.1 Teste semiquantitativo da atividade da biotinidase em amostras de sangue

seco em papel filtro

O teste de triagem neonatal foi realizado no Laboratorio de Triagem Neonatal (LTN) do
Nupad. As dosagens da atividade da biotinidase em amostras de sangue seco, em papel filtro,
foram realizadas pelo método fluorimétrico semiquantitativo utilizando o Neonatal Biotinidase
Kit — diagnostico in vitro, 3018-0010 (Perkin Elmer). As amostras em papel filtro foram
picotadas com 3,2 mm de diametro, em placa de 96 pocos juntamente com os calibradores em
duplicata e controles do kitz. O exame foi realizado conforme o protocolo e instrugdes do
fabricante. A figura 6 mostra as etapas do teste de forma resumida. Apo6s finalizado o ensaio, a
fluorescéncia gerada ¢ medida no equipamento Victor (Perkin Elmer, Turku, Finlandia); o
equipamento faz os calculos e imprime os resultados da leitura automaticamente. Ao término,
transferem-se os arquivos eletronicos gerados para o servidor eletronico para que estes possam

ser exportados diretamente para o programa SISNEO (Sistema Nacional de Triagem Neonatal).
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Figura 6 — Pagina de resumo do protocolo

Neonatal Bictinidase kit 3018-0010 / 3018-001B
Pagina de resumo do protocolo

PREPARACAOQ DO REAGENTE

Reconstituir o Reagente de
substrato de biotinidase

Adicionar 3 mL de Tampéo de
reconstituigdo de biotinidase ao
frasco do Reagente do
substrato de biotinidase.
Dissolver, misturando por
30-60 minutos.

PROCEDIMENTO DE ENSAIO

Picotar os calibradores, . @ Utilizar a microplaca negra
controles e desconhecidos l_l |_| |_| incluida no kit.

Adicionar o Reagente de oy

substrato de biotinidase —Lwﬂw—lij_ 2l

Incubar

180 (£ 10) min. a +50°C (+ 2°C)
coberta, sem agitar.

- VoV 225 L,
Adicionar etanol absoluto m agitar lentamente por 5 min.
Deixar a placa em repouso M 10 (10-60) min. no RT

Medir

Medir utiizando a
excitacdo com
comprimento de onda
central de 355 nm e a
emissdo com
comprimento de onda
central de 460 nm.

e o]

Com VICTOR™ D utilize a
versdo 1.12 revisdo 2 ou
superior.

OBSERVACAO: Alterar o
algoritmo de ajuste para

REGRESSION WEIGHT
LINEAR no protocolo do
MultiCalc (BTNDASE).

Consulte a segdo "CALCULO

Célculo de resultados DOS RESULTADOS"

Fonte: instrugdes de uso do kit Neonatal Biotinidase Kit (Perkin Elmer).

Os resultados sdo liberados via SISNEO, sendo considerados normais aqueles com

valores acima de 60 nmol/min/dL.

4.4.1.2 Teste quantitativo em soro

Os testes confirmatorios em amostras de soro foram também realizados no LTN
seguindo-se o método colorimétrico estabelecido por Cowan, Blitzer ¢ Wolf (2010). O
protocolo técnico foi cedido pelo Laboratdorio de Genética e Bioquimica da Universidade de

Stanford na California/EUA, por meio de parceria estabelecida entre as duas institui¢des.
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As amostras de sangue total, cerca de 3 mL, foram colhidas no Posto de Coleta do Nupad
e encaminhadas imediatamente para o LTN. Apo6s 29 de setembro de 2016, as amostras
passaram a ser transportadas em caixa de isopor contendo gelo gel, de forma a se manter a
atividade enzimatica mais estavel. Assim que recebidas no LTN, as amostras foram
imediatamente centrifugadas e o soro separado e congelado em freezer a -20°C, sendo
descongelado apenas no momento do processamento do exame.

Para cada série de amostras foram testadas as amostras dos pacientes, um reagente
branco para cada amostra de paciente (onde ndo ¢ adicionado o substrato biotin), controles
positivos, acido p-aminobenzoico (PABA) e controles negativos (soro previamente desnaturado
para garantir auséncia de atividade da biotinidase).

A biotinidase presente no soro do paciente, quando incubada com o substrato artificial
acido 4-biotin-amidobenzoico (biotin), atua na liberagio do PABA. O PABA liberado ¢
diazotado com nitrito de sddio e o excesso de nitrito ¢ removido com a adi¢do do sulfamato de
amonio. O PABA diazotado entdo reage com o N-(l-naftil)-etilenodiamina-diidrocloreto,
formando um produto final que ¢ mensurado em espectrofotometro a 546 nm. A intensidade da
coloragdo final ¢ diretamente proporcional a quantidade de PABA liberado que, por sua vez, ¢

diretamente proporcional a atividade da biotinidase no paciente (figura 7).

Figura 7 — Teste quantitativo da atividade enzimatica no soro

Fonte: Arquivo do Laboratério de Triagem Neonatal do Nupad

Finalizado o procedimento técnico, foram realizadas as leituras das absorbancias de
cada amostra, seu respectivo “branco” e dos controles, no espectrofotometro UV/VIS SP1105
(Bel Photonics). Os resultados foram impressos e, posteriormente, calculada a atividade

enzimatica em planilha Excel®; ver exemplo na tabela 1.
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Tabela 1: Exemplo dos calculos da atividade de biotinidase no programa Excel®.

Exame quantitativo da atividade de Biotinidase

Coédigo Nome Absorbanciada  Absorbancia (A - B) Atividade da enzima
amostra (A) do Branco (B) (nmol/min/mL)
ABC/0001 Ana 0,080 0,046 0,034 0,3 (0,034*%9,52%)
ABC/0002 Maria 0,562 0,056 0,506 4,8 (0,506%9,52%)
ABC/0003 Joao 0,529 0,051 0,478 4,6 (0,478%9,52%)
ABC/0004 José 0,762 0,032 0,730 6,9 (0,730%9,52%)

29,52 ¢ o fator de calibracdo calculado com base no coeficiente molar do acido para-aminobenzoico, no
comprimento de onda de 546 nm, no fator de dilui¢do da amostra e no tempo de incubag@o.
Fonte: Laboratorio de Triagem Neonatal do Nupad

As faixas de referéncia para interpretacdo dos resultados foram estabelecidas pela
equipe técnica do Nupad mediante teste de dosagem enzimatica realizado com 200 amostras
aleatorias. A partir do valor da atividade média normal da enzima (7,25 nmol/min/mL,
considerada como 100%), foram estabelecidas as faixas de zero a 10% da atividade da
biotinidase para DB profunda e de 11 a 30% da atividade da biotinidase para DB parcial. As

faixas de referéncia sdo resumidas na tabela 2.

Tabela 2 — Referéncia para interpretacio dos resultados da dosagem quantitativa da
atividade da biotinidase - método colorimétrico (nmols/minuto/mL).

Referéncia
5,2 - 9,5 (nmols/minuto/mL) Normal
2,2 — 5,1 (nmols/minuto/mL) Sugestivo de Heterozigoto
0,8 — 2,1 (nmols/minuto/mL) Sugestivo de Deficiéncia Parcial
< 0,8 (nmols/minuto/mL) Sugestivo de Deficiéncia Profunda

Fonte: Laboratorio de Triagem Neonatal do Nupad

Os resultados foram inseridos manualmente e liberados via SISNEO. Uma via do
resultado foi encaminhada ao LGBM para que fosse realizado o sequenciamento nucleotidico
nos casos alterados (deficiéncia parcial, profunda ou borderline). Os resultados sdo sempre
disponibilizados no site do Nupad para a equipe responsavel pelo atendimento das criangas no

ambulatério e, também, para os pais ou responsaveis.
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4.4.2 Testes moleculares para deficiéncia de biotinidase

4.4.2.1 Sequenciamento nucleotidico para o gene BTD

O DNA foi extraido a partir das amostras de sangue colhidas em tubos com EDTA ou
diretamente em papel filtro FTA. Ambas as opgdes foram validadas para o sequenciamento do
gene BTD pela equipe técnica do LGBM. Posteriormente, no decorrer do estudo foi validado o
sequenciamento a partir do DNA extraido de amostras de papel-filtro usado na triagem. Para
extragdo do DNA, foi utilizado o reagente Chelex 100 (BioRad), conforme protocolo descrito
no Anexo B, adaptado de Walsh, Metzger e Higuchi (1991).

O DNA das amostras foi amplificado por PCR especifica para os éxons 1,2,3 e 4, e
regides promotoras e intronicas flanqueadoras dos éxons do gene BTD. Foram realizadas seis
reacdes distintas de PCR para cada paciente, sendo uma reagao para cada éxon, com exce¢ao
do éxon 4 que foi dividido em trés fragmentos parcialmente superpostos, denominados 4.1, 4.2
e4.3.

As reacdes de PCR foram padronizadas pela doutoranda juntamente com a equipe
técnica do LGBM. Os iniciadores utilizados para os éxons 1 e 4 (THODI et al., 2013), e para
os éxons 2 e 3 (POMPONIO et al., 1997) estao especificados na tabela 3.

Tabela 3 — Conjunto de iniciadores utilizados para sequenciamento do gene BTD

Regido  Codigo Sequéncia 5’— 3’ Fragmento  Temp. de
dos amplificado anelamento
iniciadores
PG-58 (F) ATTCGCGCGCCAGAATGCCA ) .
Exonl  pGs59 (R) GGACCGCACGCCCTTACCAC 242p 56°C
PG-60 (F) GCAGGATTCTTTATTCAGCTG .
Exon2  pGe1 (R) GCAATCTGCTCTGTATGAGAG 362 pb 56°C
PG-62 (F) CCTGCCATCTGATAACAGAC .
Exon3  pGe3 (R) CTGACTTAGATCACCTCTGTG 255 pb 56°C
Exon  PG-64(F) TGCTGGGATTACAGGCAAAAACCTCA - o
41  PG-65(R) CCCCAGAACTGGGTGGTGGACA >13p
Exon  PG-66(F) TCCTCAGAGACTACAAGGTGAAGCA . o
42  PG-67 (R) CCCATCAAAGACCCCCAGGGC 566 p
PG-68 (F
Exon (F)  CCCTGGTCCCTGTCTGGGGAA 458 pb s0°C

4.3 PG-69 (R) TGATGGCCAGAGTCCGCCCC
(F) Foward, (R) Reverso

O mix de reagdo foi preparado na seguinte propor¢ao:
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Tampao 5X Colorless GoTaq (pH 8.5, MgCl, 7,5mM) 10 uL
dNTPs [200 uM] 1 uL
Iniciador F [10 pmol/puL] 2,5 uL
Iniciador R [10 pmol/uL] 2,5 uL
H>O ultrapura 26,0 uL
Total 42 uL

O mix da enzima foi preparado, separadamente, conforme abaixo:

GoTag DNA polimerase (5u/pL) 0,25 nL
Tampao 5X Colorless GoTaq (pH 8.5, MgCl, 7,5mM) 0,30 uL
Agua ultrapura 2,45 uL
Total 3,0 uL

A cada tubo contendo os 42 pL do mix, foram adicionados 5 pl do DNA extraido. Os
tubos foram colocados no termociclador modelo Veriti (Applied Biosystems) e iniciado o
programa de ciclagem; passados 4 minutos, o programa foi pausado e foram adicionados 3,0
uL do mix da enzima em cada tubo, totalizando volume final de 50 pL.

O programa de ciclagem utilizado para os éxons 1, 2 e 3 foi 95°C por 5 minutos,
seguidos de 35 ciclos de 95°C por 1 min, 56°C por 1 min e 72°C por 2 min, extensao a 72°C
por 10 min e, por ultimo, 4°C por tempo infinito.

O programa de ciclagem para os fragmentos do éxon 4 foi 95°C por 5 min seguidos de
35 ciclos de 95°C por 1 min, 60°C por 1 min e 72°C por 2 min, extensdo a 72°C por 10 min e,
por ultimo, 4°C por tempo infinito.

O produto da PCR foi purificado seguindo-se o protocolo de precipitacdo por
purificagdo alcodlica com pequenas modificagdes (APPLIED BIOSYSTEMS, 2000), conforme
descrito abaixo:

= A cada tubo contendo os 50 pL de produto da PCR, foram adicionados 200 pL de
isopropanol a 70%, homogeneizou-se em vortex e manteve-se a temperatura ambiente
por 15 minutos;

= Centrifugou-se por 30 minutos a 14.000 rpm, para formag¢ao do precipitado;

» Descartou-se o sobrenadante;

» Adicionaram-se 100 pL de etanol 70% a cada tubo, agitou-se em multivortex por 1

minuto e centrifugou-se por 15 minutos a 14.000 rpm;
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» Descartou-se o sobrenadante, adicionaram-se mais 100 pL de etanol 70% a cada tubo,

agitou-se em multivortex por 1 minuto e centrifugou-se novamente por 15 minutos a

14.000 rpm;

= Descartou-se todo o sobrenadante e adicionaram-se 50 pL de dgua ultrapura.

Ap6s a purificacdo, o DNA amplificado e purificado foi submetido a quantificagdo em
gel de agarose a 2%, tratado com corante intercalante SyberSafe (Invitrogen), no qual foram
aplicados 5 uLL do DNA purificado juntamente com 5 uL de corante azul de bromofenol (Sigma)
e padrdo de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen), que ¢ utilizado como
parametro para a quantificacdo do DNA baseada na intensidade de banda visualizada no gel.

O resultado foi visualizado sob transiluminador de luz ultravioleta (UV) e analisado a
partir da comparacao visual da intensidade dos fragmentos de DNA obtidos com a intensidade
dos fragmentos do padrdo de peso molecular. Todos os géis foram fotografados utilizando-se o
sistema de captura de imagem digital (LPIX — Loccus Biotecnologia), gravados
eletronicamente e impressos para arquivo.

A reagdo de sequenciamento foi realizada usando-se o kit BigDye Terminator (Applied
Biosystems), versao 3.1 e 5 pmol/uL de cada iniciador, segundo instru¢des do fabricante.

Os iniciadores utilizados para sequenciamento (ver Tabela 3) foram PG-59 para o éxon
1, PG-61 para o éxon 2, PG-63 para o éxon 3, PG-64, PG-66 e PG68 para o éxon 4, fragmentos
4.1, 4.2 e 4.3, respectivamente. O programa de ciclagem utilizado foi 25 ciclos de 96°C por 10
seg, 50°C por 5 seg e 60°C por 4 min, seguidos da temperatura final de 4°C por tempo infinito.

Em caso de duvida na identificacdo das mutagdes, foram utilizados os outros iniciadores
PG-58, PG-60 e PG-62 para os éxons 1, 2 e 3 respectivamente; para o éxon 4, os iniciadores
PG-65, PG-67 e PG-69. Quando foi necessario confirmar a presenga de mutagdes localizadas
mais ao final do éxon 4, na direcdo 3’°, foram utilizados os iniciadores: PG-70 (FW) 5°-
ACCTGTGGGGCAACTTCAGT-3’ e PG-71 (RV) 5’-ATGGTCCCAGGGCTTGTAGC-3’
para amplificagdo do fragmento de 302 pb e PG-71 para sequenciamento (MUHL et al., 2001).

Apo6s a reagdo de sequenciamento, foi realizada nova precipitacdo por purificacao
alcoolica, segundo o protocolo abaixo:

* A cada tubo contendo o produto de PCR, adicionaram-se 80 uL de isopropanol a 70%,
homogeneizou-se em vortex e manteve-se a temperatura ambiente por 20 minutos;

= Centrifugou-se por 25 minutos a 13.000 rpm;

= Descartou-se o sobrenadante;

* Adicionaram-se 250 pL de etanol 70% a cada tubo, agitou-se em multivortex por 2 minutos

e centrifugou-se por 5 minutos a 13.000 rpm;
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» Descartou-se o sobrenadante; colocaram-se os tubos em banho seco a 95°C por 1 minuto
com a tampa aberta, para secar;
* Os tubos foram armazenados secos a -20°C até o momento de uso.

Apo6s a adicdo de 12 pL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems) a cada tubo, o
volume total foi aplicado em placa 96-wells e colocado no sequenciador automatico (Applied
Biosystems, modelo ABI Prism 3130XL Genetic Analyser).

As sequéncias obtidas foram analisadas por meio do software sequencing analysis
(versao 5.3.1). As sequéncias foram, entdo, alinhadas com a sequéncia de referéncia
NG _008019.1 (NCBI) por meio do programa de alinhamento Bioedit (HALL, 1999), versao
7.2.5, para identificag@o das variantes. Todos os dados foram gravados eletronicamente.

Foi realizada anélise in silico das variantes alélicas identificadas como “novas” (ainda
ndo registradas na literatura), para classificar o potencial impacto na estrutura ou fun¢do da
proteina. Foram utilizados os softwares PolyPhen-2 (ADZHUBEI; JORDAN; SUNYAEV,
2013), Mutation Taste (SCHWARZ et al., 2014), SIFT (KUMAR; HENIKOFF; NG, 2009), e
PROVEAN (CHOI; CHAN, 2015).

4.4.2.2 Detecciao da variante p.D444H por PCR alelo-especifica
A variante p.D444H foi detectada por meio de PCR alelo-especifica, a partir do DNA
extraido das amostras de sangue seco em papel filtro. Os iniciadores utilizados estao assinalados

na Tabela 4.

Tabela 4— Iniciadores utilizados para detec¢ao da p.D444H

Caodigo dos Sequéncia 5°- 3’ Referéncia
iniciadores
D444H PG-68 (NF) CCCTGGTCCCTGTCTGGGGAA Thodi (2013)
PG-72 (R) ATGTACTGTGTGAAGCCCATC Este estudo
PG-73 (MF) ATGTACTGTGTGAAGCCCATG Este estudo

(NF) Normal Foward, (R) Reverso, (MF) Mutado Foward

As condi¢des de PCR foram as seguintes:

Tampao 5X Colorless GoTaq (pH 8.5, MgCl, 7,5mM) 5,0 uL
dNTPs [200 uM] 0,5 uL
Iniciador F [10 pmol/uL] 0,5 uL

Iniciador R [10 pmol/pL] 0,5 uL
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H>O ultrapura 14,5 uL
Total 21,0 uL

O mix da enzima foi preparado, separadamente, na seguinte

propor¢ao:
GoTag DNA polimerase (5u/pL) 0,15 uL
Tampao 5X Colorless GoTag (pH 8.5, MgCl, 7,5mM) 0,30 uL
Agua ultrapura 2,55 uL
Total 3,0 uL

A cada tubo contendo os 21,0 pL de mix foi adicionado 1,0 uL do DNA extraido. Os
tubos foram colocados no termociclador modelo Veriti (Applied Biosystems) e iniciado o
programa de ciclagem. Passados 1 min e 45 seg, o programa foi pausado e foram adicionados
3 uL do mix da enzima em cada tubo, totalizando volume final de 25 pL.

O programa de ciclagem utilizado foi 95°C por 2 min, seguidos de 35 ciclos de 94°C
por 2 min, 60°C por 1 min e 72°C por 2 min, extensdo a 72°C por 10 min e, por ultimo, 4°C
por tempo infinito.

Em cada sessdo de PCR, juntamente com o DNA das amostras, foi acrescentado um
controle positivo (DNA heterozigoto para p.D444H) para garantir que teria havido amplificagao
de DNA, e um controle negativo (DNA negativo para p.D444H), para garantir que nao teria
havido contaminag¢do durante o procedimento. O tamanho do fragmento gerado ¢ de 139 pb.

Em seguida, os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese capilar utilizando
QIAxcel DNA Screening kit no instrumento QIAxcel Advanced (Qiagen), seguindo-se as
instrucdes do fabricante. Apos a corrida, as imagens geradas foram analisadas, impressas para

arquivo e salvas eletronicamente.

4.5 Analise dos dados

Todos os dados obtidos durante o estudo foram organizados e analisados em planilhas
do Microsoft® Office Excel. Foram determinadas as frequéncias de DB profunda e parcial, as
frequéncias das diversas variantes e realizada a correlagdo entre o fenotipo bioquimico e o

genoétipo na populagdo estudada.
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5 Resultados

5.1 Fluxograma da casuistica

Durante o periodo de 01 de junho de 2013 a 31 de maio de 2018 (5 anos completos)
foram triados 1.168.385 recém-nascidos para deficiéncia de biotinidase. Destes, 634 (0,05%)
tiveram resultados alterados para o teste fluorimétrico semiquantitativo em amostras de sangue
seco em papel filtro. O fluxograma da conduta adotada para esses 634 casos esta representado
na figura 8.

Conforme apresentado no fluxograma, do total de recém-nascidos com triagem alterada,
620/634 (97,8%) compareceram a consulta médica e realizaram exames confirmatorios de
dosagem da biotinidase em amostra de soro. Foram identificados 84 RN com deficiéncia de
biotinidase, isso ¢, com atividade enzimatica de até 30% da atividade de referéncia para o
laboratério e 52 casos borderline ou que mudaram de categoria, por exames enzimaticos
subsequentes. Esses pacientes foram classificados, portanto, em quatro categorias, de acordo
com o resultado da dosagem da atividade enzimadtica no soro: deficiéncia profunda, deficiéncia
parcial, borderline e casos que mudaram de categoria ao longo do estudo. No Anexo E
disponibiliza-se a tabela com os resultados dos testes bioquimicos e moleculares dos 136

pacientes.
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Figura 8 — Fluxograma da casuistica

Recém-nascidos triados
(n=1.168.385)

Triagem Normal .
1° PF Normal n = 1.064.432 Triagem Alterada*
1° PF alterado/2° PF Normal n = 3319 (n=0634)

(n=1.167.751)

- Sem agendamento (crianga retida) n=2
- Sairam do programa n="7

- Mudou de enderego (sem contato) n=1
- Ndo compareceram a consultan =4 (Il = 620‘)
(n=14)

Normal Sugestivo de Borderline/mudaram Def. Biotinidase
(n=42) Heterozigoto de categoria (n=84)
(n=442) (n=52) |

Def. Profunda Def. Parcial
(n=26) (n=78)

Exames confirmatorios enzimaticos

L J

Sequenciamento
(n=136)

* Casos encaminhados para consulta médica:

- Primeira e segunda amostras com resultado da dosagem enzimatica da biotinidase em papel filtro com valores
inferiores a 60 nmols/min/dL (583 casos)

- Protocolo maternidade: primeira amostra com valor superior a 60 nmols/min/dL, sendo a segunda ou mais
amostras com valores inferiores a 60 nmols/min/dL (23 casos)

- Primeira amostra inadequada e 2% amostra com valor inferior a 60 nmols/min/dL (26 casos)

- Primeira e segunda amostras inadequadas (2 casos)
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5.2 Artigo 1: Frequency of biotinidase gene variants and incidence of biotinidase deficiency
in the Newborn Screening Program in Minas Gerais, Brazil (artigo publicado).

Criginal Artice
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Abstract

Objective: The prevalence of biotinidase deficiency and the frequency of biotinidase gene variants in Brazil are not docu-
mented. Ve aimed to determine the incidence of partial and profound biotinidase deficiency in the state of Minas Gerais, Brazil,
and to calculate the frequency of biotinidase gene varant in the newborn screening program of Minas Gerais.

Methods: Meonates (1,168385) were screened from May 2013 to June 2018. Those detected with abnormal biotinidase
activity based on semi-quantitative assays underwent confirmatory serum tests. The biotinidase gene was sequenced in all
confirmed cases.

Results: The combined incidence of partial and profound biotinidase deficiency was estimated at 1:13,909 live births (95%
confidence limit I:11,235=1:17.217), much higher than the incidence rates reported in other populations wordwide. The maost
frequent biotinidase gene variants were p.D4d4d4H (allele frequency, 0.016), haplotype c 1330G>Ce511G-A (pDassH;
AITIT), p.D543E, c.310-15delT (imronic), p.vV19%M, and p.H4850). Together these accounted for 74.6% of the alleles analysed.
Conclusion: Mewbom screening for biotinidase deficiency, which revealed a higher incidence in Minas Gerais, is feasible and
plays a critical role in the eardy identification of affected neonates and prevention of symptoms and irreversible sequeke.
Biotinidase gene sequencing is a useful tool o corfirm the diagnosis, and also provides valuable information about genetic
variability among different populatons.
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Biotinidase, biotinidase deficiency, newbom screening, biotinidase gene, mutation
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Introduction
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treatment, that prevents the onset of svmptoms when ini-
tiated in the first months of life.” BD was first included in a
newhomn screening program in 1984 in the United States,
hased on a colorimetric method used for semi-quantitative
determination of BTD activity in dry blood samples on
filter paper,“ amd several countries now include BD in
their newbom screening programs.”

Since 1993, the Mewborn Screening Program of Minas
Gerais has screened an average of 240,000 babies annually.
A pilot study for BD screening conducted in 20072008
revealed that the combined incidence of partial and pro-
found forms of BD in 182,891 babies was higher than that
in several other parts of the world ® Based on these results,
BD was officially included in the newborn screening pro-
gram disease panelin 201 3.

Diapgnosis of neonatal BD by biochemical technigues
can be challenging, & the enzvmatic activity is influenced
by external factors like improper handling of specimens,
improper drying, delayed submission, or exposure o
excess heat™ ! In this context, BTD sequencing can be a
wseful tool to determine BIY status, to support therapeutic
decisions of supplementing biotin in these patiens.'
Additionally, borderline biochemical results can be better
evaluated if the underlyving BTD mutations are Known.
More than 200 BTD variants have been descrbed (see
hittp:www.arup.utah.edu/database BTD/BTD display.ph
p, http: fwww.nchinlm.nib.poviclinvar/, and hitp:/www.
hemd.cfac uk/ac/index.php). However, the accurate fre-
quencies of these variants in Brazil have not been
mm_&,]:m]:

This study aimed to deterrmine the incidence of BD in
Minas Gerais, as well as the frequency of BTD vananis in
babies diagnosed with partial or profound deficiency,
including that of the most common vanant pD4244H
(€ 1330G>C),"" in the newborn population of Minas
Gerais.

Methods

From June 2013 to May 2018, the Newborn Screening
Program of Minas Gerais screened 1,168,385 newborns
for BD. The biochemical and molecular tests were per-
formed in the laboratories of the Center for Newbom
Screening and Genetic Diagnostics (Nupad) of the
Federal University of Minas Gerais, Braml. The BD
screening test was performed on dried blood samples on
filter paper, collected betwesn davs 3 and 5 of life, wsing
Neonatal Biotimdase Kit (Perkin Elmer, Wallac Ovw,
Turkw, Finland) per the manufacturer’s instructions.
Babies were screened twice, and the results were consid-
ered abnormal if both @sts on samples collected on filter
paper at different times vielded values <60 nmols fmndL.
Additionally, results were considerad abnormal when neo-
nates provided inadequate samples for the first test and the
second test vielded valoes <60 nmols /min /dL, when babies
provided inadequate samples for both tests, or when the
first test for preterm or in-hospital neonates vielded values

=60 amols/min/dlL, but the second test vielded values
<60 nmols/min/dL.

The families of babies with results considered abnormal
were scheduled for clinical consultation, and serum sam-
ples were collected from the babies and, when possible,
from their respective parents. Serum BTD gquantitative
assay was performed according o the protocol published
by the American College of Medical Genetics Laboratory
Quality Assurance Committee.” For the calculation of the
relative BTD activity in the serum, the average of the ref
erence range of values for BTD activity in Nupad lah,
7.25 amol/min/mL, was wsed as 100%. Hence, the refer-
ence values for interpretation of the results were: (i)
normal BTD activity, 5.2-9 5amol/min'mL, (i) BTD
activity suggestive of heterozyposis, 2.2-5.1 nmol/min/mL.,
(i) BTD activity sugpestive of partial  deficiency,
0.8-2 I nmol fmin/mL, and (iv) BTD activity suggestive of
profound deficiency, <0.8 nmol/minfmL. Values of 2.2 and
2.3 nmol/min/mL were considerad as borderline results. For
patients with more than one determination, the highest
value was used for classification.

All infants diagnosed with profound or partial BD were
given oral supplementation with 10mg biotin daily, and
have been followed up in a specialized outpatient clinic.
Exons 1-4 of BTD as well as their flanlang regions were
sequenced, as described pre'.'iauﬁly,‘* for all cases that were
classified as profound or partial BD. or for those with
borderline values, as well as for babies whose biochemical
categorization chanpged along the course of our study.
Allelespecific polymerase chain reaction for the varant
p.D444H (c 13306 =C; rsl 30TEEEL) was performed with
DNA extracted from the dried blood samples on filter
paper for 601634 neonates (%4.8%) for whom the fluon-
metnc est results were abnormal. Specific primers were
designed for this study and are available on request. The
amplified fragments were subjected to capillary electro-
phoresis wsing Qiaxcel DNA Screening Kit and QIAxcel
Advanced Instrument (Qhagen, Hilden, Germany) accord-
ing to the manufacturer’s instructions.

This study was approved by the Research Ethics
Commitiee of the Federal University of Minas Gerais,
Brazil, approval # 1,532490. Written informed consent
was obtained from either the parents or guardians of
the infants.

Results

For 634 out of 1,168,385 babies screened, the results for
BD were abnormal. Families of these habies were invited
to confirm the abnormal results with quantitative serum
BTD activity determination. OF the 634 families, 620
(97.7%) attended a medical appointment and had serim
samples collected. For 416 infants (67.1%), the serum
BTD activity was also determined in both the parents; in
110 babies (17.7%). blood was drawn only from the moth-
ers. In the remaining 94 families (15.2%), only samples
from babies could be collected. We diagnosed a mother
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and a father from two distinct families with partial BD.
Both were followed at the outpatient clinic, but both were
asymplomatic dunng the course of this study.

Among the 620 newbomns, 42 (6.8% ) had BTD activity
in the normal range (5.2-9.5 mmol/minmL) and 442
(71.3% ) had values in the range suggestive of heterozygo-
gig (22-5.1nmol/min/mL). In the remaining 136 (21.9%),
the BTD pene was sequenced: B4 were classified as having
BD» (six with profound BD and 78 with partial BIY). 6
presented borderline values, and 26 presented values indi-
cating partial BI} or sugpestive of helerozyposis, as previ-
ously defined. All 136 children were followed up at the
specialized outpatient climic. During the studv period,
BTD activity was measured (1-6 times) at different times
in these 136 children, and in 131 of them, the test was
carried out at least [wice.

Based on these data, the combined incidence of partial
and profound BD was estimated as 113,909 live births
(11,2350 1:17,.217, 95% confidence limit). Theincidence

of profound BD was 1194731 (1:89.286 to [:424.809,
95% confidence limit) and that of partal BDv, 1:14,979
(1:02,003 to 1:18,692, 95% confidence Limmit).

After sequencing STD, 36 different mutations were
wlentified, including 9 novel variants, and 27 of that have
been previously reported (Table 1), There were 28 missense
mutations, 5 base deletions, and | nonsense and 2 silent
mutations; the majority of these were located in exon 4. In
relation (o the BTD variants identified in these 136 new-
borns, 264 alleles were included n the calculation of
frequency (Table 2). Eight alleles were excluded because
they were found in siblings. Parental 8T sequencing was
done for only 16 children. In addition o the well-known
haplotype ¢ 330G >Ce5I1G>A  (pD4MEHAITIT),
other inherited cis-mutations identified included one case
of ¢ 310-15delTc632G > T (intronic;p. R21 L), one case of
C A0 Ce 4700 A (p.D44H: RI5TH) and seven cases
of cH5G=A; cl4I3T=C (pVISIMCATIC). The ois
confipuration was confirmed by gene sequencing of the

Table 1. Variants identified in newborn screening patients in Minas Gerais, Brazil

Effect Mudeotide change Lecation Mutation type Mumton reference
mR MA expression £ 310-15del T Intron 2 Intranic Li (2014)'8
p.CIIFs*36 < 98_1044703 Exon 2 Dreletion Pomponio (1997)"7
p. L40P e 119T>C Excon 2 Missense Borsata (2014)"
p QBBRE* 10 £ 263 deld Exon 2 Deletion Carvalha (2019)"%
p. LSOR, c2IT=G Exon 2 Missense Carvalho (2019)'®
p.Y93C CITBA G Exon 2 Missense walf (2002)"°
p.GII4V cHMIG=T Exon 3 Missense Wlf (200520
p.RIZZG 3648 =G Exon 3 Missense Maorrgard | 155%)"'
pRISTH cATOG=A Excon 4 Missense Pomponio (1997)"7
pAITIT c5IIG=A Exon 4 Missense Morrgard | 1999)!
pVIFIM 595G A Exon 4 Missense Walf (2002)"*
pR2IIS cBIIC=A Exon 4 Missense Carvalha (2019)"%
pRIIIL c632G=T Exon 4 Missense Carvalha (2019)"%
p.A2ITT TG = A Exon 4 Missense Procter (2016)"
p. 02526 cT55A =G Exon 4 Missense Morrgard | 1999)"'
p. L2781 cBIIC=A Exon 4 Missense Carvalho (2019)"2
pAZEIV CB42CT Exon 4 Missense Lara (2015)%

p KIBEK R 22 858 deld Exon 4 Dreletion Carvalha (2019)"%
p 204V C BBOA =G Exon 4 Missense Practer (2016)"
pSIIT c932G=C Exon 4 Missense Carvalho (2019)'®
p. &IV c I0BIT=G Exon 4 Missense Carvalha (2019)"%
P WADSCH*9 | c1237_1 24141 5il | Exon 4 Dreletion Morrgard { 1999
p.Y42EY < 12B4C =T Exon 4 Silent Walf (2005

P T4 380 o 134T =A Exon 4 Monsense Meto (2004)"*

p. D4 4H c 133G =C Exon 4 Missense Swango (19987
pQMEEH < 13684 =C Exon 4 Missense Maorrgard | 155%)"'
p.V45TA, c 1370T=C Exon 4 Missense dbSMP (rel 4965091 9)
p.C47IC c 413T=C Exon 4 Silent Hymes (2001)2

p H4B5 < 1455C =G Exon 4 Missense Procter (2018)"
p.T4%4C  14B1A =G Exon 4 Missense Procter (2016)"
p. 4975 o 1489 =T Exon 4 Missense Morrgard { 1999
p.T532M < I1595C =T Exon 4 Missense Maorrgard | 155%)"'
p A5 34 e 1601 =T Exon 4 Missense Carvalho (2019)"%
p.R538C c 16120 =T Exon 4 Missense Pomponio (1997)"7
p.R5IEH c1613G=A Exon 4 Missense Procter (2018)"

p. 154 3E o 16290 = A Exon 4 Missense Procter (2016)"

Movel varints are these cited in the reference Carvabho (2019)'%
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Table 1. Frequency of BTD variants idendfied in newborn screening

from Minas Gerais, Brazil, during the S-year study.

Mucleotide change Effect Mo alleles™ (%)
c 130G =C pDbH 136° 515
130G =CIe511G=4 pD44H/AITIT 2 20
16290 =4 p.DS43E 16 &l
£ 310-1 5delT mRMA expression B in
595G =AM 1413T=C pVI9IMIpCATIC 8 10
© 1455C =G pH4E50 8 0
981044703 pCIIFE*16 7 27
cI0BIT=G pFIEIY 7 17
cMIG=T pG 1 14V 6 13
c 13684 =C pQ456H & 13
C 14B9C =Tic 12840 =T pP4STS/pT428Y 4 15
13 14T =4 pT438X 4 15
clE0IC =T pAGI4Y 4 15
Mot detected Mormal 4 15
c 755G p.DI52G 1 Il
c119T=C pL40P ] 08
< 1595C =T pT532M ] 0.8
301 58elTie 632G =T RMA spression | 04
IpR2IIL

c 763 delA pAQBERE* 10 I 04
cHIT=G pL90R I 04
c2TBAG pY9IC I 04
3644 =G pRI22G I 04
470G = A pRISTH I 04
130G >CIc4T0G=A  pD444HRISTH | 04
cBIIC:A pR2IIS I 04
TG = A pAZITT I 04
BI2C= A pL278I I 0.4
CB4ICT pAZBIV I 04
CB5E deld, pKIBEK fs*22 I 04
€932G=C pSINT I 04
c1237_1241415il | pWADRC 49| I 04
130T =C pVASTA, I 0.4
c 14814 =G pY494C I 04
16120 =T pR5IBC I 04
613G =A p.R53IBH I 04
Toral 164 100.0

“Bght allsles from four rebted neonates (siblings) were exclded from the

amlysis.

“This numiber includes 23 children with homozygous <1 330G >C. Two had

mrtial BTD deficiency intwo distinet sumples at 2 and 3 months of lfe, and 21
had serum BTD activity similur to heterozygous individuals for severs

warmnts.

respective parents in all three haplotypes. In four cases of
the well-known haplotype ¢ [489C>T, cI282C=T (p.
P75 Y428Y), parental BTD was not sequenced. The
silent vanant ¢ 1413T>C (p.C471C) was always detected
together with ¢ 395G =A (p.VI99M), and never detected
alone or in cis with any other varant. Notably, one child
homozygous for this haplotvpe was identified.

Among the 136 newborns, only eight were identified in
homozvgous state (except for p.D442H): three with pro-
found BD (variants pGIIAV, pASIYV and haplotype
C A6 Cue SHG=A (pD4MHAITIT). and five with

partial BD, two with p.F361V, two with p.D543E. amd
one with p.VI®9M. Clinical consanguinity was reported
for only the last child, but penetic tests were nol mn in
any of the couples.

Among the 634 newhorns for whom the screening fluo-
rimetric test detected abnormal values for BTD activity,
allele-specific polvmerase chain reaction for the detection
of p.D444H (c 13306 >A) was performed on dried blood
samples of 601 babies. We identified 296 newborns homo-
zvepous for the p D444H allele, vielding a frequency of
0000253 in the five-vear period of this study (0.0253%).
Based on the Hardv-Weinberg equilibrium, the estimated
frequency of the mutant allele was 0.016 (1.6% ), and that
of the wild tvpe allele was 0.984 (98.4% ). The frequency of
heterozyveous individuals for p.D444H in the newborn
populaton stdied was 0,031 (3.1%).

The costs of running such a programme were 1S
460,000 a vear, including screening fests and serum
BTD determination, given the number of newborns in
Minas Gerais and the incidence of BD detected in the pre-
sent study. Molecular studies in 21.5% of children who
hald BTD serum determination added TIS82,720 a vear
o the costs.

Discussion

From over one million newborns screenaed in the state of
Minas Gerais in this study, 84 were diagnosed with BD.
The estimated worldwide combined incidence of profound
and partial BD is 1:60,089.° In the United States, the
incidence of profound BD is 1:80,000, and partial BD
between 1:31,000 and 1:40,000."" In Europe, a study
inclsding nine countries showed an incidence of combined
B of 1:47.486." Few studies exist on the incidence of BD»
in Brazil. The first, in the state of Parana, found two neo-
nates with BD (one partial and one profound) among
125,000 babies screened during eight months ™ This was
close to the worldwide incidence, ™ but the sample size was
about nine times smaller than that in the present study. A
smaller study (20,329 neonates) in Maringd (Parand)
found a combined incidence of profound and partial BD
of 1:684377 but the diagnostic method was not clearly
stated. amd it is possible that only the semi-quantitative
colorimetric test was used. In a studv of 225,136 babies
across several Brazilian states, the estimated combined BD
incidence was 1:9000," but the authors reported difficul-
ties in the ransport and storage of serum samples owing to
the large size of the countrv. As BTD is temperature-
sensitive, the possibility of false-positives should be con-
sidered. In the present study, BD incidence was estimated
at 1:13,909, even higher than that reported in our previows
pilot study of 182,891 neonates (1:22.861)." The strengths
of our study are the population sizge, the methodologes
wsed, and adherence to stringent recommended quality
control processes.™! It is possible that BD incidence in
Brazil mav be among the highest in the world, and only
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lower than in countries with high consanguinity rates, such
as Turkey, where the combined BD incidence is 171162

In our study, 36 different mutations were identified in
the BTD pene, except in exon | This can be attributed to
the fact that BTD has two potential AUG translation start
codons; the second and more frequently wsed codon is
located in exon 257 All mutations identified in this
study were exonic, except for a single intronic variant,
¢ 310-15delT, which was not detected in any other sdy
conducted in the Brazilian population. Cis mutations have
also been identified in BT, which has been reported for
BI» in several databases.

The most common BTD variants observed in newborn
screening in the United States are p.D44H, p.Q456H,
haplotype c1330G=Cie511G=A  (p.D44SHALTIT).
p.C3FMr36, and p.R33BC, which account for about
60% of the mutant alleles.™ In the present study, the
most  frequent  variants  were  p.D444H,  haplotype
3G =Cre SIG=A  (pDA4HAITIT). pD53E,
C31015delT (intromic), p.VI99M, and p.H483(), which
together account for 74.6% of the alleles analysed. With
the exception of the first two, these markedly differ from
those reported in the United States." In other Brazilian
studies, =" p.D444H was the most frequent varant, fol-
lowed by p.C33Fs*36 and p.D252G. These two varants
were also detected in owr studv, but were not the most
frequent. Conversely, two variants in exon 3 (seven alleles;
Table 2} identified in our stwdy have not been reported
previously. Further, 11 novel varants were detected by
our gmup.*‘m These observations illustrate the penetic
diversity in the Brazlian population.

In four newborns with partial BD diagnosed hased on
their serum BTD activity, we detected only p D444H var-
iant in heerozygosis. BTD activity was repeated in sam-
ples collected one or two months apart. The most elevated
values considered for BD classification of these four chil-
dren were 1.5, 1.6, 2.1, and 2.2 nmol/min fmL, respectively.
This is not compatible with the observed biochemical phe-
notype, because this vanant usually vields BTD activity of
approximately 75% of the reference value for normal indi-
viduals.""™ On sequencing BTD in these patients, no
mutations were found in the second allele. As descnbed
previously, gene deletions or epigenetic phenomena could
be the underlving reason, as these children had at least two
serum BTD determinations at distinet moments. However,
gene deletions could not be detected by the method used in
the present sdy. Alternative methods therefore would be
mﬁaw.s:,sz

In the present study, the allehc frequency of the most
common variant, p.D444H, was 31.5% among patients
with BD, similar to that reporied by another study on
the Brazilian population (46.7%)."" The frequency of the
p.D442H allele in our study was estimated to be 0016,
This frequency is lower than the first reported fipure of
0.039 in the United States,™ and also lower than that in
the cited Brazilian report (0.04)." According to the 1000
Genomes Project, the frequency of 13078881 (Dd444H)

varies by population, being highest among those with
European ancestry (0.043), and very low (0.0023) in
those with African ancestry (www.nehinlm. nih oy proj
ects/SNP/snp_ref.cg?do_not_redirect&rs=rs 13078881 ).
The slave trade from Africa to Minas Gerais in the 17th-
19th cenmries is historically compatible with the lower
frequency of the D444H allele in our study.

Although newborn BD screening 18 not recommended
in all countries, it meets 9 of the 10 cateria set out by
Andermann et al.,™ especially in regions with a high inci-
dence of BD, such as ours. The eighth principle that states
“There should be an agreed policy on whom to treat as
patients” is not entirely mel, because it is not known for
certain whether children with partial BD need biotin sup-
plementation to remain svmptom-free. However, treating
these children, as is usually recommended,’” was demon-
strated to be costeffective in a study in Spain, where the
reported incidence of combined BD in 540,000 neonates
was 1:22,500.%

Conclusions

The incidence of partial BDY in the State of Minas Gerais
may be among the highest in the world, excluding countries
with high rates of consanguineous marriage. Given the high
BD incidence, newborn screening plays a major role in early
identification of the disease in neonates and preventing the
development of svmptoms and irmeversible sequelae. The
genotypic variability in the present study s noteworthy,
and reflects the multi-ethnic population of Minas Gerais,
BT sequencing is a wseful tool, not only to confirm BD
cases screenad in this newborn program, but also to obtain
valuable information about genetic varability among dif-
ferent populations. Although BD has been included in the
newborn screening program only recently, our study dem-
onstrates that such screening is feasible, useful and proba-
blyv cost-effedtive in Minas Gerais.
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5.3 Artigo 2: Novel mutations causing biotinidase deficiency in individuals

identified by the Newborn Screening Program in Minas Gerais, Brazil (artigo publicado)
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Novel mutations causing biotinidase deficiency in individuals
identified by the newborn screening program in Minas Gerais,
Brazil
Nara O. Carvalho!© | Dora M. del Castillo® | José M. Janudrio®? | AnaL P. Starding™? |
Rodrigo R. Arantes™® | Rocksane C. Norton® | Marcos B. Viana'”
*Mupad - Center for Mewbann Serening and
Ganetic Disgnostics, UFMG - Federal Biotinidase defidency is an autosoma recessive inherted metabolic disorder caused by
University of Minas Gersis, Belo Horizonte, mutations in the BTD gene. Qinical manifestations can be treated and effedtively prevented
Brazl with phamacological doses of biotin. Mine novel mutations in BTD are reported in 14 children
Department of Medcine, Fedesal University 2 s . o
of g Brazidl diggnosed by the mewbom screening program in Minas Gerais, Brazil, from hne 2013 to
L December 2017. Serum BTD erzyme activity was determined for all cases and some parents.
*Department of Pediatrics, Faderal University i A i i ) i )
of Minas Gerais_ Balo Horizants, Brasil Two of the mutations are deletions and seven missense mutations located in the exonic region
“University Hospital, Federal University of of the BTD gene, mosty in exon 4 Two newboms were profoundly biotinidase-deficient fone
Minas Gerais Belo Horizonte, Brazil homozygous pAS34V [c.1401C » T] and another, double heterazygous for a novel mutation p.
Conm espondence R2115 [c.631C = A] co-inherited with an already described mutation p.T532 M [c1595C = T]).
Mara de Ofiveira Canvalho, NUPAD, Faculty of Two mutstions were associated with a partial deficiency of biotinidase (pF361 V [c1081 T >
Medicine Federal University of Minas Gerais, . . ) .
Ao, Abfracio Bislens 190, 5 sndar. SOLE-100, G] in two homozygous children, and p.5311 T [c932G > C] in a compound heterozygous child
Be ks Horizorle Brazil who co<inberited a known severe mutation p.¥438X [c 1314 T = AJl The remaining five muta-
Ermail: nara @nupad medicina ulmg be tions were found in compound heterozygous children. Hence, a definitive conclusion about the
Funding infor mation degree of bictinidase defidency is not possible yet These results emphasize the importance of
Center for Mewborn Screening and Genetic s s 5 "
Cia gnastics (N FMC), Brard, saqua'lcrlg the B{'Dﬁeasmlmu‘la‘ltbml to gain a better understanding of the cormelation
Paiard Mumber No ber: Conaelh between biochemical phenotype and genotype.
Macional de Desemvohiments Cientifico e
Tecnobigon (CHP gl Brazil, Grant/Award KEYWORDS
humiber: 30526120177
biotin, biotinidase deficiency, BTD gene, mutation, sequencing
1 | INTRODUCTION The diagnosis of biotinidase deficiency may be a challenge, since
enzyme activity may be influenced by many variables, such as prematu-
Biotin is a water-soluble vitamin regarded as essential because it is not rity and neonatad jaundice. Sample mishandiing is the most common
synthesized by the body. Bictin is responsible for gluconeogenesis, fatty  cause of decressed biotinidase activity, and thus, of false-positive
acid synthesis, and branched -chain amino acid catabolism. Biotin acts as results. Additionally, borderine activity of biotinidase in well-preserved
a coenzyme for the acylation of human carboxylases such as pyruvate samples is sometimes detected. Hence, sequencing BTD can be very
aarboxylase, propionyl-CoA @rboxdase, i-methylcroton -Co-A @b useful for defining the status of the individuals and making dedsions
ylase, and acet-CoA(Gravel & Marang, 2005; Hymes & Wolf, 1994). about life-long treatment (Borsatto et al, 2017; Proder, Wolf, & Mao,
Biotinidase [ETD; EC 3.5.1 12) catalyzes the deavage of biotin from 2016 Strovel, Cowan, Scott, & Wolf, 20171
dietary protein-bound biotin and is essential for recycling bictin from The BTD gene is composed of 543 amino adds and the mRMNA
organic biotinyl-peptides. Biotinidase deficiency (BD, OMIN: 253260) is consists of 4 exons, pemitting the rapid sequencing of the entire
an autosomal recessive inherted metabolic disorder caused by muta- complementary DMA and intron-exon junctions {Cole et al, 1994).
tions in the BTD gene (Findolia, Jordan, & Waolf, 2010]). Clinical symptoms More than 200 mutations have been recognized (Procter et al., 2014),
without biotin supplementation are manifold (Zempleni, Hassan, & and it is likely that the list of mutations musing biotinidase defidency
Wijjeratne, 2008). will continue to increase.
A 1 Med Genet. 2019:1-5. wileyonkinsibrary com/fournal/ sjmga £ 201% Wiley Periodicals nc. | 1
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¥e herein report nine additional novel mutations that cause pro-
found or partial bictinidase deficiency.

2 | MATERIALS AND METHODS

Editorid polides and ethical considerations: this study was approved by
the institutional review board of the Federal University of Minas Gerais,
Brazil Written informed consent was obtained from all participants.

Individuals with biotinidase deficiency were identified by newborn
saeening in the state of Minas Gerais, Brazil from June 2013 to
December 201 7. During this period, 1,044,888 newboms were soreaned
and 119 were identified as biotinidase-defident (B4 patients with an
enzymatic activity of up to 30%, and 35 patients in the borderline mnge
between partidl and heternzygous status or that changed tegories
dong the course of the study).

Mewborn soreening for biotinidase defidencywas perfformed on filter
paper blood spots using the semiquan titative fluorimetric assay (Meonatal
biotinidase kit; Perkin Bmer, Turkw, Finland), according to the manufac-
turer's instructions. Biotinidase defidency was confimmed by performing
Eenzymatic 355ays using srum samples, as desaibed by Cowan, Blitzer,
and Wolf (2010). The follswing reference values forthe interpretation of
the results in our lab were established in 200 mndomized samples: Normal
activity, values ranging from 5.2 to 9.5 nmaol/min/ml; suggestive of hetaro-
zygods, values mnging from 2.2 to 5.1 nmol/ min/m; suggestive of partiol
deficiency, values ranging from 0.8 to 21 nmol/min/mL; and suggestive of
profownd deficiency, values below 0.8 nmol /min/mL. ¥When more than one
measurement was available, the highest value was used for classification
purposes. Children with the highest enzymatic activity of just above
2.1 nmad /min/miL, butwith two other determinations in the range of par-
tial defidiency were considered as possibly partially defident and received
oral biotin supplementation. In most cases, enzymatic assays using the
parents serumsamples were also performed.

Mutation analyses were performed as previously described in the
pilot study that preceded the implementation of the newborn program
for BTD deficiency (Lara et al, 2015).

SIFT, PROVEAN fhttp//siftjovi.orgs) (Choi & Chan, 2015; Kumar,
Henikoff, & Ng. 2009), Mutation Taster (httpy/ fwwaw mutstiontaster.
org/) {Schwarz, Cooper, Schuelke, & Seelow, 2014), and PolyPhen-2
{polymomhism phenotyping; http://genetics wh. harvard edu/pph2/)
{Adrhubei, bordan, & Sunyaev, 2013) were wsed to analyze the possi-
ble effects of gene mutations on protein struchure and function

Biochemical and molecular tests were performed at the laborato-
ries of the Center for Mewborn Soeening and Genetic Diagnostics
[NUPAD - Universidade Federal de Minas Gerais, Brazill The novel
variants identified in the present study were submitted to the ARUP
ETD database and will be openly available at http://fwrwrsarup utah,
edu/database/BTD/BTD _display.php.

3 | RESULTS

We identified nine novel mutations in 14 newborns. Two @ses wene
dassified as profound deficient 10 as partial defident, and two as
possibly partidly deficient (Table 1). In four cases, the novel mutation

was also demonsirated in one or both parents. All novel mutations
were found in the exonic region of the BTD gene, with seven muta-
tions in exon 4 and two mutations in exon 2

Of the nine mutations, two are ddetions and seven are missense
miutations. Two novel mutations in homozygous alleles were detected in
three patients with non-conmnguinecus parents. Patients #1 and #2
wene characterized as partia by deficient and Patient #4was chaacterized
as profoundly defident These mutations were also detected in the com-
pound heterzygous state with other known mutations in three patients
(#5, #8, and #14); all of them were associated with partial defidency. In
one child {Patient #10), three mutations were detected. DMA sequendng
of both parents disclosed the segregation pattern of the aleles.

The results of prediction analysis with SIFT, PROVEAM, PolyPhen-2,
and Mutation Taster areshownin Table 2.

Cinica consequences of these mutations could not be established,
since the cases wemne detected in the newbom period, and all dhildren
received biotin supplementation with their feeding routines and have
remained asymptomatic Patient #2 died about 1 year after the diagno-
sis. Unfortunately, no contact with his parents was possible to check
whether his death was related to the disease.

4 | DISCUSSION

The newborn soreening progam of the Minas Gersis State, in Brazl,
has tested 5.9 million neonates since 1994, when it was launched for
detecting hypothymoidism and phenylketonuria In 2013, biotinidase
defidency testing was included in the mandatory panel of soeened
diseases.

We were fortunate to amy out sample colledction in more than a mil-
lion newboms for soeening tests in the present study, as well a= the
enzymatic and molecular testing procedures in the same institution; this
guaranteed a standard of quality and reliability of the results, since the
enzymatic tests are susceptible to external interferers, as highlighted by
severa authors (Cowan etal, 2000; Strovel etal., 2017).

The enzymatic activity of biotinidase in the serum, together with
the in silico analysis of the novel variants identified in 14 patients with
biotinidase defidency, allowed us to comelate the biochemicl pheno-
type with the genotype, and infer the effect of the variant on the pro-
tein activity.

As already stated, seven mutations were found in exon 4, which
enocodes the carboxy terminus of biotinidase. Mutations in the
C-terminus of the protein have been shown to result in a severe loss of
biotinidase activity {lgbal et al, 2010). The two novel single nudeotide
deletions led to a frameshift reading and premature stop codons that
probably resulted in inacive proteins. Both mutations were found in
the hetemzygous state in chidren characterized as partially deficient
for biotinidas activity, since the co-inherited dlele showed a pD444H
{13306 » C) mutation in one cse, and a c310-15delT mutation in
as dready established (Li et al, 2014; Swango et d., 1998). Accordinghy,
p.OBERfs*10 {c.243deld) and pK2B6Ks*22 (.858deld) mutations are
most probably assodated with profound defidency when in the homo-
zyEous state or co-inherited with another *severs” mutation.
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TABLEZ Results of in silico analyses

Protein PROVEAMN SIFT PolyPhen-2
pF361V MNeutral Tolerated Benign

pS311 T Deleterious Damaging Probably damaging
PASIAV Neutral Tolerated Benign
pOBERf=*10 MA MA, MA,

pR2115 Meutral Damagng Frrobalbhy damagng
pH2BSKfs* 22 MNA, A, A,

pR211L Dreleterous Damagng Probably damaging
P LROR: Deleterious Damagng Prrobalbhy damagng
pL278I Neartral Tolerated Probably damaging

Mote. NA: Not applicable.

Among the missense mutations detected in the homozygous
state, pF341 V {1081 T » G) was assodated with unequivocl par-
tid deficiency of the enzymatic activity in Patients #1 and #2 How-
ever, the mutation was predicted to be “benign” by all in silico
analyses. This finding illustrates that in silico prediction sometimes
fails, as pointed out by Schwarz et al, 2014.

Patient #4 was homozygous for the pAS34V (C1601C > T) muta-
tion. He was profoundly enzyme-deficient (0.3 nmol/min/mL in two
independent determinations). It is noteworthy that the in silico predic-
tion was not uniform {see Table 2). Only the mutation taster analysis
indicated that the mutation would be pathogenic Analysis of the enzy-
matic activity of the parents showed that the mother was in the hetero-
zygous range; however, the father showed a nomal result, suggesting
paterna disocrepancy or, unlikely, a de novo mutation in the child.

The mutation pAS34 was also detected in the compound hatero-
Tygous state with p.D444H in Patient #5 and Patient #11. Both dhildren
were partidly enzyme-defident, and the test results were in agreemant
with the parental enzymatic activity. This is consistent with our finding
that the p.A5 34 mutation should be classified as pathogenic.

Three missense mutations were also co-inherited with p.D444H.
The mutation pR211L in Patient #10 was detected in ds with the
intronic mutation ©.310-15delT. considered pathogenic by Li et al
{2014). Because the intronic mutation is present 5' to the exonic muta-
tion, it is impossible to ascerzin the pathogenidty of pRZ11L. All four
in silico programs predict that this mutation would, however, be patho-
genic. The other two mutations {p.L?0R and pL2781) are probably path-
ogenic, considering that the children were both partially defident; the
jparental enzyme activity results were consistent with this interpretation,
andinsilico analyses {see Table 2) also comoborate this dassification.

Another novel mutation desoibed in the same codon 211 p
R2115 [cA31C = A), was detected in Patient #7; it was co-inherited
with p.T532 M [.1595C = T) that was considered pathogenic by
Momgard, Pomponio, Hymes, & Wolf, 1999. The patient has a pmo-
found defidency, which leads us to infer that the p.R2115 mutation is
also pathogenic. Parental enzymatic adtivity and three in silioco pro-
grams confirm this interpretation.

The p5311 T (c932G = C) mutation, which was detected in
Patient #3, was co-inherited with p.Y438X (c 1314 T > A} This muta-
tion was described by Meto et al {2004) in a profoundly deficient
Brazilian child pY438X is a truncated protein derived from a stop
codon mutation. Patient #3 was partially enzyme-defident, his father's

Mutation taster Biochemica phenotype

Polymorphism Partial in two homozigotes and partial with p.Dudd4H
Disease causing Partial with pY438X

Disease causing Profound in a homozigote and partial with p.Dud4H
Dizease causing Possibly partial with p.Duddd H

D sease causing Profound with p.T532 M

Disease causing Partial with 3 10- 15delT

Disease causing Partial with 3 10- 15delT and D4 4H

Disease causing Partial with 3 10- 15delT and Dubd 4H

Disease causing Possibly partial with p.Dddd H

enzyme actvity was suggestive of heterozygosis, and his mother's
enzyme activity was in the borderline of the hetermzygote/normal
range. Hence, the p.5311 T mutation may be a mildly pathogenic vari-
ant, functionally similar to p.D444H and E177K (529G » A, as pre-
viously reported by our group (Lam et al, 2015). In silico programs,
however, predict that p5311 T is pathogenic or probably pathogenic
(Table 2). kt is interesting to note that two other mutations in the
codon 311, p5311 W (c¥32GC » A), desoibed by Morgard et al.
{1999), and p5311R (c933 T » G). desaibed by Ighal et al. (2010),
were, howewver, associated with biotinidase defidency.

In addition to the usual pD444H (13306 » C) mutation that
causes mild partial biotinidase deficiency, this study identified another
mutation (p.5311 T [c.932G = C]) with a similar functional effect
on the enzyme activity; however, further cases are necessary to con-
firm this observation. Two mutations deary result in severe defi-
ciency (pAS34V [c14601C > T] and p.R2115 [c.631C > Al). For the
remaining five mutations, a definitive conclusion about the degree of
biotinidase deficiency is not possible with the available data In silico
program predictions and empiric data from enzyme activities in serum
wiere sometimes discordant. The results of the present study empha-
size the importance of sequencing the BTD gene as a complementary
test to diagnose biotinidase defidency in some newborns and as
an important tool to gain a better understanding of the genotype-
biodhemica phenatype comelation.
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5.4 Artigo 3: Genotype-biochemical phenotype correlation in biotinidase deficient

children from the Newborn Screening Program in Minas Gerais, Brazil.

Resumo

A deficiéncia de biotinidase (DB), doenca metabolica autossomica recessiva causada
por mutagdes no gene BTD, apresenta fenotipo bastante variavel. A correlagdo do fendtipo
clinico com o gendtipo ¢ tarefa dificil devido a grande variedade de sintomas e pelo fato da
maioria dos dados disponiveis serem provenientes de programas de triagem neonatal, muitos
autores tém buscado, entdo, correlacionar o fenétipo bioquimico com o genétipo e a falta
dessa correlacao tem sido observada com certa frequéncia em diversas casuisticas. O presente
estudo buscou correlacionar o fendtipo bioquimico com o genotipo nos recém-nascidos (RN)
diagnosticados com DB pelo Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais. Foram
analisados os resultados bioquimicos e moleculares dos 136 RN diagnosticados pelo
programa. Foram identificados 45 diferentes gen6tipos, caracterizando alta variabilidade
genotipica na populacdo estudada, sendo a grande maioria dos RN (86%) portadora de dupla
heterozigose com presenca da variante mais comum, a p.D444H, em um dos alelos. Foi
observada variagao da atividade da biotinidase tanto no mesmo paciente, quando realizadas
mais de duas dosagens séricas em momentos distintos, quanto em pacientes diferentes
portadores do mesmo genotipo. Observou-se, ainda, que a atividade enzimatica das variantes
que fazem par com a p.D444H apresenta um espectro continuo de variacao dentro da faixa de
DB parcial, até valores que ja se situam na faixa de heterozigotos para variantes graves. Com
base em nossos resultados constatou-se que a correlagdo do fendtipo bioquimico com o
genodtipo nem sempre € consistente, devido a variabilidade da atividade da biotinidase. Nesse
contexto, recomenda-se a realiza¢do de, no minimo, duas dosagens séricas para melhor
classificagcdo da crianca. Nos casos que suscitam diivida na classificagdo baseada na atividade
enzimatica, a determinacao do gen6tipo pode auxiliar na decisao sobre o inicio da

suplementagdo de biotina.

Key words: Biotinidase deficiency, BTD gene, genotype, newborn screening
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Introduciao

A deficiéncia de biotinidase (DB, OMIN:253260) ¢ uma doenca metabodlica
autossOmica recessiva causada por mutagdes no gene B7D e na qual a obtencao e reciclagem
da biotina enddgena a partir da biocitina ou de peptideos biotinilados ficam comprometidas
(WOLF, 2005; ZEMPLENI; HASSAN; WIJERATNE, 2008; PINDOLIA; JORDAN; WOLF,
2010).

A DB pode ser detectada por meio da triagem neonatal que ja € realizada em mais de 30
paises (WOLF; HEARD, 1990; WOLF, 1991; STROVEL et al., 2017). O diagnostico tem sido
realizado pela dosagem da atividade enzimatica da biotinidase no plasma por meio de teste
colorimétrico (WOLF et al., 1983), com base em padrdes técnicos ja estabelecidos (STROVEL
et al., 2017). Existem algumas varidveis que podem influenciar a dosagem da biotinidase, como
prematuridade, ictericia neonatal, transporte e armazenamento das amostras, sendo as duas
ultimas as causas mais comuns que resultam em baixa atividade enzimatica e, em consequéncia,
resultados falsos-positivos. Por esse motivo, o sequenciamento do gene BTD ¢ um método
adicional para definicdo do status do individuo auxiliando no correto diagnostico e decisdo
terapéutica (PROCTER; WOLF; MAO, 2016; BORSATTO et al., 2017; STROVEL et al.,
2017). Individuos com deficiéncia profunda (menos de 10% da atividade média normal) ou
parcial (10-30% da atividade média normal) devem receber suplementacdo oral de biotina
diariamente (WOLF, 2015).

Se ndo tratados, os individuos com DB profunda podem apresentar principalmente
sintomas neurologicos e cutineos, podendo inclusive chegar ao coma ou a morte. Ja os
individuos com DB parcial tendem a apresentar sintomas mais brandos. Nesse aspecto, a
triagem neonatal cumpre papel profilatico importantissimo, pois permite o tratamento precoce
evitando o aparecimento de sintomas (WOLF, 2012).

A correlagdo do gendtipo com o fendtipo clinico ¢ tarefa dificil devido a grande
variedade de sintomas (HYMES; STANLEY; WOLF, 2001; NETO et al, 2004;
GANNAVARAPU et al., 2015; BORSATTO et al., 2017) e pelo fato de a maior parte dos
dados disponiveis atualmente ser proveniente de programas de triagem neonatal. Assim, os
recém-nascidos diagnosticados ndo apresentardo sintomas, pois o tratamento com biotina,
iniciado precocemente inibe as manifestagdes clinicas, desde que a adesdo ao medicamento seja
mantida de forma adequada.

J& foram descritas mais de 200 variantes patogénicas no gene BTD e a lista ndo para de
crescer, como aponta 0 banco de dados BTD database

(http://www.arup.utah.edu/database/BTD/BTD _display.php). Um ntumero significativo de
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variantes patogénicas graves em homozigose ou em heterozigose composta tem sido associado
com DB profunda. J& a heterozigose composta, em que uma das variantes é grave e a outra
corresponde a p.D444H, ocasiona DB parcial. Individuos homozigotos para a p.D444H tém-se
comportado de forma similar aos heterozigotos para variantes graves (WOLF, 2012). A falta
de correlagdo entre o genodtipo e a atividade bioquimica da enzima tem sido observada com
certa frequéncia em diversas casuisticas. Tal divergéncia tem sido atribuida a fatores que podem
afetar a atividade da biotinidase, como os ja mencionados anteriormente, ou a outros fatores,
como presenga de mutacdes em regides nao-codificantes e fendomenos epigenéticos
(PINDOLIA; JORDAN; WOLEF, 2010).

O presente estudo buscou correlacionar o fenétipo bioquimico com o genoétipo nos
recém-nascidos diagnosticados com DB pelo Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais

(PTN-MG).

Metodologia

Durante o periodo de 5 anos (junho de 2013 a maio de 2018), o PTN-MG realizou a
triagem de 1.168.385 recém-nascidos (RN) para deficiéncia de biotinidase. Os testes de triagem
neonatal, testes bioquimicos confirmatdérios e moleculares foram todos realizados nos
laboratorios do Nucleo de Ag¢des e Pesquisa em Apoio Diagndstico (Nupad) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), conforme descrito em nossos estudos prévios (CARVALHO
etal.,2019a, CARVALHO et al., 2019b).

Para o presente artigo, foram analisados os resultados bioquimicos e moleculares
provenientes de 84 RN identificados com deficiéncia de biotinidase. Seis apresentaram DB
profunda, definida como atividade da biotinidase abaixo de 0,8 nmol/min/mL, e 78
apresentaram DB parcial, com atividade entre 0,8 e 2,1 nmol/min/mL, inclusive. Outros 52 RN
foram considerados suspeitos de portarem DB: seis apresentaram resultados bioquimicos na
faixa limitrofe, ou seja até dois pontos decimais acima do valor de corte estabelecido para DB
parcial (isto €, até 2,3 nmol/min/mL, inclusive) e 46 tiveram dosagens ora acima ora abaixo de
2,1 nmol/min/mL, totalizando 136 RN, conforme fluxograma (Figura 1).

Na maioria dos casos (n=131) foram realizadas pelo menos duas dosagens em
momentos diferentes, sendo considerada a de valor mais elevado para classificacdo do paciente
e decisdo terapéutica. Para fins de correlagdo do fenotipo bioquimico com o gendtipo, foi
utilizada a média dos valores da atividade enzimatica em cada crianca.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Minas

Gerais, Brasil. Foi colhido termo de consentimento dos pais ou responsaveis pelas 136 criancas.
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[Recém-nascidos triados|
(n=1.168.385)

Triagem Normal Triagem Alterada
(n=1.167.751) (n=634)
|
| |
Abandonaram o programa (n=10) ou Exames c.Oﬂﬁl.‘ matérios
nao compareceram a consulta (n=4) enzimaticos
Total = 14 (n=620)
| |
Normal Heterozigoto Com deficiéncia de
(n=42) (n=442) biotinidase ou suspeitos]
(n=136)

Sequenciamento do
gene BTD

Figura 1: Fluxograma da casuistica

Resultados

A analise do DNA dos 136 pacientes permitiu a identificagdo de 45 diferentes gendtipos,
incluindo variantes novas publicadas previamente (CARVALHO et al., 2019). A Tabela 1
mostra o numero de pacientes por gendtipo, a classificagdo bioquimica e a média da atividade

detectada da enzima BTD.

Tabela 1: Gendtipos e fendtipos bioquimicos identificados em 136 criangas da triagem neonatal em
Minas Gerais, Brasil

Alelo 1 Alelo 2 o di
s Numero de Classificagao Me (.ha da
Genotipo . N atividade
4 pacientes Al N i Al N i da deficiéncia enzimética
por genbtipo eracao proteica eragdo proteica | o iotinidaset (amolminmL)
1 p.G114V p.G114V Profunda 0,1
2 1 p.A534V p-A534V Profunda 0,3
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3 1 p-R211S p.T532M Profunda 0,5
4 1 p.R538C p.C33Ffs*36 Profunda 0,4
5 1 p.[D444H;A171T] | p.[D444H;A171T] |Profunda 0,2
6 1 p.[D444H;A171T] | p.Y494C Profunda 0,7
7 1 Intronicay p.[D444H;A171T] | Parcial 0,9
8 1 Intronicaf p.K286Kfs*22 Parcial 1,2
9 2 p.D543E p.D543E Parcial 1,2
10 2 p.F361V p.F361V Parcial 12
11 1 p.F361V p.H485Q Parcial 1,3
12 1 p-S311T p.Y438X Parcial 1,7
13 1 p.[V199M;C471C] | p.[V199M;C471C] | Parcial 1,2
14 1 p.[V199M;C471C] | p.H485Q Parcial 1,1
15 1 p.[V199M;C471C] | p.D252G Parcial 0,8
16 1 p.[V199M;C471C] | p.R122G Parcial 0,8
17 5 p.D444H p.G114V Parcial 1,6
18 3 p.D444H p.Y438X Parcial 1,5
19 2 p.D444H p-A534V Parcial 1,8

20 2 p.D444H p.D252G Parcial 1,3
21 2 p.D444H p.L40P Parcial 1,7
22 1 p.D444H p.A281V Parcial 1,1
23 1 p.D444H p.[Intronica;R211L] | Parcial 1,4
24 1 p.D444H p.[D444H;R157H] | Parcial 1,6
25 1 p.D444H p.[W409Cts*91] Parcial 1,6
26 1 p.D444H p.R538H Parcial 1,6
27 1 p.D444H p.T532M Parcial 1,4
28 1 p.D444H p.V457A Parcial 1,8
29 1 p.D444H p-Y93C Parcial 1,6
30 1 p.D444H p.A237T Hz 1,9
31 1 p.D444H p.L2781 Hz 2,0
32 1 p.D444H p.L90R Hz 2,4
33 1 p.D444H p-Q88Rfs*10 Hz 1,9
34 1 p.D444H p.R157H Bd 2,0
35 2 p.D444H p.F361V Parcial (1) 20
Bd (1) 2,3
36 4 p.D444H Normal Parcial 3) 1.6
Bd (1) 2,2
37 6 p.D444H p.C33Ffs*36 Parcial (3) L7
Hz (1) 2,0
38 6 p.D444H p.H485Q Parcial (3) 1,6
Hz (3) 23
39 4 p.D444H p[P497S:Y428y] |2 arcial G) 1.6
Hz (1) 2,5
Parcial (5) 1,7
40 6 p.-D444H p.Q456H
Bd (1) 1,8
41 3 p.D444H p.[V199M;C471C] | Parcial (1) 1,9
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Hz (2) 2.4
42 6 p.D444H Intronicaq Parcial (2) L9
Hz (4) 2,3
Parcial (4) 1,9
43 13 p.D444H p.D543E Bd (1) 2,3
Hz (8) 2,1
Parcial (15) 1,6
44 18 p.D444H p.[D444H;A171T] |Bd(2) 1,7
Hz (1) 1,7
Parcial (2) 1,5
45 23 p.D444H p.D444H Bd (1) 2,2
Hz (20) 2.4

1 Classificacdo baseada no valor mais elevado da atividade de biotinidase (duas ou mais amostras em
tempos distintos, para cada crianga): profunda, < 0,8 nmol/min/mL; parcial, entre 0,8 ¢ 2,1
nmol/min/mL; borderline (Bd), 2,2 ¢ 2,3 nmol/min/mL; heterozigoto (Hz), 2,4 a 5,1 nmol/min/mL.

Em negrito as variantes novas identificadas no estudo (Carvalho et al, 2019)
4| Mutagao intronica: ¢.310-15delT

Excetuado o genotipo homozigoto para p.D444H, presente em 23 casos (16,9%), os
genodtipos mais frequentes na populacdo estudada foram p.D444H/p.[D444H;A171T] e a
p.D444H/p.D543E com 13,3% e 9,6% dos pacientes, respectivamente.

Foram detectadas oito variantes em homozigose em 31 casos, sendo que 23 foram
homozigotos para p.D444H, como ja mencionado. Os genétipos homozigotos (#1, #2 e #5)
causaram a reducdo da atividade enzimatica em 98,6%, 95,9% e 97,2% respectivamente,
caracterizando deficiéncia profunda da biotinidase. Os genotipos #9, #10 e #13 apresentaram a
mesma atividade média da biotinidase de 16,5%, caracterizando deficiéncia parcial da
biotinidase. J4 o gendtipo homozigoto para p.D444H (#45) foi associado a mais de uma
classificagdo bioquimica em testes realizados com amostras colhidas em tempos distintos. Em
20 casos, houve mudanca na classificacdo enzimatica, seja deficiéncia parcial ou
“heterozigoto”, este muito mais frequente. Um caso teve duas determinagdes na faixa limitrofe
(2,2 nmol/min/mL) e dois pacientes mantiveram dosagens consecutivas na faixa de deficiéncia
parcial (um, com 1,5 ¢ 1,0 nmol/min/mL e outro, com duas dosagens 1,6 nmol/min/mL). O
Grafico 1A ilustra a variagao dos valores médios da atividade da BTD nesses 23 casos. Se os
valores médios dos testes fossem usados para classificar essas criangas, quatro teriam
deficiéncia parcial e 19 estariam na faixa de valores encontrados em individuos heterozigotos

para variantes patogénicas “graves”.
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1) D444H/D444H 1B} D444H Intrénica

AN e

1C) D444H/V193M 1D) D444H/D543E

—

Grafico 1: Variagdo bioquimica da atividade da biotinidase (nmol/min/mL) em criangas com o mesmo
genoétipo - A: D444H/D444H; B: D444H/c.310-15delT (intrénica); C: D444H/[V199M;C471C]; D:
D444H/D543E.

Os pacientes que apresentaram genOtipo heterozigoto composto contendo a variante
p.D444H e uma segunda variante sabidamente patogénica “grave” apresentaram dosagens
enzimaticas mostrando variagdo sempre dentro da faixa para deficiéncia parcial, fato bem
evidenciado para os genoétipos detectados em um numero maior de pacientes, como

p.D444H/p.[D444H;A171T], p.D444H/p.Q456H e p.D444H/p.C33Ffs*36.

Ja na p.D444H em heterozigose composta com variantes sabidamente associadas a
efeito mais brando, como a alteragdo intronica (c.310-15delT), p.V199M, p.D543E e p.F361V,
observaram-se variagdes mais proximas ao ponto de corte superior para deficiéncia parcial ou,
entdo, na faixa borderline, sendo que a variante p.L90R apresentou variabilidade maior na

atividade da biotinidase. O comportamento bioquimico dos genotipos com a mutagdo intronica
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(c.310-15delT) ou com as variantes p.V199M e p.D543E pode ser observado nos Graficos 1B,
1C e 1D, respectivamente. As outras duas variantes (p.F361V e p.L90R) ndo foram plotadas

em grafico por estarem presentes em apenas dois e um paciente, respectivamente.

Foram identificados quatro pacientes em heterozigose simples para a p.D444H
(gendtipo #36), sendo trés com fenotipo bioquimico de deficiéncia parcial (19,3%, 19,3% e
27,5% de atividade média enzimatica) e um paciente com atividade média de 30,3%, resultados

estes incompativeis com a atividade esperada de 75% do valor de referéncia.

O Gréafico 2 ilustra os valores médios da atividade da BTD em 28 gendtipos
identificados em 95 criangas portadoras de dupla heterozigose para p.D444H e outra variante.
Observa-se variagdo continua dos valores que correspondem a atividades entre 15% e 33% do

valor médio de referéncia para o laboratoério.
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Grafico 2: Atividade da biotinidase em genotipo heterozigoto composto contendo a variante p.D444H

O Grafico 3 ilustra os valores minimos ¢ maximos da atividade da BTD em 22 criangas
que tiveram quatro ou mais dosagens realizadas em momentos distintos durante o estudo.
Percebe-se que a variabilidade dos valores da atividade da BTD ocorre ndo s6 entre gendtipos
diferentes, como ja referido no Gréfico 2, mas também no mesmo individuo. Ressalte-se que

ndo foi observada prematuridade quando da coleta das amostras nessas criangas.
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Grafico 3: Valores minimos ¢ maximos da atividade enzimatica da biotinidase em relagao a média dos
valores de referéncia (%) nos pacientes de triagem neonatal com mais de quatro dosagens em

momentos distintos

Discussao

O estudo correlacionou o perfil bioquimico com o diagndstico genético de recém-
nascidos que foram identificados com deficiéncia de biotinidase (atividade enzimatica de até
30% da média de referéncia no laboratério Nupad-UFMG) ou com suspeita de DB (valores
limitrofes ou cambiantes). Foram triados em Minas Gerais mais de um milhdo de recém-
nascidos durante o estudo e a incidéncia da DB combinada foi de 1:13.909 nascidos vivos
(CARVALHO et al., 2019b).

O estudo molecular do gene BTD nas 136 criancgas identificou 45 diferentes geno6tipos,
caracterizando alta variabilidade genotipica na populacdo estudada, fato provavelmente
relacionado a composi¢do multipopulacional do estado de Minas Gerais. Os genotipos mais
frequentes no presente estudo (p.D444H/p.D444H, o haplétipo p.D444H/p.[D444H;A171T] e
a p.D444H/p.D543E) nao diferem muito dos identificados no estudo de Borsatto et al (2017)
que também analisou o diagnostico bioquimico e molecular em pacientes brasileiros. Estudo
realizado por Norrgard et al (1999) constatou maior variabilidade genotipica entre os casos
diagnosticados por triagem neonatal quando comparado ao grupo de pacientes sintomaticos,

sendo que duas das variantes mais comuns no grupo de triagem neonatal (variantes
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p.D444H/p.A171T e p.Q456H) e que ndo haviam sido detectadas em pacientes sintomaticos,
também foram detectadas entre as mais frequentes no presente estudo.

A correlagdo do fenotipo com o gendtipo na DB ¢ assunto ainda em estudo e, para
algumas variantes ja catalogadas em bancos de dados, com resultados dispares em diferentes
relatos. A variabilidade da atividade enzimatica das diversas variantes, conforme corroboram
no presente estudo e também outros autores (Borsatto et al., 2017; Yilmaz et al., 2018), a
descri¢cdo de novas variantes, a ocorréncia de dupla heterozigose, em detrimento de variantes
em homozigose, na maioria das regides em que a prevaléncia de consanguinidade ¢ baixa e,
principalmente, o fato de os dados gerados nos estudos mais recentes ¢ com nimero mais
elevado de casos serem de individuos assintomaticos identificados pelos programas de triagem
neonatal, tornam pouco provavel que a histéria natural de varias variantes venha a ser conhecida
(HYMES; STANLEY; WOLF, 2001; WOLF, 2012). Dessa forma, muitos autores vém
tentando correlacionar o fendtipo bioquimico com o gendtipo, seja in vivo, in vitro ou in silico.
O presente estudo pretendeu colaborar nessa discussdo, uma vez que o niumero de casos para
alguns genotipos foi relativamente elevado e a determinagdo da atividade enzimatica no soro
foi cuidadosamente padronizada e repetida, no minimo, duas vezes para cada crianga, além da
determinagdo da atividade de BTD em ambos os genitores. Em 22 criangas, ela foi feita pelo
menos quatro vezes, 0 que permitiu comprovar a variabilidade no préprio individuo (Grafico
3), conforme também constatado por outros autores (BORSATTO et al., 2017; YILMAZ et al.,
2018). A grande variabilidade nos resultados do teste enzimatico quantitativo da biotinidase
pode ser atribuida a existéncia de fatores epigenéticos, bioquimicos e fatores inerentes ao
individuo (PINDOLIA; JORDAN; WOLF, 2010).

A atividade enzimatica da BTD em pacientes homozigotos evidenciou, conforme
esperado, que as variantes p.G114V e p.[D444H;A171T] levaram a redugdo drastica na
atividade enzimadtica, causando deficiéncia profunda nos pacientes. A variante p.A534V,
descrita em estudo prévio (CARVALHO et al., 2019a), também foi associada a DB profunda.
A variante p.V199M, por sua vez, causou atividade enzimatica abaixo de 30%, caracterizando
DB parcial, o que confirma a suspeita do autor que primeiramente identificou essa variante
(WOLF et al., 2002) e os relatos de outros autores de que essa variante tenha efeito menos
deletério na atividade da BTD (NETO et al., 2004; BORSATTO et al., 2014). Em heterozigose
com p.D444H, confirmou-se essa constatacao (Grafico 1C). A variante p.D543E detectada, em
homozigose em dois neonatos na presente casuistica e em um caso adicional no estudo piloto
precedente (LARA et al., 2015), também associa-se a deficiéncia parcial. Quando em

heterozigose composta com a p.D444H em 13 casos (Grafico 1D), a atividade enzimatica ou
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situou-se na faixa de DB parcial ou ligeiramente acima do valor limitrofe, confirmando tratar-
se de variante com efeito mais brando sobre a atividade da BTD, diferentemente do relatado
por outros autores que a classificaram como patogénica Procter et al (2016). A variante
p.F361V, detectada em homozigose em dois recém-nascidos ndo pertencentes a mesma familia
(CARVALHO et al.,2019a), e em outros dois casos em heterozigose composta com a p.D444H
e p.H485Q, respectivamente, também associou-se a efeitos menos deletérios sobre a atividade
da BTD.

Dentre as 23 criangas homozigotas para p.D444H, em que o esperado era atividade
enzimatica em torno de 48% a 50% (SWANGO et al., 1998), observou-se que duas delas
mantiveram dosagens consecutivas na faixa de deficiéncia parcial, nestes casos podemos
suspeita de delecdo do alelo complementar, levando ao quadro de “falsa homozigose”
(STROVEL et al., 2017) ou, entdo, de fendmenos epigenéticos ainda a serem desvendados.
Para essas duas criangas, foi mantido o tratamento com biotina. Nos outros 21 pacientes, a
atividade da BTD teve grande variabilidade, oscilando, no mesmo individuo, entre as faixas de
DB parcial e de heterozigoto para variantes severas (Grafico 3), fato este que reforgca a
recomendacao de que seja realizada mais de uma determinacao sérica para se aferir o real status
de criangas com atividade de BTD perto do valor limitrofe para DB parcial. E preciso destacar,
ainda, que 93% das criancas homozigotas para p.D444H, detectadas por PCR alelo-especifica
no Programa de Triagem Neonatal em Minas Gerais, possuem, como esperado, atividade de
BTD na faixa de heterozigoto para variantes patogénicas severas (CARVALHO et al., 2019b).
Na tentativa de investigar essa variacdo, estudo recente (BORSATTO et al., 2019) avaliou o
efeito in vitro do alelo p.D444H sobre a atividade da BTD em lisado de células HEK 293 e,
também, no meio de cultura no qual cresciam essas células. Os resultados conduziram os
autores a especularem de que p.D444H esteja associada a instabilidade da enzima e ndo a uma
atividade reduzida da mesma.

Confirmou-se que a DB parcial €, na maior parte das vezes (86% dos casos no presente
estudo), devida a combinag¢do do alelo p.D444H com variantes associadas a DB profunda
(SWANGO et al., 1998). Nesses casos, observou-se que a atividade média da BTD para cada
combinac¢do assumiu valores que cobrem toda a faixa correspondente a DB parcial (Grafico 2).
Isso corresponde, provavelmente, ao efeito enzimatico variavel da variante que faz par com a
p.D444H.

Em quatro recém-nascidos com DB parcial ou na regido limitrofe superior, identificou-
se a variante p.D444H em heterozigose simples (genotipo #36 da Tabela 1). A explicacdo mais

plausivel para a discordancia com o fen6tipo bioquimico esperado (75% de atividade) ¢ que
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existam outras altera¢des no gene BTD nao detectaveis por sequenciamento (WOLF, 2016;
SENANAYAKE et al., 2015) ou, entdo, fendmenos epigenéticos ainda desconhecidos, uma vez
que a atividade da BTD foi feita duas ou trés vezes nessas criangas, com estrita observancia na

coleta e processamento do sangue.

Conclusao

Com base em nossos resultados e considerando o tamanho significativo da amostra
estudada, a variacdo enzimatica observada e a correlagdo algumas vezes falha com o genétipo,
recomendamos, a semelhanga de Borsatto et al (2017), que se realizem no mesmo laboratorio
de referéncia pelo menos duas determinagdes da atividade sérica da BTD em momentos
distintos para se confirmar o resultado de cada caso suspeito de DB, e uma terceira
determinagdo em caso de discrepancia entre as duas primeiras. A escolha do maior valor da
atividade da BTD para fins de classificagdo do paciente e decisdo terapéutica talvez ndo seja a
mais adequada, adotando-se, como alternativa, o valor médio das trés dosagens. A determinacao
da atividade sérica da BTD continua sendo o padrdo ouro para confirmagdo do diagndstico da
DB, pela possibilidade de interferéncia de fatores epigenéticos e outros na atividade da BTD
variante, a realizagdo do sequenciamento do gene BTD para conhecimento do gendtipo,
principalmente nos casos com classificagdo bioquimica duvidosa, cumpre papel relevante na

categorizagdao mais segura da DB e consequente suplementacao de biotina a crianca afetada.
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6. Consideracoes finais

Este estudo nos permitiu estimar a incidéncia combinada da DB parcial e profunda no
estado de Minas Gerais na propor¢ao de um para cada 13.909 nascidos vivos, podendo ser
considerada uma das mais altas do mundo, excluindo-se os paises com altas taxas de
consaguinidade. Foi observada que a incidéncia da forma parcial ¢ a responsavel pela alta
incidéncia da doenca na populacao estudada e isso se deve a combinacdo da variante mais
comum, p.D444H, com outras variantes “graves” da DB. A baixa frequéncia de homozigose
faz com que a incidéncia da DB profunda seja bem menor na nossa populacao.

Neste cendrio, a triagem neonatal para DB cumpre papel muito relevante, pois permite
a identificacdo precoce dos neonatos acometidos, propiciando tratamento adequado e evitando
a ocorréncia de sintomas e de sequelas irreversiveis.

A partir da analise molecular do gene BTD nos recém-nascidos diagnosticados com
deficiéncia de biotinidase pelo PTN-MG no periodo do estudo, foi possivel identificar as
variantes presentes nos pacientes, incluindo nove variantes novas, as quais foram descritas pelo
presente estudo e ja se encontram publicadas no banco de dados BTD database

(https://arup.utah.edu/database/BTD/BTD _display.php).

Foi estabelecida a frequéncia relativa das variantes identificadas nos pacientes com DB,
sendo a p.D444H, p.[D444H;A171T], p.D543E, mutacdo intrénica (c.310-15delT), p.V199M
e p.H485Q as variantes mais frequentes na populacdo estudada. A grande variabilidade
genotipica observada pode ser atribuida a origem multiétnica da populagdo mineira. A
frequéncia do alelo p.D444H na populacao de triagem neonatal foi estimada em em 0,016
(1,6%), considerada relativamente baixa em comparacao com outras populagoes.

A partir da andlise do perfil bioquimico da atividade enzimatica da biotinidase, pode-se
concluir que existe uma variagdo continua dos valores e que esta variabilidade ocorre tanto no
mesmo paciente quanto em pacientes diferentes com o mesmo gendtipo. Dada essa variacao, a
correlagdo do fendtipo bioquimico com o genoétipo, principalmente na presenca de dupla
heterozigose, pode ndo ser consistente. Considerando a existéncia desse comportamento
bioquimico variavel, recomenda-se que se realizem pelo menos duas dosagens séricas
enzimaticas em momentos distintos e uma terceira em caso de divergéncia na classificacdo, de
tal forma a se obter maior seguranca para iniciar s suplementagao de biotina.

Com base nos resultados do presente estudo, concluiu-se que a escolha do maior valor
da dosagem sérica para fins de classifica¢do da crianga testada, pode ndo ser a mais adequada,

dada a ocorréncia de varios fatores que podem interferir no comportamento da atividade
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enzimatica. Dessa forma optar pela média dos valores de duas ou trés dosagens enzimaticas
para classificagdo do paciente seja mais indicada do que a conduta atual de adotar o valor mais
elevado. Apesar do teste quantitativo da biotinidase ser o padrdo-ouro para o diagnostico,
recomenda-se o sequenciamento do gene BTD como método complementar para auxiliar no
correto diagndstico, propiciando indicagdo terapéutica mais segura ao paciente, principalmente
para os casos com variagdo na dosagem enzimatica que determinaria a mudanca de
classificagcdo, de DB parcial para a faixa de heterozigotos com variante severa.

Os resultados do estudo nos permitiram ainda concluir que o programa de triagem
neonatal para DB em Minas Gerais pode ser considerado de alta qualidade, e isso se deve aos
protocolos, métodos utilizados, equipes técnica e clinica multidisciplinar especializada.
Considera-se, portanto, que a triagem neonatal para DB em Minas Gerais ¢ vidvel, util e

provavelmente efetiva sob o ponto de vista econdmico.
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7 Perspectivas Futuras

= Continuar realizando o sequenciamento do gene BTD para os pacientes
identificados com atividade reduzida da biotinidase como parte do protocolo de
triagem neonatal de forma a auxiliar na classificacdo do paciente.

= Refazer a andlise do perfil bioquimico da populagdo de triagem neonatal de
forma a se confirmar os valores dos pontos de corte atualmente estabelecidos
para categorizar o grau de deficiéncia da atividade da biotinidase.

= Com maior numero de pacientes caracterizados ao longo dos anos, reanalisar a
correlacao do fendtipo bioquimico com o genoétipo, de forma a melhor esclarecer
essa questao.

= Estudar os casos de pais e irmaos de pacientes assintomaticos que so tiveram o

diagndstico da doenca apo6s a triagem neonatal de um membro da familia.
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8 Conclusoes

A incidéncia combinada da DB parcial e profunda foi estimada em 1:13.909 nascidos
vivos (intervalo de confianca a 95%, 1:11.235a 1:17.217), bem mais alta do que a média
mundial. A incidéncia da DB profunda foi estimada em 1:194.731 (1:89.286 a
1:1:424.809) e a DB parcial em 1:14.979 nascidos vivos (1:12.003 a 1:18.692).

A partir do estudo molecular do gene BTD, foi possivel identificar 36 diferentes
variantes nos recém-nascidos diagnosticados com DB pelo PTN-MG, sendo as variantes
mais comuns p.D444H, p.D444H;A171T (haplotipo c.1330G>C;c.511G>A), p.D543E,
intronica (¢.310-15delT), p.V199M e p.H485Q que juntas representam 74,6% dos alelos
analisados. Dentre as variantes detectadas, nove foram descritas pela primeira vez no
presente estudo.

A frequéncia do alelo p.D444H na populacdo de triagem neonatal foi estimada em
0,016%, menor do que a registrada em outras populagdes.

Os resultados do estudo corroboram com os de outros autores de que a correlagdao do
fenotipo bioquimico (atividade enzimatica no soro) com o gendtipo ndo € sempre
consistente, dada a influéncia de possiveis fatores bioquimicos e epigenéticos na

modulacao da atividade da biotinidase.
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9 Anexos

ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TEEXIO DE COMBENTIMENTO LIVEE ESCLARECIDO

O Srfa) esti szendo comwidado(z) come wvolumtinolz) a parbeipar da pesquiza
“Caracterizacio bioguimica & molecular das formas graves e parciais da deficiéncia de
higtinidase no Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais: estudo prospective de 5
anos”. Padimos a auferizagio para celeta de amostra de samgue de zen filho, & guande
neceszirio, coleta de amostra de seu sangue, a utilizagdo do material biolégico coletado astd
vinculada somente a este projeto de pesquiza ou se o Sr. () cencordar em projetos futuros.
Mesta pezquisa pretendemos realizar um exame de DMNA para identificar a alteragio genstica
‘mutagio) responsavel pela doenga “Deficigncia de hiotimdaze”™ 1dentificada pele teste dz
triazem neonatal (teste de pezmhbo] do seu filho. O acempanhamento clinico de zeu filhe ne
Ambulatiric de Ei,l.q;umia,ag do Servigo Especial de Genética do Hospital das Clinicas [,
SEGHCUFMG) nio sofrerd qualquer ]nEﬂll‘.lE:-ll;:-IE. Para z finalidade da pesquiza no dia em
Que A Ccriznga comparecer 2 consultz medica de rotina, prestados os devidos esclarecimentos
sobre 2 realizagdo doz exames, voces zerio encaminhados para a celetz da uma ameostra de
zanzue no poste de coleta do Mupad. Ezsa amestra serd armazenada ne Laboratorio de Genstica
= Biologia helecular do Mupad) ate o final da pesguiza. Os riscos e desconfortos smvolvidosz
na pesquisa consistem no procedimento da celeta de sangue penférice por puncio venosza, o
gue pode zcarretar dor local no momento da coleta.

A pesguiza contribuird, de forma geral, para um entendimento malz aprofundade da
correlagio doz exames biogquimices (teste gquantifztive snzimatico realizado pele Teste de
Pezmhe) com oz exames moleculares (exame de DAY da forma a se confirmarem os valores
do ponto de corte atualmente utilizados para o diagnostico da Deficiencia de Biotinidaze ne
Taste do Pezinhe; e em particular, preopiciara indicagio mails sesura de fratamento mais
adequado para as criangas 1dentificadas com deficiéneia de Biotinidaze no Teste do Pazinho.

Para participar daste eatu-:l.:l o Zr.ia) nio tera nenhum custo, nem recebera gualquer
vantagem financera. O S1.iz) ferd o esclarecimento sobre o sstudo em gualquer azpecto que
deszalar e estara livre para participar cu recusar-ze a participar em gualquer momento 2 zem
quatsguer prejulzos. & sua participacic & wveluntaria, e 2 recusz ndo zcarretara gualguer
penalidade ou medificacde na forma que o zeu filho é atendido pelo pesquisador ou madice
rezponzavel, que frafard 2 sua identidads com padrdes profizsicnaiz da zigilo. Os resultados
obtidos pela pesguisz a partir de seu material liolégice e'ou de zeu filho serdc encammhbados
parz o madice responsavel azsmm gue finahizados.

Este tarmo da consantimento enconfra-ze imprasso am duas vias, sendo que uma serd
arqui"ad.a pele pesquizzdor no Laboratorio de Genética & Biolegia Melecular do Mupad e a2

outra serd fomecida ao Sr.(2). Os dados e materiaiz utilizades na pesquiza ficario arquivados
com o pesguizador por um *_:nmau:l:- de 5 {cinco) anos no Laberatdrio de Genéticz 2 Biologia
Melacular de Mupad — Faculdade de MedicmaTFRG 2 apés aste tempo serfo destruides. Oz
pesguisadores tratardc a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a
legizlagio brasilemra (resolugdes WP466/12; 44111 & a portania 2.201 do Conzelho MNacional de
zzude e suas complementarss), whlizando as mformapgdes somente para fing academicos 2
clenfificos.
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Eu_ portador do documento ds
1dentidade fin mformade(a) doz chefives, metodos, riscos =
beneficios da pesquizz “Caracterizacio bioguimica e molecular das formas graves e
parcials da deficigncia de hiptinidase no Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais:
estudo prospective de 5 anos™, de maneira clara & detalhada & esclarect mmha: dividas. Sei
gue 2 quzlquer moments poders1 selicttar novas mfcrmacdes e modificar minha decizio d=
participar se assim o dasejar.

L. Concordo gue o materizl biolégico de meu filho, bem como o mau se howver, seja utilizade
somente parz esta pesguiza

L. ) Ceoncorde que o materizl biclogico de meu filhe, bem come o meu se houver, possa ser
utihzade em ocutras pesguizaz, mas sers1 comunicado pelo pesqmizador & aszinarer cutro terme
de conzantimento lrTe e esclarecido que explique para que serz uhlizade o material.

Rubrica do pesquizader
Fubrica do participants ou responzavel pala crianga

Declare que concords em participar desta pesquiza & auforizo 2 participzedo do men
filhe. Racabi wma via onginal deste termo da consentimento livre 2 esclarecido assinado per
mum e pelo pesgqumsador, que me deu a oportunidadas de ler, ou fo1 hdo para mim, e esclarecer
todas 2s mumbas dirvidas.

Mome complato da crianga

Mome complato do responsaval Diata

Azzinatura do responsavel

hiadicos responzaveiz pelo atendimante madice: Ana Lacia Pimenta Starling, Fodrige Arantas,
Waléria Oliveira & Focksane de Carvalhe Morton.

Pesquzadorss responsavels: Nara de Olrvera Carvalho, hMarcos Borate Viana, Eockzane d=
Carvalhe Morton.

Enderaco: Fuz Alfredo Balanz, 139 — Nupad 157 andar — Santa Efigania.

Talafoma: (317 34055540

E-mail: Recksans norton(@ smail com

Azzinatura de pesquizader responsavel

COEP-UFMG — Comuzsde de Efica em Pesquiza da TTFAG
Av Antdmo Carlos, 6627 Umdade Admimistrativa [T — 2° andar — sala 2005
Campus Pampulha. Bele Henzonte, MG — Brazil. CEP:21270-501

E-mail: cosp/@prpg . ufins br

Telefone: 5408-4552
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ANEXO B — Aprovacao no Departamento de Pediatria da FM/UFMG

Parecer PED 0272016

FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE PEDIATRLA

Av. Prof. Alfredo Bakena |90 /&7 apdar
Bebo Horlpoavie - MG - CEP 30 130100

UG

Parecer do Departamento de Pediatria FM/UFMG—Parecer 02/2016
Projeto: Caracterizaciio bioguimica e molecular das formas graves e parciais
da deficiéncia de biotinidase no Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais:

estudo prospectivo de cinco anos

Interessado:  Profa. Rocksane Carvalho Norton

Antecedentes:

Trata-se de projeto de pesquisa desenvolvido pela equipe do NUPAD no dmbito do
Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais (PTN-MG), O estudo pretende realizar
o estudo molecular do gene biotinidase (BTD) nos pacientes triados pelo PTN-MG no
periedo de 2013 a 2018 que tiveram teste enzimdtico em soro confirmado para
deficiéncia de biotinidase parcial ou profunda. Com este estudo espera-se identificar as
mutagdes presentes na populagio estudada, estabelecer a prevaléncia destas mutagdes
em Minas Gerais, correlacionar os resultados bioguimicos com o moleculares de forma
a se confirmarem os valores do pente de corte adotados no PTN-MG.

O cronograma de atividades esta bem detalhado.

O projeto nio envolve conflitos de natureza ética.

Os resultados do projeto em tela podem contribuir para indicagiio mais scgura do
tratamento & melhor compreensio da correlagio fendtipo-gendtipo nos portadores de
deficiéncia de hiotinidase.

Parecer:

O meu parecer, s.m.j., € pela aprovagdo do projeto pelo Departamento de Pediatria para
gue prossigam as tramitagdes junto ao Comité de Etica em Pesquisa da UFMG.

Belo Horizonte, 26 de fevergiro de 2016,

, e

Jorge Andrade Pinto

& b o L Jole III,-* WZ/,/‘ Professor Titular,
Liniaf Departamento de Pediatria
i Regie LAOEFET
PN||;_ L»CILHiJJ 1 deFe.;...
T rapatgme
o 30 DB a1

Facuidate d’?
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ANEXO C — Aprovacao no COEP da UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERALS
COMITE DE ETICA EM PESOUISA - COEP

Projeto: CAAE 55189816.4.0000.5149

Interessado(a): Profa. Rocksane de Carvalho Norton
Departamento de Pediatria
Faculdade de Medicina- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG ~ COEP aprovou, no
dia 04 de maio de 2016, o projelo de pesquisa intitulado
“Caracterizagdo bioguimica e molecular das formas graves e
parciais da deficiéncia de biotinidase no Programa de Triagem
Neonatal de Minas Gerais: estudo prospectivo de cinco anos"
bem como o Termo de Censentimento Livre e Esclarecido.

O relatorio final ou parcial deverd ser encaminhada a0 COEP um
ano apés o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.

——

e - ',.-o-' + . . S l.l i o . i -r
AT LGTRCS T Bl 0s e VR,
P o £ N
:: .-'r’ ; __,_,-o—"‘-"'.' - "“‘i\
—  Profa. Dra. Telma Campos Medeiros Lorentz

Coordenadora do COEP-UFMG

A, Prez. Aniomia Carlos, 6627 - Lividade Adwialsirarivn I« 2* wndar - Sale X003 - Cepe 31270001 - RH-MCE
TebeFa: (0313 39094562 - gonaif: e pep e by
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ANEXO D — Protocolos de extracdo de DNA

Preparacio da solucdo de Chelex a 5%

Adicionar 5 gramas da resina Chelex (BioRad) em 100 mL de agua ultrapura.
Colocar uma barra magnética no frasco contendo a solugao

Obs: ao pipetar o reagente Chelex, o frasco de solucao deve permanecer em cima do agitador
magnético de forma que as particulas da resina figuem homogéneas na solugao.

Extracio de DNA em amostras de sangue em papel filtro FTA ou Papel filtro triagem

Adicionar 1,5mL de agua bidestilada em nos tubos de reacdo de 1,5 mL previamente
identificados com os cddigos das amostras;

Com um picotador de Smm, fazer o picote na amostra de sangue, selecionar a regiao
mais central onde o sangue tenha transpassado o papel. Colocar o picote dentro do
tubo correspondente;

Colocar os tubos de reagdo em agitador orbital em velocidade lenta por 40 minutos
para que ocorra a hemolise.

Dar vortex nos tubos por 10 segundos;

Colocar os tubos na centrifuga a 14.000 rpm por 6 minutos

Retirar o sobrenadante deixando aproximadamente 20 pl do mesmo;

Adicionar 150 pLda solucao de Chelex a 5 %;

Dar vértex nos tubos por 10 segundos;

Colocar os tubos em banho maria a 56°C por 20 minutos;

Dar vértex nos tubos por 10 segundos;

Colocar os tubos em banho seco a 100°C por 8 minutos;

Dar vértex nos tubos por 10 segundos;

Armazenar o DNA entre em geladeira até o momento de uso.

Extracdo de DNA em amostras de sangue total (EDTA)

Adicionar 1,5mL de agua bidestilada em nos tubos de rea¢do de 1,5 mL previamente
identificados com os cddigos das amostras;

Pipetar 200 uL de sangue no tubo correspondente

Colocar os tubos de reagdo em agitador orbital em velocidade lenta por 30 minutos
para que ocorra a hemolise.

Dar vortex nos tubos por 10 segundos;

Colocar os tubos na centrifuga a 14.000 rpm por 4 minutos

Retirar todo o sobrenadante, tomar cuidado com o sedimento no fundo do tubo;
Adicionar 200 pL da solugdo de Chelex a 5 %;

Dar vortex nos tubos por 10 segundos;

Colocar os tubos em banho maria a 56°C por 20 minutos;

Dar vortex nos tubos por 10 segundos;

Colocar os tubos em banho seco a 100°C por 8 minutos;

Dar vortex nos tubos por 10 segundos;

Armazenar o DNA em geladeira até o momento de uso.
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ANEXO E: Tabela com dados dos 136 pacientes analisados no estudo

Resultados Atividade enziméatica (nmol/mim/mL) . Genotipo
ID | Pacientes Data Classificagdo Exame | Exame | Exame | Exame | Exame | Exame Media das
Nascimento ) ) 3 4 5 5 dosagens Alelo 1 Alelo 2
40 |BTD-416 12-Aug-16 | Borderline 2.3 2,2 2,3 D444H D543E
60 |BTD-448 |!1-an-17 | g deriine 22 28 22 24 | D444H ¢.310-15delT
79 | BTD-527 11-Nov-17 | Borderline 2,2 2,2 D444H 2
24 | BTD-6%4 26-Feb-18 Borderline 2,2 2,2 2,2 D444H D444H
38 |BTD-308 |27-AP™15 | Borderline 2.3 2,2 23 | D444H F361V
78 |BTD-323 |2-S¢P-15 | Borderline 23 2.2 25 2,3 | D444H D543E
39 |BTD-404 |!7-May-16 Parcial 1,8 0,9 14 D444H T532M
41 |BTD-233 23-Jan-15 Parcial 1,7 1,5 1,3 1,5 D444H D444H/A171T
33 | BTD-403 18-May-16 | Parcial 1,7 1.4 1,6 1,6 D444H R538H
81 |BTD-236 27-Jan-15 Parcial 2.1 1,6 2.1 1,2 1,6 1,7 D444H G114V
93 | BTD-245 20-Feb-15 Parcial 1,7 1,4 1,8 1,3 1,6 1,7 1,6 D444H C33Ffs*36
42 |BTD-216 |19-Dec-14 | parcial 11 2,0 1,6 1,6 | D444H D252G
85 |BTD-439 | 16-Dec-16 | pyrcia) 1.8 2,1 2,0 | D444H F361V
37 |BTD-246 | 18Feb-15 | parcial 2,0 1.8 L7 L5 1,8 | D444H Q456H
110 | BTD-226 3-Jan-15 Parcial 1,8 1,6 2,0 1,3 1,8 1,7 S311T Y438X
24 | BTDag? |77 | parcial 0,8 0,7 08 |VI®OM/C47IC |R122G
112 |BTD-397 |14-Apr-16 | Parcial 1,3 2,1 1,7 | D444H ¢.310-15delT
117 |BTD-498 |6-8eP-17 [ parcial 1.8 1,2 1,5 | D444H A534V
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116 |BTD-514 | 1 Nov-17 I pyreial 1,2 1.4 1,3 | D444H H485Q

s6 |BTDA30 |13-0t15 | parcian 1,5 0,9 1,6 1,3 |D444H D444H/A171T
o1 |BTD43l |8Nov-16 | pacial 1,0 1,7 14 |D444H D444H/A171T
44 |BTD421 |6-SeP-16 I pyrcial 1,9 1,9 1,9 | D444H L40P

115 | BTDasg |15-Mar-17 | p, 1,9 2,0 2,0 2,0 | D444H C33Ffs*36

98 | BTD.40s |23-May-16 | Parcial 1,7 1,7 |D444H D444H/A171T
76 | BTD-468 | 24-APr17 | parcial 2,1 1,6 1,9 | D444H Q456H

100 | BTD-394 27-Mar-16 | Parcial 0,8 1,0 0,9 ¢.310-15delT D444H/A171T
36 |BTD-413 [30-Jul-16 | Parcial 1,6 1,5 1,2 14 |D444H ?

80 |BTD-419 |26-Augl6 | papiq) 1,0 1,6 1,6 1,4 | DS543E D543E

99 |BTD-429 |26-Oct-16 | Parcial 1,9 1,3 1,6 |D444H D444H/A171T
106 | BTD46o [3-May-17 | pociat 2,1 2,0 2,0 2,0 | D444H D444H/A171T
72 |BTD-424 |21-Sep-16 | p,icial 1,8 19 19 | D444H D543E

83 |BTD-464 |4APr-17 | pyrcial 1,5 1,0 1,3 | D444H D444H

9 | BTD46s 3217 | parcial 1,1 0,7 1,9 1,2 |c.310-15delT K286Kfs*22
87 |BTD461 |13-Mar-l7 1 papiq) L5 L9 1.8 1,7 | D444H D543E

35 | BTD477 |28-May-17 | p. 1,9 1,6 1,8 | D444H C33Ffs*36

43 | BTD-595 31-Dec-17 Parcial 1,8 1,3 1,6 D444H L40P

90 |BTD-318 |6-Sep-15 Parcial 1,6 1,6 D444H P497S/Y428Y
107 |BTDAag0 [22-70-17 | pycing 1,4 1,4 14  |D444H ¢.310-15delT/R211L
20 |BTDA17 |25-0u15 | porciar 2,0 1,6 1.3 1,6 |D444H Y438X

126 |BTD-311 | 26-Jun-15 I pyreial 1.9 2,1 2,0 |D444H A534V
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103 | BTD-388 |26-Feb-16 | Parcial 1,7 1,6 1,7 | D444H D444H/A171T
114 | BTD-339 16-Oct-15 Parcial 1,6 0,9 1,3 D444H Q456H

105 | BTD-455 |24-Feb-17 | parcial 0,8 0,8 0,8 | VI99M/C471C |D252G

53 |BTD412 |30-Jun-16 | po . 1,7 1,4 1,6 |D444H D444H/R157H
102 |BTD-222 |8-Dec-14 | parcial 1,7 L5 1,6 |D444H H485Q

108 |BTD-519 | 1SNov-17 | porcial 2,0 2,1 2,1 | D444H H485Q

124 |BTD-319 |1-Sep-15 Parcial 2,0 2,1 2,1 D444H ¢.310-15delT
51 |BTD-399 12-Apr-16 Parcial 2.1 1,6 1,9 D444H D543E

111 |BTD-414 |ZAU16 | pyrejal 1,2 1,2 1,2 | D444H G114V

50 |BTD.351 |24-Nov-15 | Parcial 1,6 2,0 2,2 1,9 | D444H V199M/C471C
48 |BTD-554 |28-Nov-17 I parcial 1,3 1,2 1,3 |F361V H485Q

71 |BTD-523 |2Nov-17 | parcial L1 0,9 1,0 | D444H D252G

86 |BTD-402 |16-Apr-16 | Parcial 1,7 1,8 1,8 D444H D444H/A171T
58 |BTD.594 | 14-Dec-17 | Parcial 1,5 1,7 1,0 1,4 | D444H D444H/A171T
62 |BTD.4z |28-Nov-16 |p . 1,7 1,6 2,1 1,8 | D444H D444H/A171T
98 |BTD-302 |31-May-15 |p, i 1,9 1,9 1,6 1,8 | D444H D444H/A171T
113 | BTD-363 |2-Dec-15 | Parcial 1,9 1,2 1,6 | D444H D444H/A171T
82 | BTD-614 4-Jan-18 Parcial 1,6 1,6 1,6 D444H D444H

95 |BTD-723 2-May-18 Parcial 1,9 1,6 1,8 D444H Q456H

34 BTD-396 |25-Feb-16 Parcial 1,1 2,0 1,6 D444H G114V

118 |BTD-671 |19-Feb-18 | Parcial 1,5 1,3 14 | D444H ?

104 |BTD-707 5-Apr-18 Parcial 1,9 2.1 2,0 D444H 2
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96 |BTD-368 9-Dec-15 Parcial 1,6 2,0 1,8 D444H V457A
52 |BTD-386 | 17-Jan-16 | Parcial 1,8 2,0 1,9 | D444H P497S/Y428Y
75 | BTD-342 |27-Sep-15  |Parcial 1,1 1,2 1,1 1,1 V199M/C471C | H485Q
g4 |BTD-128 |23-Apr-14 | Parcial 1,9 1,3 1,7 1,7 1,3 1,6 | D444H Y93C
61 |BTD-176 |18-Aug-l4 |p,ieia 1.8 L1 18 2,1 1,7 | D444H Q456H
122 | BTD-76 17-Feb-14 Parcial 1,5 1,7 2.1 1,8 D444H Y438X
119 | BTD-149 |3-ul-14 Parcial 1,4 1,5 1,0 1,3 D444H D444H/A171T
120 | BTD.92 |25-Feb-14 | Parcial 1,5 1,5 1,6 1,5 D444H D444H/A171T
125 | BTD-28 9-Jan-14 Parcial 1,2 1,2 D444H Y438X
128 |BTD4g |22-Jan-14 | Parcial 0,8 1,3 1,5 1,2 | D444H D444H/A171T
129 |BTD-120 26-Mar-14 | Parcial 1,0 0,3 1,2 1,3 1,0 D543E D543E
77 |BTD-154 |8-Jul-14 Parcial 1,6 1,6 1,8 1,8 1,7 | D444H C33Ffs*36
45 |BTD-125 |3-Apr-14 Parcial 1,3 1,0 1,1 1,4 0,9 1,1 D444H A281V
109 | BTD-126 24-Mar-14 | Parcial 2,1 2,0 1,5 1,9 D444H D543E
55 |BTD-147 |29-May-14 | p. .o 1,7 1,9 1,6 1,6 1,7 | D444H C33Ffs*36
97 |BTD-145 |20-May-14 | pypciq) 2,0 19 2,0 | D444H G114V
57 | BTD-67 24-Dec-13 Parcial 1,0 1,0 F361V F361V
123 | BTD.g¢ | 14-Dec-13 | Parcial 1,3 1,6 2,0 1,6 | D444H D444H/W409fs
63 |BTD-459 |22Feb-16 | pyii 1,7 1,7 1,7 | D444H G114V
o4 |BTD.37 |10-Jun-13 | Parcial 1,5 1,2 1,0 1,7 1,7 1,4 | D444H P497S/Y428Y
49 |BTD-106 |3-Jun-13 Parcial 1,1 1,2 1,3 1,2 1,2 | VI99M/C471C | VI99M/C471C
46 |BTD.35 |17-Aug-13 | Parcial 2,4 0,7 1,6 1,1 1,3 1,5 14 |F361V F361V
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121 |BTD-243 |13-Feb-15 | porcial/Borderline 2,2 1,4 0,9 1,5 D444H D444H/A171T
64 |BTD-224 |20-Dec-14 | pcial/Borderline L6 2,2 1,9 D444H D444H/A171T
127 |BTD-465 5-Apr-17 Parcial/Borderline 2.3 1,8 1,8 2,0 D444H R157H
65 |BTD-44 |21-Jan-14 Parcial/Borderline 1,5 1,7 2,3 1,8 D444H Q456H
134 | BTD-348 17-Nov-15 | Parcial/Sug. Hetero 1,6 2.8 2,2 D444H D444H
68 | BTD-406 4-Jun-16 Parcial/Sug. Hetero 2.1 3.4 2,8 D444H D444H
135 |BTD-505 3-Oct-17 Parcial/Sug. Hetero 2,7 1,5 1,1 1,8 D444H D444H
73 | BTD-283 |29-Apr-15 | Parcial/Sug. Hetero 2,0 2,6 2,3 D444H H485Q
69 |BTD-504 |3-Oct-17 Parcial/Sug. Hetero 2,4 2,0 1,6 2,0 D444H L2781
131 | BTD-400 |26-Apr-16 Parcial/Sug. Hetero 2,2 2,1 2,2 3,5 2,5 D444H P497S/Y428Y
132 | BTD-456 6-Mar-17 Parcial/Sug. Hetero 1.4 2,6 2,0 D444H D543E
67 | BTD-438 9-Dec-16 Parcial/Sug. Hetero 1,7 2.8 1,7 2,2 2,1 D444H D543E
133 | BTD-223 |15-Dec-14 Parcial/Sug. Hetero 2.1 3.4 2.8 D444H D444H
66 | BTD-280 16-Apr-15 Parcial/Sug. Hetero 1,6 39 2,8 D444H D444H
70 |BTD-611 |17-Jan-18 Parcial/Sug. Hetero 24 15 3,0 2,3 D444H ¢.310-15delT
50 | BTD-501 5-Sep-17 Parcial/Sug. Hetero 1,6 1,5 4,1 2.4 D444H L90R
25 | BTD-320 31-Aug-15 | Parcial/Sug. Hetero 2.4 1,9 2.1 2,1 D444H D543E
31 |BTD-499 |31-Aug-17 | Parcial/Sug. Hetero 2,9 12 3,0 2.4 D444H D444H
27 | BTD-451 24-Jan-17 Parcial/Sug. Hetero 1,8 2.4 1,4 1,9 D444H A237T
14 | BTD-608 7-Jan-18 Parcial/Sug. Hetero 1,9 2,1 2,3 3,2 2,4 D444H D444H
18 | BTD-623 |27-Jan-18 Parcial/Sug. Hetero 2,1 2,7 3,0 2,6 D444H D444H
29 | BTD-624 27-Jan-18 Parcial/Sug. Hetero 1,8 2,7 3,5 2,7 D444H D444H
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16 | BTD-483 9-Jun-17 Parcial/Sug. Hetero 2.4 1,3 1,7 1,5 1,7 D444H D444H/A171T
47 |BTD-325 4-Sep-15 Parcial/Sug. Hetero 1,3 2,7 1,7 1,9 D444H Q88Rfs*10
9 |BTD-332 7-Oct-15 Parcial/Sug. Hetero 2,0 2.4 27 2,4 D444H D444H
32 | BTD-361 17-Nov-15 | Parcial/Sug. Hetero 1,5 2,0 3.1 2,2 2,2 D444H D444H
4 BTD-316 13-Jul-15 Parcial/Sug. Hetero 1,8 2,7 2.5 2,3 D444H V199M/C471C
10 | BTD-548 | 17-Nov-17 Parcial/Sug. Hetero 2,2 1,9 2,5 2,2 D444H ¢.310-15delT
21 | BTD-367 22-Dec-15 | Parcial/Sug. Hetero 1,9 3,0 2,5 D444H D444H
136 | BTD-372 28-Dec-15 | Parcial/Sug. Hetero 1,9 2,7 2,5 2.4 D444H D444H
30 |BTD-731 25-May-18 | Parcial/Sug. Hetero 1,9 2,6 2,3 D444H D444H
22 | BTD-382 12-Jan-16 Parcial/Sug. Hetero 1,6 2.1 2.4 2,0 D444H D444H
11 |BTD-146 |30-Jun-14 Parcial/Sug. Hetero 2,1 1,9 3,6 2,5 D444H V199M/C471C
23 | BTD-107 |9-Mar-14 Parcial/Sug. Hetero 1,9 1,7 2,4 2,0 D444H C33Ffs*36
28 |BTD-177 | 14-Aug-14 | Parcial/Sug. Hetero 2,8 3,1 2,0 2,6 D444H D444H
26 |BTD-739 |19-Apr-18 | Parcial/Sug. Hetero 2,0 2,5 2,3 D444H ¢.310-15delT
3 | BTD-47 15-Jan-14 Parcial/Sug. Hetero 1,9 2.4 1,8 2,0 D444H D543E
130 | BTD-25 4-Dec-13 Parcial/Sug. Hetero 1,5 1,7 2,9 2,9 2.1 2.1 2,2 D444H H485Q
13 | BTD-669 29-Jan-18 Parcial/Sug. Hetero 2.1 3.1 2,6 D444H D444H
15 |BTD-55 26-Nov-13 | Parcial/Sug. Hetero 1.4 2.4 2.4 2,1 D444H D543E
12 |BTD-19 |19-Oct-13 | Parcial/Sug. Hetero 2,0 2,5 2,8 2,4 D444H H485Q
1 BTD-23 6-Sep-13 Parcial/Sug. Hetero 2,0 2,3 2,5 1,9 2,2 D444H D543E
2 | BTD-36 10-Jul-13 Parcial/Sug. Hetero 2,5 3,0 1,5 2,3 D444H D444H
6 |BTD-38 30-Jun-13 Parcial/Sug. Hetero 2.4 3,0 2,0 2,5 D444H D444H
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8 |BTD-110 13-Jun-13 Parcial/Sug. Hetero 2,1 3,0 2.6 D444H D444H
101 | BTD-115 13-Jun-13 Parcial/Sug. Hetero 2,2 2,0 2.3 2,6 2.3 D444H D543E

7 |BTD-127 14-Apr-14 Profundo 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 G114V G114V

19 |BTD-415 19-Aug-16 Profundo 0,1 0,2 0,2 D444H/A171T D444H/A171T
20 |BTD-352 13-Nov-15 | Profundo 0,3 0,6 0,5 R211S T532M

17 _|BTD-289 |2%-AP™15 | profindo 0,3 0,3 03 |AS34V A534V

5 BTD-452 27-Jan-17 Profundo 0,6 0,8 0,7 Y494C D444H/A171T
54 | BTD-370 18-Dec-15 | Profundo 0,7 0,3 0,3 0.4 R538C C33Ffs*36




