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Introducao

—> Na deficiéncia de biotinidase (DB), doenca de heranca
autossOmica recessiva, estao prejudicadas a absorcao e a
reutilizacao da vitamina biotina, levando a deficiéncia
multipla de carboxilases dependentes de biotina. A DB pode
ser total (atividade <10%) ou parcial (atividade entre 10-
30%). Sinais/sintomas dermatolégicos e neuropsicomotores
podem aparecer na auséncia de tratamento, que consiste em
administracao oral de biotina na forma livre.

— O éxon 1 do gene que codifica a biotinidase, BTD, codifica
o primeiro dos dois possiveis sitios de inicio de traducao
(AUG) e é responsavel pela sintese de um peptideo sinal
(figura 1).
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Figura 1. Organizacdo do gene que codifica a biotinidase (BTD), seu mRNA e enzima resultante.
O asterisco indica a posicao correspondente ao N-terminal da proteina madura. A até C:
peptideo sinal de 41 aminoacidos se a traducao iniciar no primeiro AUG; B até C: peptideo sinal
de 21 aminodcidos se a traducao iniciar no segundo AUG. Adaptado de Pindolia (2010).

—> Nao foram descritas variantes na regiao promotora, 5’UTR
e éxon 1 do gene BTD em pacientes, embora as mesmas
tenham sido descritas em banco de dados populacional
(Projeto 1000 genomas).

—> A analise do gene BTD muitas vezes é importante para
elucidar o diagnostico e para decisao terapéutica.
Entretanto, algumas vezes, o fenotipo bioquimico esperado
de acordo com o genotipo discorda do fenotipo bioguimico
observado (atividade enzimatica).

- E possivel que variantes nas regides regulatdrias e éxon 1
interfiram na expressao génica (quantidade, localizacao
subcelular e/ou atividade da biotinidase), alterando sitios de
fatores de transcricao, alterando/formando sitios alvos para
microRNA na regiao 5'UTR do mRNA ou modificando a
informacao do peptideo sinal.

Objetivos

— Investigar a regiao promotora, 5’UTR e éxon 1 do gene
BTD para verificar se existem variacdes de sequéncia que
contribuem a atividade enzimatica dos pacientes.

Metodologia

—> Estudo transversal, observacional, multicéntrico e com
amostragem de conveniéncia. Foram obtidos dados clinicos e
amostras de DNA de pacientes com atividade reduzida da
biotinidase para sequenciamento da regiao promotora, 5’UTR
do e éxon 1 e do gene BTD (conforme anotacao génica do
GenBank, acesso AF018630).

— Para fins de comparacao, frequéncias alélicas populacionais
foram obtidas do Projeto 1000 genomas (26 populacoes,
n=2504).

Resultado

—> A amostra é composta por 67 pacientes (sexo
masculino= 37, amplitude de idade= 1 més a 18 anos;
consanguinidade parental= 4/67) de diferentes regides do
Brasil (nordeste=13, sudeste=14 e sul=40 pacientes).

—> Foram encontradas trés variantes na regiao
promotora: c.-183G>A (rs2279841), c.-315A>G
(rs2019160) e c.-514C>T (rs41284037), com frequéncias
alélicas de 6,9%, 100% e 3,8%, respectivamente.
Nenhuma variante foi encontrada na regiao 5’UTR e no
éxon 1.

—>As variantes c.-183G>A e c.-514C>T foram encontradas
em pacientes de diferentes regides do Brasil (tabela 1).

Tabela 1. Dados moleculares e bioquimicos de pacientes que
apresentam variagoes na regiao promotora.

Estado de Sequenciamentodo  Sequenciamentodos  Fenétipo bioquimico  Fenétipo bioquimico

Paciente origem promotor, 5’UTR e éxon 1 éxons 2-4 esperado conforme  observado (atividade
= (alelo 1/ alelo 2) (alelo 1/ alelo2)  gendtipo dos éxons 2-4 enzimatica %)
c.1330G>C / . .
DB 04 RS c.-183G>A /N Parcial Parcial (25%)
c.594 596delCGT
c.1330G>C/ .
DB 05 PB c.-183G>A /N Parcial Hz (37%)
c.[595G>A;1413T>C]
DB 25 RS c.-183G>A /N c.14137>C/ N N Hz/N (65%)
DB 27 SP c.-514C>T /N N/N N Hz (54%)
c.[1330G>C;511G>A]
DB 29 RS c.-183G>A /N Hz Hz (44%)
/ c.1413T7>C
DB 33 PB c.-183G>A /N c.1330G>C/ N =N Hz (41%)
DB 37 PB c.-514C>T /N C.664G>A ND HZ (46%)
DB 38 SC c.[-183G>A;-514C>T] / N c.1595C>T /N Hz Hz (58%)
c.[595G>A;1413T>C] /
DB 40 RJ c.-183G>A /N N Hz Hz (48%)
DB 41 PB c.-514C>T /N N/N N Hz (44%)
DB 44 RS c.-514C>T /N c.1368A>C /N Hz Hz (37%)
c.14137>C/
DB 53 CE c.-183G>A / c.-183G>A N ND
c.14137>C
DB 70 CE c.-183G>A /N c.1481A>G/c.1413T7>C Hz Hz (53%)

Em italico variante nao patogénica (sinbnima); em vermelho pacientes cujo fendtipo esperado discorda do
fendtipo observado; N: normal; =N: semelhante ao normal Hz: heterozigoto; ND: ndo disponivel; Hz/N:
atividade borderline.

Conclusao

— As variantes encontradas na regiao promotora sao
polimorficas de acordo com "The 1000 Genomes Project”.
A variante c.-183G>A tem frequéncia estimada na
populacao em geral de 17%. A frequéncia dessa variante
na amostra estudada é semelhante a frequéncia na
populacao queniana (7%). A variante c.-315A>G é a
forma alélica mais comum, cuja frequéncia estimada na
populacao em geral &€ de 96%. A variante c.-514C>T tem
frequéncia estimada na populacao em geral de 6%, e a
populacao gambiana apresenta frequéncia mais parecida
(3,5%) com a encontrada neste estudo.

> E possivel que a variante c.-514C>T contribua para
uma leve diminuicao da expressao génica, ja que
pacientes sem mutacoes patogénicas (DB 27 e 41)
possuem atividade compativel com heterozigoto.

— Analises in silico poderao informar sobre o efeito das
variantes encontradas em elementos regulatorios, como
sitios para fatores de transcricao.
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