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INTRODUCAO

A biotina ¢ uma vitamina essencial que, na dieta, encontra-se ligada a proteinas e precisa ser
liberada na forma livre pela agdo da enzima biotinidase para atuar como cofator em vias
metabolicas vitais. Mutagdes no gene da biotinidase, amplamente descritas em humanos,
comprometem sua atividade e resultam em manifestagdes neurologicas e cutaneas graves.
Embora em animais domésticos os relatos de mutagdes sejam raros e pouco estudados, a
deficiéncia de biotina — seja genética ou adquirida — pode ter impacto significativo na saude,
tornando esse tema relevante também na medicina veterinaria. O presente estudo teve como
objetivo desenvolver e otimizar um ensaio de atividade da biotinidase, criando uma
ferramenta para avaliar como diferentes mutagdes podem interferir na funcao enzimatica. Os
resultados refor¢gam a importancia do estudo da biotinidase ndo apenas no contexto humano,
mas também como base para futuras investigagdes em animais, contribuindo para o avango do
diagnostico, manejo clinico e prevencao de manifestagdes associadas a sua deficiéncia.

DESENVOLVIMENTO

A atividade da biotinidase (BTD) foi avaliada por meio de ensaios cinéticos in vitro, utilizando
biotina-PABA como substrato sintético em amostras de soro humano. O protocolo adotado foi
o modificado de Destanoglu (2023), no qual a biotinidase cliva o substrato liberando acido p-
aminobenzoéico (PABA). Esse produto foi quantificado por método colorimétrico em
espectrofotometria baseado na reagdo de Griess, em que o PABA livre forma uma coloragao
rosa/roxa, ¢ fol mensurado a 546 nm. As reacdes foram conduzidas em misturas contendo
tampao fosfato (pH 6,0), albumina humana (3,95 mM), incubadas a 37 °C por 3 minutos.
Posteriormente, foram interrompidas com &cido tricloroacético (30%), centrifugadas a 10.000
rpm por 5 minutos, e o sobrenadante utilizado para a quantifica¢do colorimétrica. Para a anélise
cinética, foram testadas cinco concentragdes de biotina-PABA (0,1-1,0 mM) permitindo a
construcdo da curva padrdo de atividade da BTD e o célculo dos parametros Km e Vmax. Todas
as analises foram conduzidas em triplicata para garantir confiabilidade. Os dados de velocidade
inicial foram plotados no software SigmaPlot 14.5.

RESULTADOS

Por meio dos ensaios cinéticos foi possivel quantificar a atividade da biotinidase em soro
humano e determinar parametros enzimaticos fundamentais, como Km ¢ Vmax. A analise do
grafico de Michaelis-Menten demonstrou que a velocidade da reagdo aumenta de forma
hiperbdlica a medida que a concentragdo de substrato se eleva, até atingir uma velocidade
maxima (Vmax). Esses resultados indicam que a biotinidase apresenta comportamento tipico
de uma enzima michaeliana, com valores de Vmax de 3.88 x 10°* mM/min e Km de 1.82 x 10!
mM




35°

SiC

Seminario de

Iniciagcdo Cientifica ANO: 2025

CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo permitiu o desenvolvimento e a otimiza¢ao de um ensaio confiavel para a
avaliacdo da atividade da biotinidase em soro humano. A determinagdo dos pardmetros
cinéticos (Km e Vmax) confirmou que a enzima apresenta comportamento michaeliano,
fornecendo informagdes fundamentais sobre sua dinamica catalitica. Com essa ferramenta,
serd possivel investigar de forma sistematica se mutacoes no gene da biotinidase resultam
em perda de atividade enzimatica, contribuindo para a compreensao das consequéncias
funcionais dessas alteragcdes. Além disso, os resultados reforgam a relevancia do tema para a
medicina humana e veterindria, oferecendo bases para aprimorar o diagnéstico, 0 manejo
clinico e a prevengdo de distirbios associados a deficiéncia de biotinidase.
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Figura 1. Curva de Michaelis-Menten representando a atividade da biotinidase em soro
humano utilizando B-PABA como substrato. Observa-se aumento hiperbolico da velocidade da
reacdo (Rate, mmol/min) em funcdo da concentracdo de substrato (mM), até alcancar a
velocidade maxima (Vmax = 0,03883 mmol/min). O valor de Km obtido foi de 0,182 mM,
caracterizando comportamento tipico de enzima michaeliana.
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