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NOTA EXPLICATIVA

Seguindo os critérios estabelecidos pelo ColegidBrograma de Pés-Graduagao
em Ciéncias da Salde, Area de Concentracdo em Salu@eanca e do Adolescente da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal deadliGerais (FM-UFMG), esta
dissertacdo foi apresentada no formato de artigestificos, contendo um artigo de
revisdo e outro original. Apesar de recomendadadaaindo foi estabelecida uma
normatizacao interna para apresentacdo neste fordeatese. Desta forma, utilizou-se
como referéncia Souza (2008) e Franca (2007).
Com o intuito de facilitar a leitura, optou-se pmanter um item referente a
métodos (APENDICE A), que contera informacées tiatds sobre o teste de triagem
gualitativa utilizado no presente estudo, bem catados referentes ao programa de
triagem neonatal de Minas Gerais.
Ressalta-se, ainda, que, por tratar-se de umartdicde de mestrado, os artigos
estdo extensos e usou-se 0 mesmo padrdo de rédef@hbogréafica, para manter a
homogeneidade do trabalho. No futuro, quando dgoartforem enviados as revistas
cientificas, serao feitas adaptacdes necessasiamducao para o inglés.
Assim, sua estrutura foi estabelecida de acordo@esquema:
1 Consideracgdes iniciais
2 Objetivos
3 Artigo I: Deficiéncia de biotinidase: aspectosibquimicos, clinicos, genéticos
e a triagem neonatal: uma revisao da literatura (aigo de revisao)

4 Artigo Il: Triagem neonatal para deficiéncia de botinidase no estado de
Minas Gerais (artigo original)

5 Consideracoes finais

Referéncias

Anexos e Apéndices



RESUMO

Triagem neonatal para deficiéncia de biotinidase nestado de Minas Gerais

Introducdo: a deficiéncia de biotinidase € uma doenca metabdtiereditaria, com
heranca autossOmica recessiva, causada por mutagbegene biotinidase (BTD),
localizado no brago curto do cromossomo 3(3p25)alBente essa doenca manifesta-se
por meio de disturbios neuroldgicos e cutaneos.i@ndstico consiste na deteccdo da
atividade da enzima biotinidase no plasma, a pdatiqual os pacientes sdo classificados
em dois subgrupos: deficiéncia total ou parcialgual a atividade enzimatica encontra-se,
respectivamente, abaixo de 10% ou entre 10 e 30&ti\ddade média normal. Estudos de
prevaléncia da deficiéncia de biotinidase em algquaises mostram taxas que variam de
1:40.000 a 1:60.000. No Brasil, existem poucas yisag sobre sua prevaléncia e ha
discordancia nos resultados encontrados. O objetiveipal deste trabalho foi estimar a
prevaléncia da deficiéncia de biotinidase no esti®dinas Gerais, com base no teste de
triagem realizado em amostras de sangue seco dadettpo calcanhar de recém-nascidos
avaliados pelo Programa Estadual de Triagem Nelomdgderial e métodos:realizou-se
estudo transversal no periodo de nove meses, emlz®t de 2007 a junho de 2008. Foi
utilizada parte do sangue dos recém-nascidos, acl@leem papel-filtro e enviada ao
NUPAD/FM-UFMG, para realizacdo dos exames de trrageonatal. A triagem foi feita
pelo método qualitativo colorimétrico visual UMTEBIOTINIDASA, desenvolvido em
Cuba, e confirmado por dosagem quantitativa dendaise. Os pacientes com deficiéncia
de biotinidase confirmada foram submetidos a ag@ialinica e neuroldgica antes e apos
o inicio do tratamento, com biotina 10 mg, via piiariamente Resultados: foram
triadas 182.942 amostras, em duplicata, de sarepoede recém-nascidos, em papel filtro,
das quais 1.039 mostraram-se alteradas. Um segexatoe de triagem foi realizado e
resultou em 129 amostras suspeitas de deficiércilaialinidase. Destes recém-nascidos,
120 retornaram e foram coletadas amostras paraudoeguantitativo, que confirmou o
diagnéstico de deficiéncia parcial de biotinidase X casos com igual distribuicdo entre
0s sexos. Nao foram identificados casos de deti@étotal de biotinidase. Todos os
pacientes apresentavam avaliacdo clinica e neuraldgprmais antes e apos o inicio do
tratamento. A prevaléncia de deficiéncia de bidase da populacdo estudada foi de
1:18.289 nascidos vivos. O teste colorimétrico aligai considerado efetivo em identificar
0s casos de deficiéncia de biotinidase e apresestosibilidade relativa de 100%,
especificidade de 99,94%, falso-positivos de 0,66%alor preditivo positivo de 8,3%.
Concluséo: o presente estudo revelou prevaléncia de deficiéde biotinidase de
1:18.289 nascidos vivos no estado de Minas Gemnaigyeriodo de setembro de 2007 a
junho de 2008. Essa prevaléncia mostrou-se masgak a encontrada em outros paises.
Ressalta-se que todos os casos identificados foliessificados como forma de deficiéncia
parcial de biotinidase.

Palavras-chave: Deficiéncia de biotinidase. Triagaeonatal. Biotina. Biotinidase.
Deficiéncia multipla de carboxilases.



ABSTRACT

Neonatal screening for biotinidase deficiency in th state of Minas Gerais

Introduction: biotinidase deficiency is an inherited metabolisodder, autosomal,
recessive, caused by gene mutations in the biaeseidBTD), located in chromosome
3p25. Usually this disorder is manifested throughurnlogical and cutaneous
abnormalities. The diagnosis consists in deteatioime biotinidase enzyme activity in the
plasma, when the patients are classified into tagsoups: profound or partial deficiency,
when the enzymatic activity is, respectively, beld@? or between 10 and 30% of the
mean normal activity. Studies on the prevalencebiotinidase deficiency in some
countries show rates that vary from 1:40.000 to0D@0. In Brazil, there are few
researches about its prevalence and disagreesnahie found results. This paper main
objective was to determine the prevalence of tlatirbdase deficiency in the state of
Minas Gerais, based on the screening test performétt dry blood samples collected
from newborn heels evaluated by the Newborn Scngedtate Program / Programa
Estadual de Triagem Neonatslaterial and methods: cross-sectional study carried out in
the period from September 2007 to June 2008. Ratteonewborn blood samples was
collected on filter paper and sent to the NUPAD/BMMG, for the newborn screening
tests. The screening was done by the visual coétricnqualitative method UMTEST
BIOTINIDASA, developed in Cuba, and confirmed byagtitative dosage of biotinidase.
The patients with confirmed biotinidase deficienayderwent clinical and neurological
evaluation before and after beginning the treatmatit biotina 10 mg, oral via, daily.
Results: 182.942 newborn’s dry blood samples in duplicateewscreened, from which
1.039 showed alterations. A second screening test performed and 129 suspected
samples were found for biotinidase deficiency. Agdimese, 120 newborns returned and
samples were collected for the quantitative stuthat confirmed the partial biotinidase
diagnosis in 10 cases with equal distribution betwsexes. There was no identification of
profound biotinidase deficiency cases. All patieritad normal clinical and neurological
evaluation before and after the treatment beginnifige prevalence of biotinidase
deficiency in the studied population was 1:18.888 births. The visual colorimetric test
was considered effective to identify the biotinieladeficiency cases and showed 100%
relative sensitivity, 99,94% specific, 0,06% falsesitive and 8,3% positive predictive
value. Conclusion: this study revealed prevalence of biotinidasecikiicy of 1:18.289
live births in the State of Minas Gerais, from Sspber 2007 to June 2008. This
prevalence proved to be higher that the findingstier countries. It is noteworthy that all
the identified cases were classified as partidifidase deficiency.

Keywords: Biotinidase deficiency. Newborn screening. BiotiB#étinidase. Carboxilases
multiple deficiency.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATP Adenosina trifosfato

B Branca

B-PABA Biotin-acido p-aminobenzoico

BT Bilirrubina total

BTD Biotinidase

C Colorimétrico

Co Combinada

C/IR Coleta/recebimento

DB Deficiéncia de biotinidase

DC Diagnéstico confirmado

DMC Deficiéncia multipla de carboxilases
DN Dia do nascimento

DNA Acido desoxirribonucleico

DP Desvio-padrao

DPB Deficiéncia parcial de biotinidase
DTB Deficiéncia total de biotinidase

E Enzimético

EEG Eletroencefalograma

EIM Erros inatos do metabolismo
EUA Estados Unidos da América

F Fluorimétrico

FAE Farmaco antiepiléptico

FM Faculdade de Medicina

Hc Hospital das Clinicas

HCS Holocarboxilase sintetase

IC Intervalo de confianca

IG Idade gestacional

Interp Interpretacéo

ISNS Sociedade Internacional para Triagem Neonatal

Km Constante de Michaelis-Menten
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Organizacdo Mundial de Saude
p-aminobenzoico

Paciente
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Programa Estadual de Triagem Neonatal
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Pequeno para a idade gestacional
Programa Nacional de Triagem Neonatal
Programa obrigatério

Programa-piloto

Programa de Triagem Neonatal
Coeficiente intelectual
Recebimento/resultado
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Ressonancia magnética

Secretaria de Assisténcia a Saude
Sociedade Brasileira de Triagem Neonatal
Scientific Eletronic Library Online
Secretaria de Estado da Saude

Sistema de Informacdes de Nascidos Vivos
Sodium-dependent Mult-Vitam Transporter
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Statistical Package for Social Sciences



SRTN
SUS
TCA
TCG
TR
Tto
UFMG
VPN
VPP

Servico de Referéncia em Triagem Neonatal
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

Em 1960, o diagndstico precoce da fenilcetonunad-se realidade a partir do
trabalho pioneiro do bidlogo Robert Guhtrie, notaes Unidos da América (EUA), que
desenvolveu um método que permitia determinar aeadracdo de fenilalanina em
amostra de sangue seco coletada em papel-filtrp §eFecém-nascidos (RNs). Desde
entdo, um passo importante foi dado para a detepg@ooce de varias doencas
(metabdlicas, genéticas, infecciosas, etc.) emdgsmpopulagdes de RNs, culminando com
a criacdo dos programas de triagem neonatal (Pqud)tém varias diretrizes e objetivos
além do simples diagndstico (DHONDT, 2007). Destanfa, a implantacdo dos PTNs
constituiu importante medida de saude publica,cgaimente na abordagem de alguns
erros inatos do metabolismo (EIM) e outras doermgges diagndstico e tratamento
precoce podem evitar a instalagdo de sequelassgcaveo o retardo mental, tendo como
exemplos classicos a fenilcetonuria e o hipotireaid.

As doencas incluidas nos PTNs variam muito entreao®s paises e as diversas
regides do mundo. Desde os critérios formuladosWitson e Jungner, em 1968, para a
inclusdo de uma doencga na triagem neonatal, queerpsmente foram adotados pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (ANEXO A), variaterpretacbes vém sendo
dadas a eles. Prevalece, atualmente, acentuadaridisfe entre os verdadeiros
julgamentos aplicados a triagem neonatal e a ratangratica clinica (DHONDT, 2007;
POLLIT, 2007).

Entre as doencas que preenchem os critérios referiesta a deficiéncia de
biotinidase (DB), que foi descoberta em 1983 (Vébll, 1983). Trata-se de um EIM com
heranca autoss6mica recessiva e fenotipo bastantele. A DB foi incluida na triagem
neonatal em 1984, no estado da Virginia, nos EUparéir do método desenvolvido por
Heard, Mcvoy e Wolf (1984), que determina a coneeyédio de biotinidase em amostras de
sangue seco coletadas em PF.

Essa doenca metabdlica € causada pela deficiéa@azima biotinidase, que leva
a deplecao da biotina enddgena. Isto ocorre devidoapacidade do organismo em fazer

a reciclagem da mesma ou usar a biotina ligadataipa fornecida pela dieta, culminando
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com um quadro de deficiéncia multipla de carborga®MC), na forma tardia ou juvenil
(WOLF, 2003).

Clinicamente, a DB manifesta-se geralmente a pdatgétima semana de vida com
disturbios neuroldgicos e cutaneos tais como cepdspticas, atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor, hipotonia, microcefalia, alopéeidermatite eczematoide. As sequelas
neurolégicas em pacientes ndo tratados precocensfittefrequentemente distarbios
auditivos, visuais, assim como atraso motor e dguhgem. Podem ocorrer alteracbes
metabolicas, sendo as mais frequentes: cetoacitigEramonemia e acidlria orgéanica
distarbios provenientes da deficiéncia secundada dtividades de enzimas biotina-
dependentes: acetil-CoA, propionil-CoA carboxilaggruvato-CoA carboxilase -
metilcrotonil-CoA carboxilase (WOLF, 2001 e 2003).

O diagndstico consiste na deteccdo da atividadendema no soro dos pacientes.
Baseado nessa analise, podem-se classificar osnpegiem dois subgrupos: deficiéncia
profunda ou parcial, na qual a atividade da enanwntra-se, respectivamente, inferior a
10% da atividade média normal e entre 10 e 30%idadade média normal. Esse método
pode ser complementado pelo estudo de acido deaboxiucleico (DNA) para deteccao
de mutacbes no gene biotinidase (BTD gene) loaizeo braco curto do cromossomo 3
(3p25) (WOLF, 2001).

O tratamento dessa condi¢édo, quando iniciado nogepos meses de vida, evita 0
aparecimento dos sintomas ja referidos. E muitplsisne de baixo custo, pois consiste na
reposicao oral de biotina, na dose que varia de2b eng diariamente, por toda a vida
(WOLF, 2001 e 2003).

A DB preenche alguns critérios para ser incluid&riagem neonatal, uma vez que
0s pacientes afetados ndo mostram sinais cliniessenperiodo da vida, € uma doenca
com alta morbidade e, segundo Wolf (2003), esse &3 entre os que verdadeiramente
tém tratamento efetivo e acessivel.

Em varios paises, essa doenca foi incluida neemageonatal (Wolf; Heard, 1990)
e a partir dessa experiéncia inameros trabalhosméstrando diferencas significativas no
seguimento em longo prazo dos pacientes detectardpsriodo neonatal (assintomaticos)
em comparagdo com aqueles diagnosticados em végélasi manifestacdes clinicas da
doenca (sintomaticos). Em 2004, Weber e Baumgarpudalicaram um estudo de
seguimento a pacientes com DB e concluiram, coaoda com outros autores (WOLF,
2003), que os pacientes diagnosticados em perinttorgtico frequentemente tém atraso

no desenvolvimento e risco de desenvolverem segjlditivas, visuais e de fungbes
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nervosas superiores, irreversiveis, diferentemeliteque se observou nos pacientes
diagnosticados em fase pré-sintomatica (periodoatat).

A prevaléncia da DB pode variar de acordo com allaggo estudada. Baseada em
36 programas de triagem neonatal para DB em 198@aramostra de 8.532.617 RNs, a
incidéncia mundial combinada de DB (deficiéncialtet parcial) foi estimada em 1:60.089
nascidos vivos (NVs) (WOLF; HEARD, 1990). Em 20@&m um estudo realizado na
Austria, no qual foi triado 1,1 milhdo de recémaidss, encontrou-se incidéncia de
1:59.800 NVs para DTB e de 1:89.000 NVs para OQVBIHL et al, 2001).No Brasil
existem poucas publicagbes sobre a prevalénciaBl&EbBire elas, cita-se a de Pinto, em
dissertacdo de mestrado (1995) realizado na cidadgeuritiba, na qual foram analisadas
125.000 amostras de sangue seco em PF de RN doramtgrama estadual de triagem
neonatal (PETN) do estado do Parana, num periodoitdemeses, cuja prevaléncia
combinada da DB foi de 1:62.500 NVs. Em 2004, made de Porto Alegre, Camargo
Netoet al. conduziram um estudo privado durante quatro amsjue houve colaboragao
de varias regides do pais, em uma populacdo dé3Ramostras de sangue seco em PF
de RN, referindo incidéncia combinada de DB deODONVSs.

Diante da divergéncia de prevaléncias registragadiferentes estudos nacionais,
verificou-se a necessidade de realizar-se um estegional. Em 2007, trabalhando no
Hospital das Clinicas da UFMG como médica neur@ieadi surgiu a possibilidade de
realizar a atual pesquisa, que foi motivada pradoignte pela necessidade de se
determinar a prevaléncia de DB no estado de Mirasi§ fornecendo, assim, subsidios
para avaliacdo da implantagcdo de um programa dgetn neonatal para DB em nosso
estado. O projeto contou com todo o apoio logisticdNucleo de A¢bBes e Pesquisa em
Apoio Diagnostico da Faculdade de Medicina da Usidade Federal de Minas Gerais
(NUPAD/FM/UFMG), permitindo a realizacdo deste dstu

Os resultados desta pesquisa trazem alguns subgidia discussdo acerca da
implantacéo ou ndo de teste de triagem para DBIiNod® estado de Minas Gerais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo do artigo |

Revisar a literatura nacional e internacional it a deficiéncia de biotinidase
(DB), com énfase em seus aspectos bioquimicogpéisnldgicos, clinicos e genéticos,
além dos dados sobre a triagem neonatal.

2.2 Objetivos do artigo Il

2.2.1 Objetivo geral

Determinar a prevaléncia da DB estado de Minas Gerais, na populacdo de
recém-nascidos participantes do Programa Estaéubtidgem Neonatal em Minas Gerais
(PETN-MG), no periodo de setembro de 2007 a jurehd0d8.

2.2.2 Objetivos especificos

* Avaliar e acompanhar clinicamente os casos de BBndisticados neste estudo e
tratados precocemente

* avaliar a presenca de atividade epileptiforme @oormalidades da atividade de
base, no eletroencefalograma, dos casos de DBifidatibs neste projeto,

previamente a instituicdo do tratamento.
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3 ARTIGO | - DEFICIENCIA DE BIOTINIDASE: ASPECTOS
BIOQUIMICOS, CLINICOS, GENETICOS E A TRIAGEM
NEONATAL (ARTIGO DE REVISAO)

Resumo

O presente estudo é uma revisdo da literatura solokeficiéncia de biotinidase,
uma doenca metabdlica hereditaria com expressétifpeza variada, na qual hi defeito no
metabolismo da biotina. A sintomatologia em pa@smue apresentam a forma classica é
frequentemente neuroldgica e cutdnea, podendo evcaequelas como: disturbios
auditivos, visuais, assim como atraso motor e dguhgem. Tais manifestacbes séo
geralmente irreversiveis, mesmo apos instituicatratamento, que € muito simples e de
baixo custo, pois consiste na reposicao oral dinbiona dose de 5 a 20 mg diariamente,
por toda a vida. O tratamento, quando iniciado posieiros meses de vida, evita o
aparecimento dos sintomas ja referidoprevaléncia combinada da doenca é variavel, ha
relatos de 1:60.000 a 1:9.000, ressaltando-se ariémzia de estudos de prevaléncia
regionais. A deficiéncia de biotinidase, portanpseenche critérios da Organizacao
Mundial de Saude para ser incluida na triagem rabnas pacientes afetados néo
mostram sinais clinicos nesse periodo da vida, & dmenca com alta morbidade e possui
tratamento efetivo e de baixo custo.

Palavras-chave: Biotina. Biotinidase. Deficiénaiipidase. Triagem neonatal.
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ARTICLE | - BIOTINIDASE DEFICIENCY: BIOCHEMICAL,
CLINICAL, GENETICAL ASPECTS AND THE NEWBORN
SCREENING (REVIEW ARTICLE)

Abstract

This study is review on the literature about biotase deficiencyan inherited
metabolic disease with varied phenotypic expressiorwhich there is a defect in the
biotin metabolism. The symptoms in patients wita ttassic form are often neurological
and cutaneous, and sequels may occur such as dnearthvisual disorders, as well as
motor and language delay. Such events are usuadlyersible, even after starting the
treatment, which is very simple and low cost, asoitsists in the biotin oral replacement,
in 5 to 20 mg dalily, for life. The treatment, whetarted early in life, prevents the onset of
the mentioned symptom$he disease combined prevalence is variable, Hrereeports of
1:60.000 to 1:9.000, highlighted the relevancehaf studies on the regional prevalence.
Therefore, the biotinidase deficiency meets the [&btealth Organization criteria to be
included in the newborn screening: the affectedeptt show no clinical signs during this
period of life, it is a disease with high morbidigvels and there is an effective and low
cost treatment for it.

Keywords: Biotin. Biotinidase. Deficiency/biotinise. Newborn screening.
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3.1 Introducgéo

O presente estudo € uma revisdo da literatura solateficiéncia de biotinidase
(DB), uma doenca metabdlica hereditaria com expressamipesa variada, na qual ha
defeito no metabolismo da biotina. A doenca é dlaada em dois subgrupos: deficiéncia
total (DTB) e parcial (DPB), cuja atividade sérda@menzima encontra-se, respectivamente,
inferior a 10% e entre 10 e 30% da atividade madianal™.

Clinicamente, a forma classica manifesta-se gerakna partir da sétima semana
de vida com distarbios neurolégicos e cutaneos daieo crises epilépticas, atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor, hipotonia, micfal@ alopécia e dermatite
eczematoide. As sequelas neuroldgicas em pacier@iestratados precocemente sao
frequentemente disturbios auditivos, visuais, aggimo atraso motor e de linguagem. O
tratamento dessa condi¢cdo, quando iniciado nosepos meses de vida, evita o
aparecimento dos sintomas ja descritos. E muitplssre de baixo custo, pois consiste na
reposicao oral de biotina na dose de 5 a 20 méadiante, por toda a vitta

A DB, portanto, preenche critérios da Organizacamaral de saude (OMS) para
ser incluida na triagem neonatal: os pacientes@et ndo mostram sinais clinicos no

periodo neonatal, € uma doenca com alta morbidadesii tratamento efetivo

3.2 Método

Realizou-se uma pesquisa bibliografica em artigosriodicos nacionais e
internacionais, manuais do Ministério da Saudeos$iyteses e dissertacdes, nos idiomas:
portugués, inglés e espanhol, num periodo compigemtre 1998 e 2009. Os artigos e
outros materiais foram selecionados de acordo cogfeaancia do tema. Foram incluidos
alguns artigos classicos da literatura, publicgatesiamente ao periodo referido, devido a
sua importancia historica.

A pesquisa foi realizada nas seguintes bases desdacientific Eletronic Library
Online (SCIELO), Centro Latino Americano e do Caribe diimacdo em Ciéncias da
Saude (LILACS), MEDLINE, PUBMED e Livraria Cochrane
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3.3 Revisao da literatura

3.3.1 Deficiéncia de biotinidase

3.3.1.1 Defini¢ao

E uma doenca metabdlica hereditaria, herdada defautossémica recessiva, com
expressdo fenotipica variada e na qual ha deficiéda enzima biotinidase. Essa
deficiéncia acarreta deplecao da biotina enddégewiga a incapacidade do organismo em
fazer a reciclagem da mesma ou usar a biotinadigagroteina fornecida pela dieta,
originando, por sua vez, quadro de deficiéncia iplélide carboxilases (DMC) na forma
tardia ou juvenil (Mckusik 253266

3.3.1.2 Aspectos metabdlicos

3.3.1.2.1 Biotina

Em 1916, um estudo conduzido em ratos demonstetogftoxicos devido a uma
dieta restrita a clara de ovo seca oferecida aseas@mais, provocando alteracdes
neurologicas e cutanea, que ficou conhecida ceggowhite injury Essa condi¢cdo podia
ser prevenida por alimentos que continham uma &otist que, posteriormente, foi
denominada biotina, segundo Bateman (1916), e thoina antagonista a glicoproteina
avidina, que causava as lesbes

A biotina é uma vitamina do complexo B, hidrosseljwm nutriente essencial
para 0 nosso organismo. Seu papel nas células pecemaarcialmente entendid&Esta
diretamente envolvida em importantes processoshbiitas como a gliconeogénese, a
sintese de acidos graxos e o catabolismo de vamisoacidos de cadeia ramificada em
seres humanos que nédo a sintetizam. Portantoeés@&@ sua ingesta adequada atraves de
alimentos que devem compor a dieta, como: gemavdefigado, rim, alguns vegetais,
entre outros, que a contém em baixa concentragiémpsuficiente para o equilibrio da
demanda metabdlica do organismo. Possivelmentetiadtambém € derivada da sintese
da microflora intestin&P.

A absorcéao intestinal da biotina em seres humainos &arece de elucidac&aid

conduziu varios trabalhos a respeito da absorcébiataa livre no intestino grosso e
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intestino delgado e verificou que a vitamina € alida através de um mecanismo de
saturacdo e um transportador Na+ dependente queetarmansporta acido pantoténico e
lipoato, osodium-dependent mult-vitam transport8MVT)®".

A biotina tem a funcdo de ativar as enzimas quesysss a propriedade de
transportar grupos carboxilicos: a piruvato-carla@e (importante na gliconeogénese);
propionil-CoA carboxilase (importante para o cateineo da isoleucina, treonina, valina e
metionina); [3-metilcrotonil-Co-A carboxilase (atma catabolismo da leucina); acetil-
CoA: ACC-3 (isoforma da acetil-CoA que controlaadacdo dos acidos graxos); e a
acetil-CoA carboxilase (isoforma AC&€-que controla a sintese dos acidos graxos). As
carboxilases (enzimas biotina-dependentes) sacetigedlas como apocarboxilases e
necessitam de biotina para serem ativadas, o queeog partir da unidao covalente de um
grupamento carboxilico da biotina com o grupamino de um residuo da lisina da
apocarboxilast®.

A biotinilacdo das apocarboxilases compreende étezas parciais: ativacdo da
biotina pela adenosina trifosfato (ATP), que resutia formacdo de um composto
intermediario biotinil-adenilato. Posteriormentestee composto se liga as apoenzimas,
transformando-se em carboxilases enzimaticamentesais duas reagdes sao catalisadas
pela holocarboxilase sintetase (HES)O passo final da degradacéo das carboxilases é o
rompimento da fracao biotinil do grugeamino da lisina (composto que recebe o nome de
biocitina), que € catalisada pela biotinidase,Itasdo na liberacdo da biotina livre, a qual

pode ser novamente recicl&dBssas rea¢des bioquimicas estdo demonstrad& nh F
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Intestino] Sangue Compartimento celular

Biotina da Biotinil-AMP Apocarboxilases

dietae ‘\
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Biotina Biotina Holocarboxilases CcO2
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/ Biotinidase Proteases Carboxiladps
Biotina L
Biotinidase
(Biocjtina) L U - .
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| HS - Holocarboxilase sintetase

Figura 1 — Ciclo da biotina.
Fonte: Pinto (1999)

Estudosin vitro da recaptacdo de biotina intestinal tém revelado aybiocitina é
um potente inibidor competitivo da absor¢édo daiméotE possivel que um aparente
defeito na excrecao renal e intestinal de biotinasp refletir inibicdo competitiva da
biocitina endégena em sujeitos afetados pof.DB

A deficiéncia de biotina pode ocorrer em paciem®as alimentacdo parenteral
total; em pessoas que ingerem grande quantidadieu@ede ovo cru, que contém avidina,
que € uma proteina que se liga fortemente a biotipadindo sua absorcao intestinal;, em
criancas com desnutricdo proteico-caldrica graveme pessoas com erros inatos do
metabolismo (deficiéncia de biotinidase). Podeokservada também em individuos com
sindrome do intestino curtem hemodialise crbénica, uso prolongado de algumsai@os
antiepilépticos (carbamazepina, fenitoina, primajor antibioticos, provavelmente por
inibir a absorcéo de biotina em nivel intestinalamelerar o seu catabolisfrid™t Além
disso, pode ocorrer com o decréscimo de uma peotgire tem importante papel na
homeostase da biotina: SMVT, que atua no transplarteotina livre no intestino, figado,
tecidos periféricos e reabsorcéo rénal

De acordo com &ood and Nutrition Board of the National Researabu@cil, os
requerimentos diarios de biotina sdo os seguirdgstto e mulheres gravidas — 30 ug;
durante a lactacdo 35-30 pg; lactentes (0-5 mesgesig.
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Existe uma possibilidade de que a biotina esteyalenla em malformagdes fetais
em humanos. Em estudos animais, esta claramentpreemio que a deficiéncia de
biotina é teratogénica. As mais comuns malformaedesatos com deficiéncia de biotina
incluem: fenda palatina, micrognatia, micromelgireactilid®".

As células deficientes em biotina exibem acentuadacetibilidade a dano

oxidativo em resposta ao estrésse

3.3.1.2.2 Biotinidase

A biotinidase (biotin-amido-hidrolase) (EC 3.5.1).F2uma enzima de fundamental
importancia no ciclo da biotina. Inicialmente, coesava-se que sua atividade principal
era de hidrolise, sendo seu substrato a biocinateriormente, os estudos demonstraram
sua importancia como transferase e como carreadobéotina. A funcdo da biotinidase é
liberar a biotina, ligada covalentemente a prot@naos peptideos biotinilados, da dieta
ou da biocitina endégetfa

A regido do cDNA que codifica a enzima foi idemi#fila em preparado de figado
humano, por meio de reacdo em cadeia da polim@P&de). Olocusgénico da biotinidase
foi mapeado por Colet al no cromossomo 3, regido 25

A degradacdo proteolitica das carboxilases resudtadormacdo de biocitina e
individuos com a DB n&o conseguem cliva-la, masoccérama substancia hidrossolavel, é
facilmente excretada pela urina, portanto, podeeseontrada em altas concentracdes na
urina desses paciented

Hart et al. relataram que a biotinidase sérica normal tem rininmo nove
isoformas, quatro maiores e cinco menores. Nenhcon@lacdo foi reportada entre a
idade de inicio ou a gravidade dos sintomas e dsdpa das isoformas nas criangas

sintomatica

3.3.1.3 Epidemiologia

A incidéncia mundial de DB baseou-se em 36 progsadeatriagem neonatal em
1990, envolvendo um total de 8.532.6&¢ém-nascidos (RNs) triados. Encontraram-se as
seguintes taxas: DTB 1: 112.271 nascidos vivos |Negando de 1:85.000 a 1:145.000 e
DPB 1:129.282 NVs variando de 1:112.700 a 1:177.80@cidéncia combinada de DTB
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e DPB foi de 1:60.089 NVs (1:49.500 e 1:73,100)ndntervalo de confianca de 9%%
Nos paises em que a consanguinidade é elevadatemsese altas taxas de prevaléncia,
como na Turquia, 1:14.866 N¥’sNo Brasil, os estudos que abordam o tema em apest
s80 escassos e o0s resultados s&o discordantes.ebludp realizado no Parana com
125.000 RNs triados, foram encontrados o0s seguuatieses: prevaléncia combinada de
DB 1:62.500 NVs, DTB 1:121.000 NVs e DPB 1:121.000s™. Em 2004, um estudo
privado em que houve colaboracdo de varias regidgsais salientou que entre 225.136
RNs triadosa prevaléncia combinada foi de DB 1:9.000 NVs, DIfB4.192 NVs e DPB
1:9000 NVs°. Mais detalhes serdo abordados no tpico refegetitagem neonatal.

3.3.2 Manifestacdes clinicas

3.3.2.1Deficiéncia total de biotinidase

A DTB (menos de 10% da média da atividade séricanal) na maioria das
criancas nao tratadas entre o segundo e o quin® deévida pode expressar-se
clinicamente com sintomas neuroldgicos e cutanem®0: crises epilépticas, hipotonia,
ataxia,rash cutaneo, alopécia parcial ou totat@juntivite Normalmente, os sintomas so
aparecem apos a deplecdo dos estoques de biotimalados durante a vida intrauterina.
Ha casos confirmados de aparecimento mais prec@geimeira semana de vida e casos
de aparecimento na adolescéfigiaOs lactentes com DB amamentados ao seio materno
podem desenvolver sintomas clinicos mais precocemgue aqueles alimentados com
formulas lacteas, uma vez que estas contém maistidade de biotina que o leite
humand. Muitas criancas desenvolvem atraso no desenvoltam@erda ou deficiéncia
auditiva, problemas visuais incluindo atrofia égticondicdes que normalmente ndo sao
reversiveis com o uso da biotiha

Wolf descreveu os achados clinicos mais relevanibssrvados em 80 pacientes
referidos na literatufaA alopécia, o atraso no desenvolvimento, a hiiatmuscular, as
crises epilépticas, mash cutaneo e as infec¢des de pele foram vistas e aeab0% dos
casos. Em segundo lugar, entre 25 e 50% dos casacaram-se ataxia, conjuntivite,
deficiéncia auditiva, letargia, problemas respiiagie anormalidades visuais. Em menos
frequéncia (entre 10 e 25%), notaram-se dificuldade alimentacdo coma diarreia e

infec¢des por fungo. Os achados menos frequeristes\em menos de 10% dos afetados,
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foram hepatomegalia, problemas de linguagem e esplegalia. Descrevem-se, ainda, em
pacientes adultos, sonoléncia, alucinacdes e parat

3.3.2.2 Neuroldgicas

3.3.2.2.1 Crises epilépticas

A atividade de biotinidase no cérebro humano nornmad Bquor € muito baixa. O
cérebro pode tornar-se incapaz de reciclar a lkiotn pode depender da biotina
transportada através da barreira hematoencefdlisaestagios precoces da deficiéncia
dessa substancia que ocorrem na DB podem resuaitaxcémulo de lactato no cérebro.
Essaacidose latica localizada pode causar o apareacntensintomas neurolégicos, como
crises epilépticas, antes que outros sintomasobrsurjan’?.

Os mesmos autores avaliaram 78 criancgas sintoraatieatificadas com DB, entre
as quais 55% tiveram clinicamente episodios sugestile crises epilépticas. O tipo de
crise epiléptica mais frequente foi ténico-clongeneralizadas (TCG), semelhante ao que
se observa na maioria das doencas metabdlicasdasrdas espasmos infantis e as crises
mioclonicas foram registradas em 16% dos casoscrs®s focais foram raramente
descritas. Destaca-se que as crises ocorreranmyefregmente, em concomitancia com
outros achados clinicos caracteristicos dessaasoA média da idade de apresentacéo
foi de 8,5 meses e variou de 2,5 a 24 meses. Asscapilépticas foram controladas por
farmaco antiepiléptico (FAE) em 22 dos 43 (51%)ig@es, em monoterapia ou em
combinacgdo, porém nenhum controlou de forma pergistas crises epilépticas. Uma vez
feito o diagnostico de DB e iniciada a terapia daotina, ndo foi necessario continuar o
tratamento com FAE. Entre os pacientes que tinhagados eletroencefalograficos
disponiveis para analise, trés mostraram-se norena& anormais. Entre as criangcas com
eletroenecefalogramas (EEG) normais, uma tinh&sredonicas generalizadas iniciadas
aos 5,5 meses e outra tinha crises parciais imsiath quarta semana de vida, que
subsequentemente tornaram-se generalizadas. Deedipecificos das crises epilépticas
nao estavam disponiveis no terceiro paciente, cB@ Bormal. Dois tinham EEGs com
lentificacdo e dois tinham EEGs reportados comormars, sem descricdes mais
detalhadas. Em avaliacdes subsequentes, aposdrataoom biotina e cessacéo das crises
epilépticas, os EEGs de seis criangas tornaranmseaims, com marcante melhora (46%).

Os EEGs de quatro pacientes continuaram anormaiswu@res enfatizam a importancia



28

de se considerar um ensaio terapéutico com 5 agl@enbiotina via oral em lactentes ou
em criangas mais jovens que apresentem criseptiqale de dificil controle e de etiologia
nao definida, que ndo tenham sido submetidas getrianeonatal para DB, especialmente

se elas apresentarem alguma outra manifestacécaatim doencad
3.3.2.3 Deficiéncia auditiva

Num estudo preliminar para verificar a ocorrénagapeérda auditiva com DTB,
foram obtidos dados de 33 criangas de 29 familiestificadas apds periodo neonatal ou
triagem. A perda auditiva foi evidente em 76% dasncas, sendo que 2/3 delas
necessitaram de protese auditiva. A idade médipedda auditiva foi de 32,5 meses,
dentro do periodo critico do desenvolvimento normal linguagem. N&o existiram
diferencas estatisticas entre a idade média do idizs sintomas e a idade média do
diagnostico entre as criangcas com e sem perdaveud®egistrou-se elevada incidéncia de
problemas de linguagem e de aprendizado nas csarga perda auditiva (78 e 70%,
respectivamente) e sem perda auditiva (62 e 508pectivamente). A audiometria tipica
encontrada pelos pesquisadores foi de moderada emtuada perda auditiva
neurossensorial. Na maioria dos individuos com DTfBe foram estudados
evolutivamente, ap0s instituicdo do tratamento pssda ndo pareceu ser progressiva. No
entanto, em baixo numero de criancas destacouswetfi deterioracdo na audicéo,
embora continua, sendo que uma delas mostrou raeltaoaudicdo com o tempo, apods o
inicio do tratamento com biotila®

Estudo conduzido na Turquia incluiu 20 criancas &B que foram submetidas a
testes audioldgicod Destas, 17 foram diagnosticadas no periodo sitiome trés em
fase pré-sintomatica, pois eram irmaos de criapgagiamente afetadas. Foi observada
perda auditiva neurossensorial em aproximadamebfie 8os casos. A perda auditiva
variou de discreta a acentuada. Diferenca estatigtignificativa foi constatada nos
resultados dos testes de potencial evocado audiintral entre as criancas diagnosticadas
logo apdés o nascimento e os irmdos diagnosticagos tardiamente. E laténcias mais
prolongadas foram encontradas no grupo com diaigndsirdio quando comparado com o
de diagndstico precoce Xp,05) Os autoresconcluiram que o diagndstico precoce é
importante para prevenir deficiéncia auditiva geitda e central. Na maioria dos relatos da
literatura, apesar do tratamento, quando o diagoéttardio a lesdo auditiva geralmente

é irreversivef?
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O estudo conduzido na Turquia realgou que criangas sintomas de DTB com
null mutacdes desenvolveram perda auditiva com maguédreia que aquelas com
mutacBesnissensequando ndo tratadas em tempo hdbd.autores sugerem que se pode
prevenir perda auditiva em criancas com mutagigisse o tratamento for iniciado logo
ap6s o0 nascimerd

Em 2000 foi referido um caso de DTB em que houvihona do quadro de perda
auditiva neurossensorial, acentuada, bilateralmelignosticada aos trés meses de idade
apés tratamento com 20 mg de biotina, diarianféri® mesmo trabalho, os autores citam
mais dois casos um acompanhado por Nothjuetgel (1989), e outro por Wolf (em
comunicacéo pessodl)

Os achados imuno-histoquimicos preliminares suagerpe a biotina e a
biotinidase desempenham papel fundamental, talveais importante, na estrutura e nos
processos funcionais nos sitios cocleares e refiemes. Criancas com DMC podem ser
afetadas por deficiéncia de holocarboxilase sis¢e(&lCS) e/ou DB, mas somente a DB
resulta em deficiéncia de biotina, acimulo de kiwaj perda auditiva neurossensorial e
atrofia optica. Portanto, a biotinidase deve exeroportante papel na funcdo normal dos
sistemas auditivo e visual. A funcdo da biotinaébtinidase no sistema auditivo, assim
como mecanismo da perda auditiva na deficiénciabidéinidase, permanece ainda

desconhecida
3.3.2.4 Disturbios visuais

A avaliacdo de 78 criangas com DB sintomética oelabl% delas com
anormalidades oftalmoldgicas, incluindo infecc688%), neuropatia Optica e distarbios
visuais (13%), disturbios da motricidade ocular¥%)3alteracbes pigmentares da retina
(4%) e alteracBes pupilares (1%). Os achados medpuédntes foram atrofia dptica e
ceratoconjunctivite?®

A maioria das criangas que apresentaram atrasesgmdolvimento tinha atividade
de biotinidase inferior a 1% néo diagnosticada petgem neonatal. Todas as quatro
criancas com atrofia éptica persistente tinhamiddle de biotinidase inferior a 1%,
nenhuma detectada pela triagem neonatal ou tratagariodo pré-sintomatito
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3.3.2.5 Comprometimento da medula espinhal

No acompanhamento a quatro pacientes com DB cano ina infancia tardia aos
oito anos ou na adolescéncia, verificou-se que agesentaram paresia espastica em
membros, clonus, perda da acuidade visual e eseot@nestudo molecular desses
pacientes revelou diferentes mutacfes que ja hasidmdescritas em outros individuos
com manifestacdes clinicas mais precoces. Destaafodestacou-se que nao houve
correlacéo entre o genotipo e o fendtipo. Os asitorencionaram a possibilidade de que
algumas é&reas do sistema nervoso central (SNCinsejais susceptiveis a alteracdes
metabdlicas em fases tardias dessa doenca, pantierite na presenca de deficiéncia de
biotina marginal causada por estresse, como nui@ecio ou desnutric&d

O comprometimento medular € raro na DB. Na deserightrés casos de criancas
portadoras de DB cuja clinica principal foi desimiga¢cdo medular progressiva, apurou-se
gue em uma delas a idade de inicio dos sintomamosete anos, concomitante com um
quadro de infeccdo de vias aéreas superiores.catmgnte, o paciente exibiu paraplegia
flacida, sendo a eletroneuromiografia compativeh gadrao neurogénico. A ressonancia
magnética (RNM) revelou desmielinizacdo cervical t@racica. Foi iniciada a
suplementacdo com biotina na dose de 20 mg/diandotse melhora do controle
esfincteriano e das alteragfes neurologicas cooo dias de tratamento. Apos trés meses
de tratamento, a forca muscular e a RNM mostrammesmais, quando a biotina foi
reduzida a 10 mg ao dia. Aos 11 anos de idadesultaelo do exame clinico era normal e a
crianca apresentava bom desempenho escolar. QOss aldis casos, apesar da melhora,
persistiram com sequelas motoras. Esses achadesesugue a DB deve ser considerada
no diagnostico diferencial de desmielinizacdo madde causa desconhecida, uma vez

que o tratamento imediato pode cursar com recuferadal ou parcial dos sintonias
3.3.2.6 Anormalidades dermatolégicas

As alteracfes dermatologicas sdo um dos maioreglasttlinicos da DB, entre as
guais se citam estomatite perioral, fissuras péoiais, glossite, dermatite periorificial e
alopécia parcial ou total. Sao frequentemente &sdoE a problemas nutricionais, podendo
retardar o diagnéstico dessa condf€&b

Criancas afetadas geralmente apresentam erupcadomagular ndo-especifica,

tipicamente descrita como pele seca rugosa, efitesangprincipalmente em areas Umidas e
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periorificiais, como ao redor da boca, nariz e slib Em casos mais graves podem
ocorrer liquenificagéo, crostas e lesbes abertas, gpdem infectar-se p&@andida.O
cabelo é esparso e fino e as criancas apresentatmgate alopécia parcial ou total, que
inclui as sobrancelhas. O mecanismo pelo qual aciéetia de biotina produz
manifestacdes cutaneas permanece desconhecidstigiagdes em 2000 preconizaram seu
envolvimento no metabolismo dos lipid&os

O comprometimento da sintese ou metabolismo desgcxos de cadeia longa
poli-insaturados € provavelmente mais importanteitdg estudos em animais deficientes
de biotina confirmam a possibilidade de metabolisnormal desses &cidos e alteracdes
encontradas na composicdo da pele podem ter iimp@rfancdo nas manifestacoes
cutaneas da deficiéncia de biotinidase e biotirdmihistracdo de Omega 6 PUFA em
ratos com deficiéncia de biotina tem prevenido fiestacdes cutaneds

Diagnéstico diferencial inclui: acrodermatite eof#tica, dermatite seborreica,
imunodeficiéncias e outras sindromes. As erupcéegete resolvem-se apos tratamento,

em uma ou duas semahia’s
3.3.2.7 Anormalidades respiratérias

Anormalidades respiratdrias sao reportadas em slgasos de DB, possivelmente
devido a disfuncdo do centro respiratorio. Isto gp@dtar associado a outros sintomas

bulbares, como dificuldades de degluticdo, segiidt citado por Yanget al (2007§°.
3.3.2.8Disfungéo imunolodgica

A DB tem efeitos adversos nas fungbes imunes cetilaumoral. Os defeitos
humorais podem ser devidos a deprivacdo proteieafpia a sintese de imunoglobulinas.
Algumas criangas que desenvolvem dermatite Qamdidasn&do apresentam reacao aos
testes de hipersensibilidade tardia, deficiénciairdanoglobulina A e porcentagens
subnormais de linfocitos T em sangue periféricotudss em animais também
identificaram disfuncées imunolégicas, porém nimeeicas, de DB

Os estudos sobre essa condicdo ainda sdo contiegliédha necessidade de mais
pesquisas para caracterizar melhor as reais igpksaimunolégicas em criancas com DB

antes e apos o tratamehto
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3.3.3 Aspectos neuropatoldgicos

Na literatura € descrito o caso de um menino c@ressao psicomotora, que foi a
Obito antes do diagnostico ser estabelecido. O exads-morte do cérebro e da medula
espinhal revelou lesdes necroticas similares agumdaervadas na doenca de Leigh e na
encefalopatia de Wernicke. Diferentemente dessas dwndicbes, estavam afetados
também o hipocampo e 0 coOrtex para-hipocampal. esfels mostravam areas de
microcavitacdo, proliferacdo capilar e gliose. N#bstancia cinzenta havia relativa
preservacdo dos neurOnios e na substancia bramda pa mielina com relativo ou
moderado dano axonal. Notou-se astrocitose noosanteriores da medula espinhal e
palidez de substancia branca cerebelar profundaficée-se também acentuado edema
em substancia cinzenta profunda do tronco cerebrdd medula espinhal. Os autores
sugeriram que essas lesBes parecem resultar de sén@ de intensos distUrbios
metabolicos, talvez ligados & desordem da piruvatioxilasé®,

Em outros dois casos registraram-se degenerac@&betar cronica, mielopatia

subaguda e mielinizacdo defeituosa ou compronfetida

3.3.4 Aspectos de neuroimagem

Na Inglaterra, os resultados neurorradiolégicos @nto pacientes com DTB
tiveram diagnostico antes de ser instituida a énagieonatal. A idade do diagndstico
variou de quatro semanas a cinco meses e os @is@phados da neuroimagem foram
leucoencefalopatia e alargamento dos ventriculdsseespacos liquoricos extracerebrais.
As anormalidades da substancia branca incluiraas@tna mielinizacdo, mas em alguns
pacientes o aumento de sinal foi muito intenso paraxplicado somente como atraso. As
alteracdes subcorticais foram vistas somente empaoente. Estudos realizados apdés
inicio do tratamento com biotina obtiveram melhoncapadrédo de mielinizagcdo. Em um
paciente observou-se normalizacdo dos espacogiiqapporém em outro houve atrofia
progressiva e degeneracéo cistica. A maioria dcispas teve sequelas neurolégicas

Atrofia cerebral, anormalidades de substéncia lram@achados menos comuns
incluem lesdes cisticas, aparéncia radiologicaidérame de Leigh e calcificacdes dos
ganglios da base. Disturbios da mielinizacado easuainormalidades da substancia branca
sao proeminentes nas formas de inicio precoce aatggue as formas de inicio tardio séo

caracterizadas por anormalidades da substancientine atrofid.
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3.3.5 Deficiéncia parcial de biotinidase

Antes da implementacéo da triagem neonatal paraeDBPB era desconhecida.
Quando a primeira criangca com DPB foi diagnosticad® havia qualquer informacéo
disponivel sobre o prognostico dessa condicdo. nragaliados 16 casos de DPB -
identificados pela triagem neonatal nos EUA - esgmis, com a finalidade de determinar
se a DPB poderia resultar em manifestacdes clinkmstividades séricas da biotinidase
foram dosadas e também avaliadas as historiasasimios probandos, dos seus pais e
irmaos. Observou-se que todas as criancas com DBB saudaveis no tempo do
diagnostico. O tratamento foi realizado em novangas e as demais permaneceram sem
tratamento, por opcéo dos pais. Uma das criang@s&p tinham iniciado tratamento com
biotina desenvolveu tardiamente hipotonia, quedacaleelo erash cutaneo, que foi
responsivo a biotina. Foram identificados quatroltad e trés criangcas com DPB entre os
membros das familias dos probandos. Todos eran&gaisde um irméao tinha excrecao
elevada de lactato na urina. O quinto adulto aptesesintomas leves, que responderam
posteriormente ao tratamento com biotina. Os sigedtom DPB desse estudo, com
excecdo de um que desenvolveu sintomatologia, pewesam livres de sintomas ou 0s
apresentaram de forma discreta e inespecifica.u@@ses destacam que o diagndstico de
DPB provavelmente nao teria sido feito se ndo fpst®triagem neonafal

Dos 12 pacientes com DPB de um estudo, 10 estavaponiveis para o
seguimento e permaneceram clinica e neuropsicaloginte normais entre as idades de
2,5 e 10 andé.

Durante um estudo conduzido em seis pacientearntsi com DPB, destaca-se o
caso de um paciente diagnosticado durante a triagematal, que apresentava disturbio
de linguagem, dermatite perioral e vémitos duraptadros infecciosos. No entanto, ndo
havia referéncia quanto a idade do paciente naaépocestudo, nem se estava em
tratament?d”.

Em pesquisa conduzida na Hungria entre 1989 e 268@iktraram-se sete criancas
diagnosticadas com DPB e confirmadas com estudeaular. A maioria delas exibia
sintomas discretos referidos pelo autor como hipate dermatite em face no momento do
diagnéstico, que variou desde varias semanas agesmde idade. Tais sintomas
resolveram-se apds inicio do tratamento com bittina

A literatura informa um estudo conduzido em Min&soEUA, que identificou 26

casos de DPB com inicio do tratamento, em todas,duias semanas de vida
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As manifestacbes dos sintomas na DB nao dependenens® do grau de
deficiéncia da enzima, sendo importante tambémtexaigdo da atividade reduzida de
biotinidase com outros fatores, entre eles: a digilaade de biotina exdégena e a
demanda metabdlica da vitamina. Os autores inf@mague criancas com deficiéncia
total de biotinidase podem desenvolver sintomasiptados por uma infeccdo ou outra
doenca n&o relatada. E possivel que o requerindmtoiotina pelo organismo durante

periodos de estresse auménte
3.3.6 Casos assintoméaticos

Ha vérias referéncias na literatura a respeitoad@e<de DB em ambas as formas,
identificados na idade adulta ou acompanhados sH# faixa etaria e que permanecem
assintomaticos. Isso sugere que pode existir suafiei atividade enzimatica residual
necessdaria como substrato e, na vigéncia de uessstcomo uma infeccdo grave, esses
individuos assintomaticos desenvolveriam os sintoi@atra possivel explicacdo para essa
heterogeneidade clinica sdo as diferentes variambe&m (constante de Michaelis-
Menten, que é aoncentracdo de substrato especifico na qual ummarmproduz metade
de sua velocidade maxima) da biotinidase, fatatscionados a diferencas dietéticas ou
fatores epigenéticos que poderiam proteger algudisiduos assintométicb$ Os reais
fatores que precipitam sintomas em individuos cddnaBsintomaticos sdo desconhecidos

e eles podem desenvolver sintomas em qualqueriftade
3.3.7 Métodos diagnosticos

O diagnostico da DB consiste na determinacao dalatle da enzima biotinidase.
Pode ser suspeitado na triagem neonatal, confirpatfodosagem sérica quantitativa da
enzima biotinidase e, mais raramente na atualidaddeucécitos de sangue periférico ou
em cultura de fibroblastos obtidos por biépsia ele p

Um dos testes mais utilizados mundialmente paragém neonatal € o
colorimétrico, em que se mede a capacidade deafBerdo substrato artificial N-biotinil
p-aminobenzoato (BPABA). Apds sua liberacdo, o BRARagirA com os produtos
quimicos utilizados no teste, produzindo uma coactedo com a quantidade liberada. O

resultado podera ser interpretado de forma vigualdensidade Optica ou monitorizacéo
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fluorimétrica. H4 métodos que utilizam como sulistraatural, a biocitin¥ e/ou outros
derivados da biotina, como biotina-6- amidoquirefin

Para a dosagem quantitativa da biotinidase ar plrtmétodo colorimétrico, deve-
se tomar alguns cuidados para tentar eliminar ®-fzositivos, o que pode ocorrer
guando a coleta e a estocagem das amostras deesangon inadequadas. Objetivando
evitar tal erro, Wolf recomenda que as amostras g#s e um controle que nao seja
relacionado sejam submetidas concomitantemente esmamostras do probando.
Comparando a amostra da crianga com o do contioéedevera ser normal, e com a dos
pais, que devera ter os niveis na faixa de hetgrtis, essa crianca verdadeiramente tera a
deficiéncia de biotinidase. Caso o controle extdemha atividade enzimatica abaixo do
esperado, entdo se sugere que as amostram nao dstanadas adequadamente. Esse
procedimento pode realmente eliminar a maioria eRiltados ambiguos que podem
acarretar diagndstico incorréto

Quando ainda persistirem duvidas, poderdo serzesls outras dosagens da
enzima, tendo em vista que o uso da biotina petbepte ndo interfere no nivel da
biotinidase e, neste caso, a dosagem mais elevadmeésera considerada mais
representativa do gendétipem adicdo, a atividade de biotinidase esta caniiada com
varios aspectos, incluindo idade, género e a caadeide sintese de proteina hepti
estudo molecular identificando as mutacfes dosgmadis, apesar de oneroso, €, em
verdade, no atual momento, o padréo-ouro paragmdstico da deficiéncia de biotinidase.

A forma total da DB apresenta valores abaixo de @i@%média normal da atividade
sérica da enzima biotinidase e a forma parciakelfire 30% da meédia. Em criangas acima
de 30 dias de vida, consideram-se 0os mesmos valoreslulto. No periodo neonatal, 0s
estudos referem que a baixa atividade da enzin@raah principalmente nos primeiros
dias ap0s o nascimento, consistente com valores 8dite 70% da atividade média normal

para o adultd

3.3.8 Aspectos bioquimicos

Revisdo de 80 casos com DTB, em 2003, referen@ou,algum momento da
evolucdo clinica desses pacientes: aciduria orggBia%), cetoacidose metabolica (75%),
lactacidemia e hiperamonerhia

As anormalidades bioquimicas ocorrem devido a D&l€onsistem em acidose

latica, aumento da excrecdo urinaria do lactatagdoad3-hidroxi-isovalérico (mais
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frequentemente observado), 3-hidroxiopropionatdileciteatos e 3- metilcrotonilglicina. A
possivel normalidade de &cidos organicos urindnas afasta a doenca. Moderado
aumento das quantidades de acido 3 hidroxivaléridiscreto aumento nos niveis de acido
metilcitrico s&o fortes indicadores de possiveicifiicia de biotinidage™®

As altas concentracdes do lactato no SNC podersesemdarias a alteracdes da
atividade da piruvato carboxilase no proprio cérehhma vez que o lactato cruza a
barreira hematoencefalica lentamente. A acidosebcalr localizada pode ser a causa de

sintomas neurolégicos de inicio prectice

3.3.9 Aspectos genéticos

A DB, assim como a maioria dos erros inatos do boditano, apresenta heranca
autossOmica recessiva. Ambos os géneros séo mdmeente afetados pela deficiéncia. A
prevaléncia de heterozigotos estimada é de umcpd123 individuds

O gene humano da biotinidase (BTD: 609019) consistequatro exons. O DNA
complementar que decifra a biotinidase sérica hanmanmal ja foi clonado e codificado.
AndliseNorthern blottem demonstrado expressao da biotinidase no figadp pancreas,
pulmao, musculo-esquelético, coracdo, cérebroapta humanos. O gene da biotinidase
estd mapeado no cromossomo 325 estruturayendmica do gene da biotinidase esta
determinad&®.

Atualmente, sdo reconhecidas cerca de 110 mutgudtegiénicas associadas a
DTB”** No Quadro 1 observam-se as mutaces mais conmausadoras de DTB,
encontradas nos EUA. Entre elas destacam-se, r@agas sintomaticas, as seguintes:
(G98: del7ins) e 538R>C. Aproximadamente 52% desgsarcas apresentam a mutacao
(G98: del7ins) em um dos seus alelos e cerca deaB@tacdo 538 R>C, que é a segunda
mais comum nessa populacdo. Essas mutagcdes reguftamompleta auséncia de atividade
de biotinil-transferase no soro.

A mutacdo mais comum de DTB, identificada pelagtia neonatal noSUA, € a
missense4d56Q>H. Uma crianca em homozigose para essa nwutzga atividade de
biotynil-hidrolase muito reduzida no soro. Essaagéb é encontrada no minimo em um
alelo em 51% das familias ou 28% dos alelos esagidd A segunda mutacdo mais
comum é a dupla-mutacdo, A171T/D444H. Essa comé@macausa reducdo de
aproximadamente 95 da atividade biotinyl-hidrolase da biotinidaseasma atividade

transferase é mantita™
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QUADRO 1 - Mutagcbes mais frequentes em pacientesn @&TB, sintomaticos e

identificados durante a triagem neonatal, nos EJA

Mutagao | Pacientes Pacientes da | biotynil- biotynil-
sintomaticos triagem hidrolase | transferase
neonatal
G9s: 50% em um| Pode ocorrer enmy #Auséncia| #Auséncia
del7ins dos alelos | um dos alelos | completa completa
538R>C | 30% em um| Pode ocorrer en| #Auséncia| #Auséncia
dos alelos | um dos alelos | completa | completa
456Q>H | N&o ocorreu| 51% em um dgs#Atividade | #Auséncia
alelos muito completa
reduzida
D444H: | Nao ocorreu| Segunda * mai§ #Reduz | #Atividade
A171T frequente 95% da mantida
atividade

# Mutacdo em homozigose-; reduzido; * mutacgéo.

A maioria dos individuos com DPB tem a mutacdo B#é4n um dos alelos, em
combinacdo com a segunda mutacdo para DTB no algtd**. A mutacdo D444H
sozinha causa 48-52% da perda da atividade da anaberrante daquele al&loA
frequéncia desse alelo na populacéo geral € estieradorno de 0,039. A alta frequéncia
na populagéo geral combinada ao fato de estardrdégmente envolvida na DPB faz com
que a mutacdo D444H se assemelhe a variante deeDbar N314D, observada em
pacientes com galactosemia. Nessa doenca, 0s 1igt#os compostos que apresentam a
variante Duarte D2 N314D em associacdo com umagdaitalassica da galactosemia,
como a comum Q188R, apresentam alteracfes naamtevisirica da enzima GALT. No
entanto, a identificacdo da mutacéo N314D GALTpgrava definitiva de que esses RNs
nao tém a forma classica da doenca.

De modo similar, a mutacdo D444H é responsavel yadta maioria de DPB e
identificar essa mutacado, de forma isolada, numatieles é a prova de que a deficiéncia
total da enzima n&o esta preséht®orém, quando a mutacdo D444H esta associada a
outra mutacao, € uma duplagia (D444H:A171T,
D444H:F403V, D444H:R157), resulta em uma mutacdasadora de DTB. Em
contraste, a mutacdo A171T, de forma isolada, aaméntificada em nenhum dos alelos

no mesmo alelo, isto,

em individuos normais, nem em individuos com DHBI'8, independentemente de serem

sintométicos, ou identificados durante a triageonaeaf.
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Na populagcdo da triagem neonatal encontra-se nmntarcéieterogeneidade
genotipica, diferentemente do que se verifica np@de pacientes sintométicos. Nota-se
que duas mutacdes comuns no grupo de pacientesesdbsna triagem neonatal nao
ocorreram no grupo de pacientes sintomaticos. Dfestaa, acredita-se que individuos
com certas mutagdes identificadas na triagem nabtestham menos risco de desenvolver
sintomas se mantidos sem tratamento.

A avaliacdo de 33 criancas com DB revelou distingidioe criancas com DTB que
tinham menos de 1% do nivel sérico de biotinidasguelas que tinham nivel acima de
1%, sugerindo a possibilidade de pacientes connimase superior a 1% nao necessitar
de tratamentd. Wolf acompanhou 31 pacientes com DTB detectowas®s com nivel
enzimatico inferior a 1% e 18 pacientes cujo nixggiou de 1 a 10%. De acordo com o
genotipo, 17 criangas tinham mutagim sensedelecdes e delecao/insercdo ou mutacdes
gue resultaram em faléncia para secretar a enzintzldla para o soro, todas resultando
na auséncia da enzima e deficiéncia total da atiMidda enzima no soro. As demais
mutacfes que eramissenseesultavam ou ndo na perda total da atividadevertima. No
grupo de criancas com menos de 1% de atividademalg ndo desenvolveram sintomas
durante o seguimento, que variou de meses a aop®uRo lado, no grupo de pacientes
gue apresentaram entre 1 e 10% da atividade médiahde biotinidase, alguns exibiram
sintomas nos primeiros meses de vida. E esperagaima crianca com perda total de
atividade tenha mais risco de desenvolver sintomas,uma crianca com atividade entre 1
e 10% também pode desenvolvé-los. De acordo conexquexiéncia, o autor recomenda

que todas as criancas com DTB devam ser tratadas ceposicdo de biotiha

3.3.10 Diagndstico pré-natal

O diagndstico pré-natal da DB é possivel a padideéterminagédo da atividade da
enzima em extratos de células de liquido amniotmo da analise molecular.
Considerando-se que o RN afetado por DB € assitimna que os procedimentos
referidos previamente ndo sdo isentos de riscoeretgg dosar a atividade sérica de

biotinidase logo apds o nascimento, quando a fastémiliar for positiva®.
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3.3.11 Diagnéstico diferencial

O principal diagnostico diferencial da DB ¢é a déficia de HCS, que € um erro
inato do metabolismo raro, que interfere com o bwismo da biotina, levando a DMC.
Em cerca de 50% dos casos descritos o inicio désnsas ocorre nas primeiras semanas
de vida. Quando se manifesta mais tardiamentdn@alindo difere daquela observada na
DB. Em contraste com os pacientes com DB, todoafetados com deficiéncia de HCS
apresentam acidose metabdlica, hiperamonemia tlisereaciduria organica tipica. A
deficiéncia de HCS é confirmada pela dosagem danenzm cultura de fibroblastos de
pele.

Tratamento oral com biotina reverte as alteragiegas e bioquimicas, nas duas

de biotina, variando entre 40 e 100 mg. Somenteanmria dos casos a resposta €
parciaf®.

Diferentemente dos casos de DB que costumam cocosarsequelas neurolégicas
irreversiveis como atrofia Optica e deficiéncia iava@ neurossensorial, a provavel
patogénese dessas duas desordens responsivama ®idiferente em referéncia ao SNC,
resultando em melhor prognéstico na deficiéncia H§i&ando comparada com DB
diagnosticada e tratada tardiaménte

Outros possiveis diagnosticos diferenciais da DB: s#eficiéncia isolada de
carboxilase (que ndo responde ao tratamento cotmdjiocriancas em uso cronico de
alimentacdo parenteral sem suplementacdo de biatinem uso crénico de dietas
contendo escassa quantidade de bibfifeEm criancas maiores hiotin-responsive basal
ganglia diseaseuma doenca neuroldgica rara, de etiologia indetexda, pode cursar com
sintomatologia piramidal e extrapiramidal, lesdlatbral na cabeca do nucleo caudado e

putdmen, na RNM, que apresenta dramatica respasdire .

3.3.12 Tratamento

A dose de biotina para o tratamento de DB, rotameénte, varia entre 5 e 20
mg/dia, via oral, independentemente da idade equar a vida. Essa dose foi determinada
empiricamente usando-se a experiéncia de trat@mgas com varias formas de DMC nas
duas décadas passadas. A quantidade de biotinesageevai decrescendo com o aumento

da idade. O Unico método para monitorar se a dedeatina esta adequada € a dosagem
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de acidos organicos na urina, que deverao ter seatimado. No entanto, cerca de 20%
das criancas com deficiéncia da enzima nao apeeseminormalidades na dosagem
urinaria de acidos organicos, mesmo quando sintoost

Até o momento, ndo foram descritos indicios decidade causada pelo uso da
biotina, mesmo em altas doses.

Existe possibilidade de que a deplecdo de biotina livres@oocorrer mais
precocemente no cérebro que em outros tecidos @ridnos deficientes de biotinidase,
apesar de nao se conhecer o mecanismo que exfdlda&. Portanto, alguns autores tém
sugerido que criangas com menos de 15% da médaivddade sérica de biotinidase
sejam tratadas com biotiffa

Enquanto ha consenso na literatura sobre o tratantenDTB, o tratamento da
DPB é controverso. A forma parcial da DB foi idéo#ida ap0s a implantacédo da triagem
neonatal para essa doenca. Ainda permanece incetiteratura se essas criangcas devem
receber tratamento ou ndo. Elas devem ser acomgesicinicamente com a frequéncia
necessaria para detectarem-se sintomas precotds, dagundo WolfEsse autor também
preconiza que a decisdo do tratamento deve sardeitjuntamente com o0s pais apos a
devida explicacéo sobre as implicacdes em tratadowa DPB

A biotina apresenta-se de varias formas: cdpsulasprimidos e preparacdes
liguidas. Para ser administrada em uma crianca jovesn, a capsula pode ser aberta e 0
conteudo colocado numa colher. Criangcas maioresrpadgerir a capsula. Os preparados
liquidos, em forma de xarope, oferecem mais prob¢eporque a biotina deve ser mantida
em geladeira, pode sedimentar no fundo do frasz@@sagem real pode ficar aquém do
adequado. Nesses preparados, também, algumasdmptestem proliferar, principalmente
quando sdo estocados por longo tempo. Por estégstasugere-se que se utilizem

compostos sélidos da vitamina em cépsulas ou comgos.
3.3.13 Triagem neonatal

A partir do trabalho pioneiro do bidlogo Robert g, nos EUA, em 1960, que
desenvolveu um teste de inibicdo bacteriana pamdali@nina para o diagndéstico de
fenilcetontria em amostras de sangue seco de Ritadas em PF, varias doencas vém
sendo incorporadas a triagem neonatal: metabdlid@gciosas, genéticas, hematologicas,
sendo as mais frequentes, além da fenilcetonunpatiteidismo, anemia falciforme e

fibrose cistica. Essa medida foi considerada uressacem termos de salde publica, pois
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permite o diagnostico e tratamento precoce deadt@@scas, prevenindo o retardo mental e
outras possiveis sequelas. Desta forma, esse mé®doagem neonatal vem sendo
implantado em varios paises e regibes do mundoaatedo com suas condicOes
econdmicas e politicas interda%’

Na atualidade, varios outros testes mais sofisteasl rapidos, que ampliam o
namero de doencas diagnosticadas, como especti@sdep massa tandem e DNA
microarray, ja foram adotados por alguns péfses

A decisédo de incorporar uma doenca a triagem nalowatia consideravelmente,
dependendo de cada regido ou pais. E deve baspanspalmente na prevaléncia da
doenca naquela regido, custos dos testes e dménatia

Os critérios da Organizacdo Mundial de Saude (Op#a que uma doenca seja
incluida na triagem neonatal sdo baseados nagdesesitos por Wilson e Jungner, em
1968, e sdo os seguintes: a) ser relativamentalprdée e grave; b) os sintomas devem ser
conhecidos e inaparentes no periodo neonataly ¢agede ser diagnosticada; d) permitir
a realizacdo de um teste viavel e com alta semEdg e especificidade; e) haver um
programa logistico para acompanhamento dos caéas diagnostico final; f) o método
diagnostico deve estar disponivel para acompanhamentratamento das criancas
afetadas; g) o programa deve ser economicamentelvig ter estabelecido programa de
acompanhamento clinico com disponibilizacdo dossitpe minimos necessarios ao
sucesso do tratamefito

A triagem neonatal ficou popularmente conhecidaactaste do pezinhppelo fato
de ser realizada pela andlise de amostras de saoiptadas do calcanhar do RN. No
entanto, o programa de triagem neonatal (PTN) éommais amplo e possui diferentes
metas além do diagnostico, tais como: coberturgprdgrama, idade adequada para a
coleta do PF, qualidade técnica no momento daa;obeirto intervalo de tempo entre a
coleta, a chegada do material ao laboratério eiasé@m do resultado e idade de inicio de
tratamento, entre outrds Essas metas servem também para avaliar a qualitaé@TN.
Vérias acdes, na tentativa de padronizar os pragarforam realizadas, ao longo do
tempo, culminando com a criacdo da Sociedade kxdemal para Triagem Neonatal
(ISNS) e a Sociedade Brasileira de Triagem Neo&&iI N).

Na América Latina existe acentuada heterogeneidatle os PTNs. A primeira
iniciativa ocorreu no México, em 1973, por AntoMelazquez. Posteriormente, quase que
simultaneamente, no Brasil, precisamente em S&adoP&enjamin Schmidtet al

iniciaram um projeto que se intitulou: “Um planocimmal para estudo e deteccao dos
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Erros Inatos do Metabolismo, doencas que podenm Bvdetardo Mental”. Esse projeto
cresceu e culminou com a implantacéo do primeirN para erros inatos do metabolismo
(EIM) na América LatinZ.

Os paises da América Latina que apresentam PTNsoresl estruturados séao:
Cuba, Costa Rica, Chile e Uruguai; em segundo Juasil, México e Argentima Em
2005, o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNAdN Brasil tinha cobertura de
80,2%:; e 74% dos estados apresentavam cobertuna dei 70%".

O teste do pezinhdoi incorporado ao Sistema Unico de Satde (SUB) Pertaria
GM/MS n° 22, de 15 de janeiro de 1992, com legi&lague determinava a obrigatoriedade
de sua realizacdo em todos os RNs vivos e includsadiacdo para a fenilcetonuria e
hipotireoidismo congénité®

No ano de 2001, o Ministério da Saude, por inteiméd Secretaria de Assisténcia
a Saude (SAS/MS), reavaliou a implantacdo da tmageonatal no SUS e publicou a
Portaria Ministerial n°® 822, de 06 de junho de 20fide criou o Programa Nacional de
Triagem Neonatal (PNTN) e também os Servicos deerReia em Triagem Neonatal
(SRTN) em cada estatfo

3.3.14 O Programa Estadual de Triagem Neonatal emikks Gerais (PETN-MG)

O Nducleo de Acdes e Pesquisa em Apoio e Diagnédacbaculdade de Medicina
da Universidade Federal de Minas Gerais (NUPAD/HMM&) foi credenciado pelo
Ministério da Saude como Unico SRTN do estado, rérpgas normas estabelecidas na
Portaria GM 822 de 06 de junho de 2001. Firmou-sareeria entre a Secretaria de Estado
da Saude (SES-MG) e a Universidade Federal de Masaiais (UFMG) desde setembro
de 1998

Na primeira fase, iniciada em 1993, o PETN-MG, eomglou duas doencgas:
hipotireoidismo congénito e fenilcetondria. Na setpufase, iniciada em margo de 1998,
de forma universal e pioneira no Brasil, a doerglaifbrme passou a fazer parte da
triagem neonatal em Minas Gerais. A terceira fasefplantada em 2003, com a incluséo
da fibrose cistica. No Brasil, somente mais dotades, Santa Catarina e Parand, ja
implantaram a terceira fase, que consiste em:emageonatal, confirmacao diagndstica e
tratamento das doencas previamente citadas (fag@aes unidades da federacdo, com

cobertura acima de 70% nas fases um e dafs)’
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Todas as criangas nascidas nos 853 municipiostddoede Minas Gerais tém o
direito de fazer o teste de triagem neonatal geahénte. A cobertura do PETN-MG é
considerada excelente e atinge em torno de 95% eab&sn-nascidos vivos, segundo 0s
nameros do Sistema de Informacdes de Nascidos (B$ASC). Atualmente, oRNs
séo testados para fenilcetondria, hipotireoidismngénito, doenca falciforme e fibrose
cistica. O PETN-MG garante tratamento e acompanh@menédicos gratuitos,
dependendo da doenca testada, fornecimento de amezlitos adequados e dietas
especiais. O NUPAD é o executor do PETN-MG e res@eel por varias acdes associadas
ao sucesso do programa, como: busca ativa dasasiauspeitas das doencas testadas,
agendamento das consultas especializadas, ac@ogsirgecretarias municipais de saude
para garantir transporte para a crianca em trateimeecepcdo e acompanhamento da
crianca e familiares durante as consultas e exaniesnamento de profissionais de saude

envolvidos no program&®”.
3.3.15 Triagem neonatal para deficiéncia de biotidase

A DB foi incorporada a triagem neonatal a partirl®84, no estado da Virginia,
nos EUA, quando foi desenvolvido um método colotiioe, simples, utilizado para
detectar a auséncia ou presenca de atividade tieiddse em amostras de sangue seco de
PF em RN, utilizando um substrato artificial B-PABA prevaléncia da doenca foi
determinada a partir da triagem de 81.243 RNs enprojeto-piloto com 12 meses de
duracédo, quando se identificaram dois RNs com DN Bartir deles, encontraram-se dois
irmaos afetados, secundario a triagem familiar. M@ve nesses resultados, concluiu-se
que a DB ocorria no minimo na mesma frequénciaogiias doencas que faziam parte da
triagem neonatal, sugerindo que esse EIM deverianskiido na triagem do estado da
Virginia®.

Posteriormente, varios paises iniciaram progrania®p de triagem para a
doenca. A incidéncia mundial, baseada em 36 praggate triagem neonatal para DB em
1990, numa amostra de 8.532.617 RNs, mostrou asnseg) taxas: DTB 1:112.271 NVs
(1:85.000 a 1:145.000); DPB 1:129.282 NVs (1:11@.201:177.000) e a incidéncia
combinada de DB foi de 1: 60.089 NVs (1:49.500781:00), com intervalo de confianca
(IC) de 95%, conforme pode-se visualizar na TalEfa.No Canad4a, em Quebec, entre
163.000 RNs registrou-se prevaléncia combinada @ de 1:10.866 NVs. Havia
consanguinidade em apenas um caso, 0 que imphcaléncia quatro vezes mais alta que
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a encontrada em outros paises, sugerindo que @ \algbnte para DB era mais comum
entre os canadenses descendentes de frarfceses
TABELA 1 - Resultados estatisticos da triagem n&drmara deficiéncia de biotinidase em

estudos mundial, realizados em Quebec no Canacidénass, em varios periodos

Mundial Quebec Parana Porto
Alegre
Periodo Jan 1984 a Jan 1986 a Marco 1994 a Out 1995 a
dez 1990 @ dez 1987 nov 1994 nov 1999
Teste utilizado Heardet al. Heardet al. Heardet al. Heardet al.
Perdas em % NR NR 30 12
N° de casos DTB=76 DTB=3 DTB=1 DTB=3
identificados DPB= 66 DPB=12 DPB=1 DPB=11
N° RNs triados 8532 617 163.000 125 000 225.136
Prevaléncia Co. 1: 60.089 1:10.866 1:62.500 1:9000
NV
Sensibilidade% NR NR 100 100
Especificidade% NR NR 99,88 99,88
Falso-positivos # NR NR 0,0012 NR
TR % NR NR 0,12 0,17

NCI - n°de casos identificados; NV- nascido®sivlR- taxa de reconvocagéo

DTB-Deficiéncia total de biotinidase; DPB - Defioi@a parcial de biotinidase; NR-néo referido;

Co- combinada, # a metodologia para o calculo dos falso-positivearfodiferentes nos estudos em questéo;
@- os dados sdo de acordo com Wolf e Heard (£890)

No Brasil ha poucas publicacdes sobre a prevalé@eiBB. Em estudo realizado
no Parana, referiu-se prevaléncia combinada de ©B:62.500 NV5: em Porto Alegre,
um estudo privado, em que houve colaboracdo deasoutgibes do pais, reportou
prevaléncia combinada de 1:9.000 Rf/estudo retrospectivo de 20.529 amostras de RNs
na cidade de Maring4, rastreados pelo PETN no@stadParana, no periodo de setembro
2001 a 2006, ressaltou trés casos de DB, numal@gneva combinada de 1:6843. Nesse
altimo estudo, ndo ha referéncia sobre os tipo®Be consanguinidade e se 0s casos
poderiam estar relacionad@sOs dados estatisticos das regides referidas amterive e
outros respeitantes a triagem neonatal estdo dérados na Tabela 1.

Nos paises com consanguinidade elevada, as taxpevd@éncia sdo mais altas,

como comprova estudo conduzido na Turquia, qudaeaeprevaléncia de 1:11.614 NVs,
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num total de 371.654 RNs triados no periodo detaghs 1991 a junho de 1988Na
Hungria, entre 1.333.145 RNs triados entre 1989@ 2a incidéncia combinada de DB
estimada foi de 1:23060

Na Austria foram identificados, a partir da triageeonatal de 1.100 milhdo de
RNSs, 21 casos com DTB, incidéncia de 1:59.800, eal2 DPB, incidéncia de 1:89.700;
cinco pacientes com nivel de biotinidase entrel@ee 16 com nivel de biotinidase acima
de 1% e abaixo de 10%. Nesse estudo, somente fgac@mM nivel de biotinidase abaixo
de 1% da média normal exibiram sintomas de apaestornprecoce (3/5). Apresentaram
sintomatologia nas primeiras semanas de vida gixactentes com atividade entre 1,2 e
6%, que nao desenvolveram sintomas clinicos e @adfatratamento, entre 3,5 e 21 anos.
Foram normais as avaliacdes clinica e neuropsimaldte todos aqueles com atividade de
biotinidase acima de 10% em tratamento com biatesde as primeiras semanas de vida.
O quociente intelectual (Ql) foi anormal em cin@xcigntes testados cujo tratamento foi
iniciado ap6s os 3,5 ano&.conclusao que os autores chegaram a partir déivsséo em
grupos sugeriu que somente pacientes com biotmiddsixo de 1% desenvolveriam
sintomatologia clinica precocemente; e que os ptesecom atividade de biotinidase
acima de 1% podem permanecer assintomaticos mesmtaamento, como 0s pacientes
com DPB'* Essa conclusdo foi contestada por Wolf, argunmelstaque em sua
experiéncia clinica pacientes com nivel de biotis&d acima de 1% também podiam
apresentar sintomatologia precocemente, bem comienpes com biotinidase abaixo de
1% poderiam apresentar sintomatologia mais tarditenee até permanecer
assintomaticds

A triagem neonatal conduzida na Suica, dptmv upde 15 anos (1983 até 1998)
com 119 pacientes com DTB de varios paises eurpmimificou 37 criangcas com DBT
(24 sexo masculino, 13 sexo feminino), idade médigeis anos e seis meses (variou de
seis meses a 20 anos), provenientes de 31 famdl@parentes entre si. O tempofaléow
up durou de cinco meses a 18 anos de idade (médiaisgi@anos e seis meses): 25 criangas
foram detectadas pela triagem neonatal e uma @em familiar; 11 foram detectadas
apos terem desenvolvido sintomatologia clinicagdeate 17,5 meses a média da idade do
diagnéstic8".

Dados publicados er@007 referentes a triagem neonatal para DB, emepais
europeus, coletados em 2004, estdo demonstradmgiia, 1a Tabela 2. Numa amostra de
1.321.989 RNs, a prevaléncia combinada de DB foildE’.486 entre nove paises
participantes do estutfo Mais recentemente, um estudo conduzido entrebouitle 2004
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e maio de 2008 pela triagem neonatal em Minnesdt@mou, entre 264.727 RNSs,
incidéncia combinada de DB de 1:8.540 NVs, DPB®1:81 NVs e DTB 1:52.945 NV’

TABELA 2 - Dados referentes a prevaléncia, taxaetmnvocacao, ponte de corte dos
métodos utilizados no programa de triagem neomatal DB, em paises da Europa, em
2004*

Pais RN* Lab. | Métodos| PC% | TR% | DC | Prevaléncia
Austria 79.022 1 C Visual  0.014 2 1:39.511
Bélgica 33.324 1 Wolf n.d. n.d. 1 1:33.324
Flanders
Bélgica 44.651 2 C 10 0.04 3 3

Alemanha 726.973 13 F,C 30 0.05 16 1:45.436
Wallonia NR NR NR NR 0,21 NR NR

Italia 105.471 2 C n.d. 0,03 1 1:105.471
Espanha 20.420 1 C n.d. n.d. 1 1:20.420
Suécia 101.471 1 E 20 0.004 3 1:33.817

Suica 75.842 2 Wolf n.d. n.d. 1 1:75.842

Total 1.321.989 25 1:47.486

TR= taxa de reconvocacao: porcentagem de criapfgsdas para confirmacgédo diagnéstica; PC= pontmode,
C= colorimétrico; E=enzimético; F=fluorimétrico; Wwétodo de Wolf, NR = nao referido, Lab= laboratprio
nd = nenhum dado, *triados; DC = diagndstico comdido.

A DB, de acordo com a bibliografia consultada, @ss@rida em PETN no Brasil
somente no estado do Parana. Na América LatinanAirga - programa obrigatério (PO) e
testes feitos quando requisitados (TR). Chile ed@bia - TR. Costa Rica - programa-
piloto (PP). Cuba tem programa n&o-obrigatério, siaematico e de escopo universal.
México - programa n&o-obrigatério

Nos Estados Unidos, 29 estados ja implementaram iFal DB>® No Canada,

sete estad8% A Nova Zelandia tem PTN para BB
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3.3.16 Fatores responsaveis por falso-positivos ado-negativos nos testes de triagem
neonatal para DB

Os testes utilizados para triagem neonatal de Bxfdptem sangue seco como em
dosagem sérica de biotinidase, podem sofrer imégréga de alguns fatores como possiveis
causadores de testes falso-positivos ou falso-wegabs quais seréo relatados a seguir.

3.3.16.1 Fatores responsaveis por falso-positivos

* |ctericia

Estudo conduzido na Grécia para esclarecer osgmasl dos falso-positivos em
RNs na triagem neonatal para DB avaliou a atividdelebiotinidase no soro de RNs a
termo, prematuros e pequeno para a idade gesth@ig, todos os grupos pareados com
grupo-control&. Nos neonatos ictéricos e controles foram colet&mL de sangue para
determinacdo de bilirrubina total (BT), enzimas dte@as e atividade de biotinidase,
usando método fluorimétrico - HPLC. A pré-incubagho enzima sérica com BT (>10
mg/dL) resultou em 50% ou mais de inibicdo. Os rastaoncluiram que a baixa atividade
de biotinidase foi encontrada em RNs a termo, pra@ms e PIG com ictericia e atribuiram
esse dado ao comprometimento da funcdo hepaticalt@s niveis de BT nos grupos
estudados poderiam ter papel inibidor da enzimatdD&rma, ressaltam que a idade
gestacional (IG) tanto quanto os niveis de BT damesempre ser escritos nos cartdes de
Guthrie para a correta avaliagdo da atividade denimlase. A partir de niveis de BT de 4
mg/dL, a atividade da biotinidase ja decresciagahdo ao minimo de sua atividade (1/3

dos controles) com valores acima de 16 mgfidL

* Prematuridade

A atividade de biotinidase em 64 RNs (prematurage¥rmo) apresentou correlacao
direta com a IG. Durante o primeiro e o tercei@sdie vida, as atividades estavam abaixo
do considerado normal para adultos em todos osNgl Em 56 RNs, os niveis foram
subindo gradativamente e atingiram o nivel norneaadultos entre o 4°-40° dias de vida.
Em contraste, a atividade de biotinidase em oset@mos reduziu-se durante o 3°-7° dias
de vida, compativel com deficiéncia transitéria letinidase. Imaturidade da funcéo
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hepética seria uma possivel causa para explicas eshados nessas criancas. A menor
atividade nessas criancgas foi registrada durarte@? dias de vida, que coincide com a
época da coleta da amostra de sangue para triagematal. De acordo com esses dados,
em 4-8 dos 48 pré-termos ou PIG a atividade denlmlase variou de 4,7-26% da média
dos valores do adulto, sendo compativeis com tdates-positivos durante a triagem
neonatal®

Em nosso meio, investigou-se, em 1999, o comporieon@a biotinidase em 86
prematuros, salientando-se correlacdo direta eatigdade de biotinidase e idade
gestacional. No grupo dos prematuros com IG infexi@4 semanas, 12 pacientes (26%)
apresentaram deficiéncia transitoria de biotinidasapativel com os niveis de deficiéncia
parcial da enzinfa Segundo comunicacéo pessoal de Rental, Dr Harvey Levy, diretor
do programa de triagem neonatal de doencas metabdtio estado de Massachussets,
EUA, esclareceu que a amostra sanguinea parartringenatal em prematuros é coletada
por volta do segundo dia de vida e repetida cordid$ e, para ele, a prematuridade néo

influencia os resultados falso-positivos no refefidogramé

+ Qutros fatores

Em 2005, foram relatados dois casos de deficiémlgalipoproteina lipase
comprovados com genética molecular. Ambos os pasdoram detectados como falso-
positivos no teste de triagem neonatal para DBa@eres concluiram que os testes de
triagem neonatal colorimétrico e fluorimétrico p&B que utilizam sangue seco em PF
sao afetados pela hiperquilomicronaemia acentuagleeanais provavelmente a turbidez
acentuada do plasma interfere no f€ste

3.3.16.2 Fatores ambientais e técnicos

Em nosso meio, foi avaliada a possivel influéna@aatbuns fatores ambientais
externos na atividade de biotinidase, amostrasadgue em PF, amostras de plasma de
voluntarios adultos e também amostras de neonatd3Fe Elas foram submetidas a varias
temperaturas de -20°C a 37°C e a atividade da anfommedida ao longo do tempo.
Verificou-se que o0 tempo e temperaturas mais edatevam a diminuigdo
estatisticamente significativa da atividade daibidase, sugerindo que esses dois fatores

devam ser levados em consideracdo na interprethc@on resultado abaixo do normal e
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que a coleta de uma nova amostra em condi¢coetamds deva ser considerada para que
uma conclusdo sobre o caso seja oBtida

3.3.16.3 Fatores responsaveis por falso-negativos

Os testes de triagem neonatal que usam o métodoinaétrico podem mostrar
atividade de biotinidase marcadamente elevada emcgas que estdo sendo tratadas com
sulfonamida$ que sdo primariamente aminas aromaticas comaasguainobenzoato - o
produto clivado do substrato da biotinidase bibfpara-aminobenzoato - e reagem com as
substancias quimicas utilizadas no teste, deseemtdv cof. No caso da procaina/
benzilpenicilina, a cor € devida ao grupo 4-amimzioeco na estrutrura da procaina.
Nessas duas condicdes pode-se ter falso-negatRars. eliminar erros diagnodsticos,
recomenda-se que as duas determinacbes com e sésiragu sejam feitas

simultaneamente no tedfe
3.3.16.4 Fatores que podem causar nivel de biotirige sérica marcadamente elevada

E descrito o caso de duas criancas com sintomassthums de deficiéncia de
biotinidase, porém com atividade de biotinidasecaénuito elevada. Baseados em relatos
da literatura, os autores diagnosticaram glicogetipe la (GSD) em ambas. Esse tipo de
doenca deve ser considerado em criancas com alividserica de biotinidase

marcadamente elevada. N&o se sabe o real motisa dks/acas.
3.3.17Concluséo

A deficiéncia de biotinidase (DB) é uma doenca in@tea hereditaria, com padrao
de heranca autossémico recessivo, na qual ha &hefiai da enzima biotinidase. A
incidéncia mundial combinada de DB é estimada emotale 1:60.000. No entanto,
destaca-se variabilidade na incidéncia em difeseqp@ises, bem como em trabalhos
nacionais, ressaltando-se a importancia de estedamais.

Clinicamente, a DB manifesta-se com sintomas négiabs e cutaneos,
geralmente a partir da sétima semana de vida. dusets neuroldégicas em pacientes néo
tratados precocemente sdo frequentemente distimbaiivos, visuais, atraso motor e de

linguagem. Contudo, a DB pode ser diagnosticadaopesmente, no periodo neonatal,
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ainda em fase assintomatica. Além disso, posstantento efetivo e de baixo custo,
preenchendo, assim, os critérios da OMS para slizsfp na triagem neonatal, medida ja
adotada em varios paises e regides do mundo.

O diagnéstico da DB pode ser feito a partir dsagem quantitativa da enzima
biotinidase, que ndo estd isenta de casos falstvogs- relacionados principalmente a
fatores técnicos e ambientais que interferem neta&@ qualidade da amostra analisada ou
a variacdes do genotipo (ex: mutacdo D444H em higose), que podem levar a discreta
reducdo da atividade enzimatica sérica. Portarigmna autores sugerem que o estudo
molecular de DNA assume muita importancia, sendsiderado mais recentemente como
padrao-ouro na confirmacgéo do diagnoéstico dessacdoe

Atualmente, séo reconhecidas cerca de 110 mutpgdegénicas associadas a DB.
Apesar de varios estudos conduzidos com o int@toadrelacionar gendtipo-fendétipo, até
o momento ndo foi possivel inferir totalmente quaciente desenvolvera ou nao
sintomatologia baseado apenas no gendtipo ou meamosagem enzimatica.

Quanto ao tratamento, existe consenso na literatolbae 0 uso de biotina em
pacientes com DTB. Em relacdo ao tratamento da DB&rvam-se muitas divergéncias.
Um fator que é favoravel ao tratamento desses miasiedescrito por alguns autores, € que
as reais consequéncias de uma deficiéncia mardgnhbliotina quando associada a outros
fatores desencadeantes ndo foram totalmente ellasd@odendo o cérebro ser um dos
primeiros 6rgéos atingidos nessa situacao.

Vérios trabalhos sinalizam que mais pesquisas sabieB sdo necessarias,
principalmente no que diz respeito a identificagdevolugcdo dos casos sintomaticos e
assintomaticos, bem como a estudos bioquimicoslecaolares. Tais dados poderéo trazer

subsidios para a melhor compreenséo sobre a \lalala clinica na DB.
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4 ARTIGO Il - TRIAGEM NEONATAL PARA DEFICIENCIA DE
BIOTINIDASE NO ESTADO DE MINAS GERAIS (ARTIGO
ORIGINAL)

Resumo
Triagem neonatal para deficiéncia de biotinidase nestado de Minas Gerais

Introducdo: a deficiéncia de biotinidase € uma doenca metabdtiereditaria, com
heranca autossOmica recessiva, causada por mutagbegene biotinidase (BTD),
localizado no brago curto do cromossomo 3(3p25)alBente essa doenca manifesta-se
por meio de disturbios neuroldgicos e cutaneos.i@ndstico consiste na deteccdo da
atividade da enzima biotinidase no plasma, a pdatiqual os pacientes sdo classificados
em dois subgrupos: deficiéncia total ou parcialgual a atividade enzimatica encontra-se,
respectivamente, abaixo de 10% ou entre 10 e 30&i\ddade média normal. Estudos de
prevaléncia da deficiéncia de biotinidase em algquaises mostram taxas que variam de
1:40.000 a 1:60.000. No Brasil, existem poucas yisag sobre sua prevaléncia e ha
discordancia nos resultados encontrados. O objetiveipal deste trabalho foi estimar a
prevaléncia da deficiéncia de biotinidase no estlbdinas Gerais, com base no teste de
triagem realizado em amostras de sangue seco dadettp calcanhar de recém-nascidos
avaliados pelo Programa Estadual de Triagem Nelomddderial e métodos:realizou-se
estudo transversal no periodo de nove meses, emlz®t de 2007 a junho de 2008. Foi
utilizada parte do sangue dos recém-nascidos, acldleem papel-filtro e enviada ao
NUPAD/FM-UFMG, para realizacdo dos exames de trrageonatal. A triagem foi feita
pelo método qualitativo colorimétrico visual UMTEBIOTINIDASA, desenvolvido em
Cuba, e confirmado por dosagem quantitativa denaise. Os pacientes com deficiéncia
de biotinidase confirmada foram submetidos a ag@ialinica e neuroldgica antes e apos
0 inicio do tratamento, com biotina 10 mg, via pd#riamenteResultadosforam triadas
182.942 amostras, em duplicata, de sangue sececéenimascidos, em papel filtro das
guais 1.039 mostraram-se alteradas. Um segundoeeatartriagem foi realizado e resultou
em 129 amostras suspeitas de deficiéncia de llasei Destes recém-nascidos, 120
retornaram e foram coletadas amostras para o0 esjudotitativo, que confirmou o
diagndstico de deficiéncia parcial de biotinidase X casos com igual distribuicdo entre
0s sexos. Nao foram identificados casos de deti@étotal de biotinidase. Todos os
pacientes apresentavam avaliacdo clinica e neuraldgprmais antes e apos o inicio do
tratamento. A prevaléncia de deficiéncia de bidase da populacdo estudada foi de
1:18.289 nascidos vivos. O teste colorimétrico aligai considerado efetivo em identificar
0s casos de deficiéncia de biotinidase e apresestosibilidade relativa de 100%,
especificidade de 99,94%, falso-positivos de 0,66%alor preditivo positivo de 8,3%.
Concluséo: o presente estudo revelou prevaléncia de deficiéde biotinidase de
1:18.289 nascidos vivos no estado de Minas Gemnaigyeriodo de setembro de 2007 a
junho de 2008. Essa prevaléncia mostrou-se masgak a encontrada em outros paises.
Ressalta-se que todos os casos identificados foliessificados como forma de deficiéncia
parcial de biotinidase.

Palavras-chave: Deficiéncia de biotinidase. Triagaeonatal. Biotina. Biotinidase.
Deficiéncia multipla de carboxilases.
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Abstract

Neonatal screening for biotinidase deficiency in th state of Minas Gerais

Introduction: biotinidase deficiency is an inherited metabolisodder, autosomal,
recessive, caused by gene mutations in the bieseidBTD), located in chromosome
3p25. Usually this disorder is manifested througburplogical and cutaneous
abnormalities. The diagnosis consists in deteatioihe biotinidase enzyme activity in the
plasma, when the patients are classified into tmgsoups: profound or partial deficiency,
when the enzymatic activity is, respectively, beld@? or between 10 and 30% of the
mean normal activity. Studies on the prevalencebiotinidase deficiency in some
countries show rates that vary from 1:40.000 to0D@0. In Brazil, there are few
researches about its prevalence and disagreesneahie found results. This paper main
objective was to determine the prevalence of tlagirbdase deficiency in the state of
Minas Gerais, based on the screening test performét dry blood samples collected
from newborn heels evaluated by the Newborn Scongedtate Program / Programa
Estadual de Triagem Neonatslaterial and methods: cross-sectional study carried out in
the period from September 2007 to June 2008. Ratteonewborn blood samples was
collected on filter paper and sent to the NUPAD/BMMG, for the newborn screening
tests. The screening was done by the visual coérionqualitative method UMTEST
BIOTINIDASA, developed in Cuba, and confirmed byagtitative dosage of biotinidase.
The patients with confirmed biotinidase deficienayderwent clinical and neurological
evaluation before and after beginning the treatmetit biotina 10 mg, oral via, daily.
Results: 182.942 newborn’s dry blood samples in duplicateewscreened, from which
1.039 showed alterations. A second screening test performed and 129 suspected
samples were found for biotinidase deficiency. Agdimese, 120 newborns returned and
samples were collected for the quantitative stuthat confirmed the partial biotinidase
diagnosis in 10 cases with equal distribution betwsexes. There was no identification of
profound biotinidase deficiency cases. All patieritad normal clinical and neurological
evaluation before and after the treatment beginnifige prevalence of biotinidase
deficiency in the studied population was 1:18.888 births. The visual colorimetric test
was considered effective to identify the biotinieladeficiency cases and showed 100%
relative sensitivity, 99,94% specific, 0,06% falgesitive and 8,3% positive predictive
value. Conclusion: this study revealed prevalence of biotinidasectlficy of 1:18.289
live births in the State of Minas Gerais, from Sepber 2007 to June 2008. This
prevalence proved to be higher that the findingstirer countries. It is noteworthy that all
the identified cases were classified as partiditiase deficiency.

Keywords: Biotinidase deficiency. Newborn screening. BiotiB&tinidase. Carboxilases
multiple deficiency.
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4.1 Introducgao

A deficiéncia mdltipla de carboxilases (DMC) podeower devido a duas
condicbes especificas, a deficiéncia de holocaldexi sintetase e a deficiéncia de
biotinidase (DB). A primeira é responsavel pelarfamprecoce, com manifestacdes clinicas
ocorrendo preferentemente no primeiro més de \eda; DB é responsavel pela forma
tardia ou juvenil, com inicio do quadro geralmeaid¢re o terceiro e 0 quinto meses de
vidar.

A DB foi descrita em 1983 por Wolf et al. Trata-de doenca metabdlica
hereditaria, com expressao fenotipica variada, ue Ha defeito no metabolismo da
biotina, vitamina hidrossoltvel pertencente ao dempB’. Nessa condicdo ha deficiéncia
da atividade da enzima biotinidase, que leva aegdépl da biotina endégena, uma vez que
a enzima é fundamental para a reciclagem da biotinarganismo, bem como para a
utilizacdo da biotina ligada a proteina forneciétaieta. Somente apds a introducéo do
teste para DB na triagem neonatal é que se idemiifk forma parcial da doefica

Atualmente, a doenca é classificada em dois subgrugeficiéncia total (DTB) e
parcial (DPB), na qual a atividade sérica da enanwontra-se respectivamente abaixo de
10% da atividade média normal e entre 10 e 30% tdedade meédia normalO
diagnosticagpode ser complementado com estudo do cDNA paragiele mutacbes no
gene biotinidase (BTD) localizado no braco curto @omossomo 3(3p2%) Até o
momento ha mais de 100 mutacdes descritas nes® gen

Clinicamente, a forma classica de DTB manifestaese, média, entre a sétima
semana e o0 quinto més de vida, podendo ocorrer pnat®ce ou tardiamente. Entre os
disturbios neuroldgicos e cutaneos, destacam-sentaisfrequéncia: as crises epilépticas,
atraso do desenvolvimento neuropsicomotor, ataltipptonia, alopécia e dermatite
eczematoide. Disturbios respiratérios, conjurgiatinfeccdes fungicas, estas decorrentes,
provavelmente, de disfun¢cbes imunorregulatoriagiepo ocorrer com menos frequéncia.
Alguns casos sdo fatafs As sequelas neurolégicas em pacientes ndo tsatado
precocemente ou que iniciaram tratamento na fasensatica e assim persistem apesar do
tratamento consistem em distarbios auditivos, vésuea atraso neuropsicomotor e de
linguagent”*°

Normalmente, em alguns pacientes néo tratados esnoalteracdes metabolicas,
sendo as mais frequentes: cetoacidose, aciduri@aniocay e hiperamonemia discreta ou

moderada. Verificam-se também distlrbios decorseriia deficiéncia secundaria da
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atividade de quatro carboxilases biotina-dependerateetil-CoA carboxilase, propionil-
CoA carboxilase, piruvato-CoA carboxilase B-metilcrotonil-CoA carboxilase,
comprometendo, desta maneira, 0s processos dagtigénese, sintese de acidos graxos e
catabolismo de aminoé&cidos de cadeia ramifitada

O tratamento da DB, quando iniciado nos primeirosses de vida, evita o
aparecimento desses sintomas citados, além dewstr simples e de baixo custo, pois
consiste na reposicao oral de biotina livre na dtes@5 a 20 mg, diariamente, por toda a
vida'**

A DB preenche alguns critérios para ser inclui@ariagem neonatal, uma vez que
os pacientes afetados ndo mostram sinais clinesserperiodo da vida. E doenga com alta
morbidade e que possui tratamento efetivo e deolaigto.

No Brasil existem poucos estudos sobre a prevaé&wiDB, entre eles citam-se 0
de Pintoet al. (1995), realizado na cidade de Curitiba, no doilm analisadas 125.000
amostras de sangue seco em papel-filtro (PF) @éerreascidos (RNs) durante o Programa
Estadual de Triagem Neonatal (PETN) do estado danBanum periodo de oito meses,
em que a prevaléncia combinada da DB foi de 1:62mBGcidos vivos (NV. Em 2004,
na cidade de Porto Alegre, Camargo Netoal conduziram um estudo privado, nao
populacional, durante periodo de quatro anos, esrhquve colaboracéo de vérias regides
do pais, em 225.136 amostras de sangue seco ene FRNdencontrando incidéncia
combinada de DB estimada de 1:9.000 NV8aseada em 36 programas de triagem
neonatal para DB em 1990, numa amostra de 8.532%Y,7 a incidéncia mundial
combinada de DB foi estimada em 1: 60.089 NVs (5@®a 1:73.100), com intervalo de
confianca (IC) de 95%

A prevaléncia da doenca no estado de Minas Gerdis én conhecida e as
investigacdes realizadas em outras regides do mmEsomostram-se discordantes. Desta
forma, o presente estudo teve como objetivos détarna prevaléncia da deficiéncia de
biotinidase no estado de Minas Gerais, por meitesge qualitativo de triagem realizado
em amostras de RN avaliados pelo Programa Estadu@ltiagem Neonatal, e avaliar e

acompanhar clinicamente os individuos afetados.
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4.2 Métodos

Realizou-se estudo transversal em 182.942 RNscipanites do (PETN-MG), no
periodo de setembro de 2007 a junho de 2008. Rwstente, procedeu-se a estudo
prospectivo a partir dos casos identificados, ngssguisa, apés instituido tratamento com
biotina, durante periodo maximo de 16 meses. O riamala amostra foi baseado na
literatura, tendo em vista que a incidéncia munatiastrou as seguintes taxas: incidéncia
combinada de DB 1: 60.089 NVs (1:49.500 a 1:73,1DUB 1:112.271 NVs (1:85.000 a
1:145.000); DPB 1:129.282 NVs (1:112.700 a 1:170)0€om intervalo de confianca (IC)
de 95%. A partir desses dados, inferiu-se que umastia de no minimo 180.000 RNs
seria suficiente para estimar a prevaléncia, lewagdem consideracédo que 1:177.000 foi o
limite superior do intervalo de confianca da incidi@& estimada de DPB, que € superior ao
da DTB.

Foram incluidos no estudo todos os RNs particigadte PETN-MG no periodo
referido e excluidos todos os RNs cujos pais sesegam a participar. Obteve-se dos pais
assinatura do termo de consentimento simplificadermo de consentimento esclarecido
(APENDICE B). O projeto foi encaminhado e aprovaéto Comité de Etica em Pesquisa
da UFMG (Parecer ETIC 430/07) em 23/10/2007.

Foi utilizado o teste colorimétrico visual UMTEST@IINIDASA, desenvolvido
em Cuba, um ultramicroensaio colorimétrico qualitatque se baseia em medir a
atividade da enzima biotinidase mediante a hidzdlis substrato artificial biotin-acido p-
aminobenzoico (B-PABA) em condi¢cdes 6timas de po#&tnde Hidrogénio (pH) e
temperatura, obtendo-se como produto o acido pabemezoico (PABA). A intensidade
da cor obtida foi proporcional a atividade da eraibiotinidase presente na amostra. A
bula fornecida pelo fabricante do teste informasasgbilidade e especificidade de 100%.
Os procedimentos para a realizacao do teste fosarmcomendados pelo fabricante.

A amostra de sangue foi obtida através de puncamidanhar do RN e coletada
em PF Schleicher & Shuell 903 em média, entre o quinto e o sétimo dias de, \deéa
acordo com o procedimento padronizado pelo PETN-Mg.utilizada parte do material
(sangue em PF), que € enviada rotineiramente atedde Acbes e Pesquisa em Apoio
Diagnostico da Faculdade de Medicina da Univergd&edderal de Minas Gerais
(NUPAD/FM/UFMG) para realizacdo dos demais testetridgem neonatal. Nos casos em

que o teste foi positivo ou indeterminado na prim@mostra realizada em duplicata, foi
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solicitada e orientada a coleta de uma segundatemas préprio municipio, para
confirmacéo do resultado do teste de triagem.

Os pacientes positivos foram classificados compestess de deficiéncia total de
biotinidase (DTB) ou de deficiéncia parcial de biotase (DPB), de acordo com a cor
desenvolvida na amostra analisada, respectivamaméncia de cor e cor purpura clara.
Todos foram convocados a comparecer ao Ambulateéio Vicente do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Geras-(HFMG), onde foram submetidos a
avaliacdo clinica e neurologica realizada pela ysadora, e ao laboratorio do
NUPAD/FM/UFMG, onde foram coletadas as amostrassalegue através de puncao
venosa para realizagcdo do teste quantitativo déniglase (padrdo-ouro) baseado em
leitura colorimétrica realizada em espectrofotdmetque mede a liberacdo de p-
aminobenzoato de N-biotinil-p-aminobenzoato desgir Wolfet al. (1983f. Coletou-se
de cada paciente aproximadamente 1,0 mL de samgaieem tubo seco. Em seguida,
centrifugou-se e separou-se o sobrenadante (spre)foi estocado em gelo seco a -80°C.
Esse material foi enviado ao laboratorio do Hospliga Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
onde o teste foi feito em 60% das vezes juntamente amostra de um controle nao
relacionado com o probando e supostamente norwlakada e estocada sob as mesmas
condicOes especificadas. Os pacientes positivasifatassificados como afetados de DTB
ou DPB, de acordo com o nivel de biotinidase, resmamente, inferior a 10% da
atividade média normal (7,1 nmol de PABA liberado minuto por mL de soro) e entre
10 e 30% da média.

Os pacientes cujas amostras foram negativas resebaita. Os casos com DB
confirmados pelo teste quantitativo foram recondosajuntamente com os pais, para uma
segunda consulta no Ambulatorio S&o Vicente do HRBAG, momento em que, além do
exame clinico e neurolégico da crianca, foi préadiotina 10 mg para uso diario, via
oral, que foi fornecida gratuitamente pelo NUPADstriormente a consulta, as criangas
foram encaminhadas para realizagdo de eletroengedaha no setor de Neurofisiologia do
HC-UFMG, com aquisicdo de tracado eletroencefafagrasem sedacédo, pelo periodo
minimo de 40 minutos. Foi utilizado eletroencefasdy da marca NIHON-KODEN,
modelo analégico, com 10 canais, adotando-se amasotécnicas proprias para recém-
nascido e lactente. Os pacientes foram avaliadossaireente por pediatra do préoprio
municipio e trimestralmente por neuropediatra (pessglora) até o término da pesquisa; e
continuardo sendo acompanhados, no Ambulatério eleddenética do HC-UFMG, aos
cuidados da PrafDr.Juliana Gurgel Giannetti (FIG. 1, APENDICE D).
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Estimou-se a prevaléncia na populagcdo de RN nodestee Minas Gerais.
Comparou-se o teste qualitativo e o quantitatiemdo-se o Ultimo como padrdo-ouro.
Calcularam-se sensibilidade, especificidade, valeditivo positivo e valor preditivo
negativo do teste UMTEST BIOTINIDASA apos conheogige os valores de falso-
positivos e falso-negativb’s

Em relacdo a amostra total, as variaveis estudada®: a cobertura do programa,
intervalo, em dias, decorrido entre a data de nestio da crianca e a realizacdo da coleta
da primeira amostra de PF; nimero de amostras diwallEquadas bem como a frequéncia
dos motivos da inadequacao das mesmas; taxa devoeagdo considerando o numero de
RNs referidos para a segunda amostra de PF.

* Quanto aos 10 casos de DPB, as variaveis estuftadas. intervalo entre o envio
da amostra de PF e a chegada da mesma ao NUPADAM@GJintervalo entre a
chegada e a emissao dos resultados, idade do RiNenacdo do resultado pelo
laboratorio; idade da confirmacdo diagndstica, i8to o resultado do teste
guantitativo de biotinidase; dosagem de biotinidds®casos e dos controles; idade
da primeira consulta; idade de inicio do tratametdgmpo de acompanhamento;
namero de consultas. Os dados das fichas origoh@éscasos com DPB foram
transferidos para o banco de dados pela pesquéssadesponsavel, foram
preparados em planilhas e submetidos a analiseritdesccom célculo dos
seguintes valores: média, mediana, maximo e mirémiesvio-padrao para as
variaveis numeéricas continuas e frequéncias alasokirelativas para as variaveis
categoricas. Os pacotes estatisticos utilizadas gpanalise dos dados foram SPSS
15®, softwareExcel®. Para a confeccéo dos graficesypregou-se softwareR,
versao 2.9.2, que € gratuito e esta disponivekite http://www.r-project.org/
Esse projeto foi desenvolvido pelo NUPAD/FM/UFMG.

4 3 Resultados

Dos 182.942 recém-nascidos (RNs) triados pelo BrnogrEstadual de Triagem
Neonatal em Minas Gerais (PETN-MG) no periodo denskero de 2007 a junho de 2008
utilizando-se o método colorimétrico visual UMTESTOTINIDASA, foram
identificados 10 casos com deficiéncia parcial datirbdase (DPB) e nenhum com
deficiéncia total de biotinidase (DTB). Foram azdhs 10 criancas, das quais nove foram

acompanhadas clinicamente apds a instituicdo tkntesnto via oral com biotina 10 mg.
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Uma transferiu-se para o estado de Sao Paulo éon@acompanhada a partir do quarto
més do diagnoéstico, porém manteve acompanhamento reuropediatria local.

Eletroencefalograma foi feito em nove criancasyipraente a instituicdo do tratamento.

4.3.1A triagem neonatal

4.3.1.2 Prevaléncia de deficiéncia de biotinidagen Minas Gerais

Foram identificados 10 casos de DPB, neste estadsversal, entre 182.942 RNs
participantes do teste de triagem neonatal, resldtma taxa de prevaléncia de 1:18.289
nascidos vivos (NVs).

A média de idade no momento da coleta do paped-fPF), observada em
182.942 RNs, foi de 6,9 £ (2,83) dias, variandaudea 31 dias, sendo que em 75% dos
RNs as amostras foram coletadas até o oitavoedsdh. Entre os 10 casos de DPB, a
média, mediana, desvio-padrdo, maximo e minimaeemtroleta e o recebimento do PF,
entre o recebimento da amostra do PF e o resudtadtido pelo laboratério, a idade do
RN na liberacdo do resultado pelo loaboratériocedd@nonstrados na Tabela 1.

TABELA 1 - Estatisticas descritivas referentesadil da coleta do PF e aos intervalos de
tempo entre a coleta do PF até o resultado libepattolaboratorio, referentes a 10 casos
de DPB identificados pelo PETN-MG no periodo dersétro de 2007 a junho 2008

Total* | Média | DP [Mediana | Maximo [Minimo

Idade da coleta do PF (dias) 182.94z 6,9 2,83 6 31 1
Intervalo C/R PF pelo lab. (dias) 10 5,6 2,4¢ 5,50 11 3
Intervalo Rc/Rs PF pelo lab. (die 10 3 2 3 7 1
Idade do RN no resultado do | 10 16,20 5,1 14,5 26 11

pelo lab. (dias)

PF-papel-filtro, lab- laboratério, DP-desvio-padr&dR-coleta/recebimento, Rc/Rs-Recebimento/redolta
* pesquisado.

A cobertura do PETN-MG durante o periodo estudailaldé 94,8%. Das 182.942
amostras realizadas em duplicata, 1039 foram remaulas para realizacdo da segunda
amostra de PF. Os motivos da inadequacédo das rasia# PF estdo distribuidos

conforme Quadro 1.
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QUADRO 1 - Motivos da inadequacao das amostrasageldiltro referentes a primeira
coleta realizada durante a triagem neonatal para r2Bestado de Minas Gerais, no
periodo de setembro de 2007 a junho de 2008

indice Motivo de inadequacdes das amostras Total de
em papel-filtro inadequacoes
1 Os cinco circulos néo foram preenchidos 15
2 A area do(s) circulo(s) nao foi(ram) totalmemreepchida(s) 1.059
3 Gota muito pequena, insuficiente para andlise 196
4 Gota nao penetrou totalmente no papel, ndo atmgerso 670
5 Mdltiplas e pequenas gotas sobrepostas 2.999
6 N&o houve eluicdo, sangue nao se separou do papel 70
7 Amostra com aspecto de diluicdo do sangue 321
8 Amostra danificada 4
9 Amostra coletada antes do quinto dia 0
10 Amostra recebida com mais de 15 dias apos #acole 4
11 Outros 332
12 Houve desnaturacdo da hemoglobina 0
13 Crianca recebeu transfusao de sangue 49

Fonte: UFMG/FM/NUPAD, 09/2007 a 10/08/2008.
As amostras em papel-filtro podem estar inadequpdasnais de um motivo, o que implica conta-lassmai
de uma vez.

Conforme pode ser observado na Figura 1, a taxacd@vocacao foi de 0,005, isto
€, 1039 RNs entre 182.942 foram reconvocados pgianda coleta de sangue seco (PF),
no proprio municipio de origem. O segundo cartdefviado por 1039 pacientes e 42 ndo
0 enviaram (abandono da pesquisa), resultando eéncfidn¢cas suspeitas de serem
afetadagela DB. Esses pacientes foram convocados paragdalclinica e neurologica
no ambulatorio Sdo Vicente do Hospital das ClinidasUniversidade Federal de Minas
Gerais (HC-UFMG) e dosagem da enzima biotinidase petodo quantitativo de Wolf
no laboratério do Hospital das Clinicas de Porlegfe (HCPA). Compareceram a
consulta 120 criangas e nove ndo comparecerams Besa auséncias foram devidas, em
quatro casos, a 6bito do RN por motivos nédo idieatlibs e em cinco casos a recusa
familiar em comparecer a consulta (abandono da umesq realizando a dosagem
guantitativa de biotinidase em laboratério parcutujos resultados nos foram enviados e
foram normais, todas as auséncias foram excluidasrdostra, conforme pode ser

observado na Figura 1.
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l12dosagem PF
182.942 RN

1039 reconvocacdes

22dosagem PF
| 129 positivos ‘

120 pacientes 9 pacientes néo
compareceram a compareceram a
consultaem BH consultaem BH

4 6bitos e 5

110 10 casos com
falso-positivos DPB exames em lab.
| | particular
58 normais 52 Acompanhamento Acompanhamento
heterozigotos trimestral BH mensal municipio

FIGURA 1 - Fluxograma mostrando 182.942 RNs triadasa DB pelo PETN-MG, no
periodo de setembro de 2007 a junho 2008, 103%wecactes para’Zartdo de PF, 120
resultados suspeitos e submetidos ao teste comdiimgrara DB, 60% com controle
concomitante; 10 casos de DPB, 110 falso-positivos.

pac -paciente; DPB - deficiéncia parcial de biolase

Dos 120 pacientes suspeitos de DB que realizardeste quantitativo (padrao-
ouro), 60% (72) fizeram dosagens de biotinidasetajuente com controles nao
relacionados, cujos valores variaram de 5,6 a 9wl/min/mL, todos na faixa da
normalidade. Do total, 10 individuos resultaramtaafes pela DPB. Os demais foram
considerados falso-positivos, entre eles 47% (BRpm niveis na faixa de heterozigotos e
53% (58) na faixa da normalidade, de acordo comdagmgens enzimaticas (Figura 1).
Levando-se em consideracdo fatores que poderiantriluon para resultados falso-
positivos, 11 RNs foram acometidos de ictericigpadodo neonatal, ndo se conseguindo
os valores de bilirrubina; a fototerapia foi reatla em trés desses RNs; apenas sete
prematuros puderam ser confirmados pelo cartdoNjocRja média de idade gestacional
foi de 33,71+(2,3) semanas, variando de 29 a 3&Gisas Nenhum era portador de algum
tipo de disfungcdo hepatica, aparentemente, no mtnunprimeira consulta, quando foi
coletada amostra sanguinea para dosagem quaatitdtv biotinidase. Ndo foram
identificados falso-negativos neste estudo, duranigagem nédo houve desenvolvimento

de reacédo colorimétrica compativel com a preseaglstancias cromogénicas.
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O teste UMTEST BIOTINIDASA quando comparado conesté quantitativo de
Wolf (dosagem quantitativa enzimatica de biotingagjue foi considerado padréo-ouro
neste estudo, apresentou sensibilidade de 160&specificidade de 99,94% falso-
positivos de 0,06%. Verificou-se auséncia de faksgativos. O valor preditivo positivo
(VPP) foi de 8,3% IC (4,3-15,2) e o valor preditivegativo (VPN) foi de 100% IC (100-
100). Para o calculo de sensibilidade e espediitad o tamanho da amostra foi corrigida
para 182.891, devido as 51 exclusdes (Tabelag.2 e 3

TABELA 2 - Resultados do teste colorimétrico UMTEBTOTINIDASA em relagédo ao
teste confirmatoério para DB, referentes a triagewmnatal em 182.942 RNs realizada no

estado de Minas Gerais, no periodo de setemh20@#&a junho 2008

UMTEST Deficiéncia de Biotinidase
BIOTINIDASA Sim Nao Total
Teste positivo 10 110 120
Teste negativo 0 182.771 182.771
Total 10 182.881 182.891

TABELA 3 - Calculos estatisticos comparando UMTHEHHODTINIDASA em relacdo ao
teste confirmatorio para DB, referentes a triagewnatal, em 182.942 RNs, realizada no
estado de Minas Gerais no periodo de setembro@ie&funho 2008

Taxa de reconvocagao..................... 1039 a2 = 0,005 ou 0,5%
Sensibilidade..........cccooooiiiiiiiiiiiiiiee 10/10 = 1 ou 100%
Especificidade.............cccevviinnnns 182.18P.891= 0,999 ou 99,9%
Falso-positivos............evvveeccienennnn. 11®@1BP1 = 0,0006 ou 0,06%
Prevaléncia.........ccccceeieeiiiiiiiiiieeeeiiiiiaas 10:182.891 = 1: 18.289
VPP e 8,3% IC (4,3-15,2)
VPN oo 100 % IC (100-100)

IC- intervalo de confianca, VPP- valor preditivasivo, VPN-valor preditivo negativo.

4.5.2 Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos casae DB

A Tabela 4 mostra cinco casos do género feminirmneo do masculino, oito
pacientes leucodermas e dois melanodermas e aaisEnconsanguinidade em todos eles.
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TABELA 4 - Apresentacdo dos dados de 10 casos dg iDéntificados pelo PETN do
estado de Minas Gerais, no periodo de setembro@e&&junho 2008

Resultado Controle
Cédiao Consengui{ DN/género /| Interpr. | Idade 12 | biotinidase biotinidase Situacao
9 nidade | cor dapele | PF consulta nmol/ Tto (mg/dia)
dias | min/mL (%)
02/09/2007/ Nao biotina (10)
ARP/032781 Ausente Masculino/ B DPB 33 1.78 (25) realizado
12/09/207/ 48 -
PNG/00312! Ausente . DPB 1,50 (21) 8,70 biotina (10)
Masculino/ N
PIA/004597 Ausente 19/0_9/_2007/ DPB 30 1.86 (26) Néo biotina (10)
Feminino/ B realizado
39 2,20 (30) _
IPP/002602 Ausente 00/12/2007/ hpp 180 (25) 8210  Potina(10)
Masculino/ B
SUM/00108"  Ausente 17/1.2/.2007/ DPB 85 1.80 (25) 8.90 biotina (10)
Feminino/ B
74 L
SGQI00072 Ausente 1/02/2008/ o 150(21) 940  Dpiotina(10)
Feminino/ B
25/01/2008/ 68 N0  biotina (10)
PDI/000636 Ausente o DPB 1,80 (25) .
Feminino/ B realizado
ALP/00013€ Ausente 19/05/2008/ DPB 92 1,70 (23) 6,00 biotina (10)
Masculino/ B
10G/000727 Ausente 26/05/2008/ DPB 240 1.78 (25) Ngo biotina (10)
Masculino/ N realizado
274
JABI002321 Ausente -H04/2008/ 1o 150(21) 870 biotina (10)
Masculino/ B

Interp.-interpretacdo; B-branca; N-negra; Tto-tredato, PF-papel-filtro, * = % da média normal de
biotinidase 7,1 nmol /min/mL; substrato B-PABA. Ridta de nascimento

Os niveis séricos de biotinidase, primeiramentaerol/min/mL e entre parénteses
em porcentagem, da enzima biotinidase em relac&oédia normal informada pelo
laboratério (7,1 nmol/min/mL), em que o substratiifieial utilizado foi o B-PABA nos
10 casos identificados de DPB representados pelss &digos, estdo demonstrados na
Tabela 4.

O paciente codigo IPP/002603 necessitou de duaagdos quantitativas de
biotinidase, devido ao resultado inicial 2,2 nmahfmL muito préximo do limite do ponto
de corte de 2,1 nmol/min/mL. Optou-se, entdo, @petir a dosagem, que foi de 1,8
nmol/mL/min (Tabela 4).
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A média da atividade de biotinidase em nmol/mL/mios 10 casos de DPB, foi de
1,67+(0,15). No grupo-controle a média foi de 8(22#8), conforme a Tabela 5.
A comparacdo dos niveis de biotinidase entre osscasos controles encontra-se no

Grafico 1.
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GRAFICO 1 - Comparac&o dos niveis de biotinidaseeess casos e os controles (a esquerda)
referentes aos 10 casos de DPB identificados geIdNFMG no periodo de setembro de 2007 a

junho 2008.
Obs: substrato utilizado B-PABA.



69

TABELA 5 - Estatisticas descritivas referentes achi8os de DPB identificados pelo
PETN-MG no periodo de setembro de 2007 a junho 2008

Média DP Mediana | Maximo | Minimo
tAtividade de biotinidase (AB)* 1,67 0,15 1,74 1,86 1,50
2 AB* controle 8,22 1,18 8,45 9 6
Primeira consulta (dias) 100 97,5 71 285 30
lldade de inicio do tto (dias) 154 82 135 300 60
1Confirmagéo diagnostico (dias) 121 78 103 258 38
Tempo seguimento (meses) 9 4,5 8,5 16 4
INUmero de consultas 4 1,3 3,5 6 3

*nmol/min/mL, substrato B-PABA; PF-papel-filtront10; 2n-6; DP-desvio-padrdo; tto-tratamento.

O primeiro atendimento meédico aos casos de DPBawaieacao clinica e coleta de
sangue para dosagem quantitativa de biotinidaseefai média, de 100+(97,5) dias,
mediana de 71 diague variou de 30 a 285 dias. Como pode ser obsemadrabela 4
acima, os pacientes codigos I0G/000727 e JAB/0O0232In enviados pelo municipio de
origem para primeira consulta mais tardiamente @se outros casos, atrasando,
consequentemente todos o0s subsequentes procedimehtddade da confirmacao
diagnéstica foi, em média, de 121+(78) dias, mexdidam 103 dias, variando de 38 a 258
dias. A idade d@icio do tratamentdoi, em média, de 154+(82) dias e variou de 60@& 30
dias. O tempo de seguimento foi, em média, de Sk({heses, variando de quatro a 16
meses (Tabela 5).

Todos os pacientes apresentaram avaliacdo clinicaewgolégica normais
previamente a instituicdo do tratamento.

Todos os casos de DPB receberam tratamento commabibd mg/dia, via oral,
medicacdo que foi fornecida gratuitamente pelo NDPApenas um paciente, codigo
PNG/003125, necessitou mudar de estado, porémmaontitratamento com neuropediatra
local. Apesar de varias tentativas, néo foi conslegmais contato com a familia. Todos os
outros nove casos foram reavaliados trimestralmpateneuropediatra (pesquisadora) e
mantiveram-se clinica e neurologicamente normaisédlia do nimero de consultas foi de
4+(1,3) e variou de trés a seis, mas o numero noirdentrés consultas foi registrado em
quatro pacientes: cédigo ARP/0032781, que mudoesiado; codigo PDI/00636, que

faltou a dltima consulta, porém a familia infornoue estava recebendo a medicacéo pelo
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correio e a paciente encontrava-se com adequadmaddgimento; e os dois referidos
previamente, codigos I0G/00727 e JAB/002321.

Foram submetidos nove casos a realizacdo de ele&fadograma previamente ao
tratamento, todos com resultados normais. Um pegiecddigo IPP/002603, néo

conseguiu realizar o exame, por guestdes técnicas.

4.4 Discussao

4.4.1 Triagem neonatal

4.4.1.1 Prevaléncia de deficiéncia de biotinidasenéMinas Gerais

A prevaléncia de deficiéncia de biotinidase (DB) Eimas Gerais, estimada neste
estudo, foi de um caso para cada 18.289 nascidos YNVs) e todos os identificados
apresentavam deficiéncia parcial de biotinidaseB)DIRs taxas de prevaléncia descritas
na literatura sdo variaveis. A incidéncia mundiEseada em 36 programas de triagem
neonatal para DB em 1990, numa amostra de 8.532e8&Wm-nascidos (RNs), mostrou as
seguintes taxas: DTB 1:112.271 NVs (1:85.000 a 3.a0D); DPB 1:129.282 NVs
(1:212.700 a 1:177.000); e a incidéncia combina®H8 foi de 1: 60.089 NVs (1:49.500
a 1:73.100). Dados publicados €07 referentes a triagem neonatal em nove paises
europeus, numa amostra de 1.321.989 RNs, mostrawal@ncia combinada de DB de
1:47.486°,

Percebe-se que a prevaléncia, no presente estgdpeéor a mundial e a descrita
em alguns paises europeus. Por outro lado, espilddss de triagem neonatal em regides
isoladas mostram prevaléncia mais alta, tais coenp:1989, observou-se em Quebec,
entre 163.000 RNs, prevaléncia combinada de DB :i6.866 NVs e DPB 1:13.583
NVs' em 1992, entre 99.398 RNs, em estudo conduzid@ntki um ano em
Massachusetts, foram encontrados os seguintesesal@TB 1:33.000 NVs e DPB
1:14.000 NV$*° Mais recentemente, um estudo conduzido a paatiridgem neonatal
em Minnesota real¢ou incidéncia combinada de DB:86540 NVs, DPB 1:10.181 NVs e
DTB 1:52.945 NV3 Destaca-se queaises onde a consanguinidade é elevada apresentam
taxas de prevaléncia mais altas, como 1:11.614 Nbsgrvada num estudo conduzido na
Turquig®
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Quanto aos estudos nacionais, os dados de predak&Emdiscordantes, com taxas
gue variam de prevaléncia combinada de DB de 1062MVs, DTB, 1:121.000 NVs;
DPB, 1:121.000 NV¥ a taxas mais alt&s de 1:9.000 NVs; 1:14.192 NVs e 1:9.000 NVs.
Ainda, em 2009, avaliacdo de 20.529 RNs rastrepdlissPETN no estado do Parana, de
setembro 2001 a 2006, na cidade de Maringa, salig¢rés casos de DB, com prevaléncia
combinada de 1:6.843, porém nesse estudo ndo le#éneia aos tipos de DB,
consanguinidade e se os casos poderiam ser reddosh A taxa de prevaléncia do
presente trabalho obteve valor intermediario enredemais estudos nacionais citados,
enfatizando possivel variagdo regional e sinaliagrara a importancia de estudos locais,
especialmente em um pais tdo extenso quanto d.Brasi

O fato de nenhum caso de DTB ter sido detectaduesente pesquisa pode estar
relacionado ao tamanho da amostra, a variacdoegaéncia das diferentes mutacoes, 0
que refletiria possivel diferenca na prevaléncefdamas da DB. Outro fator que deve ser
considerado sdo asexclusdes, apesar de teremeaidanberiores as dos demais estudos
nacionai$®?

A cobertura do PETN-MG foi de 94,8% em relacdoMds, no periodo estudado.
Uma parcela da populagéo ter realizado o exameiate em laboratorios privados, a
coleta do PF nado ser realizada nos finais de sen@mapostos de saude, podem ter
interferido nesse resultado. Essa taxa encontragggm do objetivo preconizado
mundialmente para um programa de triagem neorgial,deve ser 0 mais proximo de
100%, porém se mostrou muito melhor que a médieonal, de 89,2%, observada nos
servicos de referéncia para triagem neonatal, e@%°20Quando comparado a outros
paises latino-americanos, nota-se que esta é uma t#xa de cobertura, ficando aquém
somente de alguns paises que apresentam coberiu@re de 100%, entre os quais se
citam: Cuba, Chile, Costa Rica e Uruguai, porémhorebjue em outros cujas taxas se
mostram bem inferiores, tais como Argentina (64%/)ésico (70%5*.

A média de idade para a coleta do sangue seco emoR#tesente estudo, foi de
6,9 dias, sendo que em 75% dos RNs as amostras émlatadas até o oitavo dia de vida.
Esse valor encontra-se muito proximo dos precongadmo ideais (trés a sete dias) pelo
Ministério da Saude (Portaria n° 8%2)Camargo Netet al (2004) referem que a média
da idade para a coleta do PF foi de 13'dias

Na atual pesquisa, o programa de triagem atingilnsta, coletando a maioria das
amostras na época recomendada, entre o quintoédinoosdias de vida, que pode ser

explicado por haver um servigo Unico e bem orgaltizde referéncia como executor da
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triagem neonatal para todo o estado de Minas Gedatiangendo todos os 853 municipios.
As amostras dos 10 casos de DPB chegaram ao lahormat tempo habil, com média de
5,5 dias. Os resultados foram liberados rapidameot® média de trés dias, inferior ao
estabelecido pelo Ministério da Saude (cinco digss)) atingindo um dos principais
objetivos para um programa adequado de triagemaieion

Entre os 10 casos de DB, a média e a mediana dk igdara confirmacdo
diagndstica, observada foi respectivamente de 1PA3edias superior ao encontrado em
2004 por Weber & Baumgartner, cuja idade médialéoill dias (variando de cinco a 42
dias, com mediana de oito di&s)Em contrapartida, na Turquia foi referenciada idade
média de 21,9+14,2 dids Em muitos programas de triagem neonatal, o Ostgo é
confirmado antes de um més de idade, porém, ernyléva meses para ser féito

Na literatura ndo existe homogeneidade quanto dnigid de taxa de
reconvocacdo. Na atual pesquisa, quando se coosidereconvocacdo (o numero de
criancas submetidas a uma segunda analise quai&t PF), encontrou-se taxa elevada
de 0,5%, valor que esta acima das taxas descetde em estudos nacionais como
internacionais. Entre os trabalhos nacionais, sgta taxa de 0,179 Em relacdo aos
estudos internacionais, na Virginia, 1984, a taemaionada foi de 0,09% No entanto,
quando a taxa de reconvocacdo considerou o numercridncas referidas para
confirmagé&o diagnostica, de acordo com o estudamdber em 2007, obteve-se o valor de
0,07%. Ressalta-se que essa taxa mostrou-se m@ignpr daquelas encontradas em
alguns paises europeus, incluidos na revisdo deet'Be

Assim como descrito na literatura, acredita-se Qgeprincipais fatores que
contribuiram para essa elevada taxa de reconvocacamal pesquisa foram os problemas
técnicos inerentes a coleta inadequada das amssingsineas do P!> Entre as trés
causas mais frequentes, citam-se, em ordem deoteseg a area do(s) circulo(s) do PF
nao foi(ram) totalmente preenchida(s); b) multigsequenas gotas sobrepostas; c) a gota
de sangue nao penetrou totalmente no PF, nado ratmg@ verso. Outro aspecto que
interferiu na reconvocacao foi a metodologia wiilid®, pois quando se utiliza um método
qualitativo visual, alguns trabalhos considerannapea auséncia de cor, enquanto outros
salientam também a cor purpura clara.

A prevaléncia de DPB, segundo Wolf, durante estigltriagem neonatal mundial,
podia estar subestimada, tendo em vista que alguojgtos-pilotos incluem como
amostras alteradas apenas o padréo visual ausBncialoracd. Ressalta-se que o teste

UMTEST BIOTINIDASA utilizado na presente pesquisaré método qualitativo visual,
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diferentemente do descrito por Heard, que é semigatvo. Okit contém controles da
reacao para deficiéncia total (auséncia de cogra gtividade normal de biotinidase (cor
parpura). Nao é fornecido controle para a DPB, dgaxe ser suspeitada quando a cor da
reacao for purpura clara, que € um dado subjetieaagninador-dependente. Optou-se,
aqui, por repetir toda amostra que apresentassena® clara que o controle normal.
Acredita-se que isso tenha influenciado diretampattaxa de reconvocacéao.

A adesdo no envio do segundo cartdo de PF foi ¢de¥®8valor inferior aos
encontrados por Pinto (70%) por Wolf e Heard (93,3%) Tal diferenca se deve a toda
a infraestrutura disponibilizada pelo NUPAD/FM/UFM@Gue é responsavel por varias
acOes associadas ao sucesso do programa de trizgmmatal, como: treinamento de
profissionais de saude envolvidos no programa, bwidiva de criancas suspeitas das
doencas testadas, acdo junto as secretarias naigicip saude para garantir transporte
para as criangcas em tratamento, agendamento dasltesnespecializadas, recepgao e
acompanhamento das criangas e familiares duramienasltas e exames.

Dos 120 pacientes em que foi realizada dosagemtitpiava da atividade de
biotinidase, 60% foram realizados com dosagem d&ales concomitantes, cujos valores
encontraram-se na faixa da normalidade, proporogmamais confiabilidade aos
resultados obtidos, conforme sugerido por Wolf erefé A partir do momento em que se
percebeu que as amostras estavam sendo acondasotadorma adequada, deixou-se de
realizar o controle concomitante, por motivos ficeirns. Na bibliografia consultada nao
foi encontrada metodologia semelhante a esta aelaizdurante estudos de triagem
neonatal.

Dos pacientes que foram considerados falso-posjtéd% (52) tinham atividade
de biotitinadase na faixa de heterozigotos e 538)r{a faixa de normalidade. Esses dados
nao foram informados nos estudos nacionais. Wbléard acentuam frequéncia estimada
de heterozigose de 1:1723Na presente investigacdo, procurou-se identifisafatores que
poderiam contribuir com resultados falso-positivass como ictericfd e prematuridade,
quando pode ocorrer deficiéncia transitéria deiitiasé®>" Encontraram-se 11 RNs que
tiveram ictericia no periodo neonatal e sete preraatcom idade gestacional inferior a 36
semanas. Diferentemente do estudo conduzido pdo Rin af*, conseguiram-se as
informacgBes sobre prematuridade e ictericia nd@cate nascimento da crianca, durante a
primeira consulta dos pacientes suspeitos de seafetados pela DB, previamente a

confirmacado do diagndstico, nesta pesquisa.
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O teste UMTEST BIOTINIDASA comparado com padraoeou(dosagem
guantitativa de biotinidase) apresentou sensiluibdde 100% e especificidade de 99,96%,
concordante com a maioria dos outros testes referith literatura naciorfaf® e
internaciong®0-3233

No presente estudo, os falso-positivos de 0,06%pndem ser comparados aos de
Pintd* e Heardet al®’, que utilizaram o segundo cartdo de PF como pazlrgm Em
relacdo ao estudo de Camargo Netmdo ha referéncia de como foram calculados os
falso-positivos. Nao foram identificados falso-néges concordantes com a literatura
nacional e internacional consultdd&?**°32 Entre os fatores que interferem no método
colorimétrico realizado no PF resultando em falegativos, destacam-se as sulfonamidas
e a procaina ou benzilpenicilina. Tais farmacosiadtnados a mae no periodo pré-parto
ou ao RN logo ap6s o nascimento podem desenvalvemesmo na auséncia da enZiina
No entanto, em nossos casos, durante a triagemhamécece desenvolvimento de reacao

colorimétrica compativel com a presenca dessasédias cromogénicas.

4.4.1.2 Caracteristicas clinicas e laboratoriais

A atividade de biotinidase igual a do adulto égitla aproximadamente com um
més de idade Todos os sujeitos do presente estudo tinham idagerior & referida, no
momento da dosagem quantitativa. A média dos valguantitativos de biotinidase foi de
1,67£(0,15) nmol/min/mL (23,3%), variando de 1,51,86 nmol/min/mL (21 a 26%),
utilizando-se o substrato artificial B-PABA, condante com os valores encontrados na
literaturg 1320-22:34-38

O paciente codigo IPP/002603 foi submetido a di@sagens quantitativas de
biotinidase. O resultado inicial revelou atividadie 2,2 nmol/min/mL, muito préximo do
limite do ponto de corte de 2,1 nmol/min/mL. Corabamostra havia sido encaminhada
sem controle, optou-se por realizar uma segundageos, que mostrou valor de 1,8
nmol/min/mL, sendo o do controle de 8,10 nmol/min/faixa da normalidade). Quando
varias determinacfes enzimaticas séricas sao déstua mostram valores diferentes, a
atividade mais elevada € mais representativa ddadeiro genétipo do paciente. Apesar
disso, devido a proximidade do resultado mais €leao ponto de corte, escolheu-se, em
um primeiro momento, iniciar o0 tratamento e acorhpanclinicamente essa crianca.

Estudos moleculares futuros poderédo ser Uteisiritids na decisdo de continuar ou nao
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o tratamento neste caso, devido a possivel vdadaldld nos niveis de atividade da
biotinidase entre pacientes com DB, conforme olastrypor Camargo Nett al'®,

Em relacéo ao género, ndo existiu predominio estisexos. Quanto a cor da pele,
80% eram leucodermas e 20% melanodermas. No estudinzido por Wolf e Heard, a
maioria das criangas identificadas eram leucoderBEmspaises orientais, a frequéncia da
DB é muito baix&.

No presente estudo notou-se auséncia de consa@yienentre os pais dos
afetados de DB, assim como descrito em dois oudsisdos nacionais e alguns
internacionais®**’

O primeiro atendimento médico a casos suspeitatefieiéncia de biotinidase foi,
em meédia, de 100 dias, mediana de 71 diaarmu de 30 a 285 dias. Os fatores que
contribuiram para esse atraso foram: a demoragd@simunicipios para enviar o segundo
cartdo de PF e de encaminhar o paciente para adesangue para realizacdo do teste
confirmatdrio, como ocorreu com 0s pacientes c&ligyG/000727 e JAB/002321. Eles
foram diagnosticados mais tardiamente, apesardies tos esforcos feitos pelo NUPAD na
busca ativa. Verificou-se que 80% das criancaszegam essa avaliacao até 92 dias de
vida. Nao se encontrou na literatura consultadaagedemelhante no que diz respeito ao
atendimento médico previamente a confirmacgéo dstgsd

Todos o0s pacientes apresentavam avaliacdo clinicgueoldégica normais no
momento da confirmacéo diagndstica, em conson&wia a maioria das publicacbes
consultada®s>*?? Ao contrario, pesquisa feita na Hungria entre9188001 revelou que
sete criangas diagnosticadas com DPB exibiam sagodiscretos no momento do
diagnédstico, descritos como hipotonia e dermatite face. Tais sintomas, apesar de
discretos, foram responsivos ao tratamento conmniafét

A mediana para inicio do tratamerftm de 135 dias evariou de 60 a 300 dias,
acima dos valores referidos na literatfird Para alguns autores, a idade média do inicio
da biotina foi de 40 dias de vida (variou de 168 dias, mediana de 23 dids®) de duas
semanas de vidaAlém dos fatores previamente citados, que caritdin para o atraso na
realizacdo da primeira consulta, a greve dos asmy@ue ocorreu em dois momentos da
pesquisa, também contribuiu para o atraso na coafi#io diagndstica e consequente inicio
de tratamento, tendo em vista que o teste confimwafoi terceirizado e realizado em
outro estado. No presente trabalho, a primeirawtandos casos suspeitos realizada antes
da confirmacao do diagnostico foi uma medida ingrad, porque permitiu constatar-se a

auséncia de sintomatologia nos casos identificagssaltando-se que 80% dos pacientes
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haviam sido avaliados clinicamente até o terceiés ute vida. Isso foi fundamental para
tranquilizar e esclarecer as duvidas das familimantp ao tratamento e possivel
prognostico, tendo em vista 0 atraso ocorrido pardirmacéo diagnostica e consequente
inicio de tratamento.

O tratamento foi realizado com biotina 10 mg, dentx faixa recomendada, entre 5
e 20 mg, via oral diariamere H& controvérsias sobre o tratamento de paciemtes
DPB. Alguns investigadores optaram por tratar cigoées com DPB identificados em
programas de triagem neonafalassim como em alguns estudos naciéiai§ Outros,
ao contrario, na Austrfae nos EUA®, n&o trataram os casos de DPB.

Apesar da evidéncia de que muitos pacientes compgBanecem assintomaticos
durante estudos de seguimento de longo prazo,vamsese alguns relatos na literatura de
pacientes que apresentaram alguma sintomatologidaguesponsiva ao tratamento com
biotina, como: uma crianca, identificada durantéaem neonatal, com 30% da média da
atividade de biotinidase, desenvolveu quadro dettipa e perda de cabelo em regido
occipital e dermatite perioral durante um epis@®aastroenterite. Foi tratada com 10 mg
de biotina oral diariamente e ap6s um ano de textgono exame clinico mostrava-se
normaf. Outro paciente com DPB diagnosticada durante gemaneonatal apresentava
distarbio de linguagem, dermatite perioral e vomithurante quadros infecciodbsNa
Hungria, sete criancas diagnosticadas com DPB axilsintomas discretos no momento
do diagnéstico, os quais se resolveram apés iuigitratamento com biotiAa Deve-se
considerar, ainda, que as reais consequéncias dedefitiéncia marginal de biotina
guando associada a outros fatores desencadeartegonadn totalmente elucidadas,
podendo o cérebro ser um dos primeiros 6rgaosidtiagSegundo Wolf, o ideal é que os
pacientes com DPB sejam monitorados de perto pameterminar a necessidade e o
momento de se iniciar a suplementacdo com bioEn#atiza-se, também, a possibilidade
de definir essa conduta juntamente com os pais eglarecimento sobre as implicacées
de tratar ou ndo DPB Diante das dificuldades e incertezas sobre ailplidade de se
fazer acompanhamento mais préximo, optou-se piartoa pacientes com a doehca

O numero médio de consultas de foi de 4+(1,3),anald de trés a seis consultas.
Ao término desta pesquisa, pOde-se constatar quehune paciente apresentou
anormalidades em seu desenvolvimento clinico edowohbgico. O tempo de seguimento
foi, em média, de nove meses, variando de quati® aneses, proximo dos valores
encontrados em estudo de triagem neonatal realiead®@uebec, em que a média de

tempo do seguimento de 12 casos identificados cBB 0i de 13 meses, variando de trés
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a 22 mesésd. Também a evolugao clinica monitorada por meigaigato telefénico com
pais e médicos das criancas, em estudo conduzideoetm Alegre, apresentou-se normal
e, segundo os autores, elas permaneceram assiic@srdirante o periodo da pesgtisa
Os fatores que concorreram para a variabilidade eménos nimero de consultas e tempo
de seguimento dos pacientes, no presente estuadm f@s mesmos citados previamente
para confirmacédo diagndstica e inicio de tratamento

Dos dez pacientes com DPB, nove foram submetidogedlizacdo de
eletroencefalograma (EEG) previamente ao tratamentimdos com tracados
eletroencefalograficos normais. Na bibliografia sdtada, foram encontradas poucas
referéncias a respeito da realizacdo de EEG enemgasi com DB. Em uma delas os
autores relataram a realizacdo de EEG em algunsnpes identificados pela triagem
neonatal, porém n&o especificaram o nimero demiasieem os resultados encontrados
Em outra, foram normais os EEGs de quatro casosXbB) que apresentaram sintomas
discretos, apesar do tratamento com biéfinspds estudo conduzido em 1993, concluiu-
se serem necessarios futuros estudos de anornmedidatbtroencefalograficas em

deficiéncia de biotinidadd

4.5 Conclusao

O presente estudo revelou prevaléncia de DB d&282 NVs no estado de Minas
Gerais, mais alta que a encontrada na maioria doesopaisesO teste colorimétrico
visual UMTEST BIOTINIDASA foi considerado efetivo em idéiitar os casos de DB
Todos os pacientes identificados apresentavam [@PBue sugere possivel diferenca
regional na frequéncia do gene da biotinidase. Joo® casos foram assintomaticos
previamente ao tratamento e assim permaneceram &#mino da pesquisa. Os EEGs
realizados em nove casos de DPB previamente &uigdt do tratamento foram normais.

O teste colorimétrico visudJMTEST BIOTINIDASA foi considerado efetivo em
rastrear os casos de D® fato de ter sido um estudo-piloto, no qual oetdst utilizado
pela primeira vez associado a falta de controla pd&B nokit, pode ter contribuido para
as altas taxas de reconvocacao e de falso-positivpsesente estudo.

A alta taxa de reconvocacgédo para 0 segundo calédifo ao elevado numero de
amostras inadequadas, valor acima de outros estatloglos na literatura, sugere que a
equipe que coleta as amostras de PF necessita @staiconstante treinamento,

principalmente quando ha muita rotatividade depsafissionais. Outro fator que interfere
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na reconvocacdo € a metodologia utilizada, poisndmase utiliza um procedimento
gualitativo visual, alguns trabalhos consideramnapea auséncia de cor, enquanto outros
consideram também a cor purpura clara.

A elevada adesdo pelos pacientes no envio do seguertio de PF, na atual
pesquisa, indica que o0s programas estaduais dgerrianeonatal devem investir em
infraestrutura, material humano e busca ativa, @&m@k do que ocorre no
NUPAD/UFMG.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A prevaléncia de DB de 1:18.289 NVs, observada nesgmte estudo, reforca os
achados encontrados por Camargo Netal. (2004) no estudo privado realizado em Porto
Alegre, sugerindo que no Brasil a prevaléncia pgatemais alta que em outros paises. A
auséncia de casos com DTB, nesta pesquisa, podieserrente de possivel diferenca
regional na frequéncia de mutacdes associadaseafers®ipo e do tamanho da amostra
que incluiu o numero minimo de RN(s) consideradirigmte para a atual pesquisa.

Wolf e Heard (1990) sugerem que cada estado, regigmis decida se a triagem
da DB deve ser incorporada ao programa ja existeateados nas vantagens da triagem
neonatal, na incidéncia da doenca e na disporaléidle recursos.

Varios fatores devem ser considerados ao se awaliaiusédo do teste de triagem
neonatal para a DB, tais como: o baixo custo derpmrar mais uma doenca a triagem
neonatal ja estabelecida para outras doencasxo basto do tratamento, a dificuldade de
reconhecimento da doenca pela classe médica enegéplde pacientes nao triados, além
da alta taxa de heterozigotos. Em relacdo aoslii@bgue incluiram avaliacdo de custo,
nota-se que 0os mesmos variaram consideravelmemte es diferentes programas de
triagem neonatal. Em geral, o custo unitario detetevariou entre 0,15 e 0,40 Délares nos
EUA. O custo mais alto foi estimado para os lalioias$ privados, em torno de 1,13 Délar
(WOLF; HEARD, 1990), porém o custo real € muitasredevado dentro de toda logistica
necessaria para a triagem neonatal.

Destaca-se, ainda, que as reais consequénciasnaedeficiéncia marginal de
biotina em pacientes com deficiéncia de biotinidagpeando associada a outros fatores
desencadeantes, ndo foram totalmente esclare€idata forma, varios autores defendem
que mais pesquisas sobre a DB sdo necessariasipghinente no que diz respeito a
identificacdo e evolucdo dos casos sintomaticasntasnaticos, bem como a correlacéo
entre genotipo e fenodtipo. Tais estudos fornecdrdiormacdes essenciais sobre o
prognostico e tratamento dessa doenca, que poderaatilizados especificamente na

avaliacdo de cada caso na pratica clinica.
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Portanto, este trabalho foi 0o primeiro passo pasa$s pesquisas em nosso meio,

ressaltando-se a importancia da continuidade dieésade pesquisa para o esclarecimento

dos seguintes aspectos:

Avaliar o gendtipo dos casos de DB identificadoto geste de triagem do
presente estudo para verificar a mutacado mais comum

correlacionar os niveis de atividade sérica damdzse com o genétipo;

avaliar os distUrbios auditivos e visuais dos cagoBB tratados precocemente,
diagnosticados neste projeto e confirmados pete teslecular;

descontinuar o tratamento com biotina dos casd3Bjebaseado nos dados do
estudo molecular;

identificar possiveis casos assintomaticos enti® g&maos dos casos indices

deste projeto.
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APENDICES E ANEXOS

Apéndice A — Metodologia

1 Métodos

1.1 Desenho do estudo

Realizou-se um estudo transversal a partir de thsteiagem para DB em recém-
nascidos participantes dRrograma Estadual de Triagem Neonatal (PETN-MGkgstado
de Minas Gerais, no periodo de setembro de 200Inlaojde 2008. Posteriormente,
realizou-se um estudo prospectivo dos casos idEdids na pesquisa, durante periodo
maximo de 16 meses, com 0 objetivo de avaliar due&io clinica apds instituicdo do

tratamento.

1.2 Populacéo estudada

Foram incluidos no estudo todos os recém—nascilds)(participantes do PETN-
MG no periodo de setembro de 2007 a junho de 2008angue em papel-filtro (PF) é
rotineiramente colhido no quinto dia de vida.

O tamanho da amostra foi baseado na literaturdptem vista que a incidéncia
mundial mostrou as seguintes taxas: incidéncia cwadb de DB 1: 60.089 NVs (1:49.500
a 1:73.100), DTB 1:112.271 NVs (1:85.000 a 1:148)p0OPB 1:129.282 NVs (1:112.700
a 1:177.000), com intervalo de confianca (IC) d&c9%A partir desses dados, inferiu-se
gue uma amostra de no minimo 180.000 RNs seriaiantfe para estimar a prevaléncia,
levando-se em consideracdo que 1:177.000 foi adisuperior do intervalo de confianca
da incidéncia estimada de DPB, que é superior abTd& Como nasce uma média de
20.000 criangas por més em Minas Gerais e no mantenestudo o PETN-MG abrangia
aproximadamente 94,8% de todas as criancas vivedgdaa no estado, levando-se em
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conta que poderiam ocorrer perdas, planejou-seaqoeleta de sangue em PF deveria
durar aproximadamente nove meses.

O estudo foi realizado em 182.942 RNs submetidosiéta de sangue para o teste
de triagem em Minas Gerais. Foi utilizada parterderial (sangue) dos RNs coletada em
PF Schleicher & Shuell 903 enviada rotineiramente ao Nucleo de Acbes gquissem
Apoio Diagnostico da Faculdade de Medicina da Usidade Federal de Minas Gerais
(NUPAD/FM/UFMG) para realizacdo dos demais testetridgem neonatal. Os pacientes
diagnosticados com DB foram acompanhados pelo gemoaximo de um ano e quatro
meses e continuardo sendo avaliados, indefinidanem Ambulatério de Doencas
Neurogenéticas do Hospital das Clinicas (HC) da GFMob a responsabilidade da

Professora Juliana Gurgel Giannetti.

1.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo todos os pacientes pajigsse recusaram a participar

do mesmo.

1.4 Aspectos éticos

Este estudo visou a estimar a prevaléncia de Dopalacdo de RNs no estado de
Minas Gerais, no periodo de setembro de 2007 ajdal2008.

Os objetivos do projeto foram esclarecidos a pa@daenvolvida, por meio de
cartazes afixados em todos os centros de saldeerdades e informes técnicos
distribuidos para os profissionais responsaveia peleta. Além disso, foi realizada uma
teleconferéncia em agosto de 2007, que foi trarmdenés unidades de saude da capital e
interior de Minas Gerais para esclarecer sobrerosedimentos e as doencgas que seriam
incluidas nateste do pezinhacomo projetos-pilotos, incluindo a DB. Desta fornajos
0s RNs que procuraram o posto de saude para realizagem neonatal foram elegiveis
para participar do estudo. O profissional do pattosaude responsavel pela coleta de
sangue fez os esclarecimentos e apresentou accantde € 0 termo de consentimento
simplificado aos responsaveis pela crianca, patigparem do estudo.

Duvidas poderiam ser esclarecidas na hora por e@sséissional treinado
previamente. E quando o responsavel pela criangeocdou em participar, foi solicitada

sua assinatura no envelope contendo o papel-{iRF). Quando os resultados do teste
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qualitativo (apds a segunda amostra do PF) forasitiyas, os pais foram convidados
juntamente com a crianca a comparecerem a pring@insulta no Ambulatério Sao
Vicente do HC-UFMG, momento em que se prestaramamente, esclarecimentos aos
responsaveis pela crianca. E, desde que estiveksagordo com o estudo, a pesquisadora
responsavel solicitava-lhes a assinatura no Terrao Gdnsentimento Esclarecido.
(APENDICE B).

O projeto foi encaminhado e aprovado pelo ComitEtitm em Pesquisa da UFMG
(Parecer ETIC 430/07), aprovado em 23/10/2007 (ANE.

1.5 Testes laboratoriais utilizados no diagndstico

1.5.1 Teste de triagem para deficiéncia de biotinabe

1.5.1.1 Teste qualitativo colorimétrico

Foi utilizado o teste UMTEST BIOTINIDASA, desenva@le em Cuba, para
detectar a atividade da enzima biotinidase em aasde sangue de RNs coletadas em PF
(Schleicher & Shuel903), realizado no laboratério do NUPAD/FM/UFMG. Bula
fornecida pelo fabricante do teste informava selnddlole e especificidade de 100%. Os

procedimentos para a realizacao do teste foramomsnendados pelo fabricante.

1.5.1.2 Coleta da amostra

A amostra de sangue foi obtida na puncao do cadcathd RN e coletada em PF,
entre o quinto e o sétimo dias de vida, de acoao ¢ procedimento padronizado pelo
PETN-MG.

Nos casos em que o teste foi positivo ou indeteadunna primeira amostra
realizada em duplicata, foi solicitada e orientadaoleta de uma segunda amostra no
préprio municipio, para confirmacéo do resultaddese de triagem.

As tiras de papel-filtro foram identificadas no nmesrto da coleta, com os dados
seguintes: cbédigo da unidade de saude, iniciasgistro da méde e data da coleta. Cada

amostra cadastrada no sistema recebeu, como da, ratn cédigo composto de trés letras.
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1.5.1.3 Principio do método

Trata-se de um ultramicroensaio colorimétrico dqaalio. Foi medida a atividade
hidrolitica da enzima biotinidase, mediante a Higeb do substrato biotin-acido p-
aminobenzoico (B-PABA). Em condi¢cdes 6timas de pkeraperatura, obteve-se como
produto o acido p-aminobenzoico (PABA). Este Ultiren meio acido e em nitrito de
sédio e sulfamato de amonio, formou um complexoatepurpura com a vitamina K-6. A
intensidade da cor obtida foi proporcional a atidé da enzima biotinidase presente na
amostra.

A - Componentes ddit

- placa de reacdo com 12X8 cavidades (F42)

- cartela com controles em sangue seco

- Controle de reativos (CR)

- Controle 1 (controle sem atividade da enzima)

- Controle 2 (controle com atividade da enzima)

- R1: tampao fosfato (pronto para uso)

- R2: substrato (pronto para uso)

- R3: Nitrito de sodio (pronto para uso)

- R4: Sulfamato de amonio (pronto para uso)

- R5: Vitamina K6 (reconstituida com 5 mL de agestdada)

Todos os reagentes foram mantidos em temperattra 2re 8°C. A solugcdo R5
apos reconstituicao ficou estavel durante 15 dias.

B - Procedimento Técnico

B.1. Preparacao do controle R

Cortou-se com um perfurador de papel um disco nem3de diametro na mancha
de sangue correspondente ao controle R. Coloceasgepicote na cavidade indicada para
o controle R na placa de microtitulacdo e acrescamt-se 70 pL da solucdo R1. Esse
procedimento foi realizado em duplicata.

B.2. Preparacao dos controles 1, 2 e das amostras

Cortou-se com um perfurador de papel um disco der3de diametro na mancha
de sangue correspondente aos controles 1, 2 deanamsra. Foram, entdo, colocados nas

cavidades indicadas para os controles 1, 2 e amsosia placa de microtitulacdo e
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acrescentaram-se 70 pL da solugdo R2. Esse prosetifoi feito em duplicata para cada
controle e cada amostra.

ApoOs preparacdo dos controles e amostras na paocsgsma foi agitada por 5
minutos. A seguir, incubada por 16 a 20 horas &€ 3&th camara umida.

B.3. Transferéncia dos controles e amostras parapaca de reacao (F42)

Transferiram-se 10 pL dos controles e das amoptaes a placa de reacdo (F42),
seguindo o0 mesmo esquema de distribuicdo do it@mn B.

B.4. Adicdo de solucao de acido tricloroacético JA)

Adicionaram-sel0 pL da solugdo de TCA 30% previdemeonservada entre 2 e
8°C, em cada cavidade da placa de reacéo. Deixant#®, a placa em repouso por 10
minutos.

B.5. Adicdo da solucao de nitrito de sédio

Adicionaram-se 10 pL da solucéo de trabalho R3 ada cavidade da placa de
reacao e aguardaram-se 3 minutos.

B.6. Adicdo da solucao de sulfamato de amonio

Adicionaram-se 10 pL da solucéo de trabalho R4 ada cavidade da placa de
reacao e aguardaram-se 3 min.

B.7. Adigc&o da solugéo de vitamina K6

Adicionaram-se 10 pL da solugéo de trabalho R5 ada cavidade da placa de
reacdo. A placa de reacédo foi incubada a temparatmbiente (20 a 25°C) em camara
umida. Aguardaram-se 10 minutos para a interpretag® resultados. O sinal de cor
ficava estavel até 1 hora depois de concluida ghceae a placa fosse mantida imida e
sem exposicao a luz.

C- Interpretacéo dos resultados

As condi¢cdes minimas requeridas para asseguraslalagde do ensaio foram as
seguintes (FIG. 1):

* Na&o deveria se formar complexo colorido nas posigiecontrole R;
* ndao deveria stormar complexo colorido nas posi¢des do contrple 1

* naposicao do controle 2 deveria formar-se um cexaptie cor purpura.
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QUADRO 1 - |Interpretacdo dos resultados do testdoriovétrico UMTEST

BIOTINIDASA
Cor Resultado (Conduta)
Parpura Presenca de atividade de biotinidase (Alta do paciente)
normal
Auséncia de cor| Auséncia de atividade de bioti®das (Repetir a amostra)

Possivel deficiéncia enzimética total

Parpura claro | Atividade de biotinidase significativamente redazid

Possivel deficiéncia enzimatica parcial (Repetir a amostra)
Parpura intensa | Suspeita de substancia cromogénica (Repste sem substrato)

‘_'"E»i —— 2 1

Controle R ...8.....‘
B

L N N N N N BN BN N BN N
ControlelF—_Q..’..‘.....g
N N N N N N N N N N K B

o
ControIeZ#t....“....‘L
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Corpirpurae—+4 & ® 2 0 @ 0 0 0 000 g
o000

BKF 0aos —

v
Caso suspeito

FIGURA 1 - Placa F 42 do teste qualitativo UMTEST BIOTINIDASAostrando a
disposi¢ao dos controles de DB, um caso suspeitOBle amostras normais, durante o
estudo de triagem neonatal, realizado pelo PETN-MGperiodo de setembro de 2007 a

junho de 2008.
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1.5.1.4 Teste confirmatdrio quantitativo

O teste quantitativo foi realizado em pacientes ajuesentaram resultado alterado
na segunda amostra coletada para o teste qualif@tiste de triagem), no laboratorio do
Hospital das Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Trata-se de um teste com leitura colorimétricajzada em espectrofotbmetro, que

mede a liberacdo de p-aminobenzoato de N-biothainobenzoato.

QUADRO 2- Interpretacao dos resultados dos niveis de bieisgidio teste confirmatorio

Resultado Interpretacao
5,1a10* | Normal

2,2a5,0* | Heterozigotos

0,71 a 2,1 *| Deficiéncia parcial (10 a 30% de atividade médiamad de biotinidase)

0a0,7* | Deficiéncia total (menos de 10% de atividade médianal de biotinidase)

* nmo/mL/min, média da atividade de biotinidase, £ @mol/mL/min, substrato artificial utilizado B-BA.

1.5.2 Avaliacao das amostras suspeitas

A primeira amostra para o teste qualitativo foigessada em duplicata. Quando ela
resultou alterada ou indeterminada, foi realizada pmopria Unidade de Saude de
Referéncia uma segunda coleta de sangue em PFjamente orientada pelo
NUPAD/FM/UFMG quanto aos cuidados com a coletaeevao do material.

Quando o resultado do teste qualitativo na segantastra revelou-se alterado, o
paciente foi convocado a comparecer ao Ambulaféio Vicente do Hospital das Clinicas
da Universidade de Minas Gerais (HC-UFMG) e suasaraale sangue foi coletada no
laboratorio do NUPAD/FM/UFMG, por puncéo venosaletaram-se cerca de 1,0 mL de
sangue total em tubo seco; em seguida, centrifsgaeliseparou-se 0 sobrenadante (soro),
gue foi estocado erfineezer-80°C e transportado em gelo seco a -70°C. Esserialaoi
enviado ao laboratdrio terceirizado pelo NUPAD-UFM@itamente com amostra de um
controle néo relacionado com o probando e supostanm®rmal, coletada e estocada sob

as mesmas condicOes especificadas previamenteri®@camjunto do controle foi feito em
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60% dos casos. O procedimento em relacdo as asiagispeitas esta detalhado nos

préximos subitens.

1.6 Avaliacdo e acompanhamento dos pacientes
1.6.1 Avaliacdo e acompanhamento dos pacientes seisps
Os pais dos pacientes cujo teste qualitativo (s#my@mostra) foi positivo para DB foram
contatados pelo Setor de Controle de TratamentdlWBAD e convidados a comparecer a
consulta no Ambulatério S&do Vicente do HC-UFMG, lirzala por neuropediatra
(pesquisadora). Realizaram-se 0s seguintes proeathsi
* Anamnese clinica em que se solicitaram: o cartdpréleatal da mée, cartdo de
nascimento da crianca com os dados de APGAR, pedmoefalico, estatura, peso,
idade gestacional, relato de ictericia, realizag@dototerapia e uso de qualquer
medicacdo pela crianca durante o periodo da caletasangue para triagem
neonatal. Quando o cartdo do RN nado continha esfamnacdes a familia era
consultada a respeito. Complementou-se a anameeslecgm anamnese dirigida
para possiveis sinais e sintomas de DB que ja odegstar ocorrendo nesse
periodo de vida, como: vomitos, irritabilidade,des de pele e queda de cabelo
acima do normal para a idade (APENDICE C);
» exame clinico e neurolégico do paciente;

» coleta do soro para confirmacdo do diagnostico fesli® quantitativo.

Nos caso&€m que o teste quantitativo foi negaties,pais e a Unidade de Saude de
Referéncia receberam uma carta resposta explicadivi@ndo o resultado do referido teste
e a conclusdo final da analise realizada. Esseemigcifoi liberado do estudo e do
acompanhamento. Nos casos com DB confirmada pste tpiantitativo, os pais foram
reconvocados para uma segunda consulta no Ambol&&ao Vicente do HC-UFMG.

1.6.2 Avaliacdo e acompanhamento dos pacientes afdbs

Os casos com DB confirmada pelo teste quantitdovam, juntamente com o0s
pais, reconvocados para uma segunda consulta naulamdbo S&o Vicente do HC-
UFMG. Além do exame clinico e neurolégico da creangs pais receberam informacdes

sobre o resultado do exame realizado, orientagle® sa doenca e tratamento. Apos o
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término da consulta, as criancas foram encaminhagasa realizacdo de
eletroencefalograma no terceiro andar, ala oesieseator de Neurofisiologia do HC-
UFMG, que consistiu na aquisicao de tracado eletefalografico durante os estados de
vigilia e sono espontaneo, pelo periodo minimo de minutos. Foi utilizado
eletroencefalografo da marca NIHON-KODEN, modelalégico, com 10 canais, de
acordo com as normas técnicas préprias para reasoidio e lactente. Nao se utilizou, em
qualquer hipdtese, medicacdo indutora de sono. resgas foram acompanhadas e
reavaliadas por neuropediatra (pesquisadora) tnialegente para acompanhamento do

desenvolvimento neuroldgico da crianca (FIG. 1, NPECE D).

1.7 Tratamento das criancas afetadas

Iniciou-se, para todos os casos com DB, tratameato biotina na dose de 10
mg/dia, apresentagdo em cépsulas, manipulada dedoaccom a prescricdo da
pesquisadora, fornecida gratuitamente pelo NUPADIFWIG. Orientaram-se as familias
gue abrissem a capsula e diluissem o contetdo gnepe volume de agua em uma colher
de cha e administrassem a crianca diariamente. $o gai estimado em 14 reais
mensalmente.

O tratamento devera ser mantido e, ao final desttele, 0 acompanhamento dos
casos sera mantido no Ambulatério de NeurogenékicadC-UFMG, aos cuidados da

Prof’. Dr.Juliana Gurgel Giannetti.

1.8 Andlise estatistica

Realizou-se analise por meio de céalculos de preg@é&om a finalidade de estimar
a prevaléncia da DB na populacéo de RN no estaddirtes Gerais. Comparou-se o teste
qualitativo com o gquantitativo, tendo-se o Ultimonm padrdo-ouro. Foram calculados
sensibilidade, especificidade, valor preditivo pusie valor preditivo negativo do teste
UMTEST BIOTINIDASA apds conhecerem-se os valores falso-positivos e falso-
negativos (FLETCHER; FLETCHER, 2006).

Referentes a triagem neonatal, quanto a amoséla astvariaveis estudadas foram:

* A cobertura do programa: razao entre o numero de @Rie realizaram a triagem
neonatal pelo nimero de nascidos vivos, no perasiodado, multiplicada por
100;
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* intervalo, em dias, decorridos entre a data deimasto da crianca e a realizacéo
da coleta da primeira amostra de PF;

* numero de amostras do PF inadequadas bem comagéifi@a dos motivos da
inadequacao das mesmas;

» taxa de reconvocacdo considerado o numero de REEdos para a segunda

amostra de PF.

Em relacéo aos 10 casos de DPB, as variaveis éstsiftaram:

 Intervalo entre o envio da amostra de PF e a clegd@ mesma ao
NUPAD/FM/UFMG;

e intervalo entre a chegada e a emissao dos ressijtado

* idade do RN no momento resultado liberado pelorktbao;

» a idade da confirmacdo diagndstica, isto €, o t&doldo teste quantitativo de
biotinidase;

e adosagem de biotinidase dos casos e dos controles;

* aidade da primeira consulta;

* aidade de inicio do tratamento;

e 0 tempo de acompanhamento;

* 0 numero de consultas.

Os dados das fichas originais dos casos com DBnftiansferidos para o banco de
dados pela pesquisadora responsavel, preparadoslamithas e submetidos a analise
descritiva com célculo dos seguintes valores: médg@liana, maximo e minimo e desvio-
padrdo para as variaveis numeéricas continuas aeéinetps absolutas e relativas para as
variaveis categodricas. Os pacotes estatisticogantds para a analise dos dados foram:
Statistical Package for Social SciencgPSS) 15®;software R, versdo 2.9.2, para a

confeccdo dos graficos, que é gratuito e esta digpbnosite: http://www.r-project.org/

1.9 Apoio financeiro

Este projeto foi desenvolvido com verba e apoidskizp do NUPAD-UFMG.
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Apéndice B - Termo de consentimento livre e esclarelo

Projeto de Pesquisa: Triagem Neonatal para Defici@m de

Biotinidase no Estado de Minas Gerais

Investigador responsavel: Prot. Dr? Juliana Gurgel Giannetti

Obijetivo da pesquisa:

Eu entendo que fui convidado(a) a participar de pnmeto de pesquispara
identificar individuos com deficiéncia de biotingda pelo teste do pezinho.

A deficiéncia de biotinidase é uma doenca do mdisabo, de origem genética
biotinidase € uma enzima importante no metabolidmeitamina BIOTINA. Ela permite
gue a BIOTINA seja utilizada e reaproveitada petsso organismo, diminuindo a
necessidade de ingerirmos grandes quantidades dé&stana pela dieta. Quando uma
crianga apresenta deficiéncia de biotinidase, atinaiondo pode ser utilizada
adequadamente e, como consequéncia, uma série atdese metabdlicas estardo
prejudicadas no organismo, levando ao aparecinagmtearios problemas de saude, tais
como convulsdo, atraso no desenvolvimento, sugilexja de cabelo e alteragdes na pele.

O objetivo geral da pesquisa é estimar a prevaéheidoenca no estado de Minas
Gerais e identificar o mais cedo possivel os péesenom a doenca, para que possa ser
iniciado o tratamento antes do surgimento de siatoencomplicacfes da doenca.

O estudo sera mantido em segredo, com a utilizdedon nimero de cédigo para
a identificacado dos individuos participantes.

Procedimento:

Eu entendo que, se concordar em participar desidesstarei autorizando que o
sangue do meu filho colhido para o teste do peziaimbém seja utilizado nesta pesquisa,
para realizacao do teste de triagem para defic@é@ebiotinidase.

Se o meu filho tiver a doenca, sera avaliado enpenhado pela equipe envolvida
neste projeto. O tratamento sera feito com o udmataa oral.

Risco e desconforto

Eu entendo que, ao aceitar participar desta pesquisu filho ndo serd submetido a
nenhum risco ou desconforto. Caso o meu filho temféciéncia de biotinidase, sera
submetido a avaliagcdo clinica e exames complenentaealizados de rotina no
acompanhamento aos pacientes afetados pela dedicEnbiotinidase.

Vantagens

Eu entendo que a participacdo neste estudo pernaitidiagnostico precoce da
deficiéncia de biotinidase em meu filho, tornandsgivel o inicio do tratamento desta
antes que surjam os sintomas da doenca.
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Sigilo:

Eu entendo que toda informacdo médica fard partproiotuario médico do meu
filho(a).

Se os resultados, informagfes ou imagens obtidasnfaitilizados para fins de
publicacéo cientifica, nenhum nome serd utilizadha® fotos serdo utilizadas tarjas pretas
sobre os olhos.

Recusa ou descontinuacao da participacao:

Eu entendo que a minha participacdo é voluntarigue eu posso recusar a
participar do estudo a qualquer momento sem conmgteyma realizacdo do teste do
pezinho para as outras doencas que normalmenteaias.

Reconheco também que a’Diuliana Gurgel Giannetti pode interromper a minha
participacdo neste estudo a qualquer momento ¢ japropriado.

Eu confirmo que a BrJuliana Gurgel Giannetti explicou-me o objetiwestudo
e as possiveis vantagens advindas deste projgtesdgiisa. Eu li e/ou me foi explicado,
assim como compreendi, este formulédrio de consentilme estou de pleno acordo em
participar da pesquisa.

Nome do participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responsavel

Data:

Responsabilidade do Pesquisador

Eu, , expliquei a

0 objetivo do estudo, os procedimentos requeridas possiveis vantagens que poderao
advir do mesmo, usando o melhor do meu conhecimé&ntone comprometo a fornecer
uma copia deste formulario de consentimento adcjganhte ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado:

Assinatura do pesquisador ou associado:

Comité de Etica em Pesquisa- UFMG Pesquisadores Responsaveis:
Prof. Maria Elena de Lima Perez Garcia Prof. Dr?. Juliana Gurgel Giannetti
Unidade Administrativa 11-2° andar - sala 2005 Dr? Marilis Tissot Lara
Av. Antbnio Carlos, 6627- Pampulha Departamento de Pediatria — FM/UFMG
Fone: 3499-4592 Av. Alfredo Balena, 190 — 4° andar sala
Fone: 3248-9773
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Apéndice C — Ficha para anamnese

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE MEDICINA N U Puﬁcg
NUCLEO DE AGOES E PESQUISA EM APOIO DIAGNOSTICO - NUPAD B urme
12 consulta - Hospital das Clinicas — UFM®ata: / / ldade: |
Nome:
Data de nascimento: / / Reg. HC: Céd. Nupad:
Naturalidade: - O
Filiacdo: Mae Pai:
Endereco: Rua/Av.: N°:Complemento:
Bairro: Cidade -
Telefone(s): ( ) CEP:
Pré-natal
Mae: G P A Idade: anos

Uso de medicamentos?
Intercorréncias?

Tipo de parto: vaginal cesareo APGAR: 1”: 5
Idade gestacional: ; Peso: g; Estat: ;cm PC: cm
Classificacao: Intercorréncias p&isa

Historico familiar

Consanguinidade O Sim [ N&o

Irmé&os: N°: Algum afetadgSim [ Néao
Observacoes:

TriagemNeonatal
(teste qualitativo)

12 Amostra: Data: / / ( aiasdh)
22 Amostra: Data: / / ( diaside
TriagemNeonatal

(teste quantitativo)

12 Amostra: Data: / / ( aiasdh)
22 Amostra: Data: / / ( diasodg

Setor de Controle do Tratamento do Nupad / FM / (GFM
Fone: (31) 3244-6400 / (31) 3244-6413 - Fax: (2Y436403 / (31) 3244-6451
E-mail: controle@nupad.medicina.ufmg.br - Site: wnupad.medicina.ufmg.br



Anamnese

Exame fisico

Peso: g (DP: ) Comprimento: cm (DP: );
PC: cm (DP: )

Exame fisico geral: Normal  Alterado

Observacbes:

Exame Neurologico Exame fisico geral:  Normal Alterado
Observacbes:

Hipéteses diagndsticas

Conduta

Retorno Data: / / Proximos esame

/

Exames solicitados
O Dosagem quantitativa de biotinidase

O EEG

ODbservagoes

Médico (carimbo/assinatura)

Setor de Controle do Tratamento do Nupad / FM / (GFM
Fone: (31) 3244-6400 / (31) 3244-6413 - Fax: (2Y46403 / (31) 3244-6451
E-mail: controle@nupad.medicina.ufmg.br - Site: www.nupad.medicina.ufmg.br
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Apéndice D - Fluxograma

12dosagem PF
182.942 RN

1039 reconvocacoes

22dosagem PF
129 positivos

120 pacientes 9 pacientes néao

compareceram a compareceram a
consultaem BH

consultaem BH

4 6bitose 5

110 10 casos com
falso-positivos DPB exames em lab.
| | particular
58 normais 52 Acompanhamento Acompanhamento
heterozigotos trimestral BH mensal municipio

FIGURA 1 - Fluxograma mostrando 182.942 RN triagasa DB pelo PETN-MG, no
periodo de setembro de 2007 a junho 2008, 103%wecactes para’Zartdo de PF, 120
resultados suspeitos e submetidos ao teste comdiimgpara DB, 60% com controle

concomitante; 10 casos de DPB, 110 falso-positivos.
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Anexo A — Critérios da OMS para inclusdo de uma doa na triagem neonatal

Figura 1 - Critérios para que uma doenca seja candata a ser incluida na triagem

neonatal

1) A doenca deve ser relativamente prevalente e grave

2) Os sintomas devem ser conhecidos e inaparentesrizalp neonatal

3) Facil de ser diagnosticada

4) Permitir a realizagdo de um teste viavel e comsateibilidade e especificidade

5) O método diagnostico deve estar disponivel parempanhamento e tratamento das
criancas afetadas

6) Ter um programa logistico para acompanhamentoaks@té diagndéstico final

7) Ser um programa economicamente viavel

8) Ter estabelecido um programa de acompanhamentoockiom disponibilizacdo

dos quesitos minimos necessarios ao sucesso dménato

Fonte Manual de normas técnicas e rotinas operaisipara programa nacional de triagem neonat@#{20
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Anexo B — Parecer ético

UF/V\G Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesguisa da UFMG - COEP

Parecer n2, ETIC 430/07

Interessado(a): Profa. Juliana Gurgel Giannetti
Departamento de Pediatria
Faculdade de Medicina-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, ho
dia 23 de outubro de 2007, apés atendidas as solicitagbes de diligéncia,
o projeto de pesqufsa intitulado "Triagem neonatal para deficiéncia de
Biotinidase no Estado de Minas Gerais” bem como o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.
O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

rofa. Maria‘Teresa Marqges Amaral

Coordenadora do COEP-UFMG

ano apods o inicio do projeto.

Av. Pres Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II - 2° andar — Sala 2005 — Cep: 31270-9G1 — BH-MG
Telefene: (031) 3499-4592- FAX: (031)3499-4516 - c-mail: prpg@icoep.ufime. br




