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RESUMO

INTRODUCAO: A deficiéncia da Biotinidase (DB) é uma doenca de heranca
autossOmica recessiva que ocorre pela falha na reciclagem da vitamina do complexo
B (Biotina, vitamina B7 ou Vitamina H). A Biotinidase (biotin-amido-hidrolase)
(EC3.5.1.12) é a enzima que recicla a vitamina Biotina, que pode ser obtida por meio
dos alimentos, pela reciclagem apés seu uso pelo organismo ou através da producao
da microbiota intestinal. A DB, quando néo tratada no periodo compreendido entre o
segundo e o quinto més de vida, pode acarretar alteragbes como atraso no
desenvolvimento, alopecia, lesdes de pele, atrofia de nervo 6tico, ataxia, hipotonia,
convulsdes, problemas respiratorios, como hiperventilacdo, estridor laringeo, apnéia
e perda auditiva. O diagndstico € feito na Triagem Neonatal por meio da dosagem
sérica da Biotina, que caracterizara o paciente como tendo a forma Parcial (DPaB) ou
Profunda (DPB). O mapeamento génico também € realizado para compreender
melhor as intera¢cdes entre fendtipo e gendtipo da doenca. O tratamento se d4 através
da suplementacao de Biotina por via oral, iniciada logo apds o diagndstico.
OBJETIVOS: Avaliar a audicao de pacientes desde recém-nascidos a adolescentes,
com deficiéncia de Biotinidase parcial e profunda, em tratamento com suplementacéo
de Biotina.

METODOS: Foram estudados 42 pacientes, sendo realizadas avaliacées e exames
audioldgicos pertinentes, de acordo com a idade do participante entre eles: avaliacédo
do comportamento auditivo, Imitanciometria, Audiometria tonal e vocal e Emissbes
Otoacusticas Transientes. Estes dados foram inseridos em planilha do programa
Excel versdo 16.50 e analisados estatisticamente através do software SPSS 25.0,
considerando nivel de significancia de 5% nas analises.

RESULTADOS: A amostra final contou com 39 pacientes com idades entre 2 meses
e 14 anos, com média de idade de 82,34 meses. Dos participantes, 19 eram do sexo
masculino (48,72%), com idade entre 3 meses e 14 anos completos, com média de
idade de 42,42 meses; e 20 pacientes do sexo feminino (51,28%), com idade entre 2
meses e 2 anos, com média de idade de 17,61 meses. A Avaliacdo do Comportamento
Auditivo foi realizada em 18 criancas, Emissdes Otoacusticas Transientes em 23,
Audiometria Tonal em 1 e Avaliacdo pelo Audiémetro Pediatrico em 15 criancgas.
Todos os exames audiologicos apresentaram-se dentro dos padrées de normalidade

ou adequados para a idade do participante.



CONCLUSAOQO: Os pacientes com DB parcial ou profunda ndo apresentaram perdas
auditivas aos exames realizados. Este trabalho destaca a importancia do
acompanhamento Fonoaudiolégico para diagnosticar precocemente as perdas
auditivas, independentemente da classificacdo da DB, em parcial ou profunda, ou do
paciente estar ou ndo em tratamento. E preciso considerar que a perda auditiva em
pacientes com DB pode ndo se manifestar de forma precoce, mas sim, de forma tardia,
de modo que o acompanhamento audiolégico deve ser realizado com avaliacdes

periodicas.

DESCRITORES: Perda auditiva, Triagem neonatal, Deficiéncia de Biotinidase,

Transtornos da audicao.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Biotinidase (BD) deficiency is an autosomal recessive disorder that
occurs due to the failure to recycle the B complex vitamin (biotin, vitamin B7 or Vitamin
H). Biotinidase (biotin-amido-hydrolase) (EC3.5.1.12) is the enzyme that recycles the
vitamin biotin, which can be obtained through food, by recycling after use by the body
or through the production of intestinal microbiota. Biotinidase deficiency, when left
untreated between the second and fifth month of life, can lead to changes such as
developmental delay, alopecia, skin lesions, optic nerve atrophy, ataxia, hypotonia,
seizures, respiratory problems such as hyperventilation , laryngeal stridor, apnea and
hearing loss. The diagnosis is made in the Neonatal Screening through the serum
dosage of Biotin, which will characterize the patient as having the Partial (DPaB) or
Deep (DPB) form. Gene mapping is also performed to better understand the
interactions between disease phenotype and genotype. The treatment is through the

supplementation of Biotin orally, started soon after the diagnosis.

OBJECTIVES: To evaluate the hearing of patients from newborns to adolescents, with
partial and profound Biotinidase deficiency, undergoing treatment with Biotin

supplementation.

METHODS: A total of 42 patients were evaluated, and pertinent audiological
assessments and tests were performed, according to the participant's age. The
following audiological tests were performed: assessment of auditory behavior,
immittance testing, tonal and vocal audiometry, and transient otoacoustic emissions.
These data were entered into an Excel spreadsheet version 16.50 and statistically
analyzed using the SPSS 25.0 software, considering a significance level of 5% in the

analyses.

RESULTS: The final sample included 39 patients aged between 2 months and 14
years, with a mean age of 82.34 months. Of the participants, 19 were male (48.72%),
aged between 3 months and 14 completed years, with a mean age of 42.42 months;
and 20 female patients (51.28%), aged between 2 months and 2 years, with a mean
age of 17.61 months. The Auditory Behavior Assessment was performed in 18

children, Transient Otoacoustic Emissions in 23, Tonal Audiometry in 1 and Pediatric



Audiometer Assessment in 15 children. All audiological tests were within normal limits
or appropriate for the participant's age.

CONCLUSION: Patients with partial or profound BD did not present hearing loss in the
exams performed. This work highlights the importance of speech therapy monitoring
to diagnose hearing loss early, regardless of the classification of BD, in partial or
profound, or whether the patient is undergoing treatment or not. It is necessary to
consider that hearing loss in patients with BD may not manifest early, but rather late,
so that audiological follow-up should be continuous, with periodic assessments.

Key words: Hearing loss, Neonatal screening, Biotinidase deficiency, Hearing
disorders.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Fluxograma dos artigos selecionados.............c.ccuvvvvviiiiiiiiiieeeeeeeenn,

Artigo 1
Figura 1. Desenvolvimento normal do comportamento auditivo segundo

NOFNEIN & DOWNS . ... e

Artigo 2

Figura 1. Desenvolvimento normal do comportamento auditivo segundo
NOIMNEIN & DOWNS.. ..ottt e e e e e e e e e e e e e e s e s nnnnes
Figura 2. Fluxograma da sele¢cédo da amostra com base nos exames
audiologicos realizados de acordo com cada paciente...........cccceeeeeevivveenennn.

Figura 3. Fluxograma da selecdo da amostra com base nos exames
audioldgicos realizados de acordo com cada paciente..............ccceevvveveeennnnnns



LISTA DE TABELAS E QUADROS

Revisao Bibliografica
Tabela 1. Identificac8o dOS €SIUAOS...........uuiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 22
Tabela 2. Sintese dos artigos que atendem a pergunta de pesquisa:

F=Tod gF=To [ S3R= 18 [0 [ o] [0 o | (o]0 1S T 25

Artigo 1

Tabela 1. Valores de referéncia para triagem neonatal: dosagem

guantitativa de Biotinidase, no sangue seco em papel filtro.......................... 37
Tabela 2. Valores de referéncia para dosagem da atividade enzimatica
quantitativa, confirmatoria da DB............cceeeeeiiiiiiiiiiciiiieeeee e 37
Tabela 3. Atividade média de Biotinidase para varias categorias de

INAIVIAUOS. ...t e et e e e e e e e e e e e e s e bbb e e 38
Tabela 4. Média de idade do diagnéstico e da realizacdo das avaliacbes
auditivas propostas, de acordo COM 0 SEXO......uciiireereeeeeeeeeieeeeeeeeenennnnnnnnnns 43
Tabela 5. Comparacédo das bandas de frequéncia entre orelhas direita e

esquerda dos PartiCIPANTES..........uuuveuiiiiiiiee e e e e 43

Artigo 2

Tabela 1. Valores de referéncia para triagem neonatal: dosagem

guantitativa de Biotinidase, no sangue seco em papel filtro.......................... 54
Tabela 2. Guidelines segundo recomendacdo da American College of

Medical GenetiC and GENOMUCS.........uuuureiiiieeiieeeeeeeeeeeeeereeir e e e e e aeeeaaes 55
Tabela 3. Desenvolvimento Auditivo Normal na Infancia.................cccceveeeee. 57
Tabela 4. Recomendacdes para Criangas com Desenvolvimento Anormal

(0 F= T = - TSP PPPPPPTPPPRTTRRN 58
Tabela 5. Marcos de Desenvolvimento para Comunicacao e

[T o [0 = o = o PP 58
Tabela 6. Caracteristicas gerais dos dados das Emissdes Otoacusticas
TranSIENIES (EOAT) . ..eiiiiiitiiiie ettt e e e e ee e e aeeeeane s 67



Tabela 7. Média dos niveis minimos de audicdo encontrados com 0 uso

do audiémetro pediétrico



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CCE - Células Ciliadas Externas

CCI — Células Ciliadas Internas

DB — Deficiéncia de Biotinidase

DNA — Acido desoxirribonucléico

DNPM — Desenvolvimento neuropsicomotor

DPaB — Deficiéncia Parcial de Biotinidase

DPB - Deficiéncia Profunda de Biotinidase

EOA — Emissdes Otoacusticas

EOAT — Emissfes Otoacusticas Transientes

NUPAD — Nucleo de Ac¢Bes e Pesquisa em Apoio Diagndstico
PA — Perda Auditiva

PEATE — Potencial Evocado Auditivo de Tronco Encefalico
PTN — Programa de Triagem Neonatal

TAN —Triagem Auditiva Neonatal

TCLE - Termo de Consentimento Livre Esclarecido

RCP — Reflexo Cécleo-Palpebral

UFMG — Universidade Federal de Minas Gerais



SUMARIO

1. INTRODUGAO.....coetiiitiiiit ittt 19
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA........ciiiiiieiiiniieeeieeeee e 29
3. OBJETIVOS

3.1 — ODJEtiVOS GEIAIS.......cciiiiiiiiiiiiic i 30
3.2 — Objetivos ESPECIfiCOS.........cccccriiiiiiiiii i, 30
4. METODOS

4.1 — Delin€amento.........ccccoovuiiiiiiiiiiii e 30
4.2 — Critérios de Inclus@o e EXCIUSEO0.............cceeviiiiiiiiiiii e, 31
4.3 = AMOSIIAL..eciiiiiic et 31
4.4 — Procedimentos.........ccooiuiiiiiiiiii e 31
4.5 — Analise EStatistiCa...........cccoiiiiiiiiiiiiiii i 31
5. REFERENCIAS.....couiiiiiieiieeieieiete ettt 32

6. RESULTADOS
6.1 — Artigo 1- Avaliacdo Audioldgica em Lactentes com Deficiéncia de

Biotinidase em TratameENTO............uuiiiiiiiiiiiieiee e e e 36
6.1.1 = RESUMO...cciiiiiiiiiiiiic e 36
6.1.2 = ADSIraC......cceiiiiiiic 37
6.1.3 = INtrOAUGAOD......ciiiiiiiiiie e 38
B.1.4 = MELOUOS.....ooiiiiii i 40
6.1.5 = ResUltadOosS. ... 43
6.1.6 = DISCUSSE0......cciiiiiiiiiic i 46
6.1.7 = CONCIUSA0....cooiiieiiicie e 49
6.1.8 — RefEr@ncias........cccovriiiiiiii 50
6.2 — Artigo 2 - Andlise Audiol6gica em Pacientes com Deficiéncia de

Biotinidase, seja na forma Parcial ou Profunda, em Tratamento................... 53
6.2.1 = RESUMO ...ttt 53
6.2.2 = ADSTIACT......oiiiiiiiee 54
6.2.3 = INtrOdUGEOD......cciiiiiiiiii 55
B.2.4 = MELOUOS... .o 61
6.2.5 = ReSUItadOS........ooiiiiee 66
6.2.6 = DISCUSSE0......coiiiiiiiiiiic i s 71

6.2.7 = CONCIUSAOD......ceeiiiiiiiiiic et 74



6.2.8 — Refer@ncias.........cccociiiiiiiiiiii 77

1. CONSIDERAQ@ES FINAIS. e 81
8. ANEXOS

8.1 — Termo de aprovacéo do projeto de pesquisa no COEP.................. 82
8.2 — Termo de Consentimento Livre Esclarecido — TCLE para pais ou
FESPONSAVEIS ...ttt ettt e e e e et e e e e e e e ab b e e e e e e nnbraeeeas 88
8.3 — Anamnese Audioldgica Infantil.............cccocoeiiiii 90

8.4 — Protocolo de percepcéo auditiva dos pais de criangas com DB... g1



19

1. INTRODUCAO

A deficiéncia de Biotinidase (DB) é um erro inato do metabolismo, de heranca
autossOmica recessiva, que ocasiona deficiéncia organica de Biotina. Quando n&o
tratada, manifesta-se pelo aparecimento de sinais e sintomas compativeis com a
deficiéncia vitaminica, o que acontece, em geral, nos primeiros meses de vida®.

A Biotina é uma vitamina do complexo B, solivel em &gua, que é obtida por
meio dos alimentos pela produgcéo da microbiota intestinal e, ainda, pela reciclagem
apos o uso pelo organismo. A absorcao intestinal da Biotina € propiciada pela acao da
Biotinidase, enzima essencial a liberacdo da vitamina dos alimentos. Sem a acéo
enzimatica a Biotina ingerida ndo € absorvida e é perdida pelas fezes. A mesma
enzima também é responsavel por reciclar a Biotina, apés utilizagdo metabdlica’2.

Além da doenca hereditéria, existem situacdes, também bastante raras, em que
a deficiéncia da Biotina pode se manifestar como nos casos em que existe desvio na
alimentacéo — ingestéo de grandes quantidades de clara de ovo crua, rica em avidina,
proteina que diminui a biodisponibilidade de Biotina -, uso prolongado de nutricao
parenteral total, sem reposicdo adequada, ou ainda o uso de determinados
medicamentos como alguns antiepilépticos (carbamazepina, fenitoina, primidona) e
antibioticos?.

A DB pode ser diagnosticada de forma eficaz pelo exame de triagem neonatal,
possibilitando o diagndstico em tempo oportuno para inicio do tratamento. O
diagndstico é estabelecido quando a atividade da Biotinidase € menor que 30% da
média de um individuo normal, podendo ser classificada em parcial e profunda. A
deficiéncia parcial de Biotinidase (DPaB) acontece quando a atividade enzimatica se
encontra entre 10% e 30% do esperado e a deficiéncia profunda de Biotinidase (DPB)
guando a atividade da Biotinidase é inferior a 10% daquela considerada normal.34.

A deficiéncia da Biotina pode causar altera¢cdes organicas que comprometem
o organismo de forma global. Em geral, as manifestacdes clinicas aparecem nos
primeiros meses de vida, podendo, no entanto, ocorrer mais tardiamente na infancia
e adolescéncia, ou até mesmo nunca se manifestar. Entre as manifestacdes clinicas
da DB encontram-se problemas que podem ocasionar a diminuicdo ou perda da
audicdo?3. Entretanto, se tratada apds o inicio sintomatoldgico, é possivel observar a

remissdo de algumas alteracbes encontradas, como alopecia e dermatite, por
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exemplo?. As manifestacdes sintomatoldgicas decorrentes da doenca podem ocorrer
em ambas as formas com que a DB se manifesta, tanto parcial quanto profunda3#.

A DB pode ser suspeitada pela dosagem da quantidade de atividade da enzima
Biotinidase no sangue do recém-nascido. Quando no teste de triagem neonatal —
“teste do pezinho” - um primeiro exame é considerado positivo, solicita-se uma
segunda amostra para nova dosagem. Se este exame € novamente positivo,
encaminha-se a crianca para consulta médica e realizacdo de exame de dosagem
guantitativa sérica de Biotinidase para confirmar ou afastar a doencga*

As manifestacfes clinicas aparecem geralmente entre o segundo e 0 sexto
meses de vida, em geral ap0s esgotamento do estoque de Biotina adquirido intra-
Utero. A DB pode ter manifestacdes distintas mesmo entre individuos da mesma
familia, desde quadros com um ou dois sinais/sintomas clinicos até aqueles
exuberantes, com o conjunto completo da doenca. Existem ainda adultos com
genética compativel com a doenca, mas que nunca a manifestaram#>.

A literatura apresenta casos de DB identificados na idade adulta ou
acompanhados até essa faixa etaria e que permanecem assintomaticos. E possivel
haver atividade enzimética residual, fatores dietéticos e/ou epigenéticos, que
poderiam proteger esses individuos assintomaticos. Entretanto, até 0 momento, 0s
reais fatores que precipitariam manifestacfes clinicas em individuos com DB
assintoméaticos sao desconhecidos e eles podem desenvolver sintomas em qualquer
idade®.

O uso de Biotina, pelo paciente, ndo interfere na concentracdo sérica da
Biotinidase cuja atividade esta correlacionada a varios fatores, incluindo idade, sexo
e capacidade de sintese de proteina hepética. Estudo molecular e genético, para
identificacdo das mutacdes, deve ser feito, confirmando a doenca*®. Tais exames
confirmatdrios sdo essenciais, uma vez que a prematuridade e a desnutricdo intra-
Utero, além de erros de coleta e de andlise laboratorial sdo as principais causas de
falsos positivost#°.

O tratamento é feito pelo uso medicamentoso de Biotina livre, na forma sdlida,
para que o paciente afetado absorva a vitamina de maneira adequada. A dose varia
de 5 a 30 mg/dia, via oral, independentemente da idade e do peso. O uso de solucdes
da vitamina néo é indicado devido a instabilidade do produto, o que pode ocasionar
deficiéncia da dose ingerida?*.
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Desde 2013, o Nupad/FM/UFMG realiza a triagem neonatal para deficiéncia de
Biotinidase em todo o estado de Minas Gerais pelo Programa de Triagem Neonatal de
Minas Gerais (PTN-MG). Até novembro de 2021, 1927264 recém- nascidos foram
triados para DB, dos quais 149 apresentam a doenca e encontram-se em
acompanhamento pediatrico para tal.

Em consultas pediatricas de acompanhamento dos pacientes, percebeu-se
gueixas de pais acerca da atencao e possiveis déficits auditivos das criancas com DB.
Como a deficiéncia auditiva pode passar despercebida pelo acompanhamento clinico
do tratamento, optou-se pela realizacao do presente estudo.

As manifestagbes clinicas da DB incluem: perda de cabelo em intensidade
variada, atraso no desenvolvimento, hipotonia muscular, crises epilépticas, lesdes de
pele, infeccbes recorrentes e maior susceptibilidade as infeccBes fungicas,
conjuntivite, deficiéncia auditiva, letargia, problemas respiratérios, anormalidades
visuais, dificuldades de alimentacdo®®. Verifica-se a perda auditiva como importante
marco sintomatico nestes pacientes e ainda sdo escassos na literatura estudos que
relacionem a perda auditiva e deficiéncia de Biotinidase. Dessa forma, este estudo
tem como objetivo avaliar a audicdo de recém-nascidos, lactentes, criancas e
adolescentes com diagnostico de DB. Identificar precocemente alteracées na via
auditiva possibilitar4 desenvolver novas abordagens terapéuticas e recursos auxiliares
gue poderdo minimizar os déficits provocados pela DB na audicao das criancas.

Neste contexto, a acdo da fonoaudiologia juntamente com a equipe de saude
envolvida (pediatra, geneticista, nutrélogo, nutricionista, assistente social e psicologo),
favoreceria um tratamento mais adequado, com maior beneficio as criangas com DB.
Este estudo ira contribuir para um melhor conhecimento das consequéncias impostas
pela DB em criangas, mesmo naquelas que recebem tratamento precoce e adequado.

Os resultados da dissertacdo foram concebidos em formato de dois artigos
originais de pesquisa, com vistas a publicacdo em periodicos indexados de expressao

nacional e internacional.

O Artigo 1 (item 4.1) obedeceu as normas para publicagcdo na Revista
CEFAC (ISSN: 1982-0216; Qualis B1 nacional)

O Artigo 2 (item 4.2) obedeceu as normas para publicacdo na Revista
CEFAC (ISSN: 1982-0216; Qualis B1 nacional)


http://www.nupad.medicina.ufmg.br/?page_id=1737
http://www.nupad.medicina.ufmg.br/?page_id=1737
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Como base tedrica, dada a escassez de trabalhos na literatura, valeu-se de uma
pergunta-chave mais abrangente, a fim de se obter uma maior gama de trabalhos,

conforme demonstra o fluxograma 1.

Foram utilizados descritores MeSH, da US National Library of Medicine, para a
plataforma PubMed. Na plataforma BVS-LILACS, utilizou-se os Descritores em
Ciéncias da Saude (DeCS): Testes de impedancia acustica, Pessoas com Deficiéncia
Auditiva, Audigdo, Transtornos da audicdo, Perda auditiva, Deficiéncia da Biotinidase
e Biotinidase, em portugués, em inglés e espanhol, combinados entre si com a
utilizacao dos operadores booleanos AND e OR. Outra estratégia utilizada foi a busca

em listas de referéncias dos artigos identificados e selecionados’.

Foram incluidos estudos publicados entre 2014 e 2019, em inglés, que
respondiam a questdo de pesquisa, estudos realizados com individuos de qualquer
idade diagnosticados com DB, estudos clinicos que realizaram avaliacdo da funcao
auditiva em pacientes com DB e estudos pioneiros que possuem grande valor
metodoldgico e cientifico. Os critérios de exclusdo foram estudos sem descri¢do da
metodologia utilizada, estudos que ndo especificavam as alteracdes audioldgicas e

que ndo respondiam a pergunta de pesquisa.
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Pergunta norteadora da pesquisa:
Ha relagédo entre DB e alteracdes
auditivas?

Total de referéncias :

118 artigos
PubMed: 42
LILACS: 64
MEDLINE: 38
Analise do artigo na
. integra: 27
g PubMed: 8
LILACS: 16
MEDLINE: 4
Analise do resumo
do artigo: 2
—_— PubMed: 3
LILACS: 0
MEDLINE: 0
Artigos
selecionados nesta
) revisao: 18
' PubMed: 8
LILACS: 7
MEDLINE: 3

Figura 1. Fluxograma dos artigos selecionados.

Foram incluidos estudos observacionais, estudo de série de casos e relatos de
caso. Os estudos observacionais foram analisados por meio da leitura dos titulos, do
texto completo dos artigos, de acordo com o proposto pela Iniciativa Strengthening
them Reporting of Observational Studies in Epidemiology (STROBE)®, que foi
elaborada com o objetivo de ajudar na qualidade da descricdo dos estudos. Para
analise dos achados obtidos em todos os estudos, foi realizado um banco de dados
por meio de tabelas, para identificacdo dos estudos conforme seu autor, ano, pais,
titulo, objetivo, método, resultados, discusséo e se atendia (A) ao critério proposto pela
pergunta de pesquisa ou se atendia parcialmente (AP), conforme explicitado na
Tabela 1.



Tabela 1-ldentificac@o dos estudos.
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A
Autor, fano Titulo Objetivo Delineamento Resultados Discusséo
e pais AP
A relacdo entre PA
e acimulo de "
eotideos de O uso da Biotina como
Hearing Loss in . . _p _p . tratamento ndo
L Diagnosticar a Relato de Biotina e demais
Wolf et al., Biotinidase . . melhorou a PA dos A
10 . origem da PA. caso erros inatos do
1983, EUA Deficiency . quatro casos
metabolismo .
avaliados.
podem estar
envolvidos na PA.
O nervo 6tico e 0
Avaliar as auditivo podem O excesso de Biotina
Taitz et Long-term auditory causas e sofrer danos associada a DB leva
al.,1985, and visual consequéncias Estudo de permanentes se as alteragdes visuais e A
Reino complications of do tra?amento caso diagnostico foi auditivas que surgem
Unido* Biotinidase S realizado apds o ap6s o periodo do
da Biotinidase L L )
primeiro ano de primeiro ano de vida.
vida.
Observou-se
expressao baixa, N
P , A deficiéncia de
. mas detectavel, da o =
L Determinar a L Biotina se néo tratada
Localization of ~ Biotinidase em
s . expressao e . pode gerar PA, mas, o
Biotinidase in the L todo o cérebro.
. localizacéo da . tratamento com
brain: S Maiores e
Biotinidase no ~ Biotina pode retardar
Heller et al., ) . concentracbes ~ .
R . cérebro de Observacional a leséo nas vias AP
2002, EUA implications for its ocorreram no ..
. . ratos, P estudadas. A atividade
role in hearing loss " nucleo coclear . .
S especificamente enzimatica esta
in Biotinidase ) dorsal, ventral,
. nas vias ) . concentrada
deficiency " nucleo olivar .
auditivas. . . principalmente na
superior, células .
L A céclea (CClI).
ciliadas e ganglio
espiral da céclea.
Investigar a Observou-se que
Hearing loss is a incidéncis de PA todas as criangas
common feature of ~ com DPB Achados bioquimicos
) na populagéo B . =
symptomatic tardiamente e genéticos ndo
Wolf et comDBe . B . .
al. 2002 comparar os Observacional diagnosticadas correlacionam com a A
s children with P retrospectivo | apresentaram PA, PA. Alguns casos
EUA achados com ~
profound S alteracdes de fala permaneceram
s individuos sem ) o
Biotinidase erda de e atraso sintomaticos.
deficiency P o desenvolvimento
audicao.
escolar.
Complete ) - ~
L p Apo6s administragdo
Biotinidase Observou-se L
. . . de 5mg de Biotina,
Deficiency . sintoma de ataxia,
. Avaliar a pode-se observar que
Tsao et al., Presenting as N Relato de PA .
1 . ocorréncia de . 0s sintomas A
2002, EUA Reversible . Caso neurossensorial e
. . PA e ataxia ~ melhoraram
Progressive Ataxia malformacéo de
. . completamente em 8
and Sensorineural Chiari I. meses
Deafness '
Weber et al., Outcome in Analisar dados A maior parte das Podem ocorrer
2004, patients with de individuos Observacional criangas que alteracbes nas AP
Suiga?® profound com DPB apresentaram atividades enziméticas
Biotinidase diagnosticados e atraso no DNPM que definem a




Sivri et al.,
2007,
Turquit®

Welling,
2007, EUAY

Sarafoglou
et al., 2009,
EUAS

Bhat et al.,
2015, india®®

Vallejo-
Torres et
al.,2015,

Espanha?
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deficiency: tratados apods tiveram atividade sintomatologia,
relevance of triagem enzimatica principalmente
newborn neonatal, com residual de <1% e neuroldgica.
screening atividade néo foram
enzimatica diagnosticados
residual e atraso pelo PTN.
no DNPM.

Hearing Loss in

Avaliar a relagéo
entre a perda de

Mutacdes nulas

Correlacao direta

Biotinidase audicdo e entre a PA e tipos de
- apresentaram PA ~
Deficiency: achados . ~ mutag6es. Foram
s Observacional e mutacoes A
Genotype- gendétipo- . ~ encontradas PA de
o missenses nao
Phenotype fendtipo, em 20 todos os graus apenas
. . apresentaram PA. ~
Correlation criangas com na mutacao nula.
DPB.
Apesar das alteragdes
Avaliar o caso auditivas terem
Long-Term Follow . PA estabilizado, ap6s
. de um paciente .
-Up of Hearing ) Relato de neurossensorial tratamento, pode-se
PR ao nascimento e L A
Loss in Biotinidase . caso estabilizada aos observar ao longo dos
. reavaliar aos 10
Deficiency anos 10 anos. anos que a PA em
altas frequéncias foi
observada.
Dos 267.727
High incidence of Sl €
: individuos foram A incidéncia da DPB
profound . " . z
Biotinidase Avaliar a positivos para DB. em Minesota € alta,
. incidéncia da 26 destas tiverem principalmente com
deficiency L =
: DPB na atividade relacdo aos achados
detected in ~ . R : S
populacéo de Observacional | enzimatica <10%, epidemioldgicos
newborn L " - AP
. individuos coorte classificando-as mundiais. Com
screening blood . ~ .
. somalianos que como DPaB e 7 relacdo aos sintomas
spots in the . . L
Somalian residem em criangas de 10 a dos individuos da
L Minesota. 25%, indicando amostra, a PA ndo é
population in .
. DPB. mencionada.
Minnesota
Crianga
apresentou O tratamento com a
espasmos aos 2 Biotina de forma
ENT Relatar o caso anos e meio. Apos precoce tem bons
Considerations in de uma crianca Relato de tratamento com resultados na A
Biotinidase sem diagndstico caso 15mg de Biotina sintomatologia. A PA
Deficiency da DB. observou-se PA pode n&o ocorrer se
neurossensorial houver intervencéo
moderada precoce.
bilateral.
O custo-beneficio
é eficiente pois a
. . triagem é um . p
Cost-Effectiveness | Analisar o custo- 9 . A triagem neonatal é
. . recurso de baixo ,
Analysis of a beneficio da 0,70% rentavel ao
. . custo, uma vez -
National Newborn | triagem neonatal governo em relacéo
. . que a DB pode .
Screening para DB no Observacional aos cuidados com os
causar graves : .
Program for programa A sintomas clinicos AP
C . consequéncias
Biotinidase nacional da decorrentes da DB
. permanentes. o .
Deficiency Espanha. ndo diagnosticada.

Casos detectados

através de triagem

neonatal e sob o
tratamento




Szymanska
et al., 2015,
Pol6nia?!

Cabasson et
al., 2015,
Franga?

Talebi et al.,
2016, Ira%®

Wiltink et al.,
2016,
Paises

Baixos?
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mostram-se
assintomatico.

A administragéo
imediata apos
confirmagéo da DB
melhorou todos os
sintomas dos

A avaliacdo anual individuos
¢ . sintomaticos. A PA
dos 22 pacientes,
Outcomes of oral or 20 anos permaneceu
biotin treatment in Avaliar 22 ) p - . inalterada, A mutacéo
. ) . identificou média . )
patients with pacientes . . L Asp444Hist foi
S . . Observacional de diagnéstico, AP
Biotinidase diagnosticados encontrada em
- tratamento e a .
deficiency -Twenty com DB . P pacientes
interferéncia no o
years follow-up . homozigoticos e
surgimento dos L
. heterozigoéticos. A
sintomas. .
homozigose para a
mutagdo p.Leu215Phe
no gene DPB esta
relacionada
diretamente a perda
de audicao.
O caso relata a
manifestacéo A triagem neonatal na
Spinal Cord clinica severa da Franca n&o possui
Lesions Analisar o caso DB com melhora teste para DB o que
Associated with . drastica dos dificulta o tratamento
. de uma crianga .
Skin Changes and Relato de sintomas agudos da doenga. As
. de 4 anos sem P . ~ A
Hearing Loss: ) . caso apos terapia com alteracGes com
. diagnéstico da - ~ . P
Think of Biotina. Nao tetraparesia espastica
L DB ~
Biotinidase houve melhora da sdo menos relatas na
Deficiency PA (30dB) mas literatura,mas
nao houve ocorreram neste caso.
progressao.
Auditory Analisar o caso Investigar possivel Sugere-se que a DB
Neuropathy/Dyssy de uma crianga Relato de neuropatia acomete as vias
nchrony in nao Caso/ auditiva nervosas causando A
Biotinidase diagnosticada Transversal sintomatica apos uma neuropatia
Deficiency com DB dois anos de vida. auditiva.
Dos 304.982 RN
triados, 92 foram
identificados com
DB, 6 com DPB e
Neonatal 44 com DPaB. O . =
. . . Desde a introducéo da
screening for Avaliar os sintoma -
L DB na triagem
profound resultados da estatisticamente
o . ~ L . neonatal foram
Biotinidase incluséo da . significativo foi . o L
- A : Observacional N identificados varios AP
deficiency in the triagem neonatal apenas erupcoes .
, A RN que tiveram a
Netherlands: nos Paises cutaneas. As ) ~
. ~ . intervencéo
conseqguences and Baixos mutacGes mais
adequada.

considerations

comuns foram
c.[1330G4C] e
p.Asp444His. Sete
novas mutagoes
foram observadas.
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Foram avaliados
Successful 44 individuos com
outcomes of older Observar os DPB, entre 22 e
sintomas de 23 anos. Os
adolescents and Lo . . Observa-se que a
) individuos sintomas mais !
adults with adultos e comuns triagem neonatal e
Wolf, 2017, profound Analitico , tratamento precoce
2 o adolescentes apareceram apos . AP
EUA Biotinidase transversal - ~ garantem vida normal
. gue receberam interrupcado da Lo
deficiency . o RS aos individuos que
. - o diagnostico e medicagéo.
identified by ) A possuem DPB.
newborn tratamento apos Apenas trés
screenin triagem neonatal individuos tiveram
9 PA como sintoma
fixo.
Observa-se que a
maioria das alteragdes
Developmental Foram realizadas ocorrem nas vias
eop . avaliacdes por auditivas centrais bem
el Analisar o meio do PEATE como estao
Maheras et sensorineural sistema auditivo | Observacional ) L .
Ha vulnerabilidade associadas a
al., 2017, deafness em o . ~ A
% transitéria da manifestagao precoce
EUA camundongos Coorte -
L atividade da doenga em tronco
in Biotinidase- com DPB s .
deficient mice enzimética no cerebral devido a
tronco cerebral. maturacao auditiva ser
vulneravel a acéo
enzimatica da Biotina.
No estagio inicial
da DB foi
observado
Analisar mielinizagdo
Congenital ressonancia tardia, difusdo O uso da ressonancia
Raian et al Biotinidase magnética por Relato de reduzida, atrofia magnética pode ser
20119 India.2’7 deficiency — MRI difusdo em dois aso cerebral e util na configuracéo AP
’ findings in two casos aumento da das manifestaces
cases confirmados de anisotropia clinicas.
DB. fracionada na
substancia branca
profunda, nos dois
casos reportados.
Legenda:PA=Perda auditiva A=Atende AP= Atende parcialmente.
Tabela 2 — Sintese dos artigos que atendem a pergunta de pesquisa: achados audioldgicos.
Autor, ano e . L . Achados Instrumento de Exame
Delineamento Objetivo Concluséo o L
pais Audiolégicos avaliacéo anexado
Causa da PA
. - - PA
indefinida. Supde- .
neurossensorial
Diagnosticar a Se€ que a causa antes do
Wolf et al., Relato de caso origem da PA seja 0 acumulo de N —— N&ao mencionado
1983, EUAY 9 : peptideos de : . N
. inalterado apds o
Biotina (s-N- tratamento
biotinyl-L-lisina) ’
. O nervo auditivo
Avaliar as causas
. e CONSEeqUANCias pode sofrer danos PA
Taitz et Estudo de caso q permanentes se neurossensorial Audiometria N
al.,1985, do tratamento da ) _ )
diagndstico tardio severa.

Reino Unido*!

Biotinidase na PA

<1 ano.




Wolf et al.,
2002, EUA®®

Tsao et al.,
2002, EUA®

Sivri et al.,
2007,
Turquia®

Welling,
2007, EUAY

Sarafoglou et
al., 2009,
EUA®®

Bhat et al.,
2015, india®®
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Observacional
retrospectivo

Investigar a
incidéncia de PA
na populacao
com DB bem
como comparar
0s achados com
individuos sem

Todas as criangas
do estudo
apresentaram PA.

PA
neurossensorial,
de grau moderado
a severo, bilateral.

PA isolada em

Audiometria

. altas frequéncias. N
perda de audicao. q
Apbs PA
suplementacéo a neurossensorial
. crianca
Relato de Caso ocorréncia de PA e P . ' N&o mencionado N
e ataxia limiares auditivos
dentro dos PA isolada nas
padrdes de frequéncias de 1K
normalidade. a 4k Hz
Criancas
sintomaticas que
possuem duas
. - mutacdes nulas
Avaliar a relagao (homozigotos)
entre a perda de ~ 9ot PA
S estdo mais .
audicdo e suscetiveis a neurossensorial,
Observacional achados bilateral de grau N&ao mencionado N
- » desenvolver PA.
gendtipo-fenétipo, moderado a
. O tratamento com
em 20 criancas L profundo.
com DPB Biotina pode
retardar a PA,
estabiliza-la ou
impedir que
ocorra.
. PA
Avaliar o caso de )
. neurossensorial
um paciente )
. - bilateral de grau
avaliado ao PA estabilizada . .
Relato de caso . . moderado a Audiometria S
nascimento e apos tratamento.
. severo. PA
reavaliado aos 10
profunda em altas
anos P
frequéncias.
Dos 26.7'727 A incidéncia da
somalis, 33 .
. DPB em Minesota
individuos foram .
. " é alta,
Avaliar a positivos para DB. I S
incidéncia da 26 destas tiverem c[;m re[I)a 50 20S
_ DPB na atividade 5
Observacional ~ L achados
populagédo de enzimatica <10%, ; N = .
R " epidemiolégicos N&ao mencionado AP
individuos classificando-as -
Coorte . mundiais. Com
somalianos que como DPaB e 7 =
. . relagdo aos
residem em criancas de 10 a .
. - sintomas dos
Minesota. 25%, indicando L
DPB individuos da
’ amostra, a PA nao
€ mencionada.
PA pode ser PA
progressiva e neurossensorial . )
Audiometria
Relatar o caso de flutuante mesmo moderada
. . S
uma crianca sem se houver bilateral. BERA
Relato de caso . . =
diagnéstico da suplementagéo, Alterado,
DB. porém, estabiliza sugestivo de BERA

em determinado
momento.

laténcia das vias
auditivas centrais.




Cabasson et
al., 2015,
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Talebi et al.,
2016, 1ra2®
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. Melhora dos
Avaliar o caso de .
uma crianca de 4 demais sintomas
Relato de caso apols PA Audiometria N
anos sem ~ .
. . suplementacédo neurossensorial
diagnostico da DB s .
com Biotina e bilateral leve
estabilizacéo da
PA.
PA
neurossensorial
severa/profunda Imitanciometria
bilateralmente
Reflexo
Avaliar o caso de | Audigéo flutuante Zﬁﬁ;ggtﬁ;ijs estapediano
ma crianca na ivi
Relato de caso u .a cra f;a a0 sugestivo .de VRA N
diagnosticada neuropatia . .
o Curva A (Audiometria)
com DB aditiva.
Reflexos ausentes PEATE
EOAT presentes EOAT
A PA
neurossensorial
pode ser
redefinida de PEATE
. apresentou
Analisar o acordo com o A
. . . . laténcia da onda V
Observacional / sistema auditivo periodo de
~ em ratos sem PEATE N
coorte em camundongos suplementacéo
. tratamento e em
com DPB** com Biotina. A
. onda | nos ratos
laténcia das

respostas em vias
auditivas podem
ser alteradas.

com tratamento.

Legenda: PA=Perda auditiva S=sim, N=n&o

Entre os 18 estudos analisados, os estudos que atendiam parcialmente ao tema

proposto (n=8), citavam alteracdes audioldgicas, analisavam as bases genéticas,

expressdes moleculares e bioquimicas, mas ndo possuiam como tema investigar a

relacdo com as alteracfes auditivas.

Em relacdo aos estudos selecionados de acordo com o tema proposto, foram

analisados 10 que apresentaram informacdes audiolégicas e de vias auditivas de

forma especifica. Dentre estes, dois foram realizados em camundongos, mas foram

incluidos na revisdo uma vez que apresentaram resultados expressivos (Tabela 2).

Nos estudos observacionais todos os critérios foram cumpridos de acordo com a forma

de andlise proposta’.
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1. OBJETIVOS

3.1- Objetivos gerais

Avaliar a audi¢cdo de recém-nascidos, lactentes, criancas e adolescentes com
diagnéstico de deficiéncia de Biotinidase, triados pelo Programa de Triagem Neonatal
do Estado de Minas Gerais (PTN).

3.2- Objetivos especificos

3.2.1- Artigo 1

e Avaliar a audicao de lactentes com diagndéstico de DB independente desta

ser do tipo parcial ou profunda.

e Descrever os dados obtidos e observar se mesmo com o tratamento com

Biotina, estes apresentam perda auditiva.

3.2.2- Artigo 2

e Avaliar a audicao dos pacientes com diagndstico de DB, selecionando os que
a possuem na forma parcial e profunda e analisar a diferenca entre ambos

através dos exames utilizados.

e Descrever os dados obtidos e observar se ha diferenca entre os pacientes

gue foram selecionados como elegiveis para este estudo.

2. METODOS

4.1- Delineamento

Trata-se de um estudo observacional transversal de amostra néo probalistica.
Foram recrutadas criangcas com diagnostico confirmado de DB, tanto na forma parcial
guanto na profunda, triadas pelo PETN do Estado de Minas Gerais e atendidas no
ambulatorio de um grande complexo hospitalar deste estado, aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa de uma universidade publica sob parecer n°
19595319.7.0000.5149.
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4.2 - Critérios de Inclusao e Excluséao

Como critérios de inclusdo, considerou-se pacientes com diagnostico e em
tratamento da deficiéncia de Biotinidase, cujos pais ou responsaveis concordaram
com a participacdo voluntaria e assinaram o Termo de Consentimento Livre
Esclarecido (TCLE).

Foram excluidos da pesquisa pacientes cujos pais apresentaram dificuldade de
compreensao do estudo ou pacientes que nao colaboraram com a realizacdo dos
exames, Iimpossibilitando a aquisicdo de resultados consistentes ou que
apresentavam afeccdes de orelha externa e média vistas a meatoscopia.

4.3 - Amostra

O recrutamento de pacientes ocorreu de marco de 2019 a novembro de
2021, num total de 42 criancas elegiveis ao estudo proposto, de idades diversas, das
quais 39 delas compuseram a amostra final.

4.4 - Procedimentos

Foi realizada a inspecao visual do meato acustico externo, seguido da realizacao
de Emissdes Otoacusticas Transientes (EOAT), Avaliacdo do Comportamento
Auditivo e Audiometria Tonal Limiar destas criangas, considerando a idade de cada
uma e a disposicdo das mesmas para tais procedimentos, além da coleta de dados
como idade de diagndstico e instituicdo do tratamento a base de Biotina.

4.5 - Andlise Estatistica

As informag0des coletadas foram lancadas em planilha e a andlise estatistica dos
resultados foi realizada por meio do programa especifico para essa finalidade. O
software escolhido para a analise descritiva foi 0 SPSS 25.0 para variaveis de amostra
isolada, como média, mediana e comparacgdo de variaveis de interesse, considerando
o nivel de significancia de 5% (p<0,05) e intervalos de confianca de 95% em todas as

analises.
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6. RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados em forma de dois artigos que foram

produzidos durante a realizacdo do mestrado.

e Artigo 1- Avaliacdo Audiolégica em Lactentes com Deficiéncia de

Biotinidase em Tratamento (sera submetido a Revista CEFAC).

e Artigo 2- Avaliagcdo Audiolégica em Pacientes com Deficiéncia de
Biotinidase Parcial e Profunda em Tratamento (serd submetido a Revista
CEFAC).
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6.1- Artigo 1: Avaliacdo Audioldgica Em Lactentes Com Deficiéncia De

Biotinidase Em Tratamento

Audiological Assessment In Infant With Biotinidase Deficiency In Treatment

6.1.1- Resumo

Introducéo: A deficiéncia da Biotinidase (DB) é uma doenca de heranca autossémica
recessiva que ocorre pela falha na reciclagem da vitamina do complexo B. A
deficiéncia da vitamina Biotina, se ndo tratada precocemente pode acarretar
alteracdes sistémicas importantes, dentre elas, perda auditiva. O principal objetivo
deste estudo é avaliar a audicdo de criancas até os 24 meses de vida com
diagnéstico de DB. Métodos: Estudo observacional transversal de amostra nao
probabilistica composta por criancas triadas pelo Programa de Triagem Neonatal do
estado de Minas Gerais, aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa, sob CAAE
namero 19595319.7.0000.5149. Foram realizados os seguintes exames: avaliacdo do
comportamento auditivo e Emissdes Otoacusticas Transientes (EOAT). Resultados:
A amostra final contou com 9 participantes, com média de idade de 11,6 meses. A
média de idade ao diagnéstico e inicio do uso da Biotina foi de 34,5 dias. Na avaliacao
do comportamento auditivo, todas as 9 criancas tiveram reflexo cécleo-palpebral
presente e resposta a sons verbais adequada para cada idade. Das18 orelhas
avaliadas, 100% apresentaram EOAT presentes. Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre as bandas de frequéncia observadas entre os
participantes entre orelhas direita e esquerda. Discussao: A triagem neonatal é
essencial para diagndéstico precoce de DB. Apesar de se apresentar como uma
desordem metabolica rara, a incidéncia da doencga € bastante significativa e as
alteracdes provocadas sao muito severas se nédo tratadas. Concluséo: Neste estudo,
as criancas de até 2 anos diagnosticadas com a DB, em tratamento com Biotina, n&o

apresentaram alteracdes auditivas.

Descritores: Perda auditiva, Triagem neonatal, Deficiéncia de Biotinidase,

Transtornos da audicao
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6.1.2- Abstract

Introduction: Biotinidase (BD) deficiency is an autosomal recessive disease that
occurs due to the failure to recycle the B complex vitamin. Biotin vitamin deficiency, if
not treated early, can lead to important systemic changes, including hearing loss. The
main objective of this study is to assess the hearing of children aged up to 24 months
with a diagnosis of BD. Methods: Cross-sectional observational study of a non-
probabilistic sample composed of children screened by the Neonatal Screening
Program of the state of Minas Gerais, approved by the Ethics and Research Committee
under CAAE number 19595319.7.0000.5149. The following tests were performed:
auditory behavior assessment and Transient OtoacuUsticas Emissions (TOAE).
Results: The final sample had 9 participants, with a mean age of 11.6 months. The
mean age at diagnosis and beginning of biotin use was 34,5 days. In the assessment
of auditory behavior, all 9 children had cochlear-palpebral reflex present, and the
response to verbal sounds was adequate for each age. Of the 18 ears evaluated, 100%
had TEOAE present. There was no statistically significant difference between the
frequency bands observed between participants between right and left ears.
Discussion: Neonatal screening is essential for early diagnosis of BD. Despite
presenting itself as a rare metabolic disorder, the incidence of the disease is quite
significant,and the alterations caused are very severe if not treated. Conclusion: In
this study, children up to 2 years old diagnosed with BD, treated with biotin, did not

present hearing alterations.

Key words: Hearing loss, Neonatal screening, Biotinidase deficiency, Hearing

disorders
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6.1.3- Introducéo

A deficiéncia da Biotinidase (DB) € uma doenca de herangca autossémica
recessiva que ocorre pela falha na reciclagem da vitamina do complexo B (Biotina,
vitamina B7 ou Vitamina H)Z.

A incidéncia mundial da deficiéncia da Biotinidase ocorre em 1 a cada 61.000
nos casos de profunda e parcial combinadas, 1 a cada 137.000 para deficiéncia de
Biotinidase profunda e 1 a cada 110.000 para deficiéncia parcial de Biotinidase?.
Nacionalmente, ha dois estudos recentes que classificam a incidéncia da doenca.
Em estudo piloto realizado pelo laboratério do NUPAD -Nucleo de Acbes e Pesquisas
em Apoio Diagndstico da Universidade Federal de Minas Gerais, nos anos de
2007 e 2008 revelou-se que as duas formas da doenca combinadas ocorrem em 1 a
cada 22 mil recém-nascidos vivos3. Em 2010, foram triados 182.942 recém-nascidos
vivos através do Programa Estadual de Triagem Neonatal (PETN) e a prevaléncia de
doenca parcial da Biotinidase foi de 1:18.289 nascidos vivos, sem nenhum caso de
deficiéncia profunda da Biotinidase*®.

A DB pode se apresentar de duas formas: como deficiéncia profunda de
Biotinidase (DPB), na qual dentro dos parametros genéticos de normalidade a
atividade enzimatica é inferior a 10%, ou se apresentar como deficiéncia parcial de
Biotinidase (DPaB), quando a atividade enzimatica se encontra entre 10 e 30%??2. As
alteracdes genéticas ocorrem, predominantemente, de maneira heterozigota, através
do braco curto do cromossomo 3 (3g25) mapeado no gene BTD:609019.
Geneticamente, a incidéncia da doenca tem variabilidade de acordo com fatores
principalmente culturais da populacdo estudada, uma vez que a consanguinidade
ocorre em 20% dos casos3. O gene humano que codifica a Biotinidase consiste no
exon 4, nos tamanhos 79pb, 265 pb, 150 pb e 1,502 pb?2.

Atualmente o diagnéstico da DB integra os programas nacionais de triagem
neonatal de paises como EUA, Canada, Holanda e Emirados Arabes® 78, No Brasil,
desde 2012 a DB é parte integrante do Programa Nacional de Triagem Neonatal®. O
diagnostico acontece por meio do método de colorimetria quantitativa, que mensura
a atividade da Biotinidase, através da amostra do sangue seco do recém-nascido em
papel filtro saturado, sendo o resultado classificado como normal alterado conforme
valores de referéncia demonstrados na tabela 1. O exame falso-positivo pode ocorrer
Se caso a crianga possuir uma concentracao de albumina acima do normal, estiver

sendo medicada com o uso de acido valproico ou em uso de antibidticos. Resultados
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falso-negativos ocorrem se houver uma concentracao elevada de triglicerideos devido
ao uso de lipidios intravenosos ou concentrado de imunoglobulina319:11,

Em Minas Gerais, um estudo proposto em 2019 denota que a incidéncia
combinada de deficiéncia parcial e profunda de Biotinidase foi estimada em 1: 13.909
nascidos vivos (95% limite de confianca 1:11.235 a 1:17.217), muito mais alto do que
as taxas de incidéncia relatadas em outras popula¢gdes em todo o mundo. O gene com
variantes mais observado foi o gene p.D444H. O sequenciamento do gene da
Biotinidase € uma ferramenta Util para confirmar o diagndstico e fornece informacdes
valiosas sobre variabilidade genética entre diferentes populacdes?,sendo esta uma
ferramenta importante para obter uma melhor compreensao da correlagdo entre
fendtipo bioquimico e gendtipo’s.

A diminuicdo da atividade enzimatica pode sofrer interferéncias, como da
prematuridade da crianca ou disfuncéo hepatica, por exemplo, embora, se todas as
variaveis de andlise estiverem controladas, a chance de ocorrer falso-positivo
ainda € uma realidade. O diagnéstico pré-natal pode ser realizado, quando ha historico
familiar, através de extratos celulares do liquido amniético ou da analise molecular4.

A atividade enzimética classifica a deficiéncia de Biotinidase em parcial, quando
indica entre 10% e 30% do esperado e em profunda, quando apresenta desempenho
inferior a 10% dos valores de referéncia, conforme os dados explicitados na tabela 2.
Além disso, também pode-se mensurar a atividade média da Biotinidase,

enquadrando-a dentro dos perfis para a doenca, conforme a tabela 33151617,

Tabela 1 — Valores de referéncia para triagem neonatal: dosagem quantitativa de Biotinidase, no sangue seco em papel filtro®

Classificagao Valor de Referéncia (hmol/min/dL) *
Normal > 60 nmol/min/dL
Alterado < 60 nmol/min/dL

*Leia-se nanomol por minuto por decilitro

Tabela 2 — Valores de referéncia para dosagem da atividade enzimética quantitativa, confirmatéria da DB2

Classificagao Valor de Referéncia (hmol/min/mL) *
Normal 5,2-9,3 (>30%)
Heterozigose** 21-51

Deficiéncia Parcial 0,8 - 2,1 (10%-30%)
Deficiéncia Profunda < 0,8 (<10%)

*Leia-se nanomol por minuto por mililitro;
** Neste caso, a pessoa tem uma mutacéo para a doenca, mas ndo a doenca.
# valor médio=7,25 <30%=2,1 10%=0,8
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Tabela 3 — Atividade média de Biotinidase para varias categorias de individuos. Adaptado e traduzido da referéncia'®
Atividade média de Biotinidase + SD

Categoria

(nmol/min/ml sérum) (n)
Individuos normais 7.57 £1.41 (100)
Heterozigotos 3.49+0.72 (21)
Individuos afetados (sintomaticos) 0.12 £ 0.18 (23)
Individuos afetados (triagem neonatal) 0.19 £ 0.16 (41)
Individuos com DPaB 1.47 £0.41 (23)

A deficiéncia da vitamina Biotina, se ndo tratada no periodo do segundo ao quinto
més de vida pode acarretar alteragdes como atraso no desenvolvimento, lesdes de
pele, atrofia de nervo Gtico, ataxia, hipotonia, convulsfes, problemas respiratérios, e
perda auditiva. Para os casos de DPB ocorrem erupgdo cutanea eczematosa,
alopécia, conjuntivite, candidiase e ataxia. De acordo com a literatura, ha relatos de
casos confirmados nos quais houve, logo nas primeiras semanas, o0 aparecimento
desses sintomas?®.

O tratamento da DB é realizado por suplementacdo com Biotina na forma
livre, de forma vitalicia. Atualmente estima-se que criancas com DB identificadas pela
triagem neonatal tem 93% de chance de permanecerem assintomaticas apos
administracéo da medicacao®19,

As avaliacfes audiologicas sdo muito importantes, pois a deteccdo e a
intervencdo precoce da perda auditiva em tempo oportuno, que ocorre dentro do
periodo critico de desenvolvimento da fala, linguagem e cognicéo, sdo essenciais para
gue o desempenho individual da crianca seja minimamente afetado.

A perda auditiva (PA) nas criangas sintométicas com DB, que é de origem
autossOmica recessiva, ocorre em aproximadamente 76% dos casos. Apesar da perda
auditiva aparecer em decorréncia do tratamento tardio, ha alguns casos em que a PA
neurossensorial é diagnosticada em recém-nascidos antes do tratamento com a
Biotina?®. Busca-se estudar se ha um componente bioquimico ou genético que se

relacionam aos tipos de perda e o desenvolvimento da audicao.

6.1.4- Métodos

Trata-se de um estudo observacional transversal de amostra ndo probalistica.
Foram recrutadas criancas de até 24 meses de vida, com diagnéstico confirmado de
DB, tanto na forma parcial quanto na profunda, triadas pelo PETN do Estado de Minas
Gerais e atendidas no ambulatério do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina

da UFMG. O principal objetivo desse estudo ¢é avaliar a audi¢cdo de recém-nascidos e
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lactentes até os 24 meses de vida com diagnostico de DB, triados pelo Programa de
Triagem Neonatal (PTN) do Estado de Minas Gerais conduzido pelo Nucleo de Apoio
ao Diagnostico (NUPAD), aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa, sob CAAE
ndmero 19595319.7.0000.5149.

A avaliagdo audiologica foi realizada em uma sala devidamente equipada num
grande complexo hospitalar do Estado de Minas Gerais ap0s a consulta pediatrica no
Ambulatério de Seguimento de Deficiéncia de Biotinidase ja programada a estes
pacientes. Para o recrutamento das criancas, 0s pais ou responsaveis foram
abordados pessoalmente, quando foram informados sobre o carater voluntario da
pesquisa e solicitados a permitir a participacao de seu filho no estudo. Foi entregue o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para participacdo na pesquisa,
antes do inicio dos exames, quando foram explicitados todos os procedimentos a
serem realizados. Os pais ou responséaveis foram entéo solicitados a assinar o TCLE
autorizando a participagéo voluntaria de seu filho no estudo.

Como critérios de inclusdo, considerou-se pacientes com diagnoéstico e em
tratamento da deficiéncia de Biotinidase, triados pelo PETN de Minas Gerais.

Foram excluidos do estudo pacientes cujos pais apresentaram dificuldade de
compreensao do estudo, criancas com fator de risco para deficiéncia auditiva, criancas
qgue falharam na triagem neonatal, maiores de 2 anos de idade ou pacientes que
gue nao colaboraram com a realizagdo dos exames, impossibilitando a aquisicao de
resultados consistentes ou que apresentavam afeccdes de orelha externa e média

vistas a meatoscopia.

O recrutamento de pacientes ocorreu de mar¢co a novembro de 2019 a
novembro de 2021, num total de 42 criancas, de idades diversas, das quais apenas
foram consideradas como participantes menores de 24 meses de vida, uma vez que
a avaliacdo do comportamento auditivo abrange apenas esta faixa etaria. Vale frisar
gue nem todos os participantes foram colaborativos com a realizagcdo de todos os
exames propostos,de modo que apenas nove criangas realizaram EOAT e avaliacao

do comportamento auditivo, compreendendo este a amostra final do estudo.

As EOAT sdo sons de fraca intensidade produzidos pela céclea, que
manifestam como uma onda sonora complexa no meato acustico externo durante
alguns milissegundos. A avaliacdo contempla uma ampla faixa de frequéncia,

predominante de 1 KHz a 5 KHz, por meio de um estimulo acustico breve. A analise
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por banda de frequéncia permite uma nog¢do da funcionalidade das células ciliadas
externas e a presenca das EOAT se da quando a reprodutibilidade e a relacéo

sinal/ruido apresentam valores dentro do esperado?l.

Para avaliacdo do comportamento auditivo foram utilizados os instrumentos
acusticos da banda ritmica (conjunto de instrumentos sonoros que possibilitam
detectar perdas auditivas neurossensoriais de grau moderado a profundo);
audidmetro pediatrico (detecta os niveis minimos de respostas); anamnese infantil

(Anexos 3 e 4) e otoscopio.

ApoOs o preenchimento da anamnese infantil foi realizada a inspecao visual do
meato acustico externo, utilizando-se o otoscopio da marca da marca Heine 2,5V
K100 com o objetivo de visualizar o meato acustico externo e a membrana timpanica,
excluindo-se a presenca de cerimen ou corpo estranho que possam impedir a

realizacdo adequada do exame.

Para as criancas de até 6 meses, a avaliacdo auditiva era realizada com quatro
instrumentos acusticos da bandinha ritmica, sendo eles Guizo Il, Sino, Agogbd grande
e Tambor, cujas caracteristicas acusticas variavam nas frequéncias de 315 Hz a 5000
Hz e intensidade de 90 dBNPS. No momento do teste, a criangca encontrava-se em
estado de alerta e a apresentacdo do som era feita nas duas orelhas separadamente,
a uma distancia de 20 cm perpendicularmente ao pavilhdo auricular, estando a
crianca no colo de um dos pais ou responsavel e com apoio de cabeca. Os estimulos
tinham duracdo de 5 a 10 segundos. Os tipos de respostas observadas eram
registrados no protocolo de avaliacdo do comportamento auditivo. Neste grupo de
criangas nao foi realizada a investigacao dos niveis minimos de respostas com 0 uso

do audidmetro pediatrico.

As criangcas de 6 a 24 meses foram avaliadas dentro de uma sala
acusticamente tratada. Cada crianca foi colocada no colo de um dos pais ou
responsavel, com equipamento a uma distancia de 50 cm de cada orelha. O primeiro
examinador ficou atrds da crianca operando o audidémetro pediatrico e o segundo
examinador ficou de frente para o participante realizando a técnica de distragdo. A
sala de teste era desprovida de estimulos visuais que poderiam se tornar competitivos.
A intensidade minima que ocorria a resposta em cada frequéncia era registada no
protocolo de avaliagdo do comportamento auditivo. Para esta pesquisa 0s seguintes

parametros foram utilizados:
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o tipo de resposta considerada foi de localizag&o sonora;

o tempo de apresentagéo do estimulo de 5 segundos;

o tempo de intervalo para a resposta de aproximadamente 5 segundos;

o tipo de sinal selecionado foi o warble (tom puro modulado).

Como Uultima etapa da avaliacdo foi realizado o teste de reconhecimento de
comandos verbais, que era composta de ordens simples direcionadas a crianca.
Nesse momento, eram avaliadas apenas criancas com idade entre 9 e 24 meses. A
classificacdo para essa prova compreendia trés niveis:

e Nivel | (9 a 12 meses): “da tchau/ joga beijo/ bate palma”

e Nivel Il (12 a 15 meses): “cadé a chupeta?/ cadé a mamae?/ cadé o sapato?”

e Nivel lll (15 a 24 meses): “cadé a mao?/ cadé o cabelo?/ cadé o pé?”

O critério “passou-falhou” baseou-se na presenca ou auséncia de respostas

motoras previamente definidas das criangas frente aos estimulos sonoros.

Em relacdo ao desenvolvimento auditivo (Figura 1), a classificacdo da crianca
guanto ao seu desempenho, dentro, abaixo ou acima do esperado, era feita por meio
da resposta apresentada, levando em conta sua faixa etaria. Os critérios adotados
para os tipos de respostas foram os propostos por Northern& Downs?? como: atencéo,
procura da fonte, localizacao lateral, localizacdo indireta para baixo, localizacao direta
para baixo, localizac&o indireta para cima e localizacao direta para cima.
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Neonato 03 - 04 meses 04 - 07 meses

Comeca a voltar a cabega i
r n ! Localiza apenas para o lado
Desperta do sono rudimentarmente P P

S

07 - 09 meses 09 - 13 meses 13 - 16 meses
Localiza para o lado e para Localiza para o lado e para Localiza para o lado, para baixo
baixo indiretamente baixo (bem rapido) e indiretamente para cima

16 - 21 Meses 21 - 24 meses
Localiza diretamente todos Localiza diretamente os sons
0s sinais, para os lados, em qualquer angulo

para cima e para baixo

Figura 1 - Desenvolvimento normal do comportamento auditivo segundo Northern&Downs (1991)%

Na avaliacdo das criancas de 6 a 24 meses eram apresentados 0S mesmos
quatros instrumentos acusticos do outro grupo de criancas, sendo eles Guizo Il, Sino,
Agog0 grande e Tambor. A crianga em estado alerta sentada sobre o colo de um dos
pais ou responsavel, de frente para um dos examinadores, que distraia a crianga
enquanto o outro examinador, atrds da crianca, apresentava os estimulos sonoros

num angulo de 45 graus em relacéo a orelha da crianca, seguindo a ordem:

e 50 cm abaixo da orelha direita,

¢ 50 cm abaixo da orelha esquerda,

¢ 50 cm acima da orelha esquerda,

e 50 cm acima da orelha direita.

Para a pesquisa do reflexo cocleo-palpebral (RCP) foi o utilizado o instrumento
sonoro Prato, que apresenta como caracteristicas acusticas frequéncia de 2500 Hz e
intensidade de 90 dBNPS. A resposta para o estimulo era classificada como presente
ou ausente. Durante a avaliacdo também foi observado se houve presenca ou ndo do

reflexo de Startle.
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Todos os dados obtidos foram analisados, organizados em um banco de dados
e posteriormente submetidos a andlise estatistica. O software escolhido paraa
analise descritiva foi 0 SPSS 25.0 para variaveis de amostra isolada, como média,
mediana e comparacao de variaveis de interesse, considerando o indice de confianca
de 95%.

6.1.5 - Resultados

A amostra contou com 6 meninas e 3 meninos, com idade compreendida
entre 3 e 24 meses (média de idade 11,6 meses). A média de idade ao diagndstico e
inicio do tratamento foi de 34,5 e a mediana foi 23 dias, variando de 9 dias a 2 meses
de vida. Entre 0s nove participantes, apenas um deles apresentava DB na forma
profunda, os demais, na forma parcial. A analise dos dados da amostra evidencia que
os participantes foram submetidos ao tratamento com reposicéo de Biotina de acordo
com os dados da tabela 4, uma vez que o tratamento € instituido assim que firmado o
diagndstico. Por ndo se tratar de uma doenca que se relaciona ao cromossomo X, 0

acometimento de individuos do sexo masculino e feminino se da de forma aleatdria.

Tabela 4 — Média de idade do diagndstico e da realizacdo das avaliacdes auditivas propostas, de acordo com 0 sexo

Idade ao Idade no Exame
Sexo N . P .
Diagndstico (em dias) (em meses)
Média Mediana Média Mediana
Masculino 3 32 24 16,3 12
Feminino 6 34 21 6 8

Legenda: N: nimero de participantes

Tendo como amostra final nove pacientes, das 18 orelhas submetidas a
avaliacdo, 100% delas apresentavam EOAT presentes. Ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre as bandas de frequéncia observadas nos
participantes entre orelhas direita e esquerda. Em todos os pacientes, a conclusao

do exame de EOAT foi normal.

Tabela 5 — Comparacédo das bandas de frequéncia entre orelhas direita e esquerda dos participantes.

Orelha N 1000Hz 1410Hz 2000Hz 2830Hz 4000Hz

Direita 9 11,76 13,21 14,59 15,48 14,2
Esquerda 9 16,01 16,61 13,97 16,39 11,38

p-valor 0,929 0,220 0,260 0,164 0,233

Legenda: N: nimero de participantes; p-valor: VValor de p encontrado (Teste exato de Fisher).
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6.1.6 - Discussao

No presente estudo, todas as criancas submetidas a avaliacdo do
comportamento auditivo ja se encontravam em tratamento e faziam uso diario da dose
recomendada de Biotina. A amostra teve média de idade de inicio de tratamento de
34,5 dias e mediana de 23 dias uma vez que ao realizar o diagndstico, o tratamento
ja se inicia de imediato, conforme evidenciado na tabela 4. Nao foram, contudo,
evidenciadas alterac6es no comportamento auditivo e as EOAT foram tidas como
presentes em todos os pacientes com deficiéncia de Biotinidase estudados.

Os sintomas da deficiéncia profunda de Biotinidase, se ndo tratados, podem
manifestar-se em alteracfes graves e irreversiveis, tais como neurolégicas, perda
auditiva e comprometimento da visdo. A DB e sua relacdo com a perda auditiva foi
relatada primeiramente por Wolf et al. (1983)23 nos Estados Unidos da América (EUA)
como um achado incomum em trés criancas em tratamento com Biotina. O autor relata
gue a principal hipétese € o acumulo de peptideos de Biotina (s-N- biotinyl-L-lisina) e
demais erros inatos do metabolismo, uma vez que o tratamento por meio da
suplementacéo ndo mostrou interferir no desaparecimento do sintoma?3, Este achado
corrobora com o estudo de caso proposto por Taitz et al. (1985)?* no Reino Unido, no
qual foi observado que a baixa de Biotina associada a DB leva a altera¢des visuais
e auditivas, e os sintomas apareceram em média em torno do primeiro ano de vida?3.

A ocorréncia da perda auditiva relacionada a DPB foi observada no estudo de
Wolf et al. (2002)?° com 33 criancas de 29 familias, identificadas pela triagem
neonatal, nos EUA. Do total de criancas, nenhuma apresentou sintomas auditivos,
mas por meio da avaliacdo audiolégica do potencial evocado de tronco encefalico e
audiometria, 25 criancas apresentaram PA neurossensorial de grau leve a severo,
tendo aproximadamente, 75% das criancas diagnosticadas com DPB e algum grau de
perda auditiva. Observou-se que a média de idade do inicio dos sintomas nas criangas
com PA foi de 9,6 meses e o tratamento foi iniciado em 27,9 meses. Houve elevada
incidéncia dos problemas de aprendizado e linguagem nas criancas com perda
auditiva, cerca de 78 e 70%, e nas criancas sem perda auditiva, cerca de 62 e 50%.
As configuracdes audiométricas na maioria das criancas com DPB, apds tratamento,
néo foram progressivas?®.

No presente estudo, todas as criancas submetidas a avaliagdo do

comportamento auditivo ja se encontravam em tratamento e faziam uso diario da
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Biotina. A fim de determinar a participagdo enzimética e a concentragédo de Biotina no
cérebro e nas vias auditivas, um estudo realizado por Heller et al. (2002)%°>com
camundongos relatou o ciclo quimico da enzima. A Biotina € uma vitamina
hidrossoluvel que é covalentemente ligada a quatro carboxilases que séo essenciais
para a sintese de acidos graxos, catabolismo de aminoacidos e glicogénese. As
holocarboxilases (aminoacidos) sdo degradadas e a Biotina é liberada em forma de
biocitina (biotil-O-lisina) ou em forma de peptideos?. No referido estudo, foram
realizadas seccfes de tecido cerebral do talamo, mesencéfalo, cértex frontal, cortex
posterior, hipocampo, corte enterorrinal, bulbo olfatério, ponte, medula e medula
espinhal dos camundongos, onde foram extraidos o RNA do exon 42, que expressam
a Biotinidase em humanos e nos camundongos. Utilizando a técnica de coloracéo
imuno-histoquimica leve, a Biotinidase foi localizada em todas as regides previamente
seccionadas e testadas, porém, em baixa concentracdo. Além dessas estruturas,
houve coloracdo de neurdnios sensoriais do ganglio espiral, no citoplasma dos
dendritos de neurénios dos nucleos cocleares dorsal e ventral bem como do complexo
olivar superior, indicando maior concentracao e atividade enzimatica na céclea (CCI)
e nas principais vias auditivas?®>. Em relagdo ao tratamento, o estudo revela que a
Biotina pode retardar a lesdo nas vias auditivas ou estabilizar as alteracbes, o que
foi citado nos demais estudos usados de base tedrica nesse trabalho’:26.27. 28,

Na amostra observada no presente estudo, ndo foram evidenciadas alteracdes
nas EOAT dos participantes, também néo foram encontradas diferencas estatisticas
das amplitudes de resposta por banda de frequéncia em relagéo as orelhas. N&do foram
encontrados estudos na literatura para corroborar esses achados.

Segundo Northern&Downs?®, na avaliacdo do comportamento auditivo,
realizada com os instrumentos acusticos, notou-se que todas as criancas estudadas
nado apresentaram quaisquer alteracdes, em relagdo as respostas de localizagédo
auditiva quando comparadas com os parametros delineados. Todavia, na amostra do
presente estudo, observou-se que com criancas de idade superior a um ano
necessitaram de maior tempo de condicionamento, apresentando agitacdo e tempo
de atencdo reduzido. Nessas criangas foi necessario maior numero de interrupgdes
no exame, porém essas variagdes nao interferiram nas respostas obtidas, que se

encontraram dentro do padrédo de normalidade.
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Um grande entrave e ao mesmo tempo potencializador deste estudo é a
escassez de estudos semelhantes na literatura, dando a ele certo grau de pioneirismo
no tema.

O diagndstico precoce e a instauracdo do tratamento o quanto antes séao a
forma mais efetiva de se prevenir a perda auditiva em criangas com DB. Isso evidencia
a importancia dos programas de triagem neonatal. O diagndstico tardio da DB
acomete as vias auditivas de tal forma que a perda auditiva se apresenta irreversivel,
conforme relato de caso de Welling et al*® que acompanhou a audicéo de uma crianca
com DB durante dez anos por meio de audiometria. A crian¢ca aos 16 meses, quando
foi diagnosticada, apresentava perda auditiva discreta sendo iniciada a
suplementacdo. Durante o seguimento por nove anos, a crianga evoluiu para perda
de grau moderado e apresentou grau profundo, bilateralmente, em altas frequéncias
aos 10 anos de idade. Em relato de caso similar, Tsao et al.?® relataram o caso de
uma crianca com DPB, no qual os pais possuiam atividade enzimética de individuos
heterozigotos. A crianga apresentou episddio de ataxia aos 17 meses e aos 19 meses
houve piora da marcha, malformacao de Chiari | e diagnostico de PA neurossensorial
moderada bilateral. Apds 8 meses de tratamento com 5mg diarios de Biotina, pode-se
observar remissdo dos sintomas inclusive da perda auditiva, pois a crianga
apresentou limiares auditivos normais?®.Todos os sintomas foram cessados apés
suplementacdoda Biotina. Em especifico, o estudo além de relatar as alteracoes,
salienta a necessidade de estudos amplos populacionais para novas mutagcdes uma
vez que com a situacao territorial e econdmica, cada vez mais ha aumento de
imigrantes, favorecendo essa miscelanea génica.

O teste do pezinho, que € um dos quatro exames realizados na triagem
neonatal, € o responsavel por diagnosticar a deficiéncia da Biotinidase. O teste esta
disponivel no Brasil, distribuido na rede de Atencao Bésica, Hospitais e Maternidades.
O recomendado é que o teste seja feito entre o0 3° e 0 5° dia de vida do recém-
nascido?’. A triagem neonatal é essencial para diagnéstico precoce de DB, bem como
para suplementacdo adequada, a fim de minimizar ou erradicar os sintomas. Apesar
de se apresentar como uma desordem metabdlica rara, a incidéncia da doenca é
bastante significativa e as alteracdes provocadas sdo muito graves se néo tratadas,
como alteracdes neuroldgicas, perda auditiva e comprometimento da visdo3?’.

Os dados obtidos no presente estudo indicam que criancas com a DB que

contemplaram a amostra e foram suplementadas com Biotina, ndo apresentaram PA.
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Estudos adicionais de criancas com a DB sdo necessérios para confirmar essas
relacdes.

O estudo apresenta limitagcdes, principalmente ligadas ao nimero pequeno da
amostra, contudo os achados poderdo subsidiar novos estudos que contemplem
esta tematica. Destaca-se a importancia da avaliagcao audioldgica na infancia feita pela
Fonoaudiologia, ndo apenas nesse grupo especifico, mas em todas as criancas,
visando melhorar a qualidade de vida, e realizando a intervencéo precoce quando

necessario, proporcionando um desenvolvimento seguro e saudavel.
6.1.7- Concluséao

Criancas até os 24 meses de vida diagnosticadas com Deficiéncia de
Biotinidase e em tratamento, independente desta ser na forma parcial ou profunda,
apresentam avaliacdo auditiva comportamental adequada para a idade e presenca
de EmissGes OtoacuUsticas Transientes. Estudos prospectivos de seguimento
longitudinal desses pacientes e outros exames audiolégicos sdo necessarios para
avaliar possiveis comprometimentos na via auditiva periférica e central e como se

comporta a PA nestes pacientes, se de modo progressivo ou nao.
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6.2- Artigo 2: Avaliacdo Audiologica em Pacientes com Deficiéncia de

Biotinidase Parcial e Profunda, em Tratamento

Audiological Assessment in Patients with Biotinidase Deficiency, either in the

Partial or Deep form, in Treatment

6.2.1- Resumo

Introducéo: A deficiéncia da Biotinidase (DB) é uma doenca de heranca autossémica
recessiva que ocorre pela falha na reciclagem da vitamina do complexo B (Biotina,
vitamina B7 ou Vitamina H). O tratamento da DB é realizado por suplementagdo com
Biotina na forma livre, de forma vitalicia. Atualmente estima-se que criancas com DB
identificadas pela triagem neonatal tem 93% de chance de permanecerem
assintomaticas apos administracdo da medicacdo. A deficiéncia da vitamina Biotina,
se ndo tratada no periodo do segundo ao quinto més de vida pode acarretar varias
alteracdes, dentre elas, perda auditiva. O principal objetivo deste estudo é avaliar a
audicdo de criancas com diagnostico de DB. Métodos: Estudo observacional
transversal de amostra ndo probabilistica composta por criancas triadas pelo
Programa de Triagem Neonatal do estado de Minas Gerais. Foram realizados os
seguintes exames: Avaliacdo do comportamento Auditivo, Avaliagdo pelo Audiémetro
Pediatrico, Emissdes Otoacusticas Transientes (EOAT) e Audiometria Tonal Limiar,
conforme a idade dos participantes. Resultados: A amostra final contou com 39
participantes, dos quais trés apresentavam a doenca na forma profunda, sendo 19 do
sexo masculino e 20 do sexo feminino, com mediana de idade de 82 meses. A
mediana de idade ao diagndstico e inicio do uso da Biotina foi de 29 dias. Em todos
0S exames propostos, todos o0s participantes tiveram resposta adequada e Emissoes
Otoacusticas Transientes presentes. Nao houve diferenca estatisticamente
significante entre as bandas de frequéncia observadas entre os participantes entre
orelhas direita e esquerda entre quaisquer grupos pareados. Discussao: A incidéncia
da DB é significativa e as alteragBes provocadas sdo muito severas se nao tratadas.
Concluséo: Criangcas com DB profunda ou parcial, em tratamento com Biotina, n&do

apresentaram alteracdes auditivas.

Descritores: Perda auditiva, Triagem neonatal, Deficiéncia de Biotinidase,

Transtornos da audicao
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6.2.2- Abstract

Introduction: Biotinidase (DB) deficiency is an autosomal recessive disease that
occurs due to the failure to recycle the B complex vitamin (biotin, vitamin B7 or Vitamin
H). The treatment of BD is carried out by supplementation with free biotin, for life. It is
currently estimated that children with BD identified by neonatal screening have a 93%
chance of remaining asymptomatic after medication administration. Biotin vitamin
deficiency, if not treated in the second to fifth month of life, can cause several changes,
including hearing loss. The main objective of this study is to assess the hearing of
children diagnosed with BD. Methods: Cross-sectional observational study of a non-
probabilistic sample composed of children screened by the Neonatal Screening
Program of the state of Minas Gerais. The following tests were performed: Auditory
Behavior Assessment, Pediatric Audiometer Assessment and Transient Otoacoustic
Emissions (TOAE) and Threshold Tonal Audiometry, according to the age of the
participants. Results: The final sample had 38 participants, 2 with the disease in the
deep form, 17 males and 21 females, with a median age of 82 months. The median
age at diagnosis and onset of biotin use was 29 days. In all the tests proposed, all
participants had an adequate response and Transient Otoacoustic Emissions were
present. There was no statistically significant difference between the frequency bands
observed between participants between right and left ears between any paired groups.
Discussion: The incidence of BD is significant and the consequences may be very
severe if not treated. Conclusion: In this study, children diagnosed with BD, profound
or partial, undergoing treatment with biotin, did not present hearing changes.

Key words: Hearing loss, Neonatal screening, Biotinidase deficiency, Hearing

disorders.
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6.2.3. Introducao

A deficiéncia da Biotinidase (DB) € uma doenca de heranca autossdmica
recessiva que ocorre pela falha na reciclagem da vitamina do complexo B (Biotina,
vitamina B7 ou Vitamina H). A Biotinidase (biotin-amido-hidrolase) (EC3.5.1.12) é a
enzima que recicla a Biotina, que pode ser obtida por meio dos alimentos, pela
reciclagem apoOs seu uso pelo organismo ou através da producdo da microbiota
intestinal®.

A incidéncia mundial da DB ocorre em 1 a cada 61.000 nos casos de profunda
e parcial combinadas, 1 a cada 137.000 para DB profunda e 1 a cada 110.000 para
deficiéncia parcial de Biotinidase?. Nacionalmente ha dois estudos recentes que
classificam a incidéncia da doenca. Em estudo piloto realizado pelo laboratério do
Nucleo de AcbBes e Pesquisas em Apoio Diagnostico (NUPAD) da Universidade
Federal de Minas Gerais, nos anos de 2007 e 2008 revelou que as duas formas da
doenca combinadas ocorrem em 1 a cada 22 mil recém-nascidos vivos3.Em 2010,
foram triados 182.942 recém-nascidos vivos através do Programa Estadual de
Triagem Neonatal (PETN) e a prevaléncia de doencga parcial da Biotinidase foi de
1:18.289 nascidos vivos, sem caso de deficiéncia profunda da Biotinidase*®.

A Biotina é adquirida através da dieta livre e pode ser usada pelos quatro tipos
de carboxilases que a utilizam para converter sua forma inativa para ativa no
organismo®, e a DB pode se apresentar de duas formas: como deficiéncia profunda
de Biotinidase (DPB), no qual dentro dos parametros genéticos de normalidade a
atividade enzimética é inferior a 10%, ou se apresentar como deficiéncia parcial de
Biotinidase (DPaB), no qual a atividade enzimatica encontra-se entre 10 e 30%2. As
alteracdes genéticas ocorrem predominantemente, de maneira heterozigota, através
do bragco curto do cromossomo 3 (39g25) mapeado no gene BTD:6090109.
Geneticamente, a incidéncia da doenca tem variabilidade de acordo com fatores
principalmente culturais da populagédo estudada, uma vez que a consanguinidade
ocorre em 20% dos casos3. O gene humano que codifica a Biotinidase consiste no
exon 4, nos tamanhos 79pb, 265 pb, 150 pb e 1,502 pb2.

Atualmente, mais de 150 tipos de mutacdes foram relatados na literatura em
criancas com DPB*5. As mutacGes podem ser mexesse (c.1612C>T, p.Arg538Cys),
gue ocorre nas regides conservadas da enzima e ou da estrutura terciaria da enzima

e é a segunda causa mais comum de DPB; ou nonsense, delecao, insercéo, duplo-
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alélico e mutacdes de juncdo. Sabe-se que as combinac¢des de mutacdes diferentes
representam em 60% os fatores causadores da DPaB e DB5,%’. Algumas mutacdes
guando combinadas podem manifestar a DB, como é o caso da mutacao p.Asp444His,
que é identificada em 98% dos individuos heterozigotos com DPaB. Os individuos que
sdo homozigotos para esta mutagdo possuem 50% da dosagem sérica normal para a
deficiéncia®®. A deficiéncia da Biotinidase néo é resultante de um espectro continuo
da atividade residual, mas sim de uma distribuicdo bifasica da atividade.

Em Minas Gerais, um estudo proposto em 2019 denota que a incidéncia
combinada de DB foi estimada em 1: 13.909 nascidos vivos (95% limite de confianga
1:11.235-1:17.217), muito mais alto do que as taxas de incidéncia relatadas em outras
populacdes em todo o mundo, tendo o0 gene com variantes mais observado o
p.D444H. O sequenciamento do gene da Biotinidase é uma ferramenta atil para
confirmar o diagnéstico e fornece informacdes valiosas sobre variabilidade genética
entre diferentes populacdes!®, sendo esta uma ferramenta importante para obter uma
melhor compreenséo da correlacéo entre fendtipo bioguimico e gendtipo™.

Hoje em dia, o diagnostico da DB integra os programas nacionais de triagem
neonatal de paises como EUA, Canadé, Holanda e Emirados Arabes21314, No Brasil,
desde 2012 a DB é parte integrante do Programa Nacional de Triagem Neonatal, e é
classificada em profunda e parcial de acordo com suas atividades heterozigéticas*>.
O diagnéstico acontece através do método de colorimetria quantitativa, que mensura
a atividade da Biotinidase, através da amostra do sangue seco do recém-nascido em

papel filtro saturado (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores de referéncia para triagem neonatal: dosagem quantitativa de Biotinidase, no sangue seco em papel filtro®

Classificagao Valor de Referéncia (hmol/min/dL) *
Normal > 60 nmol/min/dL
Alterado < 60 nmol/min/dL

*Leia-se nanomol por minuto por decilitro

Os substratos utilizados podem ser biotinil-p-aminobenzoato ou o biotinil-6-
aminoquinolina. O exame falso-positivo pode ocorrer se a crianga possuir uma
concentragédo de albumina acima do normal estiver sendo medicada com o uso de
acido valproico ou antibiéticos. Resultados falso-negativos ocorrem se houver uma
concentracao elevada de triglicerideos decorrentes ao uso de lipidios intravenosos ou
concentrado de imunoglobulina. A diminuicdo enzimatica da atividade pode sofrer

interferéncia da prematuridade ou disfungcé@o hepética, embora, se todas as variaveis
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de analise estiverem controladas, a chance de ocorrer falso-positivo é uma realidade.
O diagnéstico pré-natal pode ser realizado, quando ha histdrico familiar, através de
extratos celulares do liquido amniotico ou da analise molecular. A atividade enzimatica
classifica em deficiéncia parcial, quando indica entre 10% e 30% do esperado e em
deficiéncia profunda, quando apresenta desempenho inferior a 10% dos valores de
referéncia®1718,

Atualmente ha uma proposta realizada pela American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) que dispde diretrizes basicas a serem seguidas, de
forma voluntéria, pelos geneticistas e laboratérios a fim de atribuir qualidade na
quantificacdo dos dados diagnosticos da DB. Dessa forma, sdo propostos nove

passos, que devem ser seguidos durante o periodo de diagnéstico!® (Tabela 2).

Tabela 2 — Guidelines segundo recomendacdo da American College of Medical Genetic and Genomics’®.

Proposta de Avaliagdo da DB segundo ACMG

Sequéncia Descrigéo

Calibracédo e Quantificacéo Avaliag&o do controle de qualidade por meio do substrato
de Biotina e acido Biotina amidoenzoico a fim de diminuir

os resultados falsos-positivos?0:21:22,

Intervalos de Referéncia Atribuir valores individuais e intervalos de referéncia de
individuos, atualizados a cada amostra de recém-nascido,
com a atividade normal, intermediéria, parcial ou profunda
da Biotinidase?3. (Tabela 4)

Treinamento dos técnicos Prop8e treinamento técnico dos trabalhadores e a
necessidade deste laboratdrio ter uma equipe associada a
pesquisas clinicas.

Preparacdo simples Dispfe que para os testes enzimaticos as amostras de
soro ou plasma devem ser descongeladas imediatamente

antes da analise, sendo esta a Unica etapa do teste.

Anélise dos métodos Sugere que todos os individuos afetados tenham
sequenciamento de DNA como parte do teste
confirmatério, uma vez que ha variagées na correlagéo
entre as atividades enzimaticas do recém-nascido e dos

pais?.

Controle de qualidade Propde o controle das amostras coletadas, que devem ser
preparados a 60°C durante uma hora. O armazenamento
devera ser feito em aliquotas a -80°C. Dispde ainda sobre
as avaliacOes diagnésticas, onde deverao ser testadas a
reacdo a substancia que podem causar resultados falso

negativo 2.

Proeficiéncia do teste Refere sobre o melhor tipo de diagndstico, que devera ser

feito através da Triagem Neonatal bem como realizar
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novamente a andlise das amostras periodicamente 26,

Interpretacéo Dispde que para a interpretacdo do teste os valores
devem estar:

1- Entre 10% e 30% da atividade normal média é
indicativo de deficiéncia parcial.

2- Abaixo de 10% da atividade normal média é
indicativo de deficiéncia profunda.

3- A atividade enzimatica do recém-nascido
aumenta ao longo dos primeiros dias até as
primeiras semanas de vida. Portanto criancas
com 50 a 70% da média de atividade normal ndo
requer novo teste em data posterior.

4- Para melhor controle destas variaveis, é sugerido
gue seja determinado as atividades enzimaticas
em amostras de controle normal e em ambos os

pais!8:27,

Relatar o caso Os casos identificados deverdo ser relatados pelos
laborat6rios de Genética (de acordo com as normas da
CLIA e padrbes da ACMG) contendo dados da atividade
enzimatica da Biotinidase, unidades de medida, intervalo
de referéncia e a interpretagdo. Deverd ser realizado
também instrucdes de acompanhamento, incluindo

encaminhamentos necessarios.

A deficiéncia da Biotina, se ndo tratada no periodo do segundo ao quinto més
de vida pode acarretar alteragcdes como atraso no desenvolvimento, alopecia, lesdes
de pele, atrofia de nervo 6tico, ataxia, hipotonia, convulsées, problemas respiratorios,
como hiperventilacdo, estridor laringeo, apneia e perda auditiva. Para os casos de
DPB ocorrem erupgcdo cutanea eczematosa, alopecia, conjuntivite, candidiase e
ataxia. De acordo com a literatura, ha relatos de casos confirmados no qual houve,
nas primeiras semanas de vida, alguns desses sintomas?®.

O tratamento da DB é realizado por suplementacéo com Biotina na forma livre,
de forma vitalicia. Atualmente estima-se que criangcas com DB identificadas pela
triagem neonatal tem 93% de chance de permanecerem assintomaticas apos
administracdo da medicacgéo?2°:30:31,

O tratamento € eficiente, mas controverso em alguns estudos da literatura
quando se diferencia DPB e DPaB >1820.26:32 Alguns estudos mostram que o resultado
das medic¢bes séricas de Biotinidase em criangas com DB profunda ou parcial indicam

7

que o tratamento com Biotina é satisfatério na prevencdo de alguns sintomas.
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Entretanto, foi observado que criancas com DPB que possuem menos de 1% de
atividade enzimética devem ser tratadas com Biotina, mas as criangas que possuem
>1% a 10% de atividade enzimatica podem nao precisar de tratamento. Porém, uma
crianca com 1% —10% de atividade da Biotinidase tem a mesma probabilidade de
desenvolver os sintomas. Por outro lado, outros estudos recomendam que todas as
criancas com DB, independentemente da atividade enzimética, devem ser tratadas
com Biotina®3,

A deteccao e a intervencdo precoce da perda auditiva, que ocorre dentro do
periodo critico de desenvolvimento da fala, linguagem e cognicéo, sdo essenciais para
gue o desempenho individual da crianga seja minimamente afetado, independente do

tipo da perda auditiva (Tabelas 3, 4 e 5).

Tabela 3 — Desenvolvimento Auditivo Normal na Infancia®*.

Idade (Meses) Desenvolvimento Normal

0-4 Deve reagir a sons altos, acalma-se a voz da
mae, interromper atividades momentaneamente
durante a apresentacdo de som em niveis de

conversagao.

5-6 Deve localizar corretamente o som apresentado
em um plano horizontal, iniciar a imitar sons em
repertério proprio da fala ou pelo menos vocalizar

reciprocamente com um adulto.

7-12 Deve localizar corretamente o som apresentado
em qualquer plano, deve responder ao nome,

mesmo quando falado baixo.

13-15 Deve apontar em dire¢cdo a um som inesperado
ou objetos familiares ou pessoas quando

solicitado

16-18 Deve seguir instrugcfes simples, sem gestos ou
indicacbes visuais; pode ser treinado para
alcancar um brinquedo interessante, quando um

som é apresentado.

19-24 Deve apontar para partes do corpo quando
solicitado; com cerca de 21 meses podem ser

treinados para realizar audiometria condicionada.

Tabela 4 — Recomendacdes para Criancas com Desenvolvimento Anormal da Fala®.,
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Idade (Meses) Critérios para Investigacado de Criancas com

Atraso de Fala

12 N&o balbucia ou imita voz

18 N&o fala palavras isoladas

24 Vocabulario de palavras unicas < 10 palavras
30 Menos que 100 palavras; sem evidéncia de

combinacédo de 2 palavras; ininteligivel

36 Menos que 200 palavras; ndo utiliza frases

telegraficas; clareza <50%

48 Menos que 600 palavras; nao utiliza frases

simples; clareza <80%

No mundo, a maioria das criancas € identificada com perda auditiva congénita
a partir da triagem auditiva neonatal (TAN), porém a perda auditiva (PA) em criancas
pode ocorrer de forma adquirida, progressiva ou de inicio tardio®>%. Portanto, se ao
nascimento ha deteccdo de indicadores de risco para tal alteracdo € necessario que
seja realizada avaliacdo audioldgica preferencialmente nos primeiros dias de vida, na
maternidade, ou até o primeiro més de vida dos recém-nascidos, ou até o terceiro més
de vida dos lactentes, em idade corrigida. Deve-se levar em consideragdo os recém-
nascidos prematuros e 0s que permaneceram por longos periodos no hospital. Antes
da implementacao da DB na triagem neonatal, a DPaB era desconhecida. Em estudo
realizado nos Estados Unidos da América (EUA) todas as 16 criancas triadas
apresentaram DPaB. Destas criancas, com excecdo de uma que desenvolveu
sintomatologia, todas permaneceram assintomaticas ou estas alteracbes se
apresentaram de forma discreta e inespecifica. O diagnostico de DPaB, nessas

criancas, provavelmente néo teria sido feito se nédo fosse pela triagem neonatal®536.

Tabela 5 — Marcos de Desenvolvimento para Comunicacéo e Linguagem®’.

Média da idade de ) )
Etapa o Implicagdes Evolutivas
Aquisicao (Meses)

Sorri em resposta a rostos 15 Crianca socialmente mais
e vozes ’ participante
Balbucia monossilabos 6 Experimenta sons e sensag0es tateis
Inibe-se com “néao” 7 Responde a sons
Segue uma ordem com o
7 Comunicacdo nao verbal
gestos
Segue uma ordem sem o
10 Receptiva a linguagem oral

gesticular
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Fala a primeira palavra

o 12 Inicio da lalagéo
com significado

Aguisi¢cdo de nomes pessoais e de

Fala 4—6 palavras 15 .
objetos
Aquisicdo de nomes pessoais e de
Fala 10-15 palavras 18 .
objetos
Inicio da gramatizacéo corresponde
Fala frases de 2 palavras 19 a um vocabulario com mais de 50

palavras

ApOGs avaliagdo auditiva por meio da TAN, todas as criangas deverdo ser
encaminhadas, mesmo aquelas que possuem resultados satisfatérios na triagem,
porém possuem indicadores de risco para PA, a fim de realizar monitoramento auditivo
por meio da avaliacdo audiolégica, no periodo entre 7 e 12 meses na atencéo
especializada. No caso da perda auditiva do tipo condutiva ou mista, a crianca
permanece em acompanhamento otorrinolaringolégico e audiologico. Se a perda for
neurossensorial, a crianca sera acompanhada para realizacdo do diagndstico,
conduta e reabilitac&o®536:38,

A PA nas criancas sintomaticas com DPB, que é de origem autossémica
recessiva, ocorre em aproximadamente 76% dos casos. Apesar da PA apresentar-se
como um sintoma em decorréncia do tratamento tardio, ha alguns casos em que a PA
neurossensorial é diagnosticada em RN antes do tratamento com a Biotina. Busca-se
estudar se ha um componente bioquimico ou genético que se relacionam com 0s tipos
de perda e o desenvolvimento da audigdo3637:38,

Dessa forma, a DB preenche critérios revisados de Wilson & Jungir para ser
incluida na triagem neonatal?:

e Os pacientes afetados ndo mostram sinais clinicos nesse periodo da vida,

e E uma doenca com alta morbidade e mortalidade;

e Nao é uma doencga extremamente rara.

e Possui um tratamento simples e efetivo, que modifica a histéria natural da
doenca.

Considerando que pacientes com DB podem apresentar alteracfes auditivas,
o principal objetivo desse estudo foi avaliar a audicdo dos pacientes com diagnostico

de DB na forma parcial e profunda, em tratamento.
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6.2.4- Métodos

Trata-se de um estudo observacional transversal de amostra ndo probalistica.
Foram recrutadas criancas, com diagnostico confirmado de DB, tanto na forma parcial
qguanto na profunda, triadas pelo PETN do Estado de Minas Gerais e atendidas no
ambulatério de um grande complexo hospitalar do estado de Minas Gerais. O estudo
foi aprovado pelo Comité de FEtica e Pesquisa, sob CAAE nimero
19595319.7.0000.5149.

A avaliacdo audioldgica foi realizada em uma sala devidamente equipada num
grande centro hospitalar de Minas Gerais, apds a consulta pediatrica do servico
especial de genética jA programada a estes pacientes. Para o recrutamento das
criancas, 0s pais ou responsaveis foram abordados pessoalmente, quando foram
informados sobre o carater voluntario da pesquisa e solicitados a permitir a
participagcéo de seu filho no estudo. Foi entregue o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) para participacdo na pesquisa, antes do inicio dos exames,
guando foram explicitados todos os procedimentos a serem realizados. Os pais
ou responsaveis foram entdo solicitados a assinar o TCLE autorizando a participacao
voluntaria de seu filho no estudo.

Como critérios de inclusdo, considerou-se pacientes com diagnostico e em
tratamento da deficiéncia de Biotinidase, cujos pais ou responsaveis concordaram
com a participacdo voluntaria e assinaram o Termo de Consentimento Livre
Esclarecido (TCLE). Foram excluidos desta pesquisa pacientes cujos pais
apresentaram dificuldade de compreenséao do estudo, pacientes que apresentavam
afeccdes de orelha externa e média identificadas a meatoscopia, ou participantes
cujas avaliacGes auditivas ndo foram realizadas de maneira completa ou com
respostas consistentes.

O recrutamento de pacientes ocorreu de marco de 2019 a novembro de
2021, num total de 42 criancas, de idades diversas. Depois de aplicados os critérios
de excluséo, vale frisar que todos os participantes foram colaborativos com a
realizacdo dos exames propostos de modo que foram realizados apenas 0s exames
e avaliacbes em que a crianca se portou de forma satisfatoria para a obtencédo de
dados fidedignos. Desta forma, a amostra final contou com 39 participantes.

Vale salientar que nenhum tipo de medicacao ou sedativo fora ministrado em

nenhum paciente com o intuito de deixa-los mais cooperativos com a realizacao dos
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exames e da avaliacdo audiologica, valendo-nos apenas do manejo destas criangas,
principalmente junto aos pais e responsaveis, e de sua participagao.

As avaliacOes auditivas foram realizadas de acordo com a idade de cada
crianca e considerando o seu estado fisico para a obtencao de respostas consistentes.
Assim, preconizou-se a realizagdo de EOAT em todas as criancas, criancas de até 24
meses de idade foram submetidas a Avaliagdo do Comportamento Auditivo e
Avaliacdo por meio do Audidbmetro Pediatrico e em criancas maiores foi realizado
Audiometria Tonal Limiar.

As EOAT sao sons de fraca intensidade produzidos pela céclea, que
manifestam como uma onda sonora complexa no meato acustico externo durante
alguns milissegundos. A crianca permaneceu no colo de um dos pais, que esteve
sentado numa cadeira durante todo o procedimento. A avaliagdo contempla uma
ampla faixa de frequéncia, predominante de 1 KHz a 5 KHz, por meio de um estimulo
acustico breve. A andlise por banda de frequéncia permite uma nocdo da
funcionalidade das células ciliadas externas e a presenca das EOAT se da quando a
reprodutibilidade e a relac&o sinal/ruido apresentam valores dentro do esperado®.

Para avaliacdo do comportamento auditivo foram utilizados os instrumentos
acusticos da banda ritmica (conjunto de instrumentos sonoros que possibilitam
detectar perdas auditivas neurossensoriais de grau moderado a profundo);
audiébmetro pediatrico (detecta os niveis minimos de respostas); anamnese infantil e
otoscopio.

Apoés o preenchimento da anamnese (Anexos 3 e 4) foi realizada a inspecéo
visual do meato acustico externo, utilizando-se o otoscopio da marca da marca Heine
2,5V K100 com o objetivo de visualizar o0 meato acustico externo e a membrana
timpénica, excluindo-se a presenca de cerimen ou corpo estranho que pudessem
impedir a realizacdo adequada do exame.

Para as criancas de até 6 meses, a avaliacdo auditiva foi realizada com quatro
instrumentos acusticos da bandinha ritmica, sendo eles Guizo Il, Sino, Agogb grande
e Tambor, cujas caracteristicas acusticas variavam nas frequéncias de 315 Hz a 5000
Hz e intensidade de 90 dBNPS. No momento do teste, a crianca encontrava-se em
estado de alerta a apresentacédo do som era feita nas duas orelhas separadamente,
a uma distancia de 20 cm perpendicularmente ao pavilhdo auricular, estando a
crianga no colo de um dos pais ou responsavel e com apoio de cabega. Os estimulos

tinham duracdo de 5 a 10 segundos. Os tipos de respostas observadas eram
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registrados no protocolo de avaliacdo do comportamento auditivo. Neste grupo de
criangas nao foi realizada a investigacao dos niveis minimos de respostas com 0 uso
do audidmetro pediatrico.

As criancas de 6 a 24 meses, além da avaliacdo por meio dos instrumentos
acusticos da bandinha ritmica, foram submetidas a pesquisa do reflexo cécleo-
palpebral (RCP), onde foi o utilizado o instrumento sonoro Prato, que apresenta como
caracteristicas acusticas frequéncia de 2500 Hz e intensidade de 90 dBNPS. A
resposta para o estimulo era classificada como presente ou ausente. Durante a
avaliacdo também foi observado se houve presenca ou ndo do reflexo de Startle.
Cada crianca foi colocada no colo de um dos pais ou responsavel, com
equipamento a uma distancia de 50 cm de cada orelha. O primeiro examinador ficou
atras da crianca operando o audiébmetro pediatrico PA5 da marca Interacoustics® e o
segundo examinador ficou de frente para o participante realizando a técnica de
distracdo. A sala de teste era desprovida de estimulos visuais 0s quais poderiam se
tornar competitivos. A intensidade minima que ocorria a resposta em cada frequéncia
era registrada no protocolo de avaliagdo do comportamento auditivo. Para esta
pesquisa 0s seguintes parametros foram utilizados:

e 0 tipo de resposta considerada foi de localizacédo sonora

e 0 tempo de apresentacdo do estimulo de 5 segundos;

¢ 0 tipo de sinal selecionado foi o warble (tom puro modulado).

e 0 tempo de intervalo para a resposta de aproximadamente 5 segundos;

Como ultima etapa da avaliagéo foi realizado o teste de reconhecimento de
comandos verbais, que era composta de ordens simples direcionadas a crianca.
Nesse momento, eram avaliadas apenas criangcas com idade entre 9 e 24 meses. A
classificacdo para essa prova compreendia trés niveis:

e Nivel I (9 a 12 meses): “da tchau/ joga beijo/ bate palma”

e Nivelll (12 a 15 meses): “cadé a chupeta?/ cadé a mamae?/ cadé o sapato?”

e Nivel lll (15 a 24 meses): “cadé a mao?/ cadé o cabelo?/ cadé o pé?”

O critério “passou-falhou” baseou-se na presenca ou auséncia de respostas

motoras previamente definidas das criancas frente aos estimulos sonoros.
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Figura 1 - Desenvolvimento normal do comportamento auditivo segundo Northern&Downs (1991)*

Com relacao ao desenvolvimento auditivo (Figura 1), a classificacdo da crianca
guanto ao seu desempenho, dentro, abaixo ou acima do esperado, era feita por meio
da resposta apresentada, levando em conta sua faixa etaria.

Os critérios adotados para os tipos de respostas foram 0s propostos por
Northern& Downs?2 como: atencéo, procura da fonte, localizacéo lateral, localizacdo
indireta para baixo, localizacéo direta para baixo, localizacdo indireta para cima e
localizagéo direta para cima.

Inicialmente é apresentada uma analise descritiva dos dados. Variaveis
qualitativas sdo apresentadas em forma de tabela de frequéncia. Variaveis
guantitativas passaram pelo teste de normalidade de Shapiro Wilk e confirmaram a
ndo normalidade das medidas. Em virtude disso, os valores descritivos s&o
apresentados em forma de mediana e quartis. A mediana indica o valor central da
sequéncia, ou seja, 50% dos dados estdo abaixo dela e 50% estdo acima dela. O
primeiro quartil (Q1) é o valor que separa 0s 25% primeiros dados dos 75% maiores.
O terceiro quartil (Q3) é o valor que separa os 75% primeiros dados dos 25% mais

altos.
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As comparagoes entre orelha direita e esquerda foram realizadas pelo teste de
Wilcoxon uma vez que as duas medidas s&o provenientes dos mesmos individuos.
Comparacdes entre os resultados dos pacientes com deficiéncia parcial e profunda
sdao feitas utilizando o teste de Mann Whitney uma vez que séo grupos independentes.
Em ambos os casos, o nivel de significancia dos testes foi de 5%, ou seja, valores de
p abaixo de 0,05 indicam que os pontos comparados sao estatisticamente iguais.

Todos os dados obtidos foram analisados, organizados em um banco de dados
e posteriormente submetidos a analise estatistica. O software escolhido paraa
andlise descritiva foi 0 SPSS 25.0 para variaveis de amostra isolada, como média,
mediana e comparagédo de variaveis de interesse, considerando o indice de confianca
de 95%.

6.2.5- Resultados

A amostra final contou com 39 pacientes com idades entre 2 meses e 14 anos,
com média de idade de 82,3 meses. Dos participantes, 19 eram do sexo masculino
(48,7%), com idade entre 3 meses e 14 anos completos, com média de idade de 42,4
meses; e 20 pacientes do sexo feminino (51,2%), com idade entre 2 meses e 2 anos,
com média de idade de 17,6 meses. Por ndo se tratar de uma doenca que se relaciona
ao cromossomo X, 0 acometimento de individuos do sexo masculino e feminino se da
de forma aleatoria.

As avaliagBes e exames audioldgicos foram realizados conforme descrito no
fluxograma da figura 2.

Com relagéo a distribuicdo dos pacientes quanto a forma de deficiéncia de
Biotinidase (profunda ou parcial) apresentada por cada um deles, a amostra contou
com 3 pacientes com deficiéncia profunda enquanto 36 apresentaram-na sob a forma
parcial.

Com relacéo aos exames e avaliacdes realizadas em cada paciente, de acordo
com a forma da deficiéncia de Biotinidase, parcial ou profunda, os pacientes foram
abordados conforme o explicitado na figura 3.

Vale salientar que de todos os 39 pacientes que compunham a amostra, todos
apresentaram avaliagdo audiolégica normal e todos os exames aplicados dentro dos
padrées de normalidade auditiva, independente do tipo de deficiéncia de Biotinidase
gue apresentavam. Além disso, apenas 1 deles, masculino, de 14 anos, com DPB,

manifestava sintomas, com certa dificuldade de compreensao as ordens que lhe eram
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dadas durante o exame de audiometria tonal limiar. Todos ao demais apresentavam-
Se sem quaisquer queixas ou sintomas.

Para os pacientes que apresentam teste bioquimico que corrobore a hipétese
diagnéstica de doenca de Biotinidase, que ja fora evocada com o resultado positivo
pelo exame de triagem neonatal (teste do pezinho), o tratamento é iniciado de
imediato, ou seja, assim que firmado o diagndstico pela dosagem sérica da
Biotinidase, o tratamento com reposicao de Biotina ja € instituido.

Desta forma, o periodo médio da idade de diagndstico e, consequentemente,
inicio do tratamento, na amostra em questdo, variou entre 9 dias e 62 dias, com

médiana de idade de 29 dias.

Numero de pacientes convidados a
participar do estudo N=42 (100%)

Pacientes que realizaram apenas Pa}cieNntes que rga!izaram apenas
Avaliacdo do Comportamento Auditivo Emissdes Otoacusticas Transientes
N=15 (35,7%) N= 15 (35,7%)
DPB= 0 (0%) DPB=1 (2,4%)
DPaB= 15 (100%) DPaB= 14 (33,3%)
Pacientes que realizaram apenas Pacientes que realizaram Avaliag&o do
audiometria tonal Comportamento Auditivo e Emissdes
N=1 (2,4%) Otoacusticas Transientes
DPB= 1 (100%) N=8 (19,1%)
DPaB= 0 (0%) DPB=1 (12,5%)

DPaB= 7 (87,5%)

Pacientes que em que néo foram obtidas
respostas consistentes (por avaliagfes
incompletas)

N=3 (7,2%)

DPB= 0 (0%)

DPaB= 3 (100%)

Pacientes selecionados para o estudo
N=39 (92,8%)
DPB= 3 (7,1%)
DPaB= 36 (85,7%)

Figura 2 - Fluxograma da selecéo da amostra com base nos exames audiol6gicos realizados de acordo com cada paciente.
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NUmero de pacientes do estudo

Pacientes que realizaram apenas
Avaliacdo do Comportamento Auditivo
N=15 (38,5%)

DPB= 0 (0%)

DPaB= 15 (38,5%)

Pacientes que realizaram apenas
audiometria tonal
N=1 (2,6%)
DPB=1 (2,6%)
DPaB= 0 (0%)

N= 39 (100%)

Pacientes que realizaram apenas
Emissdes Otoacusticas Transientes
N= 15 (38,5%)

DPB=1 (2,6%)

DPaB= 14 (35,9%)

Pacientes que realizaram Avaliacdo do
Comportamento Auditivo e Emissfes
Otoacusticas Transientes
N=8 (19,1%)

DPB= 1 (2,6%)

DPaB= 7 (17,9%)

Pacientes do estudo

DPB= 3 (7,7%)
DPaB= 36 (92,3%)

Figura 3 - Diviséo quanto aos exames audiolégicos realizados a o tipo de deficiéncia de Biotinidase

Comrelacdo as EOAT, a tabela 6 apresenta as caracteristicas gerais da amostra.

Sédo 23 participantes, e 52,2% da amostra composta por participantes do género

feminino e 91,3% com a forma da deficiéncia de Biotinidase parcial. A mediana da

idade a época da avaliacao € de 24 meses e do diagndstico e inicio do tratamento é

de 29 dias.
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Tabela 6 - Caracteristicas gerais dos dados das Emiss6es Otoacusticas Transientes (EOAT) (= 23)

Sexo n %
Masculino 11 47,8
Feminino 12 52,2
Forma da deficiéncia de Biotinidase
Parcial 21 91,3
Profunda 2 8,7
Mediana Q1-Q3
Idade da avaliacdo audioldgica (em meses) 24 (10 - 48)
Idade do diagndstico e inicio do tratamento (em dias) 29 (27 - 32)
1000 Hz - Orelha direita 9,7 (6,5 -15,2)
1000 Hz - Orelha esquerda 9,5 (8-10,7)
1410 Hz - Orelha direita 17,1 (11,2 - 19)
1410 Hz - Orelha esquerda 16,5 (11,8 - 20,5)
2000 Hz - Orelha direita 15,9 (12,7 - 20,8)
2000 Hz - Orelha esquerda 14,5 (13-17,8)
2830 Hz - Orelha direita 13,6 (9,7 - 18,1)
2830 Hz - Orelha esquerda 13,7 (9,2 - 20,3)
4000 Hz - Orelha direita 13 (6,5-17,9)
4000 Hz - Orelha esquerda 9,3 (6.2-135)
Critérios de normalidade das EOAT Média
Reprodutibilidade da Sonda 82,93%
Estabilidade da Sonda 96,28%
Relacdo Sinal/Ruido 6,98dB

Legenda: N=nimero de participantes dB=Decibéis

A mediana e os quartis sdo apresentadas também para todas as bandas de

frequéncia tanto para orelha direita quanto para a esquerda. O maior valor mediano

encontrado foi o de 1410 Hz da orelha direita, 17,1. O menor valor mediano

encontrado foi de 9,3 de 4000 Hz da orelha esquerda. Os testes tém o poder de avaliar

se 0s numeros encontrados, ao serem comparados, indicam diferenga significativa de

resultados.

Por serem dados ndo normais e pareados (orelhas direita e esquerda foram

coletadas em um mesmo individuo), a comparacao entre orelha direita e esquerda é

feita utilizando o teste de Wilcoxon.

As andlises de todas as criancas indicam que néo existe diferenga entre orelha

direita e esquerda em nenhuma das frequéncias que foram comparadas (p > 0,05).



70

O mesmo acontece quando separamos 0s grupos. As analises das criangcas com
deficiéncia parcial, indicam que nao existe diferenca entre orelha direita e esquerda
em nenhuma das frequéncias que foram comparadas (p > 0,05).

Para as criancas com deficiéncia profunda o teste é feito, mas os resultados
precisam ser analisados com cuidado. Por serem apenas 2 observacdes, so € possivel
produzir a mediana dos valores. Nao existe diferencga estatistica conforme mostram
os valores de p acima de 0,05.

Para analisar se ha diferenca entre as bandas de frequéncia de cada orelha entre
os dois grupos (deficiéncia parcial e profunda), o teste aplicado é o teste de Mann
Whitney, que tem o objetivo de comparar dois grupos distintos em relacdo a uma
variavel. Novamente os resultados precisam ser avaliados com cuidado ja que um dos
grupos possui apenas 2 casos. Nao existe diferenca significativa entre 0s grupos em
nenhum dos parametros avaliados (p > 0,05).

Com relacdo aos pacientes que foram submetidos a Avaliacdo do
Comportamento Auditivo, todos apresentaram resposta satisfatoria. De 0 a 6 meses e
29 dias, as respostas mais comuns foram: atencdo auditiva, procura da fonte e
localizacdo lateral. Todos os participantes desse grupo tiveram Reflexo cocleo-
palpebral (RCP) presente e de Startle e resposta a sons verbais adequada a idade.
De 7 meses a 15 meses e 29 dias, as respostas mais comuns foram: localizagao
lateral, localizacdo indireta para baixo e localizacdo indireta para cima, com RCP
presente em todos os participantes e resposta a sons verbais adequada a idade e
reconhecimento de comandos verbais em nivel Il (dar tchau / jogar beijo / bater palma).
Por fim, de 16 meses a 24 meses, as respostas mais comuns foram: localizagcéao
lateral, localizacdo direta para baixo e localizacdo direta para cima. Todos o0s
participantes desse grupo tiveram RCP presente, resposta a sons verbais adequada
a idade e reconhecimento de comandos verbais em nivel Ill (cadé a méao? / cadé o
cabelo? / cadé o pé?).

Os niveis minimos de audi¢éo encontrados com o uso do audidmetro pediatrico
foi realizada utilizando tons puros modulados (warble) em cada orelha nas frequéncias
de 500 Hz, 1000 Hz, 2000 Hz e 4000 Hz foram adequados e as respostas tidas como

satisfatorias. Os resultados encontram-se expostos na tabela 7.
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Tabela 7 - Média dos niveis minimos de audicdo encontrados com o uso do audiémetro pediatrico (N = 15).

Frequéncia e Idade entre 7 meses a 24 meses de vida

orelha analisadas Média Mediana Desvio Padrdo
500 Hz Orelha Direita 20,0 20,0

500Hz Orelha Esquerda 20,0 20,0 0
1000Hz Orelha Direita 20,0 20,0

1000Hz Orelha Esquerda 20,0 20,0 0
2000Hz Orelha Direita 21,6 20,0

2000Hz Orelha Esquerda 21,6 20,0 38
4000Hz Orelha Direita 21,6 20,0

4000Hz Orelha Esquerda 21,6 20,0 38

Com relacao a Audiometria Tonal, a qual um paciente fora submetido, este nédo

apresentou nenhum tipo de perda auditiva em nenhuma frequéncia testada.

6.2.6 - Discusséo

No presente estudo, todas as criangas avaliadas encontravam-se em tratamento
a base de reposicéo de Biotina de forma livre variando entre 5 a 30 mg/dia. Todo o
grupo amostral apresentava diagnostico de DB, nas formas parcial ou profunda,
através da dosagem da atividade enzimatica e do sequenciamento génico dos alelos
envolvidos da manifestagcédo da doenca.

Apesar de, num primeiro momento, considerarmos a amostra composta por
poucos pacientes, vale salientar que a DB integra o Programa de Triagem Neonatal
de Minas Gerais — PTN-MG desde 2013, e segundo dados do Nucleo de Acdes e
Pesquisa em Apoio ao Diagnostico da Faculdade de Medicina da UFMG — NUPAD
UFMG, até o final de 2021, periodo de término da coleta de dados que embasam este
estudo, 1.927.264 recém nascidos haviam sido triados para DB, dos quais, apenas
148 apresentaram teste bioquimico confirmatério positivo, estando todas em
acompanhamento ambulatorial, ressaltando que a forma profunda fora apenas vista
em 10 criangas. Sendo assim, no estado de Minas Gerais, de 2013 a 2021, 6,7% de
todas as criancas diagnosticadas com DB apresentavam a doenca sob a forma de
DPB.

Em relacdo & amostra que compde este estudo, fora conseguido um N amostral
de 42 criancas elegiveis ao estudo (28,3%) do total de criancas que se encontravam
em acompanhamento pediatrico para DB, num periodo de coleta de cerca de um ano

e quatro meses. Por razBes também j& descritas, relacionadas a desatencdo da
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crianca ou sinais de cansaco da mesma para a realizagdo dos exames propostos,
apenas 39 foram, de fato, selecionadas para o estudo (26,4%)

Considerando as criancas com DPB, foram recrutadas 3 criangas, que
representam 2,0% de todas as criancas em acompanhamento pediatrico para DB;
7,2% do primeiro recrutamento de criancas e, apos a selecao dos pacientes realmente
elegiveis para o estudo, esta percentagem salta para 7,7%, um aumento de 0,5%.

A DPB fora vista em 10 criancas de 2013 até o final da coleta de dados no fim
de 2021. Logo, a amostra deste estudo conta com trés criancas com DPB, o que
compreende 30% do total de criangas com DPB. Isso mostra o quao a DB, em suas
formas parcial e profunda, séo raras, e 0 aparente quantitativo pequeno de pacientes
gque compde a amostra final, corrobora com a baixa incidéncia desta em ambito
mundial e nacional®345.

A DB e sua relacdo com a perda auditiva foi relatada primeiramente por Wolf et
al. (1983)?°, nos Estados Unidos, como um achado ocasional e incomum em trés
criancas que ja estavam em suplementacdo com Biotina. Os autores ainda relatam
como uma principal hipotese para este achado seria 0 acumulo de peptidio de biocitina
(s-N- biotinyl-L-lisina) e demais erros inatos do metabolismo, considerando que a
suplementacdo com Biotina como terapéutica n&o mostrou-se inferior no
desenvolvimento sintomatolégico neurolégico de outros sinais comuns na DPB, até
mesmo como comprometimento visual, por exemplo, sinal muito prevalente nestes
doentes.

Este achado com relagdo ao comprometimento oftalmolégico e auditivo inclusive
corrobora o estudo de caso proposto por Taitz et al. (1985)*! no Reino Unido, no qual
foi observado que a baixa de Biotina associada a DB leva a alteracdes visuais e
auditivas, e os sintomas apareceram em média em torno do primeiro ano de vida?3.

Wolf et al. (2002)%® apresentaram um estudo relacionando PA com DPB, no qual
identificaram 33 criancas de 29 familias que foram submetidas a triagem neonatal nos
Estados Unidos e tiveram tal diagnostico firmado. Contudo, da amostra analisada,
todas apresentavam-se de forma assintomatica a queixas auditivas e a avaliacdo
audiologica apresentaram alteracdes apenas vistas por meio do Potencial Evocado de
Tronco Encefélico e Audiometria Tonal Limiar, das quais, com base nestes exames,
25 apresentaram PA do tipo neurossensorial de grau leve a severo. Observou-se que
a média de idade do inicio dos sintomas nas criancas com PA foi de 9,6 meses e 0

tratamento foi iniciado aos 27,9 meses, em média. Houve elevada incidéncia dos
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problemas de aprendizado e linguagem nas criangcas com perda auditiva, cerca de 78
e 70%, e nas criancas sem perda auditiva, cerca de 62 e 50%. As configuracdes
audiométricas na maioria das criancas com DPB, apds tratamento, ndo foram
progressivas?®. Pode-se evocar a possibilidade de a suplementacdo com Biotina ter
melhorado a atencéo destas criangas, ndao agindo de forma direta sobre a audicao das
mesmas, mas sim sobre seu estado atencional dutrante a audiometria.

Neste estudo, todas as criangas estavam em tratamento com Biotina e, tracando
um paralelo, Heller et al. (2002)*! realizaram um estudo em cobaias para determinar
a participacdo da Biotinidase e da concentracdo de Biotina nas vias auditivas. Por
meio de camundongos, ele relatou o ciclo quimico da enzima. A Biotina é uma vitamina
hidrossoltuvel que é covalentemente ligada a quatro carboxilases que sédo essenciais
para a sintese de acidos graxos, catabolismo de aminoacidos e glicogénese. As
holocarboxilases (aminoacidos) sdo degradadas e a Biotina é liberada em forma de
biocitina (biotil-O-lisina) ou em forma de peptideos. Nele, foram realizadas secc¢des de
tecido cerebral do talamo, mesencéfalo, cértex frontal, cértex posterior, hipocampo,
corte enterorrinal, bulbo olfatério, ponte, medula e medula espinhal dos camundongos,
onde foram extraidos o RNA do exon 42, que expressam a Biotinidase em humanos
e nos camundongos. Utilizando a técnica de coloracdo imuno-histoquimica leve, a
Biotinidase foi localizada em todas as regifes previamente seccionadas e testadas,
porém, em baixa concentracdo. Além dessas estruturas, houve coloracdo de
neurdnios sensoriais do ganglio espiral, no citoplasma dos dendritos de neurdnios dos
nacleos cocleares dorsal e ventral bem como do complexo olivar superior, indicando
maior concentracdo e atividade enzimatica na coclea (CCIl) e nas principais vias
auditivas®!. Em relacdo ao tratamento, o estudo revela que a Biotina pode retardar a
lesdo nas vias auditivas ou estabilizar as alteragdes, o que foi citado nos demais
estudos usados de base tedrica nesse trabalho?:26: 27, 28,

Welling et al. (2007)*® acompanharam a audi¢cdo de uma crianca com DPB
durante dez anos por meio de audiometria. A crianga aos 16 meses, quando foi
diagnosticada, apresentava perda auditiva discreta sendo iniciada a suplementacao
com Biotina. Durante 0 seguimento por nove anos, a crianga evoluiu para perda de
grau moderado e apresentou grau profundo, bilateralmente, em altas frequéncias aos
10 anos de idade. Em estudo similar, proposto por Tsao et al. (2002)** foi relatado
caso de uma crianga com DPB, no qual os pais possuiam atividade enzimética de

individuos heterozigotos. A crianca apresentou episodio de ataxia aos 17 meses e aos
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19 meses houve piora da marcha, malformagcdo de Chiari | e diagnostico de PA
neurossensorial moderada bilateral. Apds 8 meses de tratamento com 5mg diérios de
Biotina, pode-se observar remissao dos sintomas inclusive da perda auditiva, pois a
crianga apresentou limiares auditivos normais**. Todos os sintomas foram cessados
apos suplementacdo da Biotina, achado este que é muito incomum nas buscas
tedricas que foram utilizadas para embasar este estudo. Em especifico, o estudo além
de relatar as alteracdes, salienta a necessidade de estudos amplos populacionais para
novas mutacdes uma vez que com a situacao territorial e econdmica, cada vez mais
h& aumento de imigrantes, favorecendo essa miscelanea génica.

No presente estudo, todas as criancas apresentavam-se assintomaticas e
apenas uma, de 14 anos, com diagnostico de DPB, apresentava queixas de
dificuldade de aprendizagem e para obedecer a determinados comandos. Neste
paciente fora realizado Audiometria Tonal Limiar, cujos resultados estiveram dentro
dos critérios de normalidade, ndo indicando perda auditiva de nenhum grau.

Na amostra observada ndo foram evidenciadas alteragcdes nas EOAT dos
participantes. Em todos os pacientes, estas foram presentes e ndo foram encontradas
diferencas estatisticas das amplitudes de resposta por banda de frequéncia em
relacdo as orelhas dos participantes nem na comparacdo dos grupos com DPB e
DPaB. Nao foram encontrados estudos na literatura para corroborar esses achados.

Na avaliacdo do comportamento auditivo, realizada com o0s instrumentos
acusticos, notou-se que com relacdo as respostas de localizacdo auditiva quando
comparadas com os parametros delineados segundo Northern&Downs*?, todas as
criancas estudadas nao apresentaram quaisquer alteracdes. Todavia, na amostra em
guestao, observou-se que com criancas de idade superior a um ano necessitaram de
maior tempo de condicionamento, apresentando agitacdo e tempo de atencao
reduzido. Nessas criangas foi necessario maior numero de interrupgdes no exame,
porém essas variacdes nao interferiram nas respostas obtidas, que se encontraram
dentro do padréo de normalidade.

O teste do pezinho, que € um dos quatro exames realizados na triagem neonatal,
€ o responsavel por diagnosticar a deficiéncia da Biotinidase. O teste esta disponivel
no Brasil, distribuido na rede de Atencdo Basica, Hospitais e Maternidades. O
recomendado é que o teste seja feito entre 0 3° e 0 5° dia de vida do recém-nascido?®.
A triagem neonatal é essencial para se diagnosticar de forma precocemente a DB,
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independente da forma como esta vier a se apresentar, a fim de se iniciar o tratamento
de forma adequada e precoce

O diagnostico precoce da DB € essencial, mesmo apresentando-se como uma
desordem metabdlica rara, a incidéncia da DB é significativa e as consequéncias que
ela promove no organismo dos pacientes e as implicagdes na qualidade de vida destes
sdo muito impactantes quando néo diagnosticadas, tratadas em tempo oportuno e
acompanhadas, como alteracdes neuroldgicas, perda auditiva e comprometimento da

Visdo327,

Vale salientar algumas limitac6es do estudo, ligadas a amostra. Contudo, os
achados poderdo subsidiar novos estudos que contemplem esta tematica. Cabe
enfatizar que apesar da amostra apresentar-se em numero absoluto pequeno, quando
considerada em numeros relativos, ela é relevante. Destaca-se a importancia da
avaliacdo audioldgica na infancia feita pela Fonoaudiologia e acompanhamento
rotineiro, ndo apenas nesse grupo especifico, mas em todas as criancas, visando
melhorar a qualidade de vida, e realizando a intervencéo precoce quando necessario,

proporcionando um desenvolvimento seguro e saudavel.

Sugere-se, desta forma, que estas criangcas sejam submetidas a
acompanhamento fonoaudiolégico constante que contemple ndo somente a area
audiolégica, mas de linguagem e demais demandas que estes pacientes apresentam,
dada a sintomatologia diversificada que a DB pode apresentar e as repercussdes
severas que o0s pacientes acometidos podem desenvolver.

Estudos prospectivos de seguimento longitudinal desses pacientes e outros
exames audioldgicos sdo necessarios para avaliar possiveis comprometimentos na
via auditiva periférica e central, bem como a possibilidade de desenvolverem PA
progresivas. Como encontrado na revisédo da literatura utilizada para subsidiar este
estudo, a grande maioria das pesquisas envolvendo a DB e perda auditiva sdo de
relato de caso ou de amostras relativamente pequenas, destacando o presente estudo

gue conta com uma amostra maior e uma gama de exames mais diversificada.

6.2.7- Concluséao

Das 39 criancas analisadas neste estudo, todas diagnosticadas com Deficiéncia
da Biotinidase e em tratamento, independente desta ser na forma parcial ou profunda,
apresentam Avaliacdo Auditiva Comportamental adequada para a idade, presenca de
Emissbes Otoacusticas Transientes e Audiometria Tonal Limiar sem perdas. Apenas
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uma delas apresentava dificuldade para obedecer determinados comandos. Todas as
demais apresentavam-se sem quaisquer sintomatologias. Ndo foram observadas
diferencas estatisticamente relevantes entre as comparacdes de bandas de
frequéncia nas EOAT, na amplitude de resposta por banda de frequéncia em relacéo

as orelhas dos participantes nem na comparacdo dos grupos com DPB e DPaB.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A Deficiéncia de Biotinidase se manifesta como um erro inato do metabolismo,
sendo uma desordem organica grave que exige um diagnostico precoce, preciso,
tratamento e acompanhamento adequados, uma vez que Ssua repercussao na
qualidade de vida do individuo é extremamente séria, podendo acarretar desordens
severas no paciente em questao afetando de modo muito impactante sua qualidade
de vida.

Ainda se verifica uma escassez de estudos que promovam estabelecer
relagBes da DB com perda auditiva, como ja € visto de forma mais exuberante estudos
que a relacionam com outras desordens, de cunho neuroldgico e oftalmolégico, por
exemplo. A fisiopatologia da doenca no ambito audiol6gico ainda n&o é bem elucidada,
e novos estudos sdo necessarios para que se tenha um conhecimento completo de
todas as implicacBes que esta doenca pode cursar nos individuos por ela afetados.

O acompanhamento fonoaudiolégico é essencial para estas criancas,
buscando verificar acometimentos auditivos e uma intervencdo 0 mais precoce
possivel para estas alteracbes que forem sendo percebidas. Nota-se que mesmo
mediante alguns exames audiolégicos normais, alguns pacientes, principalmente os
que apresentam a DPB cursam com alteracbes cognitivas de dificuldade de
compreensao. Por isso, ressalta-se a importancia de ndo se ter apenas a avaliacao
audioldgica inicial, mas sim, o acompanhamento audiol6gico constante destes
pacientes.

Aléem do ambito audiologico, é valido as avaliagcbes Fonoaudiologicas de
linguagem, para se detectar alteracdes de linguagem oral e escrita e outras desordens
comunicativas e até mesmo comportamentais ou de cognigao.

Por fim, faz-se necessario estudos prospectivos que acompanhamem estes
pacientes de maneira rotineira e por periodos maiores, que avaliem a via auditiva
central e que se valham de instrumentos neurofisiolégicos, como exames de Potencial
Encefalico de Tronco Auditivo, P300, dentre outros de acordo com as peculiaridades

de cada paciente (faixa etaria, comorbidades, etc.).
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8.1 Anexo 1 - Termo de aprovagéo do projeto de pesquisa no COEP
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO AUDIOLOGICA DE PACIENTES COM DEFICIENCIA DE BIOTINIDASE
Pesquisador: Patricia Cotta Mancini

Area Tematica:

Versédo: 2

CAAE: 19595319.7.0000.5149

Instituicdo Proponente: Faculdade de Medicina da UFMG

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.662.575

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de estudo observacional analitico longitudinal a ser realizado com pacientes com suspeita e com
diagndstico confirmado de deficiéncia de Biotinidase, tanto na forma parcial quanto na profunda, triados pelo
Programa de Triagem Neonatal do estado de Minas Gerais e atendidos no Hospital das Clinicas de
Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG. A hipétese apresentada é que pacientes com deficiéncia
da biotinidase apresentam perdas auditivas e/ou atraso do desenvolvimento auditivo. O objetivo é avaliar e
acompanhar a audigado dos pacientes com DB, diagnosticados pelo Programa de Triagem Neonatal do
estado de Minas Gerais (PTN-MG), tradados e acompanhados no Ambulatério de Deficiéncia de Biotinidase
do Servigo Especial de Genética do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais/
EBSERH.As criangas com suspeita de terem DB, parcial ou profunda, consultam-se no Ambulatério de DB
do Servico Especial de Genética do HC/UFMG, com equipe composta por geneticista e pediatras.

Este estudo propde fazer exames audiolégicos de todos os pacientes atendidos na primeira consulta,
mesmo naqueles ainda sem confirmacgao diagnéstica e sem usar a biotina. A partir de entao, as criangas
com diagnéstico da doenca repetirdo o(s) exame(s) aos trés, aos seis e aos 12 meses de idade. Aqueles
pacientes que ja estdo em tratamento no Servigo, independentemente da idade, também serdo submetidas
a exame audioldgico, escolhido de acordo com a faixa etaria, quando comparecerem ao Servigo para

avaliagdo médica. De acordo com o resultado obtido fardo
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acompanhamento ou serdo submetidos a tratamento. Os exames serdo realizados no Laboratério de
Pesquisa da Fonoaudiologia.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a existéncia de alteragdes auditivas em pacientes com suspeita, com diagndstico e ainda sem
tratamento, e com diagnéstico e em tratamento da deficiéncia de biotinidase, triados no Programa de
Triagem Neonatal do estado de Minas Gerais.

Objetivo Secundario:

. Avaliar a audigdo dos pacientes antes do inicio do tratamento;

« Verificar a associagdo de perdas auditivas com o fenétipo bioquimico;

« Verificar a associagao de perdas auditivas com o genétipo do paciente;

« Avaliar a eficacia do tratamento da deficiéncia da biotinidase em relacéo as deficiéncias auditivas
encontradas e relacionadas a deficiéncia enzimatica;

« Avaliar a eficacia do tratamento da deficiéncia da biotinidase em manter a audicdo dos pacientes sem
alteragdes durante o periodo de estudo.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos apresentados:

Este estudo traz riscos minimos aos participantes, uma vez que os exames sdo indolores, ndo invasivos e
nao acarretam dano a integridade fisica ou moral dos participantes. Os riscos estdo relacionados a possivel
cansaco dos participantes durante as avaliagdes, mas todo cuidado sera tomado para garantir a realizagao
dos exames no menor periodo de tempo possivel. Além disso, caso o participante apresente algum sinal de
incémodo ou

desconforto, a avaliagdo sera imediatamente interrompida, podendo ser reagendada para outro dia, a
critério dos pais ou responsaveis.

Beneficios apresentados:

N&o ha beneficios diretos aos participantes, mas todos receberdo uma via do resultado de cada exame
auditivo realizado. O presente estudo por sua vez trara informagdes importantes acerca da audigédo de
pessoas com deficiéncia da biotinidase, podendo subsidiar a implantacdo da avaliagdo audiolégica de rotina
nesses pacientes, contribuindo para um melhor cuidado com a saude dessa populagao.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Endereco: Av. Presidente Antonio Carlos,6627 2° Ad SI 2005

Bairro: Unidade Administrativa Il CEP: 31.270-901
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3409-4592 E-mail: coep@prpq.ufmg.br

Pagina 02 de 06



UNIVERSIDADE FEDERAL DE £~ Plataforma
MINAS GERAIS %oﬂ

Continuacéo do Parecer: 3.662.575

Trabalho de relevancia na area de Ciéncias da Saude que busca estudar a deficiéncia da Biotinidase e suas
consequéncias auditivas, uma vez que estas informacgdes sdo escassas na literatura, de acordo com os
pesquisadores.

Trata-se de estudo observacional analitico longitudinal a ser realizado com pacientes com suspeita e com
diagnéstico confirmado de deficiéncia de Biotinidase, tanto na forma parcial quanto na profunda, triados pelo
Programa de Triagem Neonatal do estado de Minas Gerais e atendidos no Hospital das Clinicas de
Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG).

Na versdo anterior foram levantadas as seguintes recomendacgdes:

Nos documentos de TCLE e TALE:

1) Informar o tempo que sera dispendido para participar da pesquisa (tempo gasto na realizagédo dos testes);
2) Estabelecer os beneficios diretos homogeneamente em todos os termos, colocando informagéao de
acesso aos laudos dos exames e encamimhamentos dos participantes para acompanhamento, caso
necessario;

3) Informar que os laudos dos resultados dos exames serdo anexados aos respectivos prontuarios dos
particpantes;

4) Informar que os termos seguem impressos em duas vias, uma que ficard em poder do participante, outro
do pesquisador;

5) Esclarecer se ira utilizar dados dos prontuarios dos participantes, em funcéo da afirmativa presente no
TALE (6-12 anos) "sempre saber o que esta acontecendo com os dados que vamos usar do seu prontuario”.
Caso utilizar, informar que dados adicionais serdo obtidos dos prontuarios, informando também quais seréo
estes dados. Essa solicitagdo de usar dados do prontuario devera estar em todos os documentos de TALE e
TCLE.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Nesta versao, foi anexado a carta resposta as diligéncias realizadas por este CEP, a saber:

1) Informar o tempo que sera dispendido para participar da pesquisa (tempo gasto na realizagédo dos testes);
Foi informado nos TCLEs e TALEs que o tempo necessario para realizagdo dos exames auditivos é de 40 a
45 minutos.

2) Estabelecer os beneficios diretos homogeneamente em todos os termos, colocando informagéo
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de acesso aos laudos dos exames e encaminhamentos dos participantes para acompanhamento, caso
necessario;

Nos TALEs e TCLEs foi incluido o seguinte trecho: “Vocé recebera o resultado de cada exame auditivo
realizado e ele também sera incluido no seu prontuario do Hospital das Clinicas. Caso sejam encontradas
alteragbes nos resultados dos exames, te daremos algumas orientagdes e encaminharemos para os
tratamentos necessarios.”

3) Informar que os laudos dos resultados dos exames serdo anexados aos respectivos prontuarios dos
participantes;

Nos TALEs e TCLEs foi incluido o seguinte trecho: “Vocé recebera o resultado de cada exame auditivo
realizado e ele também sera incluido no seu prontuario do Hospital das Clinicas.”

4) Informar que os termos seguem impressos em duas vias, uma que ficara em poder do participante, outro
do pesquisador;

Foi acrescentado nos TALEs e TCLEs que o participante recebera uma via de igual teor do TCLE, rubricada
e assinada pelo pesquisador responsavel.

5) Esclarecer se ira utilizar dados dos prontuarios dos participantes, em fungdo da afirmativa presente no
TALE (6-12 anos) "sempre saber o que esta acontecendo com os dados que vamos usar do seu prontuario”.
Caso utilizar, informar que dados adicionais serdo obtidos dos prontuarios, informando também quais serédo
estes dados. Essa solicitagdo de usar dados do prontuario devera estar em todos os documentos de TALE e
TCLE.

N&o serdo utilizados dados dos prontuarios dos participantes. A afirmativa foi retirada dos TCLEs e TALEs.

Os termos anteriormente anexados foram:

-Informacgdes basicas do projeto;

-Parecer do Departamento de Fonoaudiologia devidamente assinado;

-TCLE para pais e responsaveis;

-TALE para participantes com idade entre 13 e 18 anos;

-TALE para participantes entre 6 e 12 anos;

-Parecer da Unidade Funcional (Gestao do Atendimento Ambulatorial HC/UFMG);
-Parecer da GEPE;

-Projeto de Pesquisa Completo;
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-Folha de Rosto devidamente assinada.

Recomendacgoes:
N&o ha recomendacgdes.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Tendo em vista que todas as pendéncias levantadas por este CEP foram atendidas. Sou, SMJ, favoravel a
aprovagdo do projeto "AVALIACAO AUDIOLOGICA DE PACIENTES COM DEFICIENCIA DE
BIOTINIDASE. Pesquisador Responsavel: Patricia Cotta Mancini.

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagdo vigente (Resolucdo CNS 466/12), o CEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificagao relatérios parciais do
andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um
sumario dos resultados do projeto (relatério final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 04/10/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1314775.pdf 16:41:25
Outros Carta_Resposta_ao_CEP.pdf 04/10/2019 | Patricia Cotta Aceito

16:41:02 [ Mancini
TCLE / Termos de | TCLE_participantes_v2.docx 04/10/2019 |Patricia Cotta Aceito
Assentimento / 16:38:21 Mancini
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_pais_e_responsaveis_v2.docx 04/10/2019 |Patricia Cotta Aceito
Assentimento / 16:38:06 | Mancini
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |TALE_13_a_18_anos_v2.docx 04/10/2019 |Patricia Cotta Aceito
Assentimento / 16:37:52 [Mancini
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |TALE_6_a_12_anos_v2.docx 04/10/2019 | Patricia Cotta Aceito
Assentimento / 16:37:28 | Mancini
Justificativa de
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Auséncia TALE_6_a_12_anos_v2.docx 04/10/2019 | Patricia Cotta Aceito
16:37:28 [ Mancini

Declaracédo de Parecer_Depfono_biotinidase.pdf 17/08/2019 | Patricia Cotta Aceito
Instituicao e 15:29:46 | Mancini
Infraestrutura
TCLE / Termos de |TCLE_pais_e_responsaveis.pdf 17/08/2019 | Patricia Cotta Aceito
Assentimento / 15:29:04 [Mancini
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termos de |TALE_13_a_18_anos.pdf 17/08/2019 | Patricia Cotta Aceito
Assentimento / 15:28:56 [ Mancini
Justificativa de

|Auséncia
TCLE / Termos de |TALE_6_a_12_anos.pdf 17/08/2019 | Patricia Cotta Aceito
Assentimento / 15:28:46 [Mancini
Justificativa de

|Auséncia
Declaracéo de Parecer_Unidade_Funcional.pdf 17/08/2019 | Patricia Cotta Aceito
Instituicéo e 15:28:32 | Mancini
Infraestrutura
Declaracdo de Parecer_GEPE.pdf 17/08/2019 | Patricia Cotta Aceito
Instituicao e 15:28:20 | Mancini

|Infraestrutura
Projeto Detalhado / |Avaliacao_Audiologica_de_pessoas_co | 17/08/2019 [Patricia Cotta Aceito
Brochura m_deficiencia_de_Biotinidase_v6.docx 15:27:48 [Mancini
Investigador
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 17/08/2019 | Patricia Cotta Aceito

15:18:48 [Mancini

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

BELO HORIZONTE, 25 de Outubro de 2019

Assinado por:
Eliane Cristina de Freitas Rocha
(Coordenador(a))
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8.2 Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre Esclarecido — TCLE dos
pais/responsaveis pelos participantes

12

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA PAIS OU RESPONSAVEIS)

Titulo da pesquisa: Avaliacdo audiolégica de pessoas com deficiéncia da biotinidase

Pesquisadores Responsaveis: Dra. Ana Lucia Pimenta Starling, Profa. Patricia Mancini, Dr.
Rodrigo Rezende Arantes e Dra.Elaine Alvarenga Carvalho de Almeida

Seu filho(a)
estda sendo convidado(a) a participar como voluntario(a) de uma pesquisa intitulada “Avaliacéo
audioldgica de pessoas com deficiéncia da biotinidase”. O objetivo dessa pesquisa é avaliar a audigéo
de recém-nascidos, lactentes, criancas e adultos com suspeita e com diagnostico de deficiéncia de
biotinidase triados pelo Programa de Triagem Neonatal do Estado de Minas Gerais. Para isso, seu
filho(a) passara por uma avaliacdo audiologica completa. Esta pesquisa néo trara beneficios diretos
para vocé ou seu filho(a), mas contribuira para que possamos aprimorar nosso atendimento aos
pacientes, melhorando a triagem e avaliacdo auditiva nas pessoas com suspeita ou diagnéstico da
deficiéncia da biotinidase.

As avaliacdes ja séo realizadas rotineiramente, ndo causam dor e néo séo invasivas, e oferecem
riscos minimos tais como algum desconforto ou cansaco durante as avaliagdes. Caso vocé ou seu
filho(a) sintam qualquer desconforto, vocé devera avisar ao avaliador, pois ele se encarregara de
interromper a avaliacdo e reagenda-la, ou eliminar os dados do seu filho(a), caso vocé queira retirar
o consentimento em participar.

Caso vocé concorde que seu filho(a) participe da pesquisa, realizaremos os seguintes exames:

1) Meatoscopia, que veremos com uma fonte de luz como esta o ouvido de seu filho(a) e se ha
algum impedimento a passagem do som;

2) Audiometria, que consiste na colocacédo de um fone e seu filho(a) ouvira uns apitos dentro de
uma cabine, devendo nos avisar quando ouvi-los, mesmo que sejam bem baixinhos. Depois vamos
falar algumas palavras que também ficardo bem baixinhas, e seu filho(a) devera repeti-las como
entender. Esses apitos e palavras poderédo ser apresentados em caixas de som também;

3) Imitanciometria, que é um exame importante para ver como o som passa pelo ouvido, se tem
alguma infecgdo ou impedimento. Colocaremos uma “borrachinha” em uma orelha e um fone na
outra, e seu filho(a) ira ouvir uns apitos também. Neste exame seu filho(a) n&o precisa fazer nada, é
so ficar com a cabega parada. O exame é rapido, mas seu filho(a) podera sentir uma momentanea
presséo no ouvido, sem dor. Tentaremos fazer tudo bem rapido para evitar qualquer desconforto,
mas caso seu filho(a) ndo goste de alguma coisa € s6 avisar o avaliador que a avaliagéo sera
interrompida no mesmo momento;

4) Emissdes Otoacusticas, que € um teste para verificar se as pequenas células dentro do ouvido
de seu filho(a) funcionam com a passagem do som. Neste exame sera colocada uma “borrachinha”
na entrada do ouvido e seu filho(a) ouvira alguns sons, mas n&o precisara fazer nada;

5) Potencial Evocado Auditivo, no qual seréo colocadas algumas pecinhas adesivas na testa e
atras das orelhas de seu filho(a), um fone nos ouvidos, e seu filho(a) escutara véarios sons, mas
também néo precisara dar nenhuma resposta.

Os testes s&o realizados em 40 a 45 minutos e os riscos durante a avaliacdo sdo minimos,
evidenciados como algum desconforto ou cansaco durante a realizacédo dos exames audioldgicos;
desconforto durante a colocacdo dos fones e da sonda na orelha, que contém a “borrachinha’. As
avaliacbes serdo realizadas na sua presenca ou de outro familiar/acompanhante, da maneira como a
crianca se sentir mais confortavel. Os avaliadores realizardo os exames da forma mais rapida possivel
para diminuir o tempo das avaliacbes e dos possiveis desconfortos gerados.

As anotacbes sobre os resultados dos exames serdo mantidos em segredo de acordo com a
Resolucdo 466/12 para realizacdo de pesquisas. Os dados coletados serdo armazenados pelo
pesquisador responsavel por um periodo de até cinco anos. Passado esse periodo, os dados e
avaliacbes seréo incinerados, como sugere as recomendacdes éticas. Em todas as anotacgdes, seu
filho(a) néo sera identificado(a) e seu nome sera substituido por um numero.

Rubrica do pai/responsavel: Rubrica do pesquisador:
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Seu filho(a) so participara dessa pesquisa se vocé quiser, e vocé podera desistir da participacéo

dele(a) a qualquer momento. Caso vocé concorde com a participacéo de seu filho(a) neste estudo,
vocé néo tera nenhum custo/despesa e também néo recebera qualquer vantagem ou remuneracdo
financeira. A participacéo é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade.
Os resultados dos exames seréo mantidos em segredo de acordo com a legislacéo atual. O nome da
crianga néo sera utilizado em nenhum relatdrio ou publicacéo neste estudo. Em caso de duvidas
relacionadas aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar o Comité de Etica em pesquisa
da UFMG - COEP/UFMG, situado a Av. Presidente Antonio Carlos 6627 — Unidade administrativa Il,
sala 2005. E-mail coep@prpg.ufmg.br; Telefone: 3409-4592. A qualquer tempo vocé podera nos
contatar para esclarecer quaisquer duvidas ou retirar o seu consentimento. Nossos contatos encontram-
se ao final desta pagina.

Para seu filho(a) ser incorporado a este estudo, vocé (pai/mée ou responsavel legal pela crianga)
devera assinar o Termo de Consentimento, e também recebera uma via deste Termo assinada pelos
pesquisadores responsaveis. O Sr(a) tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em
qualquer fase do estudo, independente do motivo e sem prejuizo do atendimento que seu filho(a) esta
recebendo.

Seu filho (a) realizaré alguns exames minuciosos que avaliam a integridade e funcionamento das
estruturas responsaveis pela audicdo e processamento do som que influenciam no desenvolvimento
da linguagem. Vocé recebera uma via do resultado de cada exame auditivo realizado e outra via sera
incluida no prontuério de seu(a) filho(a) do Hospital das Clinicas. Caso sejam encontradas alteracdes
nos resultados dos exames, serdo oferecidas orientacdes e encaminhamentos para os tratamentos
necessarios.

Belo Horizonte, de de

Assinatura do pai/responsavel pelo participante da pesquisa

Assinatura do académico colaborador da pesquisa

Assinatura do responsavel pela pesquisa

Pesquisadores Responsaveis:

Profa. Patricia Cotta Mancini. Endereco: Av. Alfredo Balena, 190-sala 249 Santa Efigénia. Belo
Horizonte — MG. CEP 30.130-100. Fone: 3409-9117 — E-mail: patmancini@gmail.com

Dra. Ana Lucia Pimenta Starling (31-3409-8908 - E-mail: analustarling@gmail.com)

Dr. Rodrigo Rezende Arantes (31-3409-8908 - E-mail: rrarantes@hotmail.com)

Dra.Elaine Alvarenga Carvalho de Almeida (31-3409-8908; E- mail: elaineaac12@gmail.com)
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8.3 Anexo 3 — Anamnese Audioldgica Infantil




8.4 Anexo 4 — Protocolo de percepc¢éo auditiva dos pais de criangas com DB
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