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RESUMO

Com o surgimento da triagem neonatal, tornou-se possivel identificar precocemente
diversas doencas congénitas, ja que elas sdo, majoritariamente, assintomaticas no
periodo neonatal. No Brasil, o diagndstico da Deficiéncia de Biotinidase é feito
somente por servi¢os particulares, exceto no Estado do Parana, os quais tem custos
relativamente elevados para o teste. A Deficiéncia de Biotinidase € uma doenca
metabdlica, de heranca autossémica recessiva, a qual provoca falhas no metabolismo
da biotina. Como conseqiiéncia, ocorre uma deplecdo da biotina enddgena devido a
incapacidade do organismo em fazer a sua reciclagem ou de usar a biotina ligada a
proteinas fornecida pela dieta. A deficiéncia de biotinidase preenche todos os critérios
para ser incluida na triagem neonatal (teste do pezinho). Este trabalho visa a
implantacdo de um Programa de Triagem Neonatal para Deficiéncia de Biotinidase no
Estado do Para a partir da andalise da biotinidase em neonatos nascidos na Fundacéo
Santa Casa de Misericérdia do Para (FSCM-PA). No periodo de junho a outubro do
ano de 2009 foram analisadas 217 amostras de sangue de neonatos da FSCM-PA
coletadas em papel filtro. A atividade da biotinidase foi avaliada através do ensaio
colorimétrico qualitativo, no qual a intensidade da cor da reacdo ocorrida no papel
filtro expressou o resultado. No presente estudo ndo houve positividade confirmada
para a Deficiéncia de Biotinidase, uma vez que houve um padréo de cor purpura nas
amostras, demonstrando atividade enzimatica normal. Sugere-se um provavel caso
de Deficiéncia de Biotinidase, o qual ainda deve ser confirmado pela analise
guantitativa da enzima em uma nova amostra. Por ser de diagnédstico clinico
complicado, e confirmado apenas com a analise bioquimica, os individuos com
Deficiéncia de Biotinidase, geralmente, ndo sao identificados como tais, levando a

uma progresséao perigosa da doenca.

Palavras-chave: Triagem Neonatal, Deficiéncia de Biotinidase, Biotina.



ABSTRACT

With the advent of neonatal screening, it became possible to identify several
congenital diseases early, since they are mostly asymptomatic in the neonatal
period. In Brazil, the diagnosis of Biotinidase Deficiency is made only for specific
services, except in the State of Parana, which has relatively high costs for the test.
Biotinidase Deficiency is a metabolic disease, autosomal recessive, which causes
failures in the metabolism of biotin. As a result, there is a depletion of endogenous
biotin due to the inability of the body to make their recycling or use the biotin linked to
proteins supplied by the diet. Biotinidase deficiency satisfies all the criteria to be
included in neonatal screening (Guthrie test). This work aims to implement a program
of neonatal screening for biotinidase deficiency in Para from the analysis of
biotinidase in neonates born at the Santa Casa de Misericordia do Para (FSCM-PA).
In the period from June to October of 2009 were analyzed 217 blood samples from
newborns of FSCM-PA collected on filter paper. The biotinidase activity was
assessed by colorimetric qualitative test in which the color intensity of the reaction
occurred in the filter paper expressed the result. In this study there was no confirmed
positive for Biotinidase Deficiency, since there was a pattern of purple in the
samples, showing normal enzyme activity. Suggest a probable case of Biotinidase
Deficiency, which still must be confirmed by quantitative analysis of the enzyme in a
new sample. Because the clinical diagnosis difficult, and just confirmed with
biochemical analysis, individuals with Biotinidase Deficiency usually are not identified
as such, leading to a dangerous progression of the disease.

Keywords: Screening Neonatal, Biotinidase Deficiency, Biotin.
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1. INTRODUCAO

1.1 TRIAGEM NEONATAL

Ha algumas décadas atras, criancas nascidas com disturbios metabdlicos
nao tinham chance de sobrevivéncia. O surgimento da triagem neonatal alterou este
quadro, permitindo a aplicacdo de acfes preventivas em relacdo ao diagnostico de
doencas congénitas ou infecciosas. Com o0 advento da triagem neonatal, tornou-se
possivel identificar precocemente essas desordens, ja que elas sdo, em sua maioria,
assintomaticas no periodo neonatal, podendo-se inferir um tratamento adequado, a
fim de diminuir ou impedir o surgimento das sequelas associadas as doencas (Souza
et al., 2002; Ministério da Saude, 2008).

A triagem neonatal, fornecida pelos centros de saude, é realizada por meio
de puncéo no calcanhar do recém-nascido, sendo por isso, popularmente conhecida

como “Teste do Pezinho”.

Dentre as patologias que podem ser analisadas na triagem neonatal, estdo
Fenilcetonaria (PKU), Hipotireoidismo congénito (HC), Anemia falciforme e outras
hemoglobinopatias, Hiperplasia adrenal congénita, Fibrose cistica (FC),
Galactosemia, Deficiéncia de Biotinidase, Deficiéncia de glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD), Toxoplasmose congénita, Sifilis congénita, Citomegalovirose
congénita, Doenca de Chagas congénita, Rubéola congénita, SIDA congénita,
Deficiéncia de MCAD (Desidrogenase de acil-CoA de cadeia média) (Ministério da
Saude, 2008).

O Programa Nacional de Triagem Neonatal - PNTN foi criado através da
Portaria GM/MS n° 822, de 6 de junho de 2001, e tem como objetivo a realizacdo da
triagem neonatal em 100% dos nascidos vivos, a busca ativa dos pacientes triados, a
confirmacédo do diagndstico laboratorial, além do acompanhamento e tratamento

adequados dos pacientes identificados como portadores das doencas.

Segundo Ramalho e colaboradores (2002), a regulamentacdo garante

acesso ao servico de triagem neonatal a todos os recém-nascidos brasileiros, sem



distincdo de raca, origem geografica ou classe socioecondmica, e assume grande

importancia em um dos fundamentos da Etica Médica, que é o da igualdade.

O PNTN abrange apenas quatro patologias: Fenilcetondria (PKU),
Hipotireoidismo Congénito, Hemoglobinopatias e Fibrose Cistica. Os exames
realizados em cada Estado serdo aqueles para os quais os mesmos estao habilitados
a fazer, conforme as fases de implantacéo estabelecidas pelo Ministério da Saude, a
saber: a) Fase |I. Hipotireoidismo congénito e fenilcetonaria; b) Fase Il
Hipotireoidismo congénito, fenilcetondria e hemoglobinopatias; e c¢) Fase |ll:
Hipotireoidismo congénito, fenilcetondria, hemoglobinopatias e fibrose cistica (Figura
01).

B Fase |
Fasa Il
Bl Fase i

Figura 01: Mapa representativo das fases do PNTN por Estado (Adaptado
de Ministério da Saude, 2008).

A andlise da Deficiéncia de Biotinidase s6 € realizada em servicos de
triagem neonatal particulares no Brasil, exceto no Estado do Parana, no qual o
servico publico de saude oferece o teste gratuitamente a populacdo (Pinto et al.,
1998). Isso acaba por excluir grande parte da populacdo, o que limita o diagndstico
dessa patologia em hospitais publicos, contrariando o fundamento de igualdade

proposto pela Etica Médica.



Para a inclusdo em testes de triagem, o disturbio deve seguir alguns pré-
requisitos importantes, ja que, principalmente na rede publica, 0s recursos sdo mais
restritos. Primeiramente, a doenca deve causar consequéncias danosas e graves
para a saude do afetado se néo tratada; em segundo lugar, é necessario que haja um
tratamento adequado e que possa modificar o curso da doenca; este tratamento tem
que ser mais eficaz se implantado na fase pré-clinica da doencga; e, por ultimo, o teste
de triagem deve ser simples e eficiente, podendo ser aplicado em larga escala, e com
baixo custo (Souza et al., 2002).

O teste ndo deve apresentar resultados falso-negativos, e o0 minimo de
resultados falso-positivos, isto €, possuir alta sensibilidade e especificidade para o
rastreamento da doenca, deve ser passivel de automacéo, e capaz de ser realizado
em amostras de sangue coletadas em papel-filtro (Clague & Thomas, 2002). A
deficiéncia de biotinidase se inclui nesses pré-requisitos, aumentando a probabilidade
de inclusao futura no Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN).

Segundo Schwartz e colaboradores (2000), os testes na triagem neonatal
podem ser qualitativos, semiquantitativos ou quantitativos. A primeira amostra de
sangue em papel filtro deve ser coletada entre o 3° e 0 7° dias de vida do recém-
nascido, preferencialmente, visto que o momento para a coleta ndo deve ser inferior a

48 horas de alimentacéo protéica (amamentacéo) e nunca superior a 30 dias.

Caso haja alteracdo nos resultados dos testes, 0os mesmos sao
confirmados a partir de outra analise, utilizando uma segunda amostra de sangue
total, soro ou urina. Se houver confirmacédo da doenca, a crianca € encaminhada para
o tratamento ou para investigagdes em servigcos de referéncia. E importante frisar que
o Teste do Pezinho é apenas um teste de triagem, no qual um resultado alterado ndo

implica diagndstico definitivo, necessitando, dessa forma, de exames confirmatorios.

No presente trabalho foi realizada a triagem neonatal para a Deficiéncia de
Biotinidase na Fundacdo Santa Casa de Misericordia do Para (FSCM-PA), uma vez
que este ndo é um teste realizado rotineiramente na instituicdo, a qual oferece
servicos de saude a rede publica. Neste sentido, esse estudo buscou revelar a
grande importancia da triagem para o diagnostico de uma doenca a qual representa

graves consequéncias se néo tratada.



1.2 HISTORICO DA TRIAGEM NEONATAL

O desenvolvimento da técnica de triagem neonatal teve inicio com os
estudos de Guthrie, na década de 1960, que possibilitaram a criagdo de um método
para dosar fenilalanina em amostras de sangue por meio de discos de papel-filtro,
permitindo o diagndstico da Fenilcetonuria. A técnica simplificou a coleta, o transporte

e 0 manuseio das amostras no laboratério (Guthrie, 1992).

Em 1970, foi introduzida no Brasil uma versdo simples do Teste do
Pezinho, a qual identificava apenas a Fenilcetonuria e o Hipotireoidismo Congénito.
Somente no ano de 1992 o teste de triagem neonatal se tornou obrigatério em todo o

territorio nacional (Mattozo & Souza, 2005).

Apbés a implantacdo da triagem neonatal para Fenilcetonuria, outras
doencas passaram a ser objeto de estudo para testes adicionais no mesmo papel-
filtro, e hoje o0 uso da triagem neonatal permite a deteccdo de inUmeros disturbios
metabdlicos, dentre eles, o hipotireoidismo congénito, a fibrose cistica, as

hemoglobinopatias e a hiperplasia adrenal congénita (Franca & Domingos, 2008).

1.3. DEFICIENCIA DE BIOTINIDASE

A Deficiéncia de Biotinidase € um erro inato do metabolismo de heranca
autossdmica recessiva, caracterizado por falhas na utilizagdo e reciclagem da
biotina, uma vitamina ndo produzida pelo organismo, obtida através da dieta
alimentar, ou da reciclagem endogena. Este distlirbio metabdlico € mais frequente
em populacdes com elevadas taxas de casamentos consangiineos, devido ao
aumento da homozigosidade gerada pelos mesmos, aumentando, assim, a
prevaléncia de doencas monogénicas recessivas (Navarro et al., 2000; Neto et al.,
2004).

No caso de deficiéncia parcial da enzima, a mesma apresenta de 10 a 30%
de sua atividade normal no soro, enquanto que na deficiéncia total, menos de 10% da
atividade é detectada (Navarro et al., 2000; Wolf, 2005). Sua incidéncia mundial,



segundo Wolf & Heard (1990), é de 1:60.000 nascimentos. O estudo de Pinto (1998),
realizado no Estado do Parana, demonstrou frequéncia de 1:62.500. Neto e
colaboradores (2004) estimaram uma frequéncia elevada no Brasil, em torno de
1:9.000. Até o presente momento, ndo ha estudos de prevaléncia da deficiéncia de

Biotinidase no Para.

Os sintomas da deficiéncia de biotinidase sdo quase imperceptiveis nos
recém-nascidos, e podem surgir quando as criangas se encontram entre a primeira
semana de vida e os 2 anos de idade, estando 0os mesmos na média de cinco meses
de vida (Pinto et al., 1998). Os principais sintomas que caracterizam esse disturbio
sdo convulsdes, ataxia, hipotonia, erupcbes cutaneas, alopécia, atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor, conjuntivite, problemas visuais, auditivos,
respiratorios, bem como acidose cetolatica, aciduria e acidemia organica (Hymes &
Wolf, 1999; Wolf, 2005).

O inicio dos sintomas pode ser tardio ja que, durante a gestacao, o feto
pode estocar biotina no figado, por meio de gradiente transplacentario a seu favor, ou
pelo fornecimento de biotina livre pela dieta no primeiro ano de vida, principalmente
por formulas lacteas (o leite de vaca contém duas vezes mais biotina que o leite

humano) (Bartlett et al., 1985; Gonzalez-Reyes & Marrero-Gonzalez, 2002).

A consequente caréncia de biotina, devido a deficiéncia da enzima
biotinidase, causa um aumento anormal na excrecdo urinaria de diversos &cidos
organicos caracteristicos: (a) 3-metilcrotonilglicina e 3-hidroxiisovalerato (3HIA), em
decorréncia da deficiéncia da metilcrotonil-CoA carboxilase; (b) 3-hidroxipropionato
(3HPA), propionilglicina, e metilcitrato, devido a caréncia da propionil-CoA
carboxilase; e (c) lactato, por conta da deficiéncia da piruvato carboxilase (Mardach et
al., 2002) (Figura 02).
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Figura 02: Carboxilases dependentes de Biotina. ACC: Acetil CoA carboxilase;
PC: Piruvato Carboxilase; PCC: Propionil CoA carboxilase; MCC: 3-Metilcrotonil
CoA carboxilase (Adaptado de Zempleni et al., 2009)

ApOs o0 aparecimento dos sintomas, caso ndo haja tratamento adequado, 0
individuo com deficiéncia de biotinidase deve apresentar um quadro de piora
constante, levando, inclusive, ao o6bito (Neto et al., 2004). Os individuos que
apresentam deficiéncia parcial da enzima podem apresentar algumas das

manifestacdes cutaneas da doenca, mas ndo os sintomas neurologicos (Kaye, 2006).

Na Deficiéncia de Biotinidase a limitacdo da disponibilidade da biotina livre
resulta em diminuicdo da atividade das carboxilases dependentes da biotina, uma



condicdo conhecida como Deficiéncia Mdultipla de Carboxilases (DMC). Acredita-se
qgue a deficiéncia de biotinidase possa ser a primeira falha bioguimica na Deficiéncia
Multipla de Carboxilases (Wolf & McVoy, 1983).

Na sua forma juvenil, a DMC é uma doenca caracterizada por alopécia,
convulsdes, ataxia, e, algumas vezes, infeccdo por candidiase e atraso no
desenvolvimento. Essa teoria € reforgcada, visto que na DMC h& uma deficiéncia das
carboxilases dependentes de biotina, além de os niveis de biotinidase apresentarem-
se, em média, de 0 a 3% da atividade normal (Wolf et al., 1983).

O tratamento para a deficiéncia de biotinidase é bastante simples, de baixo
custo e eficaz, fatores que favorecem a permanéncia do tratamento por mais tempo,
diminuindo o numero de abandonos e o0, conseqlente, numero de mortes por

deficiéncia de biotinidase.

O tratamento deve ser precoce e baseado na suplementacéo oral de doses
terapéuticas de biotina (5-20 mg por dia), resultando em melhora notavel dos
sintomas clinicos, bem como a prevencao de sequelas neuroldgicas, caso 0 mesmo

seja instaurado antes do aparecimento dos sintomas (Méslinger et al., 2003).

Kimura e colaboradores (2003) relataram que, apdés o tratamento com
biotina, a atividade da biotinidase pode ser melhorada, ou até normalizada. Porém,
caso haja atraso no desenvolvimento, perda auditiva ou problemas visuais, 0

tratamento com biotina, geralmente, ndo é capaz de reverter o quadro de sintomas.

Por este motivo, € importante que se faca o diagnostico precoce, a partir
da triagem neonatal, evitando sequelas relacionadas ao aparecimento dos sintomas
da patologia (Hymes & Wolf, 1999).



1.4. BIOTINIDASE

A Biotinidase € uma enzima hidrolase, produzida principalmente no figado,
responsavel pelo aproveitamento da Biotina provinda da dieta alimentar, ou pela
reciclagem da mesma a partir de compostos intermediarios. Esses processos podem
ocorrer a partir da hidrélise da biotina ligada covalentemente a peptideos, oriunda da
alimentacdo ou de proteinas provenientes da digestdo intestinal, ou pela clivagem da
biocitina (biotinil-e-lisina), que € a ligacdo entre um grupo carboxila da biotina e um
grupo amino de um residuo de lisina, resultante da degradacdo proteolitica das
carboxilases (Broda et al., 2001; Wolf et al., 2002; Wolf, 2005).

Acreditava-se que a biotinidase possuisse somente a funcédo de clivar a
biocitina, promovendo, dessa maneira, a reciclagem da biotina. Estudos recentes
sugerem que a biotinidase sérica exibe, também, a atividade de uma proteina
carreadora de biotina, conservando a ligacdo da mesma como uma acilenzima, bem
como uma biotinil transferase capaz de biotinilar proteinas especificas ou pequenas
moléculas aceptoras. Sabendo que a biotinidase age como carreadora da biotina,
acredita-se que esta enzima seja responsavel por transportar a biotina para dentro
das células através de um receptor de membrana (Wolf, 2005).

O fato de a concentracdo de biotinidase no soro ser bem maior do que a
concentragéo de biotina reforgou a teoria de que a enzima agiria como carreadora de
biotina. Um exemplo importante da funcdo de carreadora é no caso das criangas com
deficiéncia de biotinidase, as quais excretam a biotina livre na urina. Quando ha a
ligacdo entre a biotina e a biotinidase, forma-se um complexo grande e a vitamina nao
€ excretada, evitando a diminuicdo no aporte de biotina dessas criancas (Hymes &
Wolf, 1999).

A Biotina é largamente conhecida pela sua essencial funcdo como
coenzima das carboxilases dependentes de biotina. Recentemente surgiram fortes
evidéncias de que a biotina exerce importantes funcées na sinalizacdo celular,
regulacdo epigenética e na estrutura da cromatina, através da biotinilacdo das

histonas (Zempleni et al., 2009).



Wolf (2005) demonstrou que a biotinidase é expressa em alguns tecidos,
além de demonstrar que a enzima ou as proteinas relacionadas a ela podem ser
orientadas a varias regibes sub-celulares, inclusive o nucleo. Isso sugere que a
biotinidase possui diversas fungdes, incluindo a regulacdo do papel da cromatina e do
DNA, o que implica em possiveis esclarecimentos da relacdo genatipo/fenotipo da

deficiéncia de biotinidase.

Outra funcéo importante da biotinidase € a biotinilacdo de histonas. Para
ratificar essa afirmacdo, Hymes & Wolf (1999), promoveram um estudo a partir da
incubacgéo de histonas H2A do timo de bezerro na presenga ou auséncia de biocitina,
com soro de individuos normais e individuos com deficiéncia total de biotinidase.
Essas varias misturas foram submetidas a técnica de SDS-PAGE e as histonas
biotiniladas foram detectadas pela avidina, a qual possui alta afinidade pela biotina.
As histonas sao biotiniladas quando incubadas com biocitina em soro normal, mas
nao em soro do individuo com deficiéncia de biotinidase, devido a auséncia ou pouca

expressao da enzima biotinidase.

As evidéncias das funcdes biolégicas da biotinilacdo de histonas séo
escassas, no entanto ela parece participar de alguns processos biolégicos distintos.
Ha evidéncias de que a biotinilacdo de histonas aumente em resposta a proliferacao
celular de linfécitos humanos, e também na fase G1 do ciclo celular, mantendo-se
aumentada nas fases posteriores (fases S, G2 e M), 0 que pode auxiliar na resposta
imune do individuo (Stanley et al., 2001).

Sugere-se que biotinilacdo das histonas se dé através de um mecanismo
pelo qual a clivagem da biocitina (biotinil- e-lisina) pela biotinidase leve a formacao
de um intermediario biotinil-tioester. Entdo, em um proximo passo da reacgdo, a
fracdo biotinil € transferida do grupamento tioester para o grupo e-amino dos
residuos de lisina nas histonas. Acredita-se, também, que a biotinidase seja capaz

de desbiotinilar as histonas (Hassan & Zempleni, 2006).

A biotinidase é expressa em diferentes tecidos e espécies, como em
microorganimos, anfibios, aves e mamiferos. Esta enzima apresenta alta atividade no

soro, figado, rins e glandulas adrenais, porém baixa atividade no encéfalo. Pelo fato



de sua maior concentracdo ser no soro, a maioria dos estudos € realizada a partir

dessa fonte (Gonzalez-Reyes & Marrero-Gonzalez, 2002).

Cunha (2008) demonstrou que a atividade da biotinidase apresentou uma
correlacdo direta significativa com a idade gestacional, ou seja, a medida que se

aumenta o tempo de gestacdo, h4 um aumento na atividade enzimética.

Nos RN (a termo e prematuros), com niveis elevados de enzimas
aminotransferases (TGO e TGP), a atividade da biotinidase revelou uma correlacéo
negativa com esses elevados niveis. Assim, a medida que aumenta a atividade de
TGO e TGP, ocorre uma diminuigdo na atividade da biotinidase. Nos RN (a termo e
prematuro) os elevados niveis de bilirrubina total revelaram uma correlacdo negativa
com a atividade da biotinidase, embora ndo tenha sido forte. Em funcdo de estas
variaveis poderem contribuir para o aparecimento de varios casos falso-positivos, é
importante 0 acompanhamento clinico destes recém-nascidos (Schulpis et al., 2003;
Cunha, 2008).

Doencas hepéticas crénicas podem levar a um decréscimo na atividade
sérica da enzima biotinidase, uma vez que o figado é a principal fonte da mesma.
Criancas com cirrose hepatica descompensada e hepatite fulminante confirmaram o
achado (Grier et al., 1989; Pabuccuoglu et al., 2002; Abraham & Wilfred, 2003).

1.5. BIOTINA

A Biotina (C10HsO3N,S) € uma vitamina do complexo B, descoberta no ano
de 1936 por Kogl e Tonis. A partir desse momento surgiu o interesse de pesquisa-la
com o intuito de determinar sua funcdo no metabolismo e/ou no curso de doencas
(Hymes & Wolf, 1999). Essa vitamina tem a estrutura de um anel heterociclico ligado
a uma cadeia alifatica lateral, a qual possui um grupo carboxila em sua porcao

terminal (Figura 03).



Figura 03: Estrutura molecular da biotina
(Adaptado de Chapman-Smith & Cronan Jr, 1999)

A Biotina apresenta 8 diferentes isdbmeros, dos quais somente a d-biotina
apresenta

funcdo de coenzima para processos de carboxilagdo. Diversas bactérias
sintetizam a biotina, e em muitas plantas e tecidos animais uma pequena quantidade
de biotina é encontrada (Wolf et al., 1982).

A dose diaria recomendada de biotina € de 35-50 pg para bebés, 65-200
Hg para criancas e 100-200 pg para adultos (Subcommittee On The Ninth Edition Of
The RDA, 1980; Chan & Bartlett, 1986).

A Biotina apresenta-se na forma de uma vitamina solivel em agua, a qual
tem a funcdo de coenzima para diversas enzimas, principalmente as carboxilases
dependentes de biotina. Essa vitamina age como um vetor na transferéncia do grupo
carboxila entre as moléculas que participam da reacdo de carboxilacdo (Pacheco-
Alvarez et al., 2002).

Nos humanos, a biotina € considerada um micronutriente essencial, o qual
possui duas importantes fungdes celulares: (1) Age como coenzima para 4 (quatro)
carboxilases dependentes de biotina: Acetil-CoA carboxilase [ACC; EC 6.4.1.21],
encontrada no citoplasma celular e responsavel pela sintese de acidos graxos;
Piruvato carboxilase [PC; EC 6.4.1.1], a qual inicia o processo de gliconeogénese e,
assim como as demais carboxilases, € encontrada nas mitocondrias; Propionil-CoA
carboxilase [PCC; EC 6.4.1.2], que cataboliza os aminoacidos de cadeia ramificada
valina, isoleucina, metionina e treonina, bem como a cadeia simples de acidos graxos

e a cadeia lateral do colesterol; e, por fim, a 3-metilcrotonil-CoA carboxilase [MCC;



EC 6.4.1.141], a qual catalisa o catabolismo da leucina (Wood & Barden, 1977; Wolf
et al., 1982; Chan & Bartlett., 1986; Pacheco-Alvarez et al., 2000).

Esses mecanismos ocorrem no hepatécito, local onde a enzima
holocarboxilase sintetase biotinila o grupo e-amino de um residuo lisil de cada uma
das apocarboxilases, as quais sao as formas inativas das carboxilases, no sentido de
dar origem as holocarboxilases, ou seja, ativa-las para o exercicio de suas funcdes

metabdlicas (Navarro et al., 2000).

Quando covalentemente ligada ao sitio ativo dessas apocarboxilases, a
biotina age como um carreador de didxido de carbono nas reacdes de carboxilagdo
(Straussberg et al., 2000). Sugere-se que a biotina deve, também, exercer atividade
em alguns eventos celulares em seres eucariotos, tais como regulacao da transcricao

e expressao de diversas proteinas (Figura 04) (Pacheco-Alvarez et al., 2002).
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Figura 04: Rota Metabdlica da Biotinidase
(Retirado de Pacheco-Alvarez, 2002.)



Outra importante funcdo da biotina € a (2) regulacdo da expressao de
diversas proteinas hepaticas, como a glicoquinase, fosfoenolpiruvato carboxiquinase
e a maioria das proteinas envolvidas no metabolismo desta vitamina (Pérez-Monjaras
et al., 2008).

Com base nessas informacdes, observa-se a importante necessidade da
biotina em seres superiores, 0s quais enfrentam uma ameaga constante para sua
sobrevivéncia, uma vez que 0S mesmos Sao incapazes de produzir esta vitamina, a
qual é sintetizada apenas por plantas e pela maioria dos seres procariotos (Chapman-
Smith & Cronan Jr, 1999). A situacdo é ainda mais complicada ao considerar-se que
h& uma disponibilidade limitada de biotina na natureza, sendo que a maioria da
mesma esta ligada a proteinas, e ndo diretamente acessivel, havendo a necessidade

da clivagem pela enzima biotinidase.

Por ser de diagnéstico clinico complicado, os portadores da Deficiéncia de
Biotinidase, geralmente, ndo sdo identificados como tais, levando a uma progressao
perigosa da doenca, a qual pode ser letal se néo tratada. Por este motivo, a analise

bioguimica dessa doenca sera de grande valia no diagndstico e cura dessas criancgas.

O impacto que causa a triagem neonatal de doencas trataveis em saude
publica, assim como a necessidade de ampliar o numero de doencas
diagnosticaveis no periodo neonatal, permitindo a prevengcdo do retardo mental,
motivaram a realizagéo do presente trabalho.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um projeto-piloto para a implantacdo de um Programa de
Triagem Neonatal para Deficiéncia de Biotinidase no Estado do Para a partir da
analise desta enzima em neonatos nascidos na Fundacdo Santa Casa de
Misericordia do Para, visto que o diagndstico precoce é de extrema importancia em

caso de doencas congénitas assintomaticas em neonatos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Empregar a andlise qualitativa da enzima biotinidase em amostras de sangue

em papel filtro de neonatos da Fundacdo Santa Casa de Misericordia do Parg;

2.2.2. Empregar a andlise quantitativa da enzima biotinidase em amostras de sangue
(3mL) de neonatos com suspeita de apresentar Deficiéncia de Biotinidase;

2.2.3. Notificar os casos diagnosticados para serem acompanhados pela equipe

médica e de nutricdo da Fundacdo Santa Casa de Misericordia do Para.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 GRUPO DE ESTUDO

As amostras de sangue dos neonatos nascidos no periodo de junho a
outubro de 2009, na Fundagédo Santa Casa de Misericordia do Para foram coletadas
em papel filtro padrdo (Ferreira & Carvalho, 1982). E importante salientar que sé
foram incluidos na pesquisa recém-nascidos a termo, uma vez que a pré-maturidade
pode interferir na dosagem da enzima biotinidase, de acordo com trabalho realizado
pelo grupo do Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo (Cunha, 2008).

3.2 COLETA, CONSERVACAO E TRANSPORTE DAS AMOSTRAS

O material bioldgico (sangue periférico) utilizado no presente estudo foi
colhido por venipuncdo dos recém-nascidos, uma vez que 0S mesmos foram
submetidos a coletas para testes laboratoriais na Fundacdo Santa Casa de
Misericordia do Para, sendo que as amostras eram colhidas em seringas, e entao
divididas entre os tubos de coleta do hospital e o papel-filtro (Whatman® #903®)
utilizado para a dosagem de biotinidase. Dessa forma, os neonatos ndo necessitavam

de duas puncgdes, diminuindo a recusa por parte das maes.

Para as analises enzimaticas do presente estudo, dispensava-se uma gota
de sangue em cada circulo do papel filtro. As amostras de sangue foram mantidas em
temperatura ambiente até sua secagem completa (pelo menos 3 horas) (Figura 05), e
entdo eram cobertas com papel laminado. Em seguida, as amostras foram
encaminhadas ao Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo da Universidade

Federal do Para (LEIM-UFPa) para posterior analise qualitativa.
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Figura 05 : Cartdo de coleta com amostra sanguinea

Em caso de possivel positividade no teste qualitativo para a deficiéncia de
biotinidase, o procedimento seguinte seria a coleta de 3 mL de sangue periférico dos
recém-nascidos para proceder a analise quantitativa da amostra. O material biologico
colhido (sangue periférico) para esta analise é obtido por uma técnica pouco invasiva,
utilizando punc¢éo venosa periférica. Apenas uma amostra se mostrou aparentemente
positiva apdés duas analises qualitativas (a segunda analise qualitativa na mesma

amostra foi feita para confirmacao do primeiro resultado).

3.3 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundac&o
Santa Casa de Misericordia do Para (Anexo 1), de acordo com as resolucdes 196/960
e 0251/97 do Conselho Nacional de Saude, Brasil.

E conveniente ressaltar que todas as amostras em papel filtro utilizadas
neste estudo foram coletadas de acordo com a concordancia dos pais ou
responsaveis pelos pacientes, os quais assinaram os Termos de Consentimento Livre
e Esclarecido (Anexo 2) concedendo autorizacdo para a participacdo dos recém-

nascidos no estudo.



3.4. ANALISES LABORATORIAIS

3.4.1 Andlise colorimétrica qualitativa da enzima b iotinidase

As andlises da atividade da enzima biotinidase foram realizadas pelo
método descrito por Knappe e colaboradores (1963). Através desse método é
possivel determinar a liberacdo de p-aminobenzoato (PABA) a partir do substrato
artificial N-biotinil-p-aminobenzoico (B-PABA), um analogo da biocitina (Wolf et al.,

1983). Para ser identificado, o PABA liberado sofre diazotizacao.

A atividade da biotinidase foi avaliada através do ensaio colorimétrico
qualitativo, no qual a intensidade da cor da reacéo ocorrida no papel filtro expressou
o resultado. Quando houve atividade da biotinidase, a reacdo apresentou coloracao
purpura, caso ndo houvesse, ou a atividade fosse parcial, a mesma nao apresentaria

cor (reacao incolor) ou apresentar-se-ia com um tom de rosa claro.

Para iniciar a técnica, foram coletadas amostras de sangue dos neonatos,
e entdo impregnadas em papel filtro devidamente identificado. O material biolégico
foi levado ao Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo (LEIM-UFPA) para analise
posterior. Seguindo o protocolo do teste, o papel-filtro foi picotado em confetes de 3

mm, a fim de se fazer a micro-reacdo, a qual ocorreu em placa multi-pocos (96

POCOS).

Posteriormente, os confetes foram colocados na placa para que ocorresse
a analise da atividade da enzima. As amostras foram feitas em duplicata, com um ou
2 confetes de 3 mm, com a inten¢éo de diminuir a margem de erro dos testes. A partir
de entdo, 30 pL do substrato artificial N-biotinil-p-aminobenzdico (B-PABA) foram
pipetados em cada um dos po¢cos com 0s confetes repletos de amostra, e foram
incubados a 37° C por 22 horas. Apés a incubacéo, adicionou-se 30 pL de Acido
Tricloroacético (TCA) a 30% com a finalidade de parar a reacdo. Em seguida foram
adicionados 30 pL de nitrito de sddio, sulfamato de aménio e N-1-naftiletilenodiamina,
com intervalos de 3 minutos entre cada um dos reagentes. Dez minutos apos a
adicao do ultimo deles, observou-se presenca ou auséncia de cor purpura, indicando

ou néo a atividade da biotinidase, respectivamente.



3.4.2 Andlise colorimétrica quantitativa (em papel-  filtro) da enzima biotinidase

Como uma opcéo para confirmacao de resultados aparentemente positivos
para a deficiéncia de biotinidase, utilizou-se uma técnica a qual ndo necessitava de
uma nova coleta, pois nela é feita a dosagem quantitativa a partir da mesma amostra

em papel-filtro.

Para a execucdo deste método, utilizam-se tubos ou eppendorfs
denominados “teste” e “branco”. No “teste” a amostra (confete de 3 mm impregnado
com sangue) é incubada com 0,8 mL do substrato artificial N-biotinil-p-aminobenzdico
(B-PABA), e 0,1 mL de agua destilada, enquanto que no “branco” acrescenta-se
apenas a amostra e a agua. Apos 5 horas de incubacdo em banho-maria a 37° C,
adiciona-se 0,2 mL de acido tricloroacético (TCA) a 30% no “teste” e no “branco”.
Somente neste momento, adiciona-se 0,8 mL do substrato ao eppendorf contendo o
“branco”. A partir de entdo, os procedimentos subseqientes seréo iguais tanto para o

“teste” quanto para o “branco”.

Os eppendorfs com as amostras sdo homogeneizados e entéo
centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos. Retira-se 0,8 mL do sobrenadante,
transferindo-os para outros eppendorfs, e, em seguida, adiciona-se 0,1 mL de nitrito
de sodio, sulfamato de amoénio e dihidroclorido de N-1-naftiletienodiamina, com
intervalos de 3 minutos entre a adicdo dos mesmos. Por fim, faz-se a leitura da

absorbancia em espectrofotbmetro a 546 nm.

A atividade da enzima se da pelo célculo A Abs x 26,41 (nmol/min/mL), no

qual 26,41 refere-se a constante da equacédo (Knappe, 1963).

Baseado na metodologia de Knappe (1963), os valores de referéncia para
individuos com Deficiéncia de Biotinidase (em nmol/min/mL) é de 0,03 - 0,08 (0,05 +
0,04), para heterozigotos é de 0,16 - 0,30 (0,23 * 0,30), para controles normais tem-
se a faixa de 1,41 - 3,16 (2,13 + 0,47), e, finalmente, para recém-nascidos normais 0
valor varia entre 1,10 - 1,69 (1,35 £ 0,24).



3.4.3 Andlise colorimétrica quantitativa (em soro/p  lasma) da enzima biotinidase

Posto que o resultado do teste do pezinho nao é definitivo, pois 0s exames
sdo apenas testes de triagem, os resultados alterados devem ser confirmados pela

analise colorimétrica quantitativa, pois trata-se de um teste mais acurado.

A metodologia utilizada para dosagem quantitativa da atividade da
biotinidase é baseada no método de Knappe (1963), a qual necessita da coleta do
sangue total, para obtencdo do soro ou plasma. O procedimento descrito abaixo se

refere ao protocolo da técnica utilizada no trabalho:

1. Incubar 0,8 mL do substrato N-biotinil-p-aminobenzéico (B-PABA) com
0,1 mL de soro/plasma em um eppendorf de 1,5 mL por 30 minutos a 38°C. Utilizar

como “branco” uma amostra de soro/plasma inativado a 56° durante 30 minutos;

2. Interromper a reacéo adicionando 0,2 mL de TCA (Acido Tricloroacético)
a 30%;

3. Agitar (vortex) e centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos na temperatura de
4° C;

4. Remover 0,8 mL do sobrenadante e pdr em um outro eppendorf.
Adicionar ao mesmo 0,1 mL de nitrito de sddio (preparado na hora). Deixar por 3

minutos a temperatura ambiente;

5. Adicionar 0,1 mL de sulfamato de aménia 0,5 %. Agitar (vortex) e deixar

novamente por 3 minutos a temperatura ambiente;

6. Por fim, adicionar 0,1 mL de dihidroclorido de N-1-naftiletiienodiamina
0,1% (diluido em &gua). Agitar (vortex) e incubar por 3 minutos a temperatura

ambiente;

7. Ler a densidade ¢ptica (D.O.) em um comprimento de onda de 546 nm.
Calcular a atividade da enzima da seguinte forma: (D.O. — “branco”) x 9,51 = atividade

enzimatica expressa em nmol/min/mL de soro/plasma.



A titulo de esclarecimento, 9,51 refere-se ao fator de correcdo para
diluicdo, tempo de incubacéo e coeficiente molar de extingdo para o p-aminobenzoato
(Coeficiente de extingdo = 18,89 D.O./ nmol a 546 nm).

Os valores de referéncia para biotinidase variam entre faixas descritas por
diversos pesquisadores, como de 5-9 nmol/min/mL (Shapira et al., 1989); 4-8
nmol/min/mL (Wolf & Heard., 1989); e 4,4-12 nmol/min/mL (Pettit et al., 1989). No
presente estudo foram adotados como normais os valores entre 4,0 e 10,0
nmol/min/mL (Kobayashi, 2003).

Segundo Pettit e colaboradores (1989), a dosagem da enzima em
heterozigotos para deficiéncia de biotinidase se da por volta de 3,5 nmol/min/mL (2,2-
5,2 nmol/min/mL); para individuos com deficiéncia parcial da enzima, a média é de
1,6 nmol/min/mL (0,7-2,1 nmol/min/mL); e, por fim, os pacientes com deficiéncia total

da enzima apresentam dosagem de 0,2 nmol/min/mL (<0,7 nmol/min/mL) da enzima.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados dos RN foram previamente organizados em tabela do Excel®
2003, com colunas referentes ao nome da mae, dia do nascimento do RN,
expressao de cor com um confete, expressao de cor com 2 confetes por poco e dias
de vida. Posteriormente os dados foram analisados no programa BioEstat 5.0,

através do teste do qui-quadrado.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

No periodo de junho a outubro do ano de 2009, foram obtidas 217
amostras de sangue total coletado em papel-filtro (Whatman® #903®) dos recém-
nascidos da Fundacdo Santa Casa de Misericordia do Para (FSCM-PA). A
quantidade de criancas do sexo feminino e masculino foi equivalente, uma vez que o
género nao influencia na atividade da biotinidase ou no surgimento da doenca (Pinto
et al., 1998).

De acordo com a permissao do comité de ética, as coletas foram efetuadas
em apenas trés enfermarias da FSCM-PA, a saber: Santa Marta, Sant'’/Anna, e Maria
Goreth, nas quais as criancas eram encaminhadas ap0s 0 hascimento e
permaneciam junto de suas maes. Embora o tempo de coleta tenha sido
relativamente curto, o numero de amostras foi satisfatorio para o estudo, uma vez que
0 numero de criangas submetidas as coletas era bastante variavel, podendo ser de 1
a 6 coletas por dia, em média, e muitos dos recém-nascidos eram prematuros, o que

diminuia ainda mais a demanda.

Para proceder as coletas, cada mée ou responsavel assinou o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido autorizando a coleta de sangue do recém-nascido
a ser estudado. Também foram entregues folderes explicativos (Anexo 3), além da
presenca do pesquisador esclarecendo quaisquer duvidas, assim auxiliando no
entendimento do propésito do trabalho, e diminuindo a recusa em relagdo a

participagdo no mesmo.

Acredita-se que o fato das analises enzimaticas para Deficiéncia de
Biotinidase oferecidas pelo presente estudo promoverem beneficios diretos aos
pacientes e as familias, através do diagnostico de uma patologia grave e indisponivel
no sistema publico de saude, tenha auxiliado na maior aceitacdo por parte dos

responsaveis.



Os neonatos triados neste trabalho nasceram a termo, e possuiam, em

média, 2,2 dias de vida, variando de 0 a 14 dias de nascimento.

Os nomes dos recém-nascidos e o dia do nascimento foram previamente
organizados em tabela do Excel para posterior avaliacdo da influéncia da idade do
RN com a intensidade da cor da reacdo. De acordo com as analises estatisticas feitas
pelo programa BioEstat 5.0, observou-se que ndo houve associacdo da faixa etaria

dos recém-nascidos e a intensidade de coloracao da reacao para a biotinidase.

4.2 ANALISE DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas diariamente e submetidas a secagem total do
sangue no papel-filtro a temperatura ambiente, seguidas de acondicionamento em
papel aluminio para manutencdo das propriedades biolégicas das amostras.

Posteriormente, foram realizadas as analises qualitativas da enzima biotinidase em

placas multi-pocos de poliestireno (Figura 06).
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Figura 06: Placa multipocos contendo confetes de papel-filtro. Os po¢cos com
coloracao purpura indicam atividade da enzima biotinidase.



No estudo de Gonzélez e colaboradores (2006) foi possivel demonstrar,
através de ensaios de performance, que em reacdes cuja atividade da biotinidase é
inferior a 1,6%, ndo se pode observar visualmente a expressdo da coloragao,
portanto, o limite de deteccéo se da por volta de 2% da atividade da enzima (0,15
nmol/min/ml). Entretanto, como a Deficiéncia total de Biotinidase é detectada em
pacientes com atividade inferior a 10%, essa limitacdo do método néo influencia de
forma significativa no diagndstico para este distarbio metabdlico.

Dessa forma, a metodologia utilizada para avaliacdo da atividade de
biotinidase, semelhante a utilizada neste trabalho, possui uma boa sensibilidade e

especificidade para deteccéo da atividade desta enzima (Gonzalez et al., 2006).

4.3 CLASSIFICACAO QUANTO A INTENSIDADE DA COLORACAO

A fim de diminuir a margem de erro das analises, as amostras foram
avaliadas quanto a atividade da enzima em duplicata; um poco com um confete de 3
mm de diametro, e outro com dois confetes, de mesma medida, repletos de sangue.
Dessa forma, apds o final da reagdo, onde deve haver a presenca de cor na
atividade da enzima, obtiveram-se parametros comparativos para a analise
colorimétrica mais precisa, diminuindo ou anulando a necessidade de repeticdo caso

houvesse alguma falha analitica em um dos pocos da reacao.

As reacoes foram classificadas visualmente, quanto ao grau de coloracgéao,
com uma metodologia de cruzes; uma cruz (+) para as reacdes de cor purpura fraca,
duas cruzes (++) para as reacdes de cor purpura intermediaria, trés cruzes (+++) para
as reacfes com presenca de cor purpura intensa, ou seja, alta atividade da enzima, e

auséncia de cruzes (-) para amostras que ndo apresentassem coloracao.

Essa classificagao permitiu avaliar visualmente a intensidade da cor
expressa de acordo com a atividade enzimatica, determinando de modo mais preciso

o grau de coloracdo de cada uma das reacdes entre os diversos pacientes.

A classificagcdo em cruzes, feita pela analise visual, foi realizada por

apenas um pesquisador, tornando a avaliagdo subjetiva, uma vez que nado foram



feitas analises quantitativas para classifica-las. Por este motivo, para dar continuidade
ao trabalho, sugere-se que as amostras sofram a comparagao por, pelo menos, duas

pessoas, a fim de aumentar a confiabilidade da avaliagéo.

Dentre as reacdes feitas com apenas um confete por pogo, 56
apresentaram uma cruz, 133 foram avaliadas como apresentando duas cruzes, e 27
apresentaram a cor puarpura forte como resultado (+++). E importante frisar que a
somatoria das mesmas resulta em 216, uma vez que uma amostra apresentou-se
incolor (-) ao final da reacdo da dosagem qualitativa da enzima, tanto com um quanto

com dois confetes por poco.

Nas reacdes analisadas com 2 confetes, 70 amostras obtiveram uma cruz
(+), 127 apresentaram cor relativa a duas cruzes (++) e apenas 19 condiziam com a

cor relativa a trés cruzes (+++) de intensidade de coloragéo.

De modo geral, tanto com um quanto com dois confetes, as reacées com
duas cruzes (++) predominaram, uma vez que, com apenas um confete, ela se
demonstrou em 61,3% das reacdes, e, com 2 confetes, em 58,5% da amostragem
(Figura 07).

Comparacéo entre o (n) em relacdo ao niamero de conf  etes
por poco e a intensidade da coloragéo
140 133 459
120
100
. 80 70 B 1 confete
£ 56 |
60 O 2 confetes
40 - 27
Zrl 19
0 ‘
(+) (++) (+++)

Figura 07 : Demonstracao grafica dos dados referentes a quantidade de confetes por
poco e a quantidade de amostras, classificadas de acordo com a intensidade da cor

purpura da reacéo.



A fim de avaliar se o procedimento de andlise qualitativa com um ou dois
confetes por poco poderia influenciar na interpretacdo dos resultados colorimétricos,
recorreu-se ao teste do qui-quadrado para demonstrar estatisticamente essa relacao.
O valor relativo ao qui-quadrado foi de 3.085 (p>0.05). Portanto, a partir dos calculos,
comprovou-se nao haver diferenca significativa entre a reacdo com um ou dois

confetes de amostra por poco.

As reacBes que apresentaram cor pouco intensa, enquadradas no grupo
de auséncia de cruzes (-), foram submetidas a nova dosagem qualitativa
confirmatdria (na mesma amostra) e, caso houvesse reprodutibilidade dos resultados,
procedia-se a dosagem quantitativa em papel-filtro. Dessa forma, as suspeitas de
deficiéncia de biotinidase eram confirmadas ou anuladas ap6s comparacdo dos

resultados com os valores de referéncia para recém-nascidos.

Na presenca de reagdo com tom de purpura claro, a amostra duplicada
servia, inclusive, como confirmacdo ou exclusdo da necessidade de nova analise
qualitativa, ou andalise quantitativa em papel-filtro, sem necessitar recorrer a uma nova

coleta de sangue para obtencdo do soro (dosagem quantitativa sérica).

Como dito anteriormente, dentre as 217 amostras analisadas, apenas
uma apresentou-se incolor ao final da reacao qualitativa em placa multi-pocos. Para
confirmacéo do resultado, foi realizada uma nova dosagem qualitativa na mesma

amostra, demonstrando reprodutibilidade, ou seja, a reagéo permaneceu incolor.

A fim de realizar outro teste confirmatério do possivel caso de deficiéncia
de biotinidase, antes de necessitar uma nova coleta de sangue total para obtencéo
do soro, utilizou-se uma adaptacdo da técnica de Knappe (1963) utilizando papel-
filtro com sangue total, ao invés de soro ou plasma. Neste teste, a reacdo
apresentou valor inferior ao limite dos valores de referéncia entre (1,10 - 1,69
nmol/min/mL), além de permanecer incolor. Para segunda confirmacao, utilizando a

técnica quantitativa, seria necessaria uma nova coleta de sangue da crianca.

A mé&e do paciente foi procurada para que fosse feita a nova coleta de
sangue do recém-nascido, e entdo a dosagem quantitativa de biotinidase no soro da

crianca. Contudo, a localizacdo da mesma foi dificil, uma vez que no prontuario do



RN ndo havia o telefone de contato, somente um endereco incompleto de outro

municipio.

A partir desse resultado, o médico responsavel pelo setor de neonatologia
da Fundacédo Santa Casa de Misericordia do Para foi notificado do possivel caso de
Deficiéncia de Biotinidase. Assim, recorreu-se ao servico de assisténcia social da
instituicdo para que localizassem a méde do RN. O paciente néo foi localizado até o
presente momento, impedindo a confirmacdo do diagndstico, e, consequentemente,
caso fosse necessario, 0 encaminhamento da crianca ao tratamento e controle da

doenca.

4.4 INTERFERENTES NA ATIVIDADE DA BIOTINIDASE

Diversas condigcbes podem influenciar nos valores de biotinidase, a
exemplo, as disfuncdes hepaticas. Os valores das transaminases oxalacética (TGO)
e piravica (TGP) podem alterar de maneira inversamente proporcional a atividade da
biotinidase. Portanto, € cabivel sugerir que a baixa atividade predominante da
enzima biotinidase se deva ao fato da fungcdo hepatica dos recém-nascidos
estudados estar prejudicada, ou seja, elevados niveis de transaminases levam a
baixa atividade da biotinidase (Grier et al.,1989; Cunha, 2008).

Devido ao fato de haver uma correlacdo negativa entre a atividade da
biotinidase e os elevados niveis de bilirrubina nos RN, nascidos a termo e
prematuros, € importante que se analise essas duas proteinas de maneira
combinada, evitando, dessa forma, o surgimento de casos falso-positivos da doenca
(Schulpis et al., 2003; Cunha, 2008).

Portanto, se elevadas concentracdes de bilirrubina inibem a atividade da
biotinidase, podem surgir consequéncias biolégicas semelhantes a um fenédmeno
temporario de Deficiéncia de Biotinidase. Assim, sugere-se que 0sS recém-nascidos
que apresentam taxas elevadas de bilirrubina sejam encaminhados a intervencao

clinica para reverter a deficiéncia parcial da enzima (Schulpis et al., 2003)

Tendo em vista que a atividade hepatica alterada pode influenciar na

diminuicdo da atividade da biotinidase, mascarando uma provavel Deficiéncia de



Biotinidase, seria interessante a dosagem de bilirrubina nos pacientes triados, como

um parametro associativo.

Entretanto, neste estudo nado foi possivel a obtencdo desses dados, uma
vez que as amostras de sangue para o presente trabalho foram obtidas em papel-
filtro, impedindo a dosagem de bilirrubina no Laboratério de Erros Inatos do
Metabolismo (LEIM-UFPA). Os valores de bilirrubinas totais e fragbes dosados no
Laboratorio da Fundacdo Santa Casa de Misericordia do Pard ndo foram
disponibilizados para o estudo, impedindo que houvesse essa analise comparativa

entre os valores de bilirrubina e biotinidase.

Em relacdo a resultados alterados, acredita-se, também, que o Unico grupo
de medicamentos capaz de induzir um resultado falso-negativo nos testes de triagem
neonatal sejam as sulfonamidas (Heard et al., 1984; Pinto et al., 1998; Wolf et al.,
1990). Contudo, esses compostos ndo sdo usados no periodo neonatal, portanto
conclui-se que ndo houve a presenca de resultados falso-negativos no presente

estudo, assim como na literatura.

N&o houve significancia de resultados falso-positivos no estudo, uma vez
que apenas duas amostras necessitaram de uma nova dosagem enzimatica para
confirmacdo, por conta da auséncia ou baixa intensidade de cor parpura,

representando apenas 0,92% da amostragem total, ou seja, menos de 1%.

As reacdes que se apresentaram incolores na primeira analise qualitativa
foram submetidas a uma nova andlise enzimatica utilizando a mesma técnica. Na
segunda analise qualitativa houve a presenca de cor parpura em uma delas, antes
nao demonstrada. Alguns dos fatores que podem ter influenciado no resultado falso-
positivo na primeira analise da amostra sdo mau processamento ou armazenamento

da amostra, pipetagem inadequada, material contaminado, entre outros.

4.5 CONSIDERACOES FINAIS

A Deficiéncia de Biotinidase é um erro inato do metabolismo, o qual segue
todos os critérios para participacdo nos programas de triagem neonatal: os pacientes

afetados ndo mostram sinais clinicos enquanto neonatos, impossibilitando o



diagnéstico clinico preciso; é uma doenca com alta morbidade e que possui um
tratamento com eficacia comprovada; além de possuir um teste de triagem simples,

eficiente e de baixo custo (Souza et al., 2002).

A inclusdo do teste para esta deficiéncia ja é previsto em pelo menos
alguns dos programas de triagem neonatal pelo mundo (Thomason et al., 1998;
Broda et al., 2001) e no Brasil, o Estado do Parana ja contempla o rastreamento para

a Deficiéncia de Biotinidase em seu programa (Pinto et al., 1998).

Sabe-se que o diagndstico da Deficiéncia de Biotinidase durante a triagem
neonatal é de extrema importancia, uma vez que o tratamento precoce impede gque,
na maioria dos casos, surjam as sequelas provenientes do quadro sintomatico,
causado pela perda da funcdo da enzima, e consequente falha na utilizacdo da
biotina. Desta maneira, com a suplementacdo oral da vitamina diariamente, ha a
melhora da qualidade de vida ndo s6 dos recém-nascidos, como da familia em

guestao.

Tendo em vista a implantacdo de um programa de Triagem Neonatal para
Deficiéncia de Biotinidase no Estado do Para, a semelhanca do que ocorre no Estado
do Parana, como descrito por Pinto e colaboradores (1998), € necessario que se
mantenham as coletas, e sejam alcancadas novas maneiras de expandir esse estudo,
aumentando, dessa forma, o numero de criancas triadas para este disturbio

metabdlico congénito, chamando, assim, a atencao de autoridades governamentais.

No presente estudo ndo houve positividade confirmada para Deficiéncia de
Biotinidase nas amostras analisadas, uma vez que grande parte das reacoes
apresentou como resultado um padrédo de coloracdo purpura, demonstrando atividade

enzimatica normal.

Sugere-se um provavel caso de Deficiéncia de Biotinidase, o qual ainda
deve ser confirmado pela analise quantitativa da enzima na amostra. Para
confirmacédo ou descarte da possibilidade de apresentar deficiéncia de biotinidase, a
mae do paciente foi procurada para que fosse feita a dosagem quantitativa de
biotinidase no soro ou plasma, porém a mesma nao foi localizada até o presente

momento.



E importante frisar que o diagndéstico laboratorial para a Deficiéncia de
Biotinidase ndo é um teste padréo realizado na Fundacdo Santa Casa de Misericérdia
do Para, e estd também ausente no Programa Nacional de Triagem Neonatal
(PNTN), permitindo, assim, que 0s neonatos portadores deste distirbio metabdlico
desenvolvam os sintomas posteriormente, devido a falta de diagndstico laboratorial

precoce.

Este estudo, se continuado e mantido com uma propor¢cdo maior de
neonatos triados, pode gerar dados estatisticos relativos a incidéncia de pacientes
com Deficiéncia de Biotinidase no Estado do Pard, suficientes para justificar a sua
implantacdo no teste de triagem neonatal e chamar atencédo para a implantacdo em

outros Estados do Brasil.

Em busca da melhoria da qualidade de vida da populagéo, este estudo
teve um papel importante triando recém-nascidos para a Deficiéncia de Biotinidase,
uma vez que o diagndstico precoce da doencga, antes do aparecimento dos sintomas,
€ a melhor forma de trata-los, evitando as seqielas oriundas da progressdao da

doenca.



5. CONCLUSOES

* Dentre as 217 amostras analisadas com 1 confete por poc¢o, 56 apresentaram
uma cruz, 133 apresentaram duas cruzes, e 27 apresentaram a cor puarpura forte

como resultado (+++).

* Nas amostras analisadas com 2 confetes por poco, 70 amostras obtiveram uma
cruz (+), 127 apresentaram cor relativa a duas cruzes (++) e apenas 19 condiziam

com a cor relativa a trés cruzes (+++) de intensidade.

* Na&o houve diferenca estatistica significativa entre as analises com um ou dois

confetes por pogo.

* No presente trabalho ndo houve nenhum paciente com diagnostico  confirmado

de Deficiéncia de Biotinidase até o presente momento.

* Realizou-se a triagem de um paciente com suspeita de Deficiéncia de Biotinidase,
porém com diagndstico ainda ndo confirmado, devido a necessidade de uma nova
dosagem da enzima, de maneira quantitativa, a qual requer uma nova coleta de

sangue total para obtencéo do soro.
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7. ANEXOS

7.1 ANEXO 1 - TERMO DE APROVACAO DO PROJETO PELO COMITE DE ETICA
EM PESQUISA DA FUNDAGAO SANTA CASA DE MISERICORDIA DO PARA

MO DO ESTADS

GOVERNO DO ESTADO DO IjARA )
FUNDACAO SANTA CASA DE MISERICORDIA DO PARA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE APROVAGCAO

O Comité de Etica em Pesquisa analisou no dia 05 de maio de 2009 o projeto
de pesquisa intitulado “TRIAGEM NEONATAL PARA DEFICIENCIA DE
BIOTINIDASE EM RECEM-NASCIDOS NA FUNDAGAO SANTA CASA DE
MISERICORDIA DO PARA” de autoria da pesquisadora LIVIA DOVALE
TEIXEIRA DA COSTA sendo orientado pela Prof. Dr. Luiz Carlos Santana da
~ Silva, obtendo APROVACAQO com autorizacdo para desenvolvé—lo, nesta

Instituicao.
Belém, 06 de maio de 2009.

Informo ainda, que V. S. devera apresentar relatorio semestral (previsto para
30/06/09), anual e/ ou relatério final para este Comité acompanhar o
desenvolvimento do projeto (item VII. 13.d. da Resolugéo n°® 196/96 — CNS /
MS).

Atenciosamente,

Coordenadora do CEP



7.2 ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Universidade Federal do Para
Instituto de Ciéncias Biol6gicas
Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Dados de identificacédo

Titulo do Projeto: Triagem Neonatal para Deficiéncia de Biotinidase na Fundacdo Santa Casa de
Misericordia do Para

Pesquisador Responsavel: Luiz Carlos Santana da Silva / Livia do Vale Teixeira da Costa

Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responsavel: Universidade Federal do Para

Telefones para contato: (91) 3201-8030 / (91) 3229-4349 / (91) 8184-0630

Nome do voluntario:
Idade: anos R.G.
Responsavel legal:
R.G. Responsavel legal:

O Sr.(®) esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa “Triagem Neonatal para
Deficiéncia de Biotinidase na Fundac¢do Santa Casa de Misericordia do Para”, de responsabilidade do
pesquisador Livia do Vale Teixeira da Costa
, heste ato representado por mim,
esta sendo convidado a participar de
um estudo denominado Triagem Neonatal para Deficiéncia de Biotinidase na Fundacdo Santa
Casa de Misericordia do Par4 cujos objetivos e justificativas sao a implantacdo de um Programa de
Triagem Neonatal para Deficiéncia de Biotinidase no Estado do Para, a partir da andlise desta enzima
em neonatos nascidos na Fundacdo Santa Casa de Misericérdia do Para, visto que o diagnéstico
precoce € de extrema importdncia em caso de doencas congénitas assintomaticas em recém-
nascidos. Por ser de diagnéstico clinico complicado, os portadores da Deficiéncia de Biotinidase,
geralmente, ndo sao identificados como tais, levando a uma progressao perigosa da doenca, a qual
pode ser letal se ndo tratada. Por este motivo, a andlise bioquimica dessa doenca sera de grande
valia no diagnéstico e cura dessas criancas.

A sua participacdo no referido estudo serd no sentido de permitir que a crianga a ser
analisada seja submetida a realizacdo de um exame, no qual sera analisada a presenca ou ndo da
Deficiéncia de Biotinidase, que é uma doenga grave, caracterizada por falhas na utilizagdo e
reciclagem da biotina (uma vitamina). Os sintomas dessa doenca nao sdo visiveis nos recém-
nascidos, e surgirdo posteriormente caso a doenca ndo seja diagnosticada, podendo causar atraso
no desenvolvimento, cegueira, perda de cabelo, surdez, convulsdes, levando até a morte se nao for
tratada.

Fui alertado de que é possivel esperar alguns beneficios dessa pesquisa para o0 meu
representado, bem como o diagndstico precoce da doenca, caso ela esteja presente no recém-
nascido. Quanto mais cedo a doenca for detectada, mais rapido sera o inicio do tratamento, o que
evitara o aparecimento dos primeiros sintomas e dara a criangca uma vida normal.

Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessarios sobre os possiveis desconfortos e
riscos decorrentes do estudo. Por se tratar de uma pesquisa realizada através da coleta de sangue,
h& um risco minimo, porém sao complicagdes as quais ndo interferem na atividade fisica ou mental
do recém-nascido. Levando-se em conta que é uma pesquisa, e 0s resultados positivos ou negativos
somente serdo obtidos apds a sua realizagdo. Assim, caso haja o diagnostico da Deficiéncia da
enzima Biotinidase, as criangas terdo que ser submetidas a um tratamento que se seguira pela vida
toda, que se da através da suplementacao da vitamina biotina, faciimente comprada em farmacias de
manipulacéo.

Estou ciente de que a sua privacidade sera respeitada, ou seja, seu nome ou qualquer outro




dado ou elemento que possa, de qualquer forma, o (a) identificar, serd mantido em sigilo.

Também fui informado de que pode haver recusa a participacéo no estudo, bem como pode ser
retirado o consentimento a qualquer momento, sem precisar haver justificativa, e de que, ao sair da
pesquisa, ndo havera qualquer prejuizo a assisténcia que vem recebendo.

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto séo Livia do Vale Teixeira da Costa (UFPA)
e Luiz Carlos Santana da Silva (UFPA), e com eles poderei manter contato pelos telefones (91) 3201-
8030/ (91) 3229-4349/ (91) 8184-0630.

E assegurada a assisténcia do meu representado durante toda a pesquisa, bem como me é
garantido o livre acesso a todas as informagfes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas
consequéncias, enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante e depois da participagéo de -

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e compreendido a
natureza e o objetivo do estudo, autorizo a participacéo de
na referida pesquisa, estando
totalmente ciente de que ndo ha nenhum valor econdmico, a receber ou a pagar, pela participagéao.

Eu, , RG n° ,
responsavel legal por ,RG n°
declaro ter sido informado e concordo com a sua participagdo, como voluntario, no projeto de
pesquisa acima descrito.

Belém, de de

Nome e assinatura do paciente ou seu responsavel legal Nome e assinatura do
responsavel por obter o consentimento

Testemunha Testemunha



7.3 ANEXO 3 - FOLDER EXPLICATIVO (DEFICIENCIA DE BIOTINIDASE)

COMO SABER O RESULTADO?

05 resultados dos exames estardo
disponiveis no prazo de  uma
semana, e poderdo ser entregues
no Laboratdrio de Erros Inatos do
Metabalismo da UFPA. Para mais
infarmactes, ligar para o telefone
{91y 3201-8030, falar com Livia ou
Prof. Luis Santana.

Uniwversidade Federsl do Fard
Institate de Ciénciaz Bioldgicas
Laboratéric de Erres Inatos do Metabolizma

Frof. Dr. Luiz Carlos Santana
E-mail: |czsi@uipa.br

liwiadony ale @Ehotm ail. com
Tel: (21)3201-2030

Triagem MNeanatal para
Deficiéncia de Biotinidase em
Fecem-Mascidos na
Fundagao Santa Casa de
Misericardia do Para

Livia do Vale Teixeira da Costa

O QUE EDEFICTENCIA DE
BIOTINIDASE?

& Deficiéncia de Biotinidase & uma
doenga caracterizada por falhas na
utilizacdo & reciclagem da biotina
fuma witamina). Os sintormas da
deficiéncia de hiotinidase sdo guase
imperceptiveis nos recém-nascidos,
e podermn surgir quando as criangas
se encantram entre uma semana a
2 anos de idade.

05 principais sintomas sao;
+ Perdade cabeln,
«  Corvulsdo;
»  Atraso no desenvolvimenta;
» Erupgdes cutineas,
+  Zanjuntivite;
+  Prohlemas visuais;
+  Prohlemas auditivas,

» Problemas respiratdrios.

Casn nan haja tratarmenta
adeguado, a crianga com deficigéncia
de biolinidase dewve apresentar
agravamenta na
sintormas, podendo levar & morte.

0 fratamento para a deficiéncia de

quadra de

hiotinidase & bastante simples,
harato e eficaz, sendo feito a partir
da ingestio de uma  vitamina
chamada kioting, wvendida facilmeanta
em farmacias de manipulagdo. E
importante lembrar gue guanto mais
cedo 0 inicio  do  tratamento,
mehores serdo os resultados.

COMO EFEITO O EXAME?

0 exarne serd realizado sem custo
para o paciente, ou seja, & GRATIS,

Sera coletada uma amostra de
sangue do recém-nascido, de forma
pouco  inwasiva 8 sem dar
Hilizaremos 3 gotinhas de sangue
do bebé em papelfiltro (este do
pezinho), e, entdn, analisaremos no
Laboratdrio de Erros Inatos do
Metabolismo. Caso a2 amostra se
mostre positiva, 05 pesguisadores
entrardo  em  contato com oS
responsaveis pelo bebé, e entdo
haverd uma reconvocacdo  para,
uma nova coleta. E extremamente
importante comparecer a
recorvocacdo, pois 50 assim serd
confirmada & doenga, e o behé serd
encaminhado ao tratamento
adequado, tendao uma vida normal e

sem o aparecimento dos sintomas.




