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RESUMO

OBJETIVO: Estabelecer valores de referéncia para atividade da enzima biotinidase em
adultos, RN a termo e prematuros no estado do Pard em amostras de plasma e sangue
impregnado em papel-filtro (SIPF) edefinir protocolos de validacéo de temperatura para
conservacio de plasma. MATERIAL E METODOS: Foram analisados dois grupos,
grupo A com 278 amostras de plasma (RN a termo, prematuros e adultos) e grupo B
com 121 de SIPF (RN a termo eadultos), quanto aos valores de referéncia para a
atividade da enzima e se investigoo tempo de conservagédo do plasma na geladeira (8°C)
e no freezer (20°C). RESULTADOS: No grupo A apresentou média e desvio para
adultos, RN a termo e prematuros de 7,0+1,9; 4,4+0,7; 3,2+0,4 nmol de pABA/min/mL.
Os valores para SIPF de adultos e RN a termo foram de 2,2+0,7 e 1,3 £0,2. As aliquotas
da geladeira se desestabilizaram no primeiromés, enquanto, as do freezer a partir do
quarto més. Estatisticamente os grupos de recém-nascidos diferem dos adultos p<0,01.
CONCLUSAO: Conclui-se que para a anélise da atividade da biotinidase, é necessario
avaliar se o paciente € RN a termo ou prematuro, pois esses grupos tem atividade
reduzida se comparada a de um adulto, além de considerar quadros que afetem o a
funcdo hepatica com a ictericia neonatal.

Palavras-chaves:Biotinidase, Deficiéncia de biotinidase, Recém-nascido, Adulto,
Temperatura.
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INTRODUCAO

A biotinidase € uma glicoproteina monomérica com uma massa molecular de 76-77 kda
e tem pelo menos nove isoformas!. A producdo da biotinidase foi verificada por
Northern blot, sendo detectada a presenca de seu mMRNA em diversos 6rgdos humanos
como coragao, placenta, figado, pulméo, misculo esquelético, rins e pancreas®. O gene
da biotinidase esta presente no cromossomo 3, na regido 3p25 e contém quatro éxons e
trés introns. A biotinidase estd envolvida na homeostase da biotina, atuando na
utilizacéo e reutilizacio desta vitamina3*.

A biotina é uma vitamina hidrossoluvel pertencente ao complexo B, conhecida como
vitamina B7 ou H°. Ela serve como coenzima, ligando-se covalentemente, a quatro
carboxilases: acetil-coenzima A (CoA) carboxilase, propionil-CoA carboxilase, -
metilcrotonil-CoA carboxilase e piruvato carboxilase, as quais estdo envolvidas em
vérias funcGes metabdlicas como a sintese de &cidos graxos, gliconeogénese e
degradacéo de aminoécidos de cadeia ramificada®. As carboxilases depois de realizarem
suas atividades sdo degradadas proteoliticamente, liberando biocitina (biotinil-lisina). A
biocitina é clivada pela acdo da Biotinidase, liberando a biotina em sua forma livre®.

A deficiéncia de biotinidase (DB), também chamada de deficiéncia multipla de
carboxilases de inicio tardio, é considerada um erro inato do metabolismo, pertencente
ao grupo das acidemias orgénicas, que tem um padrdo de heranga autossémico
recessivo. A DB pode ser classificada, de acordo com a atividade enzimatica residual,
em DB total, quando a atividade da biotinidase do paciente for menor que 10% da
atividade da enzima normal, considerando um individuo que ndo tenha a doenca. A DB
pode ser também parcial, na qual o paciente tem entre 10-30% da média da atividade
normal*’.

Os sinais e sintomas da deficiéncia de biotinidase estdo relacionados a diminuicao da
biotina no organismo e incluem as dermatites, conjuntivites, alopecia, ataxia, hipotonia,
convuls@es, predisposicdo a infec¢bes fungicas, atraso no desenvolvimento mental,
perda auditiva e atrofia otica, acidemia lactica, hiperamoninemia, cetoacidose e acidiria
organica®.

O tratamento dos individuos com DB total é feito com suplementacdo oral de biotina
livre, com uma dose bem maior que a ingesta normal, sendo por toda vida. Essa dose
varia entre 5-20 mg/dia®, porém o Ministério da Salide sugere uma dose diaria de 10-20
mg*.

Em relacdo a frequéncia das DB parcial e total ndo se observa muita diferenca em
populacbes distinta, sendo a incidéncia combinada (parcial e total) de 1: 60.089
nascidos vivos (NV). No Brasil, a incidéncia da DB combinada é uma das mais altas,
ficando entre 1: 6.843; 1: 9.000 e 1: 62.500 N\V/1213.14,

Na triagem neonatal, a DB pode ser confirmada através de testes colorimétricos
qualitativos e quantitativos que determinam a atividade da enzima biotinidase, 0s quais
utilizam amostras de sague impregnado em papel-filtro (SIPF) para o teste qualitativo e
plasma para o quantitativo. Quando o primeiro e segundo testes qualitativos fornecer
resultado alterado, deve-se fazer um terceiro teste confirmatorio quantitativo, que usa
plasma ou soro*®15,

Entre os métodos colorimétricos quantitativos realizados no plasma ou soro e mais
difundidos para a avaliacdo da atividade da enzima estd a liberagdo do &cido 4-



aminobenzoéico (&cido para-aminobenzdico ou PABA) a partir do acido biotinil-4-
aminobenzdico, um analogo da biocitina. O método se baseia na mensuracdo da
absorbancia da amostra, sendo diretamente proporcional a quantidade de PABA
liberado, o qual é proporcional a atividade da biotinidase!®. O método de triagem
(qualitativo) tem o principio semelhante: as amostras de SIPF que apresentarem uma
coloracdo purpura sdo consideradas como tendo atividade de biotinidase, e aquelas que
ficam incolor considera-se que tem pouca ou nenhuma atividade, sendo encaminhadas
para a analise quantitativa da atividade da enzima.

A atividade da biotinidase também pode ser quantificada utilizando uma técnica
quantitativa de fluorescéncia com biotinil-6-aminoquinolina como um substrato
artificial’®. Também existem outros métodos como a medicio da liberagio de biotina a
partir de biocitinal’, além de analogos biotinilados radiois6topos*®. No entanto, todos
estes métodos sdo mais onerosos, mais prolongados, dificeis de realizar e muitas vezes
ndo sdo adaptaveis facilmente as determinacfes enzimaticas na utilizacdo de sangue
impregnado em papel-filtro®®.

Existem fatores que podem acarretar resultados falso-positivos na analise e
interpretacdo da atividade da biotinidase como a ictericia neonatal, a prematuridade e
questdes técnicas como coleta, manuseio e conservacdo da amostra (temperatura e
umidade). Estas variaveis técnicas ocorrem mais comumente em amostras de recém-
nascidos (RN) prematuros e quando as placas de triagem saturadas de sangue Ssao
colocadas em envelopes de plastico antes de estarem suficientemente secas'®.
Resultados falsos negativos podem ocorrer em individuos que sdo tratados com
medicamentos a base de sulfas?.

Considerando a incorporacdo da deficiéncia de biotinidase na fase IV do Programa
Nacional de Triagem Neonatal?® em 2012, a importancia do diagndstico, com um
controle de qualidade estabelecido e tratamento precoce desse erro inato do
metabolismo para promover qualidade de vida as criancas que nascem com essa
deficiéncia e sua alta incidéncia no Brasil, os objetivos deste trabalho foi estabelecer
valores de referéncia para atividade da enzima biotinidaseem adultos, RN a termo e
prematuros no estado do Pard em amostras de plasma e sangue impregnado em papel-
filtro. Além de definir protocolos de validacdo de temperatura para conservagdo de
amostras de plasma, levando em consideracdo a termosensibilidade da enzima
biotinidase.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Erros Inatos do Metabolismo (LEIM),
localizado do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Para e a
coleta de dados envolveu o periodo de 2010 a 2016. Foram analisados dois grupos de
amostras, plasma (A) e sangue impregnado em papel-filtro (B) envolvendo pessoas
higidas, as quais estavam no banco de dados do LEIM e Fundacdo Santa Casa de
Misericordia do Para. No presente estudo ndo foi observado sexo e se os envolvidos
tinham algum quadro de ictericia, hepatite ou maléria.

O grupo A foi constituido a partir dos resultados de 296 andlises da enzima biotinidase
no plasma: 128 RN a termo, 40 RN prematuros e 110 individuos adultos. Desse grupo
foram excluidos da andlise 18 amostras de RN, as quais apresentaram resultados <2,00
nmol de pABA/min/mL e ficaram muito abaixo do desvio padrdo em relacdo a media,
perfazendo um total amostral de 278 amostras.



O grupo B foi constituido a partir dos resultados de 156 analises da enzima biotinidase
em SIPF: 72 recem-nascidos a termo e 49 individuos adultos. Desse grupo foram
excluidas 35 amostras, as quais as quais apresentaram resultados <1,00 nmol de
pABA/min/mL e apresentaram atividade abaixo do desvio padrdo em relagdo a média,
perfazendo um total amostral de 121 amostras. Também ndo foi possivel a analise de
prematuros.

A quantificacdo da atividade da enzima, tanto nas amostras de plasma como nas de
SIPF, foi determinada com base no método descrito por Knappe et al.??. Por esse
método, é possivel determinar a liberacdo de p-aminobenzoato (PABA) através do
substrato artificial N-biotiniil-p-aminobenzéico (B-PABA). Para ser identificado, o
PABA liberado sofre diazotizacdo. Portanto, se a biotinidase estiver presente e ativa ao
final da reacdo, visualiza-se uma cor purpura. Caso contrario, ha desenvolvimento de
cor pdrpura com baixa intensidade ou incolor.

A analise foi realizada em duplicata, amostra teste e branco. A leitura da absorbancia
das amostras foi realizada em espectrofotdbmetro a 546 nm. A atividade da enzima no
plasma se da pelo calculo A Abs x 9,51 (nmol de pABA/min/mL), no qual 9,51 referem-
se a constante da equacgio®.

A metodologia utilizada para a analise da atividade da enzima biotinidase no sangue
impregnado em papel-filtro tem o mesmo principio da usada no soro/plasma. A
quantificacdo da atividade da enzima é feita por espectrofotdmetro (comprimento de
onda de 546nm) também em duplicata através da leitura da densidade oOptica (DO). O
calculo da atividade da enzima segue a formula: (DO teste — DO branco) x 26,41. A
atividade enzimatica € expressa em nmol de pABA/min/mL e o fator 26,41 é a
constante da equagao.

Investigou-se também o tempo méaximo de conservacdo das amostras de plasma na
geladeira e no freezer durante trés e seis meses, respectivamente. Para tanto, foram
coletadas, a partir de individuos adultos saudaveis, 10 amostras de plasma com
heparina, das quais foram separadas duas aliquotas de 2 mL de plasma para realizar o
ensaio da enzima biotinidase descrita anteriormente. Os dois grupos de aliquotas foram
armazenadas em temperaturas diferentes, um grupo de aliquota na geladeira (8°C) e
outro no freezer (-20°C).

Todas as amostras foram analisadas em duplicata. A primeira quantificacdo da atividade
da biotinidase foi realizada em temperatura ambiente (TA), no primeiro dia que
chegaram ao LEIM. As aliquotas armazenadas na geladeira foram analisadas uma
semana depois de coletadas e mais trés vezes (um més, dois e trés meses) apds a
primeira analise. As aliquotas armazenadas no freezer foram analisadas por seis vezes
(uma semana, um més, dois, trés, quatro e seis meses) apos a primeira analise.

Os dados encontrados no banco de dados do LEIM foram organizados em planilhas do
programa Excel 2010 da Microsoft®. A analise estatistica foi feita no programa
BioEstat® (versdo 5.3), sendo realizada a analise de variancia entre os grupos avaliados
tanto para amostras de plasma quanto as de SIPF através do teste ANOVA um critério
(Tukey) comnivel de significancia foi de p <0,01. Para verificar a variancia dos
resultados das aliquotas armazenadas na geladeira e no freezer durante o tempo com
relagdo a primeira andlise foi usado o teste ANOVA um critério (Dunnett) comnivel de
significancia foi de p < 0,05.



Os procedimentos descritos estdo de acordo com os principios éticos estabelecidos na
ResolucdoN°® 466, de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Saude (CNS).
O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica, nimero do parecer na Plataforma
Brasil 1.762.323.

RESULTADO

Foram analisadas 278 pacientes com amostras de plasma para a atividade da enzima
biotinidase. As amostras de individuos adultos diferiram estatisticamente dos grupos de
RN (p < 0,01). Também foi observada diferenca entre os grupos de RN (p < 0,01). Estes
dados sdo demonstrados na tabela 01.

Tabela 1: Valores minimos, maximos, média e desvio padrdo para a atividade da
biotinidase em amostras de plasma de adultos, recém-nascidos a termo e prematuros.

Grupo N Intervalo Meédiat+DP
Adulto 110 3,4-11,1 7,019
RN a termo 128 3,0-5,9 4,4+0,7
RN prematuro 40 2,4-3,9 3,210,4
Total 278

A atividade da enzima Biotinidase é dada em nmol de pABA/min/mL.
*RN, recém-nascido; +DP: desvio padrio; p<0,01.

No mesmo periodo foram analisadas 72 amostras de sangue impregnado em papel-filtro
de RN a termo e 49 amostras de individuos adultos. A tabela 2 mostra que a média da
atividade da enzima biotinidase foi maior em individuos adultos (p < 0,01).

Tabela 2: Valores minimos, maximos, média e desvio padrdo para a atividade da
biotinidase em amostras de sangue impregnado em papel-filtro de adultos e recém-
nascidos.

Grupo N Intervalo Mediat+DP
Adulto 49 1,1-3,9 2,2+0,7
*RN a termo 72 1,0-2,2 1,3+0,2
Total 121

A atividade da enzima Biotinidase é dada em nmol de pABA/min/mL.
"RN: recém-nascido; $DP: desvio padrao; p<0,01.

Para validag&o do protocolo aplicado a quantificacdo da atividade da enzima biotinidase
no plasma algumas condutas de controle de qualidade interno foram adotadas. Assim, a
forma de armazenamento das amostras de plasma foi analisada para testar a conservagao
das mesmas em diferentes temperaturas: temperatura ambiente, geladeira (8°C) e
freezer (-20°C).



A partir do primeiro més os valores medios encontrados para as aliquotas armazenadas
na geladeira ndo permaneceram estaveis (p < 0,05). Esta analise é mostrada na tabela 3.

Tabela 3: VValores maximos, minimos, média e desvio padrdo para atividade da enzima
biotinidaseno plasma por tempo de conservacao na geladeira.

Tempo Minimo Maximo Meédiat+DP
TA 7,6 11,5 9,3+1,4
1 Semana 6,0 10,1 7,6%1,2
1 Més 34 7,4 5,2+1,3
2 Meses 4,2 7,6 5,3+1,0
3 Meses 1,1 6,0 3,215

A atividade da enzima biotinidase é dada em nmol de pABA/min/mL.
*TA: temperatura ambiente; +DP: desvio padrao; p<0,05.

Os valores médios encontrados para as aliquotas armazenadas no freezer permaneceram
estaveis até o terceiro més e a partir do quarto més houve reducao significativa em
relacdo a primeira anélise (p<0,05). Esta analise € mostrada na tabela 4.

Tabela 4: Valores méximos, minimos, média e desvio padréo para atividade da enzima
biotinidaseno plasma por tempo de conservacéao no freezer.

Tempo Minimo Maximo MeédiatiDP
*TA 7,6 11,5 9,3t1,4
1 Semana 7,6 12,0 9,3+1,5
1 Més 6,2 9,7 7,611
2 Meses 58 9,9 7,9+1,2
3 Meses 5,8 8,4 7,4+0,8
4 Meses 5,4 8,3 6,7+1,0
6 Meses 1,7 5,1 3,6+£1,4

A atividade da enzima Biotinidase é dada em nmol de pABA/min/mL.
*TA: temperatura ambiente; + DP: desvio padréo; p<0,05.



DISCUSSAO

A partir dos resultados encontrados e da determinacdo dos valores de referéncia de
amostras de plasma de adultos, a média encontrada (7,0+1,9 nmol de pABA/min/mL)
neste estudo foi semelhante a observada em outros estudos: 5,80+0,9; 6,0+0,8; 7,1+
(ndo informado)e 5,4+1,4. O valor minimo para adultos (3,4 nmol de pABA/min/mL)
para a atividade da enzima biotinidase observado ficou levemente abaixo dos valores
comumente encontrados na literatura: de 4,0 a 4,4 nmol de pABA/min/mL de
plasma’-232425,

Valores abaixo do limite minimo para a atividade da enzima biotinidase podem estar
associados a caracteristicas fisico-quimicas desta proteina, como por exemplo,
termosensibilidade, ou ainda, devido uma possivel inclusdo de individuos heterozigotos
para a deficiéncia de biotinidase. Pettit et al.*, por exemplo, descreveram a atividade
desta enzima para individuos heterozigotos como sendo de 2,2 a 5,2 nmol de
pABA/min/mL. Deste modo, seria necessario estudo molecular do gene que codifica a
proteina biotinidase para detectar individuos heterozigotos para a deficiéncia de
biotinidase. De qualquer forma, esta limitagdo ndo foi considerada significativa e nao
impede que esses valores de biotinidase no plasma sejam validados como o intervalo de
referéncia para adultos.

Os estudos sobre determinacéo da atividade da enzima biotinidase tém mostrado que 0s
valores de referéncia normais usados para amostras de recém-nascidos sdo 0S mesmos
utilizados para adultos?*. Nosso estudo, no entanto, apontou uma diferenca significativa
(p<0,01) em relacdo a atividade desta enzima, sendo observados maiores valores em
adultos quando comparado com os dois grupos de recém-nascidos. Também foi possivel
verificar que os recém-nascidos a termo apresentaram niveis de biotinidase maiores do
gue os observados em recém-nascidos prematuros.

Suormala et al.?® mostrou que de 64 RNs avaliados, entre a termo e prematuros, 56
atingiram niveis normais de adultos entre o 4° ao 40° dia de vida e em oito a atividade
da biotinidase reduziu-se durante o 3° ao 7° dia de vida, coincidindo com o periodo que
é realizado a triagem neonatal. Desta forma, a idade gestacional pode estar diretamente
relacionada a atividade da enzima biotinidase, sugerindo-se que existe a substituicdo de
uma molécula enzimatica fetal por uma adulta, madura ou devido a um periodo de
alimentacgéo insuficiente.

Outro estudo que avaliou a atividade da enzima biotinidase em recém-nascidos a termo,
prematuros e pequenos para a idade gestacional (PIG), com e sem ictericia
(considerando uma bilirrubina entre 1-4mg/dL). Este trabalho demostrou que a
atividade da enzima foi menor em prematuros (3,3 + 1,2 nmol de pABA/min/mL) e em
PIG (3,3 £ 0,8 nmol de pABA/min/mL) que em recém-nascidos a termo (4,9 + 1,1 nmol
de pABA/min/mL)?". Estes achados confirmam o que se encontrou no presente estudo,
quando se evidenciou que a atividade da enzima em RN a temo é maior que em
prematuro.

Outro fato a se considerar é a presenca de ictericia neonatal, que, por algum mecanismo
desconhecido envolvendo a bilirrubina, tende a influenciar a atividade da enzima
biotinidase. No estudo de Schulpis et al.?’, a atividade da enzima apresentou uma
relagdo inversa com os niveis de bilirrubina total e enzimas hepéticas e que a pré-
incubacdo da enzima com 10-15 mg/mg/dL de bilirrubina diminui em até 50% a



atividade da biotinidase. Assim, 0s autores sugeriram que a diminuigédo da atividade da
enzima em ictéricos pode ser por causa do comprometimento da funcao hepatica e que a
bilirrubina total em altas concentracfes pode inibir a biotinidase.

Desta forma, é importante levar em consideracdo, na hora de avaliar se um individuo se
enquadra ou ndo na deficiéncia de biotinidase, se este é adulto, RN a termo ou
prematuro, assim como a presenca de ictericia neonatal e até mesmo se nasceu pequeno
para a idade gestacional. Sendo necessarias até trés coletas para confirmar o resultado, a
Gltima é realizada apds trés meses em relacdo a primeira, porém a partir do segundo
teste alterado € iniciado o tratamento™®.

Os valores de referéncia encontrados para amostras de sangue impregnadas em papel-
filtro em RN a termo (1,3£0,2 nmol de pABA/min/mL) e adultos (2,2+0,7 nmol de
pABa/min/mL) foram semelhantes aos observados por Costa?®, que sugere valores de
atividade para RN a termo de 1,10 a 1,69 (1,35+0,24 nmol de pABA/min/mL) e, para
adultos, intervalo variando de 1,41 a 3,16 (2,13+0,47nmol de pABA/min/mL).

Trinta e cinco amostras de SIPF de RN a termo foram excluidas porque apresentaram
valores da enzima abaixo de 1,0 nmol de pABA/min/mL. Isso pode ser devido a
diversos fatores ambientais e técnicos, como por exemplo, elevada temperatura no
momento do transporte para o laboratério, sangue nao impregnado corretamente no
papel-filtro, e formas de armazenamento inadequado das amostras™®.

As amostras de SIPF usadas na triagem neonatal para RN devem estar completamente
secas antes de serem enviadas para o laboratdrio, porque a umidade ou as amostras
Umidas resultam em perda significativa da atividade enzimatical®?. Estudos tém
apontado que amostras armazenadas por tempo prolongado e expostas a umidade e
temperatura elevada reduzem a atividade da enzima?’. Além disso, 50% dos falsos
positivos estdo associados a prematuridade?.

Na avaliagéo de protocolos de validagdo, envolvendo temperaturas, a partir do primeiro
més de armazenamento das amostras de plasma em temperatura de geladeira (8°C) foi
observada uma reducdo da atividade dabiotinidase. Enquanto as amostras de plasma
submetidas a temperatura de freezer (-20°C) permaneceram estaveis até o 3° més. Esse
ultimo achado esta de acordo com o estudo de Broda et al.?°, onde a atividade da enzima
permaneceu estavel no soro a -20 e -80 ° C por mais de 2 meses e pelo menos 5 meses,
respectivamente.

A biotinidase pode perder atividade no plasma ou soro armazenado a temperatura
ambiente ou congelado entre 4°C e - 20°C. A enzima é mais estavel quando armazenada
a- 70°C e - 80°C, sendo assim é importante a conservacdo das amostras de plasma para
ensaios de diagnostico a -80°C%°, No estado do Para, a temperatura e umidade
elevadas podem ser um problema para a anélise e interpretacdo da atividade enzimatica
da biotinidase, uma vez que o clima é Equatorial quente e Umido, necessitando de
cuidados ainda maiores com relagdo ao armazenamento e conservagao.

CONCLUSAO

A partir do presente estudo, foi possivel concluir que é necessario para a analise e
interpretacdo da atividade da enzima biotinidase considerar se o paciente € RN a termo
ou prematuro, pois esses grupos tem atividade reduzida se comparada a de um adulto,
podendo contribuir para a presenca de resultados falso-positivos para a deficiéncia de
biotinidase em programas de triagem neonatal. Assim como a idade gestacional e



ictericia neonatal parece tambeém interferir na atividade enzimatica. A coleta, o
manuseio e conservacdo das amostras também sdo cruciais para evitar resultados falso-
positivos.

A relevancia de se implantar um diagnostico da deficiéncia de biotinidase, a partir da
triagem neonatal, ndo se faz apenas pelo fato de definir nimeros epidemioldgicos da
doenca, mas principalmente para dar qualidade de vida para esses individuos, evitando e

até

revertendo alguns quadros sintomatolégicos através de um tratamento eficiente e

incipiente aos cofres publicos, quando comparado com quadros irreversiveis e que
afetam o dia-dia desses pacientes.
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- Autoriainstitucional:

World Health Organization. Communicable disease alert and response for mass gatherings: key
considerations. Geneva: WHO; 2008.

Ministério da Saude (BR). Secretaria de Vigildncia em Salde. Departamento de Vigilancia
Epidemioldgica. Doencas infecciosas e parasitarias: guia de bolso. 8. ed. rev. Brasilia: Ministério da
Saude; 2010.

Secretaria de Estado de Planejamento e Coordenacao Geral (Mato Grosso). Informativo populacional e
econdmico de Mato Grosso: 2008. Cuiaba: Secretaria de Estado de Planejamento e Coordenagédo
Geral; 2008.

- Capitulos de livro:


https://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html
https://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals

c) Teses,

e Quando o autor do capitulo ndo € o mesmo do livro

Kapikian AZ, Hoshino Y, Chanock RM. Rotaviruses. In: Knipe DM, Howley PM, editors. Fields virology.
4th ed. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins; 2001. p. 1787-833.

Dewey WL, Martin BR. Abuso de drogas. In: Craig CR, Stitzel RE. Farmacologia moderna: com
aplicagGes clinicas. 6. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Kroogan; 2011. p. 380-94.

e Quando o autor do capitulo é o mesmo do livro

Cefrey H. Yellow fever. New York: Rosen; 2002. Prevention and control; p. 48-56. Contanzo LS.
Fisiologia. 4. ed. Rio de Janeiro: Elsevier; 2011. Neurofisiologia; p. 65-110.

Dissertagbes e Monografias:

Buhrer-Sékula S. Simple dipstick assay for the detection of antibodies to phenolic glycolipid-1
of Mycobacterium leprae [thesis]. Amsterdam (NL): Royal Tropical Institute; 1998.

Queiroz ML. A hanseniase no Estado de Mato Grosso [dissertagdo]. Cuiaba (MT): Universidade Federal
de Mato Grosso, Instituto de Saude Coletiva; 2009. 137 p.

d) Portarias e Leis:

Brasil. Ministério da Salde. Portaria n® 533, de 28 de marco de 2012. Estabelece o elenco de
medicamentos e insumos da Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) no ambito do
SUS. Diario Oficial da Unido, Brasilia (DF), 2012 mar 29; Secdo 1:95.

Brasil. Lei n® 9.431, de 6 de janeiro de 1997. Decreta a obrigatoriedade do Programa de Controle de
Infeccdo Hospitalar em todos os hospitais brasileiros. Diario Oficial da Unido, Brasilia (DF), 1997 jan7;
Secgdo 1:165.

e) Anais de Congresso:

Dittmar A, Beebe D, editors. 1st Annual International IEEE-EMBS Special Topic Conference on
Microtechnologies in Medicine & Biology; 2000 Oct 12-14; Lyon, France. Piscataway (NJ): IEEE; 2000.
643 p.

Anais do 51° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical; 2015 jun 14-17; Fortaleza,
Brasil. Brasilia (DF): Sociedade Brasileira de Medicina Tropical; 2015. 2078 p.

f) Trabalho de evento publicado em periddico:

Ohnishi MDO, Ventura AMRS, Libonati RF, Souza JM. O pulmdo na malaria vivax: relato de caso. In:
440 Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 2° Encontro de Medicina Tropical do Cone
Sul e 32 Encontro de Medicina Tropical dos Paises de Lingua Portuguesa; 2008 mar 4-7; Porto Alegre,
RS. Brasilia (DF): Sociedade Brasileira de Medicina Tropical; 2008. p. 215. (Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical; vol. 41; supl. 1).

g) Documentos eletrénicos:

- Livros e periddicos na Internet

World Health Organization. International health regulations: 2005 [Internet]. 2nd ed. Geneva: World
Health Organization; 2008 [cited 2013 Dec 11]. Available from:
http://www.who.int/ihr/publications/9789241596664/en/.

Lucena AR, Velasco e Cruz AA, Cavalcante R. Estudo epidemioldgico do tracoma em comunidade da
Chapada do Araripe - Pernambuco Brasil. ArgBrasOftalmol [Internet]. 2004 mar-abr [citado 2004 jul
12];67(2):197-200. Disponivel em: http://www.scielo.br/pdf/abo/v67n2/19740.pdf.

- Websites e base de dados na Internet

PubMed Central [Internet]. Bethesda (MD): NCBI/NLM; 2015 [updated 2014 Aug 15; cited 2015 Feb



10]. Availablefrom: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/.

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Cidades@: Pard [Internet]. Rio de Janeiro: IBGE; 2015
[citado 2015 mar 23]. Disponivel em:
http://www.cidades.ibge.gov.br/xtras/uf.php?lang=8&coduf=15&search=para.

Ilustracoes

Sdo aceitas, no maximo, seis ilustragdes, que podem ser do tipo tabela, quadro, figura, grafico ou mapa (cada
arquivo ndo deve ultrapassar 5 MB). Caso os autores julguem essencial que uma determinada ilustragao
permanega, se extrapolado o nimero maximo permitido, solicita-se um contato especial com o Nucleo Editorial.
Cada ilustracdo deve ser apresentada em folha separada ao final do artigo, numerada na ordem de
aparecimento no texto e conter um titulo sucinto, porém explicativo, bem como suas respectivas legendas
(quando houver). Ilustragdes que ndo sejam de autoria dos mesmos autores do manuscrito s6 serdo publicadas
caso o criador/produtor/autor da ilustragdo conceda autorizagdo para publicagdo nesta Revista.

- Tabelas e quadros:

Devem complementar, e ndo duplicar, o texto. Recomenda-se seguir Normas de Apresentacdo Tabular da

Fundagdo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Todas as explicagbes devem ser apresentadas
nas legendas (rodapé) da tabela/quadro e ndo no titulo, identificadas por simbolos nesta ordem: * , + , ¥, §,
Il , 9, **, tt , #+¥ . Nao sublinhar ou desenhar linhas dentro das tabelas/quadros e ndo usar espagos para
separar colunas. Para as células que apresentarem dado com valor igual a zero, substituir o "0" por "-" e
inserir no rodapé a seguinte nota: "Sinal convencional utilizado: — Dado numérico igual a zero ndo resultante
de arredondamento”.

- Figuras:

Podem ser submetidas em preto ou em cores. Fotografias e mapas devem ser enviados sob a forma de
arquivos nos formatos JPG ou TIFF, com resolugdo minima de 300 dpi, para possibilitar uma impressado nitida;
na versdo eletrbnica, a resolugdo serd ajustada para 72 dpi. Imagens geradas em computador, como graficos e
esquemas, podem ser anexadas sob os formatos DOC, XLS, PSD, ou CDR. O Nucleo Editorial reserva-se o
direito de configurar o material ilustrativo de modo mais econdmico, desde que ndo prejudique sua
apresentacdo. Os autores sdo convidados a submeter, para consideracdo da Revista, ilustracbes de seus
manuscritos que poderdo vir a ilustrar a capa.

Unidades de medida

As unidades de medida devem seguir os padrGes do Sistema Internacional de Unidades.

Siglas e Acrénimos

Siglas sdo palavras formadas a partir da redugdo de um grupo de palavras, onde cada letra é pronunciada
separadamente (Ex.: OMS - Organizagdo Mundial da Saude, AVC - acidente vascular cerebral); escritas em
mailsculas, a excecdo das originalmente grafadas de forma diferenciada (Ex.: CNPq - Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico).

Acronimos sdo palavras formadas a partir da jungdo de letras ou silabas iniciais de um grupo de palavras,
formando vocabulos. Sdo escritos apenas com a inicial mailscula (Ex.: Fiocruz - Fundagdo Oswaldo Cruz,
Funasa - Fundagdo Nacional de Saude), a excegdo das que possuem menos de quatro letras que devem ser
grafadas todas em mailsculas (Ex.: ONU - Organizagdo das Nagdes Unidas).


http://servicodados.ibge.gov.br/Download/Download.ashx?http=1&u=biblioteca.ibge.gov.br/visualizacao/livros/liv23907.pdf
http://www.inmetro.gov.br/inovacao/publicacoes/si_versao_final.pdf

Para siglas e acr6nimos estrangeiros, recomenda-se a designagdo correspondente em portugués, se a forma
traduzida for largamente aceita; ou sua utilizagdo na forma original se ndo houver correspondéncia em
portugués, ainda que o nome por extenso em portugués ndo corresponda a sigla. (Ex: UNESCO - Organizagdo
das NagGes Unidas para a Educacgdo, a Ciéncia e a Cultura, CDC - Centers for DiseaseControlandPrevention).

Em sua primeira aparicdo no texto, siglas e acronimos deverdo ser escritos por extenso e acompanhados da
respectiva reducdo entre parénteses. A partir dai, utilizar apenas a sigla ou acrénimo no restante do texto.

Um caso excepcional é o da palavra "aids" (sindrome da imunodeficiéncia adquirida), que o Conselho Nacional
de Aids, do Ministério da Saude, recomenda, dada a popularizagdéo do acrénimo original "Aids -
acquiredimmunodeficiencysyndrome", que seja grafada em minusculas, representando o nome da doenga.

ENVIO DE MANUSCRITOS

Os trabalhos devem ser enviados por meio do Sistema de Submissdo da Revista. Juntamente com o arquivo do
manuscrito, os autores devem enviar a "Declaracdo de Responsabilidade", assinada por cada um deles,
digitalizada em formato PDF.

Os autores podem enviar um documento a parte com a indicacdo de até trés possiveis revisores, também
especialistas no assunto abordado em seu manuscrito. E possivel ainda indicar até trés revisores especialistas
para os quais ndo gostariam que seu manuscrito fosse submetido. Cabera aos Editores a decisdo de acatar ou
nao as sugestdes dos autores.

AVALIAGCAO E PUBLICAGCAO

Depois de submetido, o trabalho passa por 11 etapas no tramite editorial. Ressalta-se que ele s passara para
a fase seguinte se aprovado na anterior. Sdo elas:

1) Analise inicial: realizada pelos Editores Chefes e Cientificos,

2) Analise técnica: realizada pelo Ndcleo Editorial, que verifica se o manuscrito foi formatado segundo essas
normas e se o assunto se enquadra no escopo da Revista; além de realizar a busca por possiveis transcrigbes
sem o devido crédito a fonte original ou qualquer outro ponto que possa atestar contra sua originalidade.

3) Analise de Editor Associado: realizada por um Editor Associado, designado com base na area do
manuscrito, que analisa seu potencial para publicacdo e seu interesse para os leitores da Revista, além de
verificar se os preceitos éticos foram obedecidos. Trabalhos que ndo atenderem a essas exigéncias serdo
recusados.

4) Analise de mérito cientifico: apds a avaliagdo pelo Editor, os manuscritos serdo enviados para avaliagao
"cega" (ndo identificada) por dois revisores especialistas (peerreviewers). No caso de pareceres divergentes,
um terceiro sera consultado. A partir dos pareceres recebidos, os Editores poderdo considerar o manuscrito: (i)
Aceitavel para publicagdo; (ii) Aceitavel, condicionado a reformulagdo; ou (iii) Ndo aceitavel. Os trabalhos
aceitos para publicacdo, porém condicionados a reformulacdo, serdo enviados aos autores com prazo definido
para devolugdo do manuscrito reformulado ao Nucleo Editorial. Uma vez aprovado para publicacdo, se, todavia,
for identificada a necessidade de pequenas corregbes e ajustes no texto, os Editores da Revista reservam-se o
direito de fazé-lo.

5) Revisao textual: de posse do manuscrito reformulado pelos autores, o Nucleo Editorial encaminha-o para
normalizacdo e revisdo ortografica e gramatical. O texto revisado é devolvido aos autores para aprovagao e
uma resposta deve ser dada até o prazo estipulado; caso contrario, todas as modificagdes serdo consideradas


http://revista.iec.gov.br/submit/index.php/rpas
http://revista.iec.gov.br/source/rpas-declaracao_responsabilidade-pt.docx

aceitas. No caso de haver comentarios, todos dever&o ser respondidos pelos autores.

6) Avaliagao final: onde o artigo, agora reformulado e revisado, retorna aos pareceristas para aprovagao de
sua versao final.

7) Aprovagao: finalmente, a decisdo definitiva pela publicagdo do manuscrito sera condicionada a aprovagdo
final dos pareceristas e ao atendimento de todos os requisitos estabelecidos nestas normas. A comunicagdo
oficial seréd enviada por e-mail ao autor de correspondéncia.

8) Diagramacao: fase em que o manuscrito ganha o formato de como sera publicado.

9) Leitura de prova: o artigo diagramado na versdo final a ser publicada é entdo encaminhado por e-mail, em
formato PDF, ao autor de correspondéncia para ser lido, verificado e aprovado pelos autores, o qual devera
também assinar e enviar, em formato PDF ou JPG, a Declaragdo de Transferéncia de Direitos Autorais
Patrimoniais para Publicagdo. Para ndo comprometer a publicagdo do trabalho, a resposta sobre a aprovagao ou
ndo da prova e o envio da Declaragao assinada devem cumprir o prazo estipulado. InclusGes de informagdes
ndo serdo aceitas nesta fase.

10) Publicagdo: fase final em que o manuscrito estd pronto e apto para inclusdo em um dos fasciculos da
Revista. A publicagdo estd condicionada ao recebimento, pelo Nucleo Editorial, do documento de transferéncia
de direitos assinado.

11) Traducgdo: todos os artigos publicados sdo traduzidos pelo Nucleo Editorial para os outros dois idiomas,
sem custos aos autores. A versdo traduzida, ja diagramada, é encaminhada ao autor de correspondéncia para
aprovacdo e, entdo, publicada eletronicamente.

Toda vez que o manuscrito passar para uma proxima fase, € enviado um comunicado por e-mail ao autor de
contato para acompanhamento.

DIREITO DE REPRODUGAO

Os manuscritos publicados pela Revista Pan-Amazonica de Salude sdo de propriedade de seus respectivos
autores. Entretanto, sua reprodugdo - total ou parcial — por outros periddicos ou meios de comunicagdo,
tradugdo para outro idioma ou criagcdo de vinculos eletrénicos sdo permitidas somente mediante autorizagdo
expressa dos Editores.



ANEXO 2- Comité de Etica

FUNDAGAO SANTA CASA DE
MISERICORDIA DO PARA - g@"‘“’“’oﬂ orma
FSCMPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ICTERICIA EM RECEM-NASCIDOS A TERMO E PRE-TERMO TARDIOS PODE
INTERFERIR NAATIVIDADE DA ENZIMA BIOTINIDASE

Pesquisador:Carla Leonor Melo Vinagre Machado

Area Tematica: Genética Humana:
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CAAE: 57610016.0.0000.5171
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Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 1.762.323

Apresentacdo do Projeto:
A literatura tem evidenciado que RN prematuros com funcdo hepatica alterada, apresentavam diminuicdo da
atividade da enzima biotinidase. Os autores pretendem estudar a atividade da enzima biotinidase em RNs a termo
(com 37 a 41 semanas e seis dias de idade gestacional) e Pré-termo tardios (com 34 a 36 semanas e seis dias de
idade gestacional) com a finalidade de diferenciar a deficiéncia de biotinidase transitoria, por imaturidade hepatica,
em prematuros, daquela permanente, por erro inato do metabolismo. O tipo de estudo sera observacional analitico,
tipo caso-controle. Serdo avaliados dois grupos de RN: RN a termo e RN Pré- termo Tardios. As

amostras de sangue de RN com ictericia serdo provenientes do Hospital Fundacdo Santa Casa de Misericérdia do
Para.

Objetivo da Pesquisa:

Investigar a atividade da enzima biotinidase em RNs a termo (com 37 a 41 semanas e seis dias de idade
gestacional) e Pré-termo tardios (com 34 a 36 semanas e seis dias de idade gestacional).

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Na pesquisa havera riscos inerentes a pun¢ao venosa periférica, como hemorragias e etc.

Quanto aos Beneficios, o estudo proporcionara o diagndéstico da deficiéncia de biotinidase permanente ou erro inato
do metabolismo aos Rns que participarem do estudo, além de contribuir para um melhor manejo terapéutico dos
mesmos.
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Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O estudo reveste-se de importancia cientifica e apresenta metodologia que permite alcancar os objetivos
propostos.

Consideracfes sobre os Termos de apresentacédo obrigatoéria:
Os termos estdo adequados.

Recomendacbes:
Os autores devem apresentar relatdrio das atividades da pesquisa , informando as possiveis mudanc¢as na
metodologia durante o desenvolvimento do projeto.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
O projeto encontra critérios éticos para o0 seu desenvolvimento, considerado como Aprovado

Considerag@es Finais a critério do CEP:

O presente projeto seguiu nesta data para analise da CONEP e s6 tem o seu inicio autorizado apés a
aprovagao pela mesma.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
InformacdesBasicas |PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P 10/06/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 574208.pdf 17:30:42
Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 10/06/2016 |Carla Leonor Melo Aceito
17:29:35 [Vinagre Machado

Projeto Detalhado / |PROJETO.pdf 09/06/2016 |Carla Leonor Melo Aceito

Brochura 13:02:57 |Vinagre Machado

Investigador

Orcamento ORCAMENTO_PROJETO.pdf 09/06/2016 |Carla Leonor Melo Aceito
13:01:45 [Vinagre Machado

Outros TERMO_DE_ACEITE_2.pdf 08/06/2016 |Carla Leonor Melo Aceito
12:27:39 [Vinagre Machado

Outros TERMO_DE_ACEITE.pdf 08/06/2016 |Carla Leonor Melo Aceito
12:26:38 | Vinagre Machado

TCLE / Termos de |TERMO_DE_CONSENTIMENTO.pdf 08/06/2016 |Carla Leonor Melo Aceito

Assentimento / 12:22:59 |Vinagre Machado

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de |TERMO_DE_ASSENTIMENTO.pdf 08/06/2016 |Carla Leonor Melo Aceito

Assentimento / 12:20:18 |[Vinagre Machado

Justificativa de

Auséncia TERMO_DE_ASSENTIMENTO.pdf 08/06/2016 Carla Leonor Melo Aceito
12:20:18  Vinagre Machado
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Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Sim

BELEM, 05 de Outubro
de 2016

Assinado por:

LIENE DO SOCORRO
CAMARA XIMENES
(Coordenador)
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