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RESUMO

Os testes de triagem neonatal biolégica, também conhecidos como “Teste do
Pezinho”, sdo utilizados para a triagem de doengas genéticas, enddcrinas e
metabdlicas. Os recém-nascidos prematuros (RNPT) apresentam maior indice de
resultados falso-positivos (FP) e falso-negativos (FN) na triagem neonatal. O objetivo
deste estudo foi estimar a prevaléncia de resultados FP e FN nos testes de triagem
neonatal biolégica para fenilcetonuria, hipotireoidismo congénito, deficiéncia de
biotinidase e hiperplasia adrenal congénita em RNPT em Curitiba, analisar quais
fatores podem influenciar os resultados e avaliar a adeséo ao protocolo de coleta para
RNPT. Foi realizado um estudo transversal, com coleta de dados prospectiva, em 11
hospitais e maternidades de Curitiba, no periodo de margo a dezembro de 2015. Os
resultados foram comparados com os resultados dos testes de triagem realizados nos
recém-nascidos a termo (RNT). Participaram do estudo 1.753 RNPT e 18.028 RNT. A
prevaléncia de FP nos RNPT para fenilcetonuria foi de 1:150, para hipotireoidismo
congénito foi de 1:133, para deficiéncia de biotinidase foi de 1:447 e para HAC foi de
1:5,6. A coleta precoce, realizada com menos de 48 horas de vida, representou maior
risco de resultados FP para hipotireoidismo congénito e hiperplasia adrenal congénita
(26,78 e 16,41, respectivamente). A coleta precoce da amostra nao influenciou os
resultados dos testes de triagem para fenilcetonuria e deficiéncia de biotinidase.
Somente um paciente apresentou elevagéao tardia do hormonio estimulante da tireoide
(TSH). Nao houve relatos de resultados FN. A prematuridade e a coleta precoce foram
consideradas como fatores de risco para maior frequéncia de FP nos testes de triagem
neonatal. Somente 486 (28%) dos RNPT realizaram a segunda coleta do teste de
triagem neonatal, conforme indica o protocolo para RNPT. E recomendada uma
segunda coleta do teste de triagem com o objetivo de diagnosticar os casos de

elevacéo tardia do TSH.

Palavras-chave: Triagem neonatal. Prematuridade. Fenilcetonuria. Hipotireoidismo
congénito. Deficiéncia de biotinidase. Hiperplasia adrenal congénita.

Falso-positivo. Falso-negativo.



ABSTRACT

Neonatal screening tests are used for the screening of genetic, endocrine and
metabolic diseases. Preterm newborns have a higher false-positive and false-negative
results in neonatal screening. The objective of this study was to estimate the
prevalence of false-positive and false-negative results in the neonatal screening tests
for phenylketonuria, congenital hypothyroidism, biotinidase deficiency and congenital
adrenal hyperplasia in preterm newborns in Curitiba, to analyze other factors that
influences the results and to evaluate the adherence to the newborn screening
guideline for preterm newborn. A cross-sectional study with prospective data collection
was carried out in 11 hospitals in Curitiba from March to December 2015. The results
were compared with the results of the screening tests performed on the term newborns.
A total of 1,753 preterm newborns and 18,028 term newborns was included. The
prevalence of false-positive in preterm newborn for phenylketonuria was 1:150, for
congenital hypothyroidism was 1:133, for biotinidase deficiency was 1:447 and for HAC
was 1:5,6. Early dried blood spots, collected before 48 hours postnatal age, showed a
higher risk of false-positive results for congenital hypothyroidism and congenital
adrenal hyperplasia (26.78 and 16.41, respectively). Early sample collection did not
influence the results of the screening tests for phenylketonuria and biotinidase
deficiency. Only one patient had delayed thyroid stimulating hormone (TSH) elevation.
There were no reports of false-negative results. Prematurity and early collection were
considered as risk factors for higher frequency of false-positive in neonatal screening
tests. Only 486 (28) of the preterm newborn performed the second dried blood spot,
according to guideline. A second dried blood spot for screening test is recommended

to diagnose cases of delayed TSH elevation.

Key-words: Newborn screening. Prematurity. Phenylketonuria. Congenital
hypothyroidism. Biotinidase deficiency. Congenital adrenal hyperplasia. False-

positive. False-negative.
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1 Introducgao

Os testes de triagem neonatal biolégica, também conhecidos como “Teste do
Pezinho”, sdo utilizados para a triagem de doengas genéticas, enddcrinas e
metabdlicas. Desde que foram introduzidos, por Robert Guthrie na década de 60,
apresentaram impacto positivo no prognostico e custo-beneficio dos programas de
triagem neonatal, levando ao reconhecimento e tratamento precoces destas doencas,
antes do aparecimento dos sintomas clinicos ou sequelas.

Os recém-nascidos pré-termo (RNPT) apresentam imaturidade funcional de
seus Orgaos e de seu sistema endocrino, o que pode levar a maior incidéncia de falso-
positivos (FP) e falso-negativos (FN) nos testes de triagem neonatal. Além disso, sao
mais expostos aos cuidados intensivos como nutricdo parenteral total (NPT),
administragcdo de antibioticos e drogas vasoativas, transfusdo de hemoderivados,
jejum prolongado e exposi¢ao de glicocorticoides pré e pds-natal, que também levam
a maior indice de FP e FN (Larson et al., 2003; Kaye et al., 2006; Wayne et al., 2009;
Slaughter et al., 2010).

Algumas doencas como o hipotireoidismo congénito, a fenilcetonuria e a
hiperplasia adrenal congénita (HAC) necessitam de um diagndéstico muito precoce, no
maximo até a segunda semana de vida. O retardo no inicio do tratamento pode
resultar em sequelas irreversiveis ou, até mesmo, em obito. Os resultados FN levam
ao atraso no diagnéstico e sequelas para os recém-nascidos (RN). Ja os valores FP
causam ansiedade desnecessaria aos pais, pioram a relagao custo-efetividade dos
programas de triagem para cada doenga e podem aumentar o numero de visitas
destes pacientes aos servicos de saude (Tarini et al., 2011).

Assim sendo, a detecgao precoce das doengas pela triagem neonatal em
RNPT e o entendimento dos fatores que influenciam os resultados dos testes de
triagem s&o de extrema importéncia para a evolugdo clinica dos pacientes e

aconselhamento de suas familias.



1.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Estimar a prevaléncia de resultados FP e FN nos testes de triagem neonatal
bioldgica para fenilcetonuria, hipotireoidismo congénito, deficiéncia de biotinidase e
HAC em RNPT.

1.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

a) Comparar os resultados dos testes de triagem entre os RNPT e recém-
nascidos a termo (RNT);

b) verificar se os resultados FP e FN dos testes de triagem neonatal em
RNPT estao associados ao peso de nascimento, a idade gestacional (IG),
ao uso de dopamina, ao uso de NPT, a transfusdo de hemoderivados e ao
uso de corticoide pela mae ou pelo RN;

c) avaliar o impacto da coleta precoce e coleta tardia nos resultados dos
testes de triagem neonatal bioldgica;

d) avaliar a adesao ao protocolo de coleta dos testes de triagem neonatal
para RNPT.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TRIAGEM NEONATAL BIOLOGICA

O termo triagem significa separagao, escolha; ou seja, a triagem neonatal tem
o objetivo de separar os RN em dois grupos: aqueles que ndo tem a doenga daqueles
que podem ter.

A triagem neonatal iniciou-se em 1963 quando Guthrie e Susi, pesquisadores
do Departamento de Pediatria da Escola Estadual de Medicina de Nova York e
Hospital de Criangas, desenvolveram um método para estimar a concentracdo de
fenilalanina (FAL) em amostras de sangue coletadas em papel filtro. O objetivo era
detectar pacientes fenilcetonuricos, uma doenca metabdlica hereditaria, através de
um ensaio microbiolégico de inibigdo bacteriana, tendo como propdsito identificar e
tratar precocemente estes pacientes, na fase pré-sintomatica, para prevenir a
deficiéncia mental (Guthrie e Susi, 1963; Leao e Aguiar, 2008). Pouco tempo depois
introduziu-se a triagem neonatal para outras doengas, como o hipotireoidismo
congénito na década de 70. Atualmente, nos Estados Unidos, a recomendacgao € que
cada programa de triagem inclua 31 doencgas primarias e 26 doengas secundarias no
painel de triagem [Advisory Committee on Heritable Disorders in Newborns and
Children (ACHDNC), 2016]. Logo, os Programas de Triagem WNeonatal sao
considerados um dos mais eficazes programas de saude publica da medicina
moderna.

No Brasil, o primeiro programa de triagem neonatal foi implantado na
Associacao de Pais e Amigos dos Excepcionais de Sao Paulo, em 1976, sob a dire¢cao
do Dr. Benjamin Schmidt. Inicialmente, a triagem era realizada somente para
fenilcetonuria e, posteriormente, incorporou também a triagem para hipotireoidismo
congénito. Na década seguinte, outros estados das Regides Sul e Sudeste, e
laboratorios privados também iniciaram projetos para a implantacdo da triagem
neonatal. O Parana foi um dos pioneiros, com um projeto idealizado pelo Dr.
Ehrenfried Wittig, que vigora até os dias de hoje. Com a aprovagao do Estatuto da
Crianca e do Adolescente, em 1990, os testes de triagem neonatal tornaram-se

obrigatdrios. Mas foi somente em 2001, com a Portaria GM/MS 822/01, do Ministério



da Saude, que foi determinada a obrigatoriedade do “Teste do Pezinho” em todo o
territério nacional, e ampliou a triagem neonatal para quatro doengas: fenilcetonuria,
hipotireoidismo congénito, hemoglobinopatias e fibrose cistica (Brasil. Ministério da
Saude, 2001; Leao e Aguiar, 2008). E em 2012 a triagem para deficiéncia de
biotinidase e HAC foram acrescentadas ao painel de doencas triadas (Brasil.
Ministério da Saude, 2012).

O Estado do Parana iniciou a triagem neonatal em 1983, inicialmente para
fenilcetonuria e posteriormente para hipotireoidismo congénito, em 1990. A triagem
para deficiéncia de biotinidase foi instituida em 1995, e, com a portaria GM/MS 822/01
de 2001, a triagem para hemoglobinopatias e fibrose cistica também passaram a fazer
parte do painel de doencas. A HAC foi introduzida em agosto de 2013 [Brasil.
Ministério da Saude, 2001; Fundagéo Ecuménica de Protecao ao Excepcional (FEPE),
2015].

Para que a triagem neonatal seja efetiva € necessario que os testes de triagem
tenham uma alta sensibilidade, com raros casos de FN e especificidade razoavel, ou
seja, poucos casos de FP (Leao e Aguiar, 2008). A Organizagao Mundial da Saude
(OMS) recomenda os critérios publicados por Wilson e Jungner para os programas de
triagem neonatal:

a) a condicao triada deve ser um importante problema de saude;

b) a historia natural da doenga deve ser bem conhecida;

c) deve haver um estagio precoce identificavel na doenca a ser triada;

d) o tratamento realizado em estagios precoces deve trazer beneficios
maiores que o realizado em estagios posteriores;

e) um teste adequado deve ser desenvolvido para o estagio precoce;

f) o teste deve ser aceitavel pela populagao;

g) intervalos para a repeticdo do teste devem ser determinados;

h) a provis&o dos servigos de saude deve ser adequada para a carga extra de
trabalho clinico resultante da triagem;

i) os riscos, tanto fisicos quanto psicolégicos, devem ser menores que 0s

beneficios (Wilson e Jungner, 1968).

A triagem neonatal € mais que a realizacdo de testes laboratoriais, € um
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programa de saude publica, com um sistema complexo, que envolve a coleta e
realizacdo dos testes, tanto de triagem quanto diagndsticos, o tratamento e
acompanhamento dos pacientes diagnosticados (Ledo e Aguiar, 2008).

A primeira etapa do programa tem como objetivo a triagem universal de todos
os RN. As familias devem estar cientes sobre os beneficios da triagem, idade
adequada e local para realizar os testes de triagem, e sobre como acompanhar e
receber os resultados (Kaye et al., 2006; Leao e Aguiar, 2008). No Brasil, a
recomendagao € que os testes sejam realizados entre o terceiro e o quinto dia de vida
(Leao e Aguiar, 2008). No Estado do Parana, a recomendagao é realizar apos 48
horas de vida, antes da alta da maternidade (Parana. Diario Oficial n® 2667, 1987).

A segunda etapa é denominada de busca ativa, na qual procura-se localizar
os RN com resultados alterados para a realizagdo dos testes diagnésticos o mais
rapido possivel. Na terceira etapa s&o realizados os testes diagnosticos propriamente
ditos e descartados os testes FP. A quarta etapa inclui o tratamento, que na maioria
das vezes é por toda a vida, e aconselhamento genético. O acompanhamento é
realizado por equipe multidisciplinar nos Servigos de Referéncia em Triagem
Neonatal. A quinta etapa € a avaliagdo periodica das etapas anteriores, onde séo
verificados a cobertura populacional, tempos consumidos em cada etapa, a eficacia
dos tratamentos e dificuldades encontradas. A sexta etapa engloba a educagéo dos
profissionais de saude e da populagdo em geral (Kaye et al., 2006; Leao e Aguiar,
2008).

Conforme mais doencas sao incluidas nos testes de triagem, mais dificil fica
a recomendacao para o tempo ideal para realizacdo das coletas dos exames, tendo
em vista que cada doencga tem o seu melhor “screening window” (periodo entre o qual
a substancia alterada pode ser detectada no teste e o desenvolvimento dos sintomas),
ou seja, a idade ideal para realizar o diagndstico e tratar a doenga antes do

aparecimento dos sintomas ou sequelas (Wayne et al., 2009).

A triagem neonatal a partir da matriz bioldgica, “teste do pezinho”, € um conjunto de
acgOes preventivas, responsavel por identificar precocemente individuos com doengas
metabdlicas, genéticas, enzimaticas e endocrinoldgicas, para que estes possam ser
tratados em tempo oportuno, evitando as sequelas e até mesmo a morte. Além disso,
propde o gerenciamento dos casos positivos por meio de monitoramento e



acompanhamento da crianga durante o processo de tratamento (Brasil. Ministério da
Saude, 2016, p.11).

2.2 DOENCAS TRIADAS NO PROGRAMA NACIONAL DE TRIAGEM NEONATAL

2.2.1 Fenilcetonuria

A fenilcetonuria € uma doenga com heranga autossOmica recessiva e a
maioria dos individuos é heterozigoto composto. A prevaléncia varia de 1:21.000 a
1:13.500. Esta doenga € um erro inato do metabolismo causada pela deficiéncia da
enzima fenilalanina-hidroxilase, que é responsavel pela metabolizagdo do aminoacido
FAL em tirosina. Sua deficiéncia resulta em acumulo de FAL no sangue, podendo
atravessar a barreira hematoencefalica, e, se acumular também no sistema nervoso
central.

No cérebro, o excesso de FAL afeta o transporte de neurotransmissores nas
sinapses nervosas, lesiona a barreira de mielina e inibe as enzimas tirosina-
hidroxilase e triptofano-hidroxilase. A lesdo cerebral se da por meio do estresse
oxidativo e pode causar dano ao acido desoxirribonucleico, aos lipidios e as proteinas.
O excesso de FAL diminui a sintese de proteinas cerebrais ao diminuir a entrada de
aminoacidos nos receptores por inibicdo competitiva. Juntamente com a diminuigao
da concentracdo de tirosina, também pode acarretar diminuicdo da sintese de
neurotransmissores, como a serotonina, dopamina e norepinefrina. A baixa
concentracdo de tirosina igualmente diminui a sintese de tiroxina (hormdnio
tireoidiano) e de melanina. Todo este processo tem como consequéncia alteragdes
cognitivas e disfungdes neurofisioldgicas e neuropsicologicas (Kaye et al.,2006;
Schuck et al., 2015, Van Wegberg et al., 2017).

O diagndstico € confirmado pelos niveis de FAL persistentemente elevados
no sangue. Se nao for diagnosticado precocemente pela triagem neonatal, o paciente
fenilcetonurico comecga a apresentar sintomas, em média, a partir dos trés meses de
idade. Inicialmente ocorre atraso no desenvolvimento psicomotor e padrao erratico do
sono do lactente, que evolui gradativamente para um quadro de hiperatividade,
deficiéncia mental, epilepsia e comportamento autista. Os pacientes também podem
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apresentar odor fétido na urina e no suor, semelhante ao odor da urina de rato. Ja as
criangas diagnosticadas antes de 30 dias de vida evoluem com a inteligéncia normal
e 0 quociente de inteligéncia (Ql) € maior quanto mais cedo se inicia o tratamento
(Kaye et al., 2006; Wayne et al., 2009). Alguns estudos sugerem que a partir da
segunda semana de vida, altos niveis de FAL ja podem afetar o desenvolvimento do
sistema visual (National..., 2000, 2001). Em pacientes portadores de fenilcetonuria
cada quatro semanas de atraso no inicio do tratamento significa quatro pontos de
diminuicéo do QI na idade adulta (Van Wegberg et al., 2017). E cada 1,7 mg/dL a mais
nos niveis de FAL, podem resultar em 1,3 a 3,1 pontos a menos no QI (Waisbren et
al., 2007). Assim, a maioria dos guidelines recomendam o inicio do tratamento muito
precocemente, no maximo até o 10° dia de vida (National..., 2000, 2001; Van Wegberg
et al., 2017).

O tratamento é realizado com um composto de aminoacidos isento de FAL e
dieta com baixo teor de FAL durante toda a vida. O objetivo é diminuir as
concentragdes de FAL para niveis menores que 6 mg/dL o mais rapido possivel (Kaye
et al., 2006; Van Wegberg et al., 2017). Alimentos ricos em proteina como carnes,
leites e derivados, ovos e alguns graos (feijao, soja, trigo, etc.) devem ser totalmente
retirados da dieta. Alimentos com baixo teor de proteina como batata e arroz, por
exemplo, podem ser ingeridos em quantidades moderadas, e alimentos com muito
pouco quantidade de proteina podem ser ingeridos livremente. Devido a dificuldade
de adesao ao tratamento, principalmente em adolescentes e adultos, e ao alto custo
dos alimentos, novas terapias tém sido introduzidas para auxiliar o tratamento de
pacientes portadores de fenilcetonuria. Os analogos do BH4, aminoacidos longos de
cadeia neutra e glicomacropeptideos ja estdo sendo utilizados. Outros medicamentos,
como terapia génica, terapia enzimatica (amoénia-liase da fenilalanina), e probioticos
para diminuir a absorg¢ao e ajudar na degradacao da fenilalanina, estdo em fase de
estudo (Al Hafid e Christodoulou, 2015).

Alguns autores acreditam que o jejum prolongado, comum em RNPT, pode
ser causa de resultados FN em pacientes fenilcetonuricos. Dai a recomendagao da
coleta dos testes de triagem neonatal a partir de 48 horas de vida para garantir ingesta
minima de FAL (Brasil. Ministério da Saude, 2016). No entanto, Dontanville e

Cunningham (1973) ja demonstraram, naquela época, que nado ha relagéo entre a



quantidade de FAL ingerida pelo RN e a FAL sérica, concluindo que coletas realizadas
a partir de 24 horas de vida sdo capazes de identificar os RN portadores de
fenilcetonuria. Ponzone et al. (2008) concluiram que o determinante principal dos
quadros de hiperfenilalaninemia é a alta taxa de catabolismo proteico, ao invés da
quantidade de FAL ingerida pelo RN.

OS RNPT também podem apresentar um quadro de hiperfenilalaninemia
transitoria devido a imaturidade de 6rgaos ou doencas hepaticas. Se estes pacientes
nao forem diagnosticados corretamente, o tratamento, sem necessidade, pode levar
a sintomas como eczemas, pneumonia, irritabilidade e altera¢des 6sseas. Resultados
FP também geram mais ansiedade aos familiares (Brosco et al., 2008; Wayne et al.,
2009).

O uso de NPT tem sido relatada como possivel causa de resultados FP para
fenilcetonuria. Lucas et al. (1993) demonstraram que RNPT em uso de NPT
apresentaram niveis mais elevados de FAL que aqueles que ndo estavam em uso.
Nestes casos € recomendado interrompé-la por 4 a 24 horas para depois realizar a
coleta do teste de triagem (Wayne et al., 2009; Harward et al., 2010). Ainda nao foi
estabelecido se as elevagdes de FAL sdo capazes de causar danos cerebrais nos
RNPT.

2.2.2 Hipotireoidismo congénito

A deficiéncia dos hormonios da tireoide € a causa mais comum de deficiéncia
mental prevenivel, chamada de hipotireoidismo congénito. A incidéncia varia entre
1:4.000 a 1:3.000 nascidos vivos. Em populag¢des especificas, como no Alaska, a
incidéncia pode chegar a 1:700 nascidos-vivos (Lee et al., 2015). No Brasil a
prevaléncia varia de 1:4.500 a 1:2.500 (Maciel et al., 2013). A incidéncia também é
maior em RNPT (Rastogi e Lafranchi, 2010).

Os sintomas podem aparecer ja na gestagdo, que pode durar mais que 42
semanas (Rastogi e Lafranchi, 2010). Apesar da maioria dos RN serem

assintomaticos ao nascimento, cerca de 5% manifestam sintomas no periodo
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neonatal. Os mais comuns sao fontanelas amplas, suturas afastadas, choro rouco,
macroglossia, distensdo abdominal, hérnia umbilical e pele moteada e fria. Eles
podem ser grandes para a idade gestacional (GIG) e mais calmos que os demais RN,
frequentemente precisam ser acordados para mamar. Mais tarde outros sintomas
comegam a aparecer, inclusive nos RN assintomaticos ao nascimento. Sédo eles
sucgao débil, obstipacdo intestinal, letargia e sonoléncia. Também podem apresentar
hipotonia, reflexos lentos e ictericia prolongada. Cerca de 10% dos RN podem
apresentar outras anormalidades congénitas, a mais comum sdo as cardiopatias
congénitas, mas também fenda palatina, malformagdes dos rins, trato urinario,
sistema gastrintestinal e esquelético, problemas auditivos, e também maior
associagao com Sindrome de Down (Brosco et al., 2006; Wayne et al., 2009; Rastogi
e Lafranchi, 2010; Maciel et al., 2013).

Ha uma relacao inversa entre o tempo de inicio do tratamento e as alteracdes
do desenvolvimento neuroldgico, ou seja, quanto mais tarde o inicio do tratamento,
mais baixo sera o Ql. Caso ndo seja tratado precocemente, o paciente pode
apresentar alargamento da base nasal, mixedema facial, pseudohipertelorismo dos
olhos e auséncia da epifise femoral (Kaye et al., 2006; Rastogi e Lafranchi, 2010).

Os hormoénios da tiredide sdo essenciais para a formacao cerebral. Eles
participam da neurogénese, migragcdo neuronal, diferenciagcdo neuronal e glial,
mielinizagdo e sinaptogénese. Sem tratamento os pacientes podem evoluir com
deficiéncia intelectual grave, surdez, ataxia e atraso motor e diplegia espastica de
membros inferiores (Bernal, 2000). Na idade adulta, mesmo tratados, pacientes com
hipotireoidismo congénito estdo mais sujeito a doengas cronicas, alteragdes auditivas
e visuais, e excesso de peso (Leger et al., 2011).

O hipotireoidismo congénito é classificado como permanente, quando
necessita de tratamento por toda vida, ou transitério, que é uma deficiéncia
temporaria, com diagndstico ao nascimento, porém ha recuperacdo da fungao
tireoidiana nos primeiros meses ou anos de vida (Rastogi e Lafranchi, 2010).

Existem varias causas para a doenca, entre elas alteragbes no
desenvolvimento da tireoide (ectopia, agenesia e hipoplasia), disormonogénese,
resisténcia ao Horménio Estimulante da Tireoide (TSH), alteragdes na produgéo do

TSH (hipotireoidismo central) e resisténcia periférica aos horménios da tireoide.



Aproximadamente 85% dos casos séo esporadicos e 15% hereditarios. Os RN cujas
maes tém tireoidite autoimune ou Doenca de Graves tratada com drogas
antitireoidianas podem apresentar um quadro de hipotireoidismo transitorio. Entre as
causas externas, a deficiéncia de iodo em areas endémicas é a mais comum, mas RN
expostos ao excesso de antissépticos topicos com iodo e com hemangiomas
hepaticos também podem apresentar hipotireoidismo congénito (Kaye et al., 2006;
Rastogi e Lafranchi, 2010; Maciel et al., 2013).

A triagem neonatal é realizada pela dosagem do TSH em papel filtro. Todos
os RN com o teste de triagem suspeito para hipotireoidismo congénito devem ter o
diagnostico confirmado com a dosagem sérica de tetraiodotironina livre (Tal),
tetraiodotironina total (T4T) e TSH. Os estudos para determinar a etiologia sao
opcionais ao diagnéstico inicial, ja que nao irdo influenciar no tratamento, mas, se néo
efetuados neste periodo, devem ser realizados posteriormente, em outra fase da
infancia (Kaye et al., 2006; Leger et al., 2014). Recomenda-se a confirmagao do
diagnostico no maximo até a segunda semana de vida. Os RN devem ser examinados
e submetidos as provas de funcgao tireoidiana no dia ou, no maximo, no dia seguinte
ao resultado dos testes de triagem neonatal (Maciel et al., 2013; Leger et al., 2014).
O tratamento recomendado é a reposicao oral de levotiroxina, na dose 10 a
15pg/kg/dia. O inicio precoce do tratamento é crucial para o desenvolvimento neuronal
e intelectual normais (Leger et al., 2014).

A embriogénese da tireoide se completa entre 10 e 12 semanas de gestacao.
Nesta fase, ja sdo detectados a presencga de T4T, T4aL e TSH, porém a maior parte dos
horménios tireoidianos vem da placenta. Com 22 semanas de IG, a tireoide fetal ja é
capaz de produzir os horménios adequadamente. Durante o parto a tireoide aumenta
a sua atividade com objetivo de manter a termogénese e a adaptagao cardiovascular
para a vida extrauterina. Este processo se inicia no hipotalamo ativando o eixo
hipotalamo-hipofisario e aumentando as concentracdes de TSH, que, 30 minutos apos
o parto, pode atingir o nivel de 60uU/mL, normalizando entre o terceiro e o quinto dia
de vida. Logo apds o parto ha uma diminuicao nos niveis de T4 sérico em RNPT de
23 a 27 semanas de |G, resultado da imaturidade do hipotalamo, hipdfise e tireoide,
causando um quadro de hipotiroxinemia (Fisher et al., 1970; Ares et al., 1997,
Buyukgebiz, 2006; Wayne et al., 2009; Chung, 2014). O grafico 1 ilustra os niveis de



23

TSH e T4 apos o parto no RNPT e RNT.

GRAFICO 1 — MUDANCAS NAS CONCENTRACOES SERICAS
DO HORMONIO ESTIMULANTE DA TIREOIDE E DA
TETRA-IODOTIRONINA NOS RECEM-NASCIDOS A
TERMO E PRE-TERMO NOS PRIMEIROS CINCO
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FONTE: Adaptado de Fisher e Klein (1981).

LEGENDA: TSH, horménio tireoestimulante; Ts, tetraiodotironina;
RNT, recém-nascido a termo; RNPT, recém-nascido pré-
termo.

Os RNPT podem apresentar quadro de hipotiroxinemia devido a
prematuridade, podendo ser detectada em programas de triagem que utilizam a
dosagem de T4 como marcador para hipotireoidismo congénito. A hipotiroxinemia &
caracterizada por baixos niveis de hormonios tireoidianos circulantes e niveis normais
de TSH (Ares et al., 1997; Buyukgebiz, 2006; Harward et al., 2010; Chung, 2014; Leger
et al., 2014). Outras razdes para a hipotiroxinemia sao os baixos niveis de TBG
(Globulina Ligadora da Tiroxina) e a diminui¢do da conversao de T4 em triiodotironina
(T3). Em RN com sindrome nefrética, a perda de proteinas pela urina também contribui
para os baixos niveis de tiroxina. Igualmente, a diminui¢do da circulagdo da tiroxina
materna associada ao balango negativo de iodo em RNPT, pode ser outra causa de

hipotiroxinemia, assim como o uso de solucdes antissépticas a base de iodo. A



capacidade de captar iodo ja é percebida entre 10 e 11 semanas, no entanto, a
capacidade da tireoide de reduzir a captagao de iodo em funcéo do excesso do mesmo
s6 é possivel entre 36 e 40 semanas de gestacao (Fisher et al., 1970; Ares et al.,
1997; Buyukgebiz, 2006; Fisher, 2008; Wayne et al., 2009; Chung, 2014).

A incidéncia de hipotireoidismo transitério também é maior nos RNPT.
Mengreli et al. (2010) encontraram uma frequéncia de hipotireoidismo transitorio em
RNPT de 25,8% comparada a 7,5% nos RNT. Srinivasan et al. (2012) observaram que
RNPT com peso acima de 1.500g também podem apresentar um quadro de
hipotireoidismo transitério devido a prematuridade. Lee et al. (2015) avaliaram a
funcdo tireoidiana de 246 RN com peso abaixo de 1.500g e a incidéncia de
hipotireoidismo foi de 12,2%. O grupo diagnosticado com hipotireoidismo teve o peso
menor que o grupo que nao precisou de tratamento e os pequenos para IG (PIG)
tiveram maior incidéncia de hipotireoidismo. Os pacientes com hipotireoidismo
também permaneceram mais tempo internados.

Kelleher et al. (2008) estudaram a influéncia da suplementacdo de
aminodcidos, principalmente a tirosina (que € um precursor da tiroxina), em RNPT de
23 a 29 semanas de IG e observaram que no 7° dia de vida, tanto os niveis de tiroxina
quanto os de tirosina, estavam mais baixos, principalmente nos RNPT com IG entre
23 e 27 semanas, quando comparados com os RNPT de 28 a 29 semanas. Isto
aconteceu independentemente da quantidade de aminoacidos suplementados na
NPT. Eles concluiram que a suplementacao de aminoacidos nao influenciou os niveis
de tiroxina em RNPT, contudo a IG e o tempo apds o nascimento tiveram influéncia.

O termo hipertireoidotropinemia se refere ao hipotireoidismo congénito
compensado no qual o aumento do TSH € moderado e as concentracbes dos
hormonios tireoidianos estdo normais. Também pode ser permanente ou transitoria
(Chung, 2014). O baixo peso e menor |G podem estar associados ao aumento do TSH
(hipertireotropinemia), determinando resultados FP, que diminui conforme aumenta a
IG. Nestes casos, os valores de T4 estdo normais. As causas destas alteragdes ainda
ndo estdo bem definidas. E possivel que estes RN tenham um hipotireoidismo
compensado (Buyukgebiz, 2006; Slaughter et al., 2010).

Os RNPT podem apresentar uma elevacao tardia do TSH, definida como uma

primeira coleta com resultados normais de TSH e um aumento do TSH detectado em
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qualquer coleta subsequente. Ndo se sabe bem a causa desta situagdo, pode ser
consequéncia da imaturidade do eixo hipotalamo-hipofisario, supressdo do eixo por
medicamentos como corticoide, dopamina, ou solugdes antissépticas a base de iodo,
ou associagdo com o estresse como sepse, cardiopatia congénita ou pds-operatorio
(Larson et al., 2003; Kaye et al., 2006; Zung et al., 2017).

Larson et al. (2003) encontraram incidéncia de elevacéo tardia do TSH em RN
com hipotireoidismo congénito e peso menor que 1.500g de 1:400 nascidos-vivos
comparado com 1:75.000 quando o peso estava acima de 1.500g. Nestes pacientes
a associagao com cardiopatia congénita foi de 4%, com transfusdo de sangue foi de
66%, com administracédo de dopamina foi de 3% e exposi¢ao a produtos a base de
iodo foi de 23%. O aumento do TSH foi detectado em média com 30 dias de vida
(variando de 11 a 176) (Larson et al., 2003).

Silva et al. (2010) estudaram cerca de 2.600 prematuros com |G menor que
32 semanas, no estado de Minas Gerais, e verificaram prevaléncia de 1:91 de
elevacéo tardia do TSH nesta populacéo; a média de idade em que esta alteragao foi
encontrada foi de 33 dias. Onze pacientes iniciaram tratamento para hipotireoidismo
no periodo, destes, 90% apresentaram elevagao tardia do TSH. A média de idade
para inicio do tratamento foi de 43 dias.

O uso de dopamina no periodo neonatal suprime a produgdo de TSH
causando resultados FN para hipotireoidismo congénito. Nova coleta dos testes de
triagem deve ser realizada apds parar a infusdo de dopamina (Buyukgebiz, 2006;
Wayne et al., 2009). Ao estudar prematuros com IG menor que 32 semanas e peso
de nascimento menor 1500g, Filippi et al. (2004) encontraram relacdo dose-
dependente entre a infusdo de dopamina e baixos niveis de T4 e TSH. O estudo
sugeriu que a dopamina influenciou mais os niveis de T4 € TSH que a prematuridade.
Os autores também citaram um possivel rebote com aumento dos niveis plasmaticos
de TSH apds o término da infusdo de dopamina, podendo causar resultados FP para
hipotireoidismo congénito.

O uso de corticosteroide pelo RN também afeta o eixo hipotalamo-hipofisario,
inibindo a secregéao de TSH, reduzindo o T4 livre e a TBG, diminuindo a conversao de
T4 em triiodotironina (T3) e aumentando a excrec¢éo renal de iodo. A metoclopramida,

aminofilina e cafeina também influenciam no aumento da secrecdo de TSH



(Buyukgebiz, 2006; Fisher, 2008; Wayne et al., 2009; Srinivasan et al., 2012; Lee et
al., 2015).

2.2.3 Deficiéncia de biotinidase

A biotinidase € uma enzima responsavel pela reciclagem da biotina,
separando esta ultima de proteinas as quais esta ligada, tornando possivel sua
utilizacado na forma ativa. Esta enzima é sintetizada no figado, também esta presente
nas secrecoes do pancreas e do intestino, e na membrana das vilosidades intestinais.
Ja a biotina € uma vitamina do complexo B que atua como coenzima de quatro ciclos
de carboxilases humana. Sua homeostase € crucial para a manutencao de varias
funcdes orgénicas, em especial do cérebro e do musculo cardiaco (Zempleni et al.,
2008).

A deficiéncia de biotinidase foi descrita, primeiramente, por Wolf em 1983. E
uma doenca autossémica recessiva € 0 gene que codifica a enzima esta localizado
no gene BTD, localizado no cromossomo 3p25. Sua incidéncia varia entre 1:120.000
a 1: 60.000 (Kaye et al., 2006). No Brasil, a incidéncia varia de 1:6.800 a 1:62.500,
sendo que a forma parcial € a mais comum (Borsatto et al., 2014). A deficiéncia de
biotinidase é classificada em profunda ou parcial conforme a quantidade de atividade
da biotinidase. Na forma profunda a atividade € menor que 10% e na parcial encontra-
se entre 10 e 30% (Kaye et al., 2006; Wayne et al., 2009; Wolf, 2010).

No Estado do Parana, a triagem neonatal se iniciou no ano de 1996. A
prevaléncia no Estado do Parana no ano de 2015 foi de 1:16.000 (Fundagao

Ecuménica de Protecédo ao Excepcional (FEPE), 2016).

Os sintomas sdo os mesmos descritos nas alteragcdes do ciclo das
carboxilases e podem aparecer desde as primeiras semanas de vida até a
adolescéncia, sendo que a maioria dos individuos apresenta os primeiros sintomas
entre trés e seis meses de idade, enquanto alguns pacientes podem chegar a vida
adulta sem apresentar sintomas. Especula-se que as apresentagbes com inicio

precoce sao devido as mutagdes do gene BTD, enquanto as de inicio tardio decorrem
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da diminuigéo da excrecdo da biotinidase no lumen intestinal (Zempleni et al., 2008).
O quadro clinico inclui manifestacées do sistema nervoso central, como convulsées e
hipotonia, eczemas, alopecia e conjuntivite. Se nao forem tratados, podem apresentar
atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, letargia, ataxia, perda auditiva
neurossensorial, neurite Optica, problemas respiratorios, hepatoesplenomegalia,
coma, acidose lactica, aciduria orgénica e hiperamoniemia moderada, levando ao
coma ou até ao o6bito. Os sintomas de atraso no desenvolvimento neuropsicomotor,
perda auditiva e atrofia Optica sao irreversiveis, mesmo apds a instituicdo do
tratamento (Kaye et al., 2006; Wayne et al., 2009; Wolf, 2010).

O tratamento consiste na administragdo de biotina na dose de 5 a 20mg ao
dia, e possibilita a prevencao total do aparecimento dos sintomas. Todos os pacientes
com a forma profunda de deficiéncia de biotinidase devem receber tratamento. Para
a forma parcial ainda ndo ha um consenso sobre o tratamento (Wolf, 2010; Borsatto
et al., 2014).

A triagem neonatal possibilita o diagndstico e tratamento precoces, antes do
aparecimento dos primeiros sintomas. E realizado um teste qualitativo ou
semiquantitativo da atividade da biotinidase em papel filtro. O diagnostico é
confirmado com a dosagem quantitativa da atividade de biotinidase no plasma.

Em geral a atividade da biotinidase n&o varia com a idade, no entanto, pode
estar um pouco diminuida em RN nas primeiras semanas de vida, principalmente em
RNPT. Este fenbmeno ocorre devido a imaturidade hepatica desta populagao, o que
leva a resultados FP na triagem neonatal. Um RNT apresenta cerca de 50 a 70% da
atividade da biotinidase de um adulto. J4 um RNPT de 24 semanas de |G apresenta
atividade enzimatica de 25%. Slaughter et al. encontraram taxa de resultados FP para
deficiéncia de biotinidase de 1,2% em RN com peso de nascimento menor que 1.000g
comparada a 0,6% em RN com peso de nascimento entre 2.500g a 3.500g. Suormala
et al. encontraram correlagdo entre a |G e a atividade da biotinidase. Em alguns RN
com |G menor que 33 semanas a atividade da biotinidase ficou entre 4,7% e 8% da
média dos adultos (valor de referéncia: maior que 30% da média dos adultos),
podendo levar a resultados FP nos testes de triagem neonatal. Recém-nascidos
ictéricos ou com doencgas hepaticas também cursam com diminuicdo da atividade da
biotinidase (Suormala et al., 1988; Wayne et al., 2009; Slaughter et al., 2010; Wolf,



2010; Borsatto et al., 2014).

A atividade da biotinidase é determinada no soro ou plasma, o que dificulta a
confiabilidade do resultado em RN transfundidos. O resultado é menos confiavel
quando a transfusdo realizada € de sangue total ou plasma. Porém, mesmo a
transfusdo de concentrado de hemacias pode conter um pouco de plasma e o
resultado deve ser desconsiderado. Ha recomendacao de nova coleta em 2 meses,
mas nao ha estudos que determinem a melhor data para recoletar o exame (Wayne
et al., 2009; Harward et al., 2010; Wolf, 2010).

2.2.4 Hiperplasia Adrenal Congénita

A Hiperplasia Adrenal Congénita (HAC) é um erro inato do metabolismo dos
esteroides adrenais. A forma mais comum é a deficiéncia de 21-hidroxilase (21-OH).
O diagndstico e tratamento precoces sé&o essenciais para a prevengao da mortalidade
nas primeiras semanas de vida. A incidéncia mundial varia entre 1:21.000 a 1:5.000,
em estados como o Alaska pode ser de 1:282 (Kaye et al.,, 2006). No Brasil a
incidéncia estimada varia de 1:7.500 a 1:20.000 (Barra et al., 2012).

A deficiéncia da 21-OH leva a deficiéncia de cortisol, tendo como
consequéncia o aumento da secregao de ACTH (horménio adrenocorticotréfico), que
por sua vez estimula o aumento dos precursores da 21-OH como a 17-OH-
progesterona (17-OHP). Como estes precursores nao podem ser metabolizados em
cortisol e aldosterona, ha um desvio para a producdo de horménios andrégenos,
resultando na virilizagdo da genitalia de fetos do sexo feminino. No que lhe concerne,
a deficiéncia de aldosterona é responsavel pela crise de perda de sal (Kaye et al.,
2006; Torresani e Biason-Lauber, 2007).

As manifestacbes dependem da forma clinica da doencga, que pode ser
perdedora de sal, virilizante simples ou ndo classica. Em geral, as manifestacdes
refletem a severidade da deficiéncia da aldosterona e cortisol e estdo relacionadas ao
grau de deficiéncia da 21-OH (EI-Maouche et al., 2017).

Na forma perdedora de sal a atividade da enzima é praticamente inexistente

e a principal caracteristica, além da falta de cortisol, &€ a deficiéncia de aldosterona.
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Uma vez que esta regula a homeostase de sédio, sua auséncia leva a excregao
excessiva de sodio pelos rins e intestino, tendo como consequéncia hipovolemia e
hiponatremia, manifestada como desidratacdo. Ha retencao de potassio, resultando
em hipercalemia. A falta de cortisol contribui para diminuicdo da funcéo cardiaca,
diminuicdo da resposta vascular a catecolaminas, diminuigdo da filtragdo glomerular
e aumento da secrecdo do horménio antidiurético, causando choque hipovolémico e
hiponatrémico. Os sintomas nas primeiras semanas de vida sdo sucg¢ao débil, vémitos,
diarreia, baixo ganho de peso, choro fraco, letargia e desidratacdo. Se nao tratados
precocemente, estes RN podem evoluir para choque hipovolémico e 6bito, sendo que
a mortalidade pode chegar a 12%. Pacientes do sexo feminino podem apresentar
disturbios do desenvolvimento sexual, com d&rgaos internos normais e genitalia
externa virilizada, o que facilita o diagndstico no periodo neonatal. No entanto, RN do
sexo masculino e alguns do sexo feminino podem n&o ser diagnosticados clinicamente
até apresentarem uma crise adrenal, com perda de sal. Cerca de 75% dos pacientes
ndo tratados evoluem com uma crise adrenal no primeiro més de vida (Torresani e
Biason-Lauber, 2007; EI-Maouche et al., 2017).

As formas virilizante simples sao caracterizadas por muito pouca atividade da
21-OH (1 a 2%) e produgao minima de aldosterona, o que previne a perda de sal. As
manifestagbes clinicas podem ser a virilizagdo da genitalia em pacientes do sexo
feminino e sinais de hiperandrogenismo. O sexo pode ser identificado incorretamente
e, se nao diagnosticadas e nao tratadas, podem evoluir com puberdade precoce e
baixa estatura devido a aceleragdao da maturagao 6ssea (Torresani e Biason-Lauber,
2007; El-Maouche et al., 2017).

A atividade da 21-OH nas formas nao classicas esta entre 20 e 50%. A
quantidade de cortisol produzida nao é suficiente para inibir a secre¢édo de ACTH e,
consequentemente, ha um excesso de horménios androgénicos. Os pacientes n&o
apresentam sintomas no periodo neonatal, mas somente na infancia ou adolescéncia,
caracterizados por hirsutismo, pubarca precoce, acne, alteracbes menstruais,
infertilidade e baixa estatura na vida adulta. Normalmente as formas n&o classicas nao
séo detectadas pela triagem neonatal (Kurtoglu e Hatipoglu, 2017).

O diagnéstico é confirmado com a dosagem sérica de 17-OHP, testosterona



e androstenediona, que devem estar aumentados. A dosagem de sodio e potassio
também esta indicada para diferenciar a forma perdedora de sal. Em alguns casos
pode ser necessario também realizar dosagem da atividade da renina plasmatica e da
aldosterona. Para os casos em que ha duvida do diagndstico ou nas formas tardias, o
teste de estimulo com ACTH e avaliagado genético-molecular podem ser uteis (Speiser
et al., 2010; Ishii et al., 2015).

O tratamento envolve a reposicdo de cortisol e de um analogo dos
mineralocorticoides, manutengao do balanco hidrico e da concentracédo dos eletrdlitos
e correcao do disturbio da diferenciagcéo sexual, o mais precoce possivel. O tratamento
tem por objetivo prevenir a crise de perda de sal, garantir crescimento normal com
maturagao 60ssea adequada e desenvolvimento sexual normal. Nos casos de estresse,
como infecgao por exemplo, as doses das medicagdes devem ser triplicadas e os
pacientes avaliados constantemente para prevencédo de choque (Kaye et al., 2006;
Tajima e Fukushi, 2016).

A triagem neonatal é realizada pela determinagéo da 17-OHP. Com a triagem
neonatal é possivel o realizar o diagndstico precoce, prevenir a crise perdedora de
sal, evitar o choque hipovolémico e o obito, permitir a determinagao correta do sexo
nas formas virilizantes e prevenir a puberdade precoce, que leva a baixa estatura e
possiveis disturbios sexuais em meninos e meninas. O sangue deve ser coletado em
papel filtro a partir do terceiro dia de vida. Amostras coletadas apds sete dias de vida
reduzem o beneficio da triagem, pois atrasam o diagndstico da doenga e podem
resultar na crise perdedora de sal, que costuma ocorrer na segunda semana de vida.
Ja as coletadas precocemente (antes do terceiro dia de vida) podem resultar em altos
indices de FP. Uma vez que haja suspeita da doencga, € necessario avaliagao imediata
do RN e coleta sérica de eletrélitos e 17-OHP para confirmagao do diagndstico.

Na triagem para HAC os RNPT apresentam niveis mais altos de 17-OHP que
os RNT, o que leva a altas taxas de FP. O baixo peso é igualmente associado a taxas
mais elevadas de 17-OHP. Isto ocorre devido a imaturidade da glandula adrenal e
também devido a doencas proprias dos prematuros que levam ao maior nivel de
estresse. Da mesma forma, altos niveis de ACTH e imaturidade renal sao
responsaveis pelos altos niveis de 17-OHP (Balk, 2007; Slaughter et al., 2010;

Ryckman et al., 2012). Para diminuir as taxas de FP os programas de triagem neonatal
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tém utilizado valores de referéncia baseados no peso e na |G (Torresani e Biason-
Lauber, 2007).

A glandula adrenal do feto € composta por uma zona fetal, uma zona de
transicdo e uma zona definitiva. A zona fetal produz androgénios, a de transi¢cao
produz cortisol e a definitiva produz os mineralocorticoides. Os esteroides produzidos
pela adrenal fetal tém por objetivo manutengéo da gestacdo, homeostase intrauterina,
maturagao fetal e inicio do trabalho de parto. Logo apds o nascimento, a zona fetal
involui rapidamente até o seu desaparecimento. Antes de 30 semanas de IG, a adrenal
nao é capaz de produzir cortisol adequadamente e 1/3 dele provém da placenta. Nos
RNPT a zona fetal € aumentada quando comparada com os RNT (King et al., 2001;
Chung, 2014).

A triagem neonatal para HAC tem baixo valor preditivo positivo, com muitos
casos de resultados FP, principalmente em RNPT, consequéncia da reacado cruzada
com outros corticosteroides diferentes da 17-OHP e do estresse neonatal (Kaye et al.,
2006; Torresani e Biason-Lauber, 2007; Coulm et al., 2012).

GidIof et al. (2014), ao publicar um estudo de 26 anos do programa de triagem
neonatal para HAC na Suécia, relataram taxa de reconvocacgao para um segundo teste
de triagem de 0,57% em RNPT e de 0,03% em RNT. O valor preditivo positivo foi
diretamente correlacionado a IG. Os valores encontrados foram de 1,4% em RNPT e
de 25,1% em RNT. Para Tsuiji et al. (2015), o valor preditivo positivo em RNPT foi de
2% quando comparado a 33,3% nos RNT. Coulm et al. (2012) realizaram um estudo
epidemiologico onde analisaram cerca de 6 milhdes de neonatos triados para HAC.
Encontraram um valor preditivo positivo de somente 0,4% em RNPT e de 30,1% em
RNT. A taxa de resultados FP em RNPT foi de 90,9% e o valor preditivo negativo de
99,9%.

Em um estudo prospectivo Chennuri et al. (2013) encontraram uma média de
17-OHP sérica significativamente maior em RN com estresse neonatal com aspiragao
de mecdnio, sepse e asfixia perinatal. A 17-OHP também estava significativamente
mais elevada no grupo de RNPT e com peso menor que 1.500g. Ryckman et al. (2012)
encontraram niveis maiores de 17-OHP em RNPT com sindrome do desconforto
respiratorio, independente da |G ou peso de nascimento.

O uso de corticoide pré e/ou pos-natal pode determinar resultados FN para



HAC. O uso de corticoide pode inibir o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, diminuindo
os niveis de 17-OHP. O uso de dexametasona neonatal resulta em valores normais
de 17-OHP nos testes de triagem. A gestante pode usar corticoide em varias situacoes
como asma e doenga reumatica. O mais comum €é o uso de betametasona, em casos
de trabalho de parto prematuro, com o objetivo de amadurecimento pulmonar do feto
e prevencao de hemorragia cerebral (Olgemoller et al., 2003; Gatelais et al., 2004;
Wayne et al., 2009; Chung, 2014). Com a finalidade de evitar possiveis resultados FN
na triagem neonatal, € recomendado uma segunda coleta do teste 15 dias apds o uso
do corticoide pela mae (Wayne et al., 2009).

King et al. (2001) ao estudar RN com peso menor que 2.500g, nao
encontraram diferencga nos niveis de 17-OHP entre os RN que utilizaram e os que nao
utilizaram corticoide pré-natal. Nordenstrom et al. (2001), ao estudar em RNPT,
também n&o encontraram diferenga. Contudo, eles relataram um caso de gémeos
monozigoticos que apresentaram niveis diferentes de 17-OHP nos testes de triagem
neonatal. Um deles somente foi diagnosticado porque a triagem do irmao veio positiva
para HAC. Eles atribuiram o fato ao uso de corticoide pré-natal e a diferente resposta
ao uso do corticoide que varia de individuo para individuo.

Gatelais et al. (2004) estudaram o efeito do corticoide pré-natal em 160
prematuros com IG entre 25 e 35 semanas. Os niveis de 17-OHP diminuiram quando
a betametasona foi utilizada em multiplas doses (dose total recebida maior que 48mg).
Os RNPT que receberam somente uma dose de 12mg de betametasona ou que
receberam duas doses de 12mg cada, ndao apresentaram diferenga com o grupo que
nao recebeu corticoide pré-natal. O retardo de crescimento intrauterino, igualmente,
se correlacionou negativamente com os niveis de 17-OHP, sugerindo que possa estar
relacionada a resultados FN nos testes de triagem neonatal. Ja a sindrome do
desconforto respiratério se correlacionou positivamente com a 17-OHP, sugerindo
resultados FP. A idade gestacional também foi inversamente proporcional aos niveis
de 17-OHP, no entanto, n&o houve diferenga entre os grupos em relagao ao peso.

2.3 PREMATURIDADE E A TRIAGEM NEONATAL
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Todo bebé que nasce com IG menor que 37 semanas € considerado
prematuro e €& considerado de baixo peso quando pesa menos que 2.500g
(Matijasevich et al., 2013). Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), nascem
cerca de 15 milhdes de prematuros por ano no mundo. No Brasil, a taxa de
prematuridade € de 11,5% e 8% dos bebés nascem com baixo peso, o que o classifica
como o décimo pais do mundo em taxa de prematuridade [Fundo das Nacdes Unidas
para a Infancia (UNICEF), 2013; Leal et al., 2016]. No entanto, estes dados sao
subestimados, tendo em vista que a informagao coletada na Declaragao de Nascido
Vivo, referente a IG, nao é padronizada, podendo ser utilizados diversos métodos de
avaliacdo como a data da ultima menstruagao, ultrassom obstétrico ou exame fisico
do RN.

Matijasevich et al. (2013) encontraram no Brasil no periodo de 2009 a 2011
prevaléncia estimada de prematuridade de 11,8% dos nascidos-vivos com tendéncia
de aumento de 0,1 % ao ano. A prevaléncia foi maior nas regides Sul e Sudeste.

A melhoria dos cuidados intensivos neonatais tem proporcionado maior taxa
de sobrevida dos RNPT, sendo esta, em paises desenvolvidos, maior que 96% para
RNPT com IG superior a 28 semanas (Bettiol et al., 2010). Alguns tratamentos
corriqueiros em Unidades de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN), como transfusdes de
sangue, administragdo de antibidticos, jejum prolongado, NPT, solug¢des
heparinizadas e exposicdo de corticoide pré e pods-natal, podem interferir nos
resultados dos exames da triagem neonatal. A prépria imaturidade de érgaos e do
sistema enddcrino dos RNPT também interfere nos resultados. Algumas condi¢des
maternas como hiper ou hipotireoidismo ou uso de esteroides, igualmente podem
afetar o resultado dos testes. Desse modo, observa-se que cerca de 10% a 40% dos
resultados FP ou FN da triagem neonatal sdo de RN internados em UTIN (Balk, 2007;
Wayne et al., 2009; Harward et al., 2010; Slaughter et al., 2010).

Em um estudo de coorte retrospectivo, Slaughter et al. (2010) avaliaram as
taxas de resultados FP para os testes de triagem neonatal e compararam com o peso
e IG. A taxa de FP encontrada foi inversamente proporcional ao peso de nascimento.
Para os testes de hipotireoidismo congénito e HAC a taxa de FP foi 12 vezes maior
nos RNPT com peso de nascimento menor que 1.500g. A dosagem de TSH e 17-OHP

foram responsaveis por 62% destas taxas na populagao estudada. Os RN com peso



menor que 1.500g também mostraram mais resultados FP para fenilcetonuria. Quanto
a IG, as dosagens de FAL, TSH, 17-OHP e Tripsina Imunorreativa (marcador utilizado
na triagem da fibrose cistica), igualmente apresentaram taxa de FP maior e
inversamente proporcional a IG, com exceg¢ao dos RN pés-termo (IG maior ou igual a
42 semanas), que também apresentaram taxa de resultados FP mais elevada.

Zafanello et al. (2003) encontraram um risco 4,2% maior de resultados FP
para cada 100g de peso a menos do RN e de 39% para cada semana a menos de IG.

Como as doengas triadas sao graves e o atraso ou falta de diagndstico pode
resultar em sequelas graves ou morte, um protocolo para coleta em prematuros reduz
o risco de perda de diagnostico nesta populagao, além de reduzir custos com os
possiveis tratamentos das sequelas das doencas. Este protocolo deve otimizar as
coletas nesta populagao, contemplando o menor numero de coletas em tempo habil
para o diagndstico precoce destas doencgas e minimizando possiveis resultados FN e
FP (Harward et al., 2010).

N&do ha um consenso sobre um protocolo de coleta dos testes de triagem
neonatal para RNPT. Nos Estados Unidos, a maioria dos estados utiliza um protocolo
de trés coletas: ao nascimento, com 48 a 72 horas de vida e na terceira semana de
vida. No entanto, ha uma variacdo grande entre as datas de recomendacéo,
principalmente da terceira coleta (Wayne et al., 2009). Na Nova Inglaterra a
recomendacgao para todos RN com peso de nascimento menor que 1.500g € uma
coleta entre 48-72 horas, ou antes, se houver transfusdo de hemoderivados ou
transferéncia para outro hospital e a repeticao da coleta com 2, 6 e 10 semanas ou
até que o peso ultrapasse 1.500g (Larson et al., 2003).

A recomendagéo atual do Ministério da Saude é a coleta do teste de triagem
para RN com IG menor que 32 semanas ou peso menor que 2.000g ao internar na
UTIN, a segunda coleta entre o segundo e o quinto dia de vida e a terceira coleta com
28 dias de vida ou na alta da UTlI, o que vier antes (Brasil. Ministério da Saude, 2016).
No Estado do Parana, desde o ano de 2012, é recomendado para RN com |G menor
que 37 semanas ou peso menor que 1.500g a primeira coleta entre o segundo e o
quinto dia de vida, ou antes se houver transfusado ou transferéncia deste RN, e a
segunda coleta entre 20 e 45 dias de vida. Em casos de transfusdo de hemoderivados

€ recomendado coletar antes da primeira transfusdo e outra coleta 5 dias apos a
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transfusao. Se néo houver coleta antes da primeira transfusdo € necessario coletar 5
dias apos a transfusdo e outra coleta 90 dias apds a ultima transfusdo, além das
coletas recomendadas [Fundagdo Ecuménica de Protecdo ao Excepcional (FEPE),
2013]. O Esquema de Coleta para o “Teste do Pezinho” esta descrito no Anexo 1.
No Brasil, ha poucos estudos sobre a triagem neonatal em prematuros. Sendo
uma populagdo que vem aumentando constantemente, com sobrevida crescente
devido ao advento das UTIN, e o diagndstico precoce das doencgas triadas
extremamente necessario, justifica-se um estudo epidemiolégico para analise de
resultados e avaliagédo do protocolo de coleta dos testes de triagem neonatal bioldgica

utilizado no Estado do Parana.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo observacional, analitico, transversal, com coleta de

dados prospectiva.

3.2 LOCAL E PERIODO DE ESTUDO

O estudo foi conduzido na Universidade Federal do Parana (UFPR) em
parceria com a FEPE. Os dados foram coletados em todos os hospitais e
maternidades de Curitiba em que ha atendimento a RN de médio ou alto risco e que
concordaram em participar do estudo durante o periodo habil de mar¢o a dezembro
de 2015. Um hospital foi excluido do estudo pois o termo de concordancia foi assinado

somente um més antes do término da coleta de dados.

3.3 CASUISTICA

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude nascem no mundo cerca de 15
milhdes de prematuros por ano [Fundo das Nagdes Unidas para a Infancia (UNICEF),
2013]. Os dados da Secretaria Estadual de Saude do Parana (SESA) indicam que, no
periodo estudado, nasceram 10.744 RNPT no Estado do Parana. Em Curitiba, no
mesmo periodo, este numero foi de 2.387 RNPT (Secretaria Estadual de Saude do
Parana (SESA), 2015).

3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos todos os RN que coletaram o “Teste do Pezinho” nas
maternidades que participaram do estudo. Os RN deveriam ter nascido em Curitiba,
nos Hospitais e Maternidades nos quais ha atendimento a RN de médio ou alto risco.
Foram analisados os resultados dos testes de triagem para as doengas cujos testes

diagnodsticos sao realizados na Unidade de Endocrinologia Pediatrica (UEP) da
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Universidade Federal do Parana e no Servigo de Referéncia em Triagem Neonatal do
Parana (SRTN-PR) da FEPE. Sendo assim, as doengas analisadas foram
fenilcetonduria, hipotireoidismo congénito, deficiéncia de biotinidase e HAC.

3.5CRITERIOS DE EXCLUSAO

a) RN que nao tiveram a IG informada na ficha de coleta do “Teste do Pezinho”;

b) RN com a primeira coleta viavel realizada com mais de 20 dias de vida.

3.6 POPULACAO DE ESTUDO

De acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo, participaram do estudo
1.753 RNPT e 18.028 RNT.

3.7 HIPOTESE DE ESTUDO

HO: As taxas de FP e FN nos Testes de Triagem Neonatal Biolégica em RNPT

em Curitiba ndo sdo maiores que nos RNT.

H1: As taxas de FP e FN nos Testes de Triagem Neonatal Biolégica em RNPT

em Curitiba sdo maiores que nos RNT.
3.8 VARIAVEIS DE ESTUDO
3.8.1 Variaveis dependentes
As variaveis dependentes foram os resultados FP, FN, verdadeiro-positivo
(VP) e verdadeiro-negativo (VN) dos Testes de Triagem Neonatal Biologica. Também

os resultados de FAL, TSH, atividade de biotinidase e 17-OHP.

3.8.2 Variaveis independentes



As variaveis independentes foram a IG, o peso no momento da coleta e a

idade na coleta.

3.8.3 Variaveis interferentes

As variaveis interferentes do estudo foram o uso de corticoide no pré-natal,
transfusao de hemoderivados e jejum prolongado (RN que n&o recebeu alimentagao

até o momento da coleta do teste de triagem).

3.9 PROCEDIMENTO DE PESQUISA

Foi realizada visita aos hospitais e maternidades de Curitiba, pela
pesquisadora, para esclarecimentos sobre o esquema de coleta do Teste do Pezinho
(Anexo 1), apresentacdo do projeto de pesquisa e assinatura da Carta de
Concordancia em participar do estudo pelos responsaveis técnicos das entidades
(Apéndice 1).

Os enfermeiros e técnicos de enfermagem das maternidades coletaram as
assinaturas dos responsaveis no termo informativo, anexo a ficha de coleta do “Teste
do Pezinho” (Anexo 2), realizaram a coleta do sangue em papel filtro por puncéo de
calcaneo ou por pungao venosa, conforme orientagdo do Manual de Coleta do Teste
do Pezinho [Fundacdo Ecuménica de Proteg¢do ao Excepcional (FEPE), 2013] e
preencheram a ficha de coleta do “Teste do Pezinho” (Anexo 2). As fichas de coleta
do “Teste do Pezinho” e o papel filtro foram enviados a FEPE através dos Correios,
conforme logistica ja estabelecida.

Os resultados foram analisados pelo laboratério da FEPE, de acordo com os
métodos e protocolos da instituicdo. As doengas analisadas no estudo foram
fenilcetonuria, hipotireoidismo congénito, deficiéncia de biotinidase e HAC. Foram
analisados dados como sexo, raga, peso no momento da coleta, idade cronoldgica,
idade gestacional, alimentagao, transfusdo de hemoderivados, valor de FAL, valor
TSH, atividade da biotinidase e valor de 17-OHP. Estes dados foram obtidos do
sistema FEPE, através de ampla pesquisa por meio do nome da méae, numero da

declaracao de nascido vivo e a data de nascimento nos dados de 2015 e de 2016. Os
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resultados foram comparados com os resultados dos testes de triagem realizados nos
RNT que nasceram nas maternidades que participaram do estudo no mesmo periodo.
Estes dados foram disponibilizados pela FEPE. Para os RNPT, dos quais nao foi
localizada a segunda coleta em um periodo de quatro meses apds o nascimento, foi
enviada um comunicado da instituicdo com assinatura da pesquisadora informando
sobre a importancia de realizar mais uma coleta no RN, e solicitando que procurassem
uma unidade basica de saude proxima de casa (Apéndice 2).

Foram incluidos os resultados das duas primeiras coletas viaveis realizadas
nestes RNPT, sendo que a primeira coleta deve ter sido realizada no maximo até 20
dias de vida do RN. A segunda coleta foi considerada quando realizada no minimo
apo6s o 152 dia de vida. A segunda coleta foi analisada somente para os RNPT.

Os resultados dos testes foram classificados como positivos ou negativos de
acordo com o valor de corte para cada doenga (Quadro 1 e 2). Os casos positivos
foram reconvocados pelo Servigo Social da FEPE, para recoletar o teste de triagem
ou para consulta e coleta de exames confirmatérios, conforme fluxograma
estabelecido pelo SRTN-PR (Anexos 3 a 8). Os pacientes com suspeita de
fenilcetonuria e deficiéncia de biotinidase foram encaminhados para exames
confirmatdérios no ambulatério do SRTN-PR (FEPE) e os pacientes com suspeita de
hipotireoidismo congénito e HAC foram encaminhados para exames confirmatérios na
UEP (UFPR). Nos casos que os RN estavam impossibilitados de comparecer a
consulta devido a internacéao, foi realizado, pelo médico da FEPE, contato com o
medico assistente, e orientado coleta de exames no hospital onde encontravam-se
internados. As doencas foram consideradas confirmadas conforme os critérios do
Quadro 3.

Os testes de triagem podem ser considerados como positivos ou negativos e
a doencga pode estar presente ou ausente. Sendo assim, ha quatro possibilidades de
combinagao entre os resultados dos testes e a confirmagao ou ndo da doenga (Figura
1). Os resultados foram classificados como VP (doenga confirmada pelos testes de
confirmagao diagndstica), FP (doenca nédo confirmada em testes posteriores de
triagem ou de confirmagéo diagndstica), VN (doenga descartada em um teste de
triagem neonatal para os RNT e em dois testes de triagem para os RNPT) e FN

(doenca nao detectada nos testes de triagem neonatal e confirmada em testes



posteriores de confirmacédo diagndstica). Os testes de triagem dos RNT foram
considerados como VN com somente um teste negativo para as doencgas
pesquisadas. Os RNPT com somente um teste de triagem negativo ndo foram

classificados.

QUADRO 1 - CRITERIOS DE POSITIVIDADE DOS TESTES DE TRIAGEM
NEONATAL PARA FENILCETONURIA, HIPOTIREOIDISMO
CONGENITO E DEFICIENCIA DE BIOTINIDASE

Doencga
Fenilcetonuria FAL = 3mg/dL
Hipotireoidismo Congénito 0 a 48h de vida: TSH = 15uU/mL
48h a 6 meses de vida: TSH = 10uU/mL
Deficiéncia de Biotinidase Atividade da biotinidase: inativa ou parcialmente ativa
FONTE: FEPE (2015).
LEGENDA: FAL, fenilalanina; TSH, hormdnio estimulante da tireoide.

QUADRO 2 - CRITERIOS DE POSITIVIDADE DOS TESTES DE TRIAGEM
NEONATAL PARA HIPERPLASIA ADRENAL CONGENITA DE
ACORDO COM O PESO DO RECEM-NASCIDO
Classificagao do peso do recém-nascido
< 1.500g 1.501g — 2.000g 2.001g — 2.500g > 2.501g
12 coleta: 12 coleta: 12 coleta: 12 coleta:
17-OHP 2 110ng/mL 17-OHP 2 43ng/mL | 17-OHP 2 28,2ng/mL | 17-OHP 215,01ng/mL

22 coleta: 22 coleta: 22 coleta: 22 coleta:
17-OHP = 135ng/mL 17-OHP = 53ng/mL | 17-OHP = 32ng/mL 17-OHP = 17ng/mL
FONTE: FEPE (2015).
NOTA: Os valores de corte para HAC correspondem ao 99° percentil de normalidade
de acordo com o peso (Hayashi et al., 2011).
LEGENDA: 17-OHP, 17-hidroxiprogesterona.

Para fins de analise estatistica os RN foram classificados pelo peso pela
pesquisadora como baixo peso extremo (BPE) (<1.000g), muito baixo peso (MBP)
(1.000 a 1.5009), baixo peso moderado (BPM) (1.500 a 2.499q), peso adequado (PA)
(2.500 a 3.9999) e excesso de peso (EP) (> 4.0009).

Os RN foram classificados em RNPT (IG < 36 semanas e 6 dias) e RNT (IG 2
37 semanas). Os RNPT foram classificados pela |G, conforme classificacdo da OMS,
em prematuro extremo (PE) (< 28 semanas), muito prematuro (MP) (28 semanas e 1
dia a 32 semanas e 6 dias) e prematuro moderado (PM) (33 semanas a 36 semanas
e 6 dias) (Leal et al., 2016). Os demais RN foram classificados de acordo com a idade

gestacional em RNT (37 semanas a 41 semanas e 6 dias) e RN pos termo (> 42
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semanas). E ainda foram classificados como PIG, adequados para a idade gestacional
(AIG) e grandes para a idade gestacional (GIG) de acordo com a curva para

prematuros de Fenton (Fenton e Kim, 2013).

QUADRO 3 — CRITERIOS DE CONFIRMAGCAO DO DIAGNOSTICO PARA FENILCETONURIA,
HIPOTIREOIDISMO CONGENITO, DEFICIENCIA DE BIOTINIDASE E
HIPERPLASIA ADRENAL CONGENITA

DOENCA CRITERIO

Fenilcetondria FAL em papel filtro = 10mg/dL ou
FAL em papel filtro entre 8 e 10mg/dL em trés semanas
consecutivas

Hipotireoidismo Congénito TSH sérico > 10uU/mL e
T4l ou T4T diminuidos ou normais

Deficiéncia de Biotinidase Atividade quantitativa da biotinidase no plasma < 30%
da média da populacdo adulta

Hiperplasia Adrenal Congénita 17-OHP sérica, androstenediona e testosterona
aumentadas de acordo com os valores de referéncia
dos laboratérios onde foram analisados.

FONTE: FEPE/UEP (2015).
LEGENDA: FAL, fenilalanina; TSH, hormbnio estimulante da tireoide; TsL, tetraiodotironina livre;
T4T, tetraiodotironina total; 17-OHP, 17-hidroxiprogesterona.

FIGURA 1 — POSSIBILIDADE DE RESULTADOS DOS TESTES DE
TRIAGEM DE ACORDO COM O ESTADO DA DOENCA

DOENCA
PRESENTE AUSENTE
POSITIVO Verdadeiro-positivo Falso-positivo
TESTE
NEGATIVO Falso-negativo Verdadeiro-negativo

FONTE: Adaptado de Bonita R. et al (2010).
Foi considerada coleta precoce quando a primeira coleta foi realizada com

menos de 48 horas de vida e tardia quando a primeira coleta foi realizada com mais
de 120 horas de vida.



3.10 REGISTRO E GERENCIAMENTO DE DADOS

Os dados foram coletados e digitados em planilhas eletrénicas de Microsoft
Excel®, conferidas pelo pesquisador. As planilhas foram verificadas na fungéo filtro
para corregdo de erros e posteriormente exportadas para o programa Statistica®. Para

os calculos do risco relativo (RR) foi utilizado o programa Medcalc®.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

A analise inicial incluiu a determinag¢ao da prevaléncia e da taxa de FP e FN
para cada doenca de acordo com a classificacdo de RNT e RNPT.

As medidas de tendéncia central e de dispersdao foram expressas em
medianas com seus valores minimos e maximos: mediana (minimo-maximo).

Para comparacdo das variaveis continuas foi utilizado os testes nao
paramétricos de Mann-Whitney, para comparar as variaveis assimétricas
independentes e o teste de Wilcoxon, para as variaveis assimétricas dependentes.
Para a analise das variaveis categoricas utilizou-se o teste de X? de Pearson com
corregao de Yates. Para todos os testes foi considerado o nivel de significancia de 5%
(p<0,05).

Para avaliar os resultados FP para fenilcetonuria utilizou-se o teste para
diferenca entre proporcoes. E para as demais doencgas foi realizado o calculo do RR

com intervalo de confianga de 95% (IC 95%).

3.12 ETICA EM PESQUISA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Clinicas da UFPR na data de 21 de julho de 2014 sob o numero 725.555 (Anexo 9).

Para utilizacdo dos dados da ficha de coleta do “Teste do Pezinho”, os
responsaveis pelos RN assinaram um termo informativo no momento da coleta. Este

termo faz parte da rotina de coleta dos testes de triagem neonatal biolégica (Anexo 2).
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3.13 FOMENTOS PARA PESQUISA

Este estudo foi uma parceria entre a pesquisadora, o Servico de Referéncia
em Triagem Neonatal (STRN) da FEPE e a UFPR.



4 RESULTADOS

A cidade de Curitiba possui atualmente 12 hospitais/maternidades que estao
aptos a atender RN de médio ou alto risco. Todas as entidades concordaram em
participar do estudo. No entanto, os dados foram coletados somente em 11 hospitais/
maternidades, pois em uma das entidades o estudo foi aprovado somente no final do
periodo da coleta de dados, 0 que resultou em exclusdo da mesma do estudo.

No periodo estudado, margo a dezembro de 2015, houve, nas entidades que
participaram do estudo, 28.732 coletas dos testes de triagem neonatal em 22.543 RN.
A |G foi informada em 19.782 cartdes de coleta do “Teste do Pezinho”, dos quais 1.753
eram RNPT (IG < 36 semanas e 6 dias) e 18.028 eram RNT (IG entre 37 e 42
semanas). Foram excluidos 2.761 RN, cujas IG ndo estavam informadas no cartdo de
coleta e um RN pds termo, por ser o unico identificado com IG acima de 42 semanas
(Figura 2).

FIGURA 2 — ESTRATIFICACAO DOS RECEM-NASCIDOS AVALIADOS NO ESTUDO -

CURITIBA/2015
22.543 RN
2.762
excluidos
19.781 RN
1.753 RNPT 18.028 RNT

FONTE: A autora (2017).
LEGENDA: RN, recém-nascidos; RNPT, recém-nascidos pré-termo; RNT, recém-nascidos a

termo
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A classificagdo dos RN de acordo com a |G esta apresentada na Tabela 1.
Como o grupo de PE e MP eram a menor parte dos participantes optou-se por acopla-
los em um unico grupo para fins de analise estatistica. A média de peso foi de 3.040
+ 5169, sendo 2.193 + 638g para os RNPT e de 3.122 £+ 420g para os RNT. A
classificagdo dos RN de acordo com o peso esta descrita na Tabela 1. Para fins de

analise estatistica, o grupo de BPE e MBP também foram acoplados no mesmo grupo.

TABELA 1 — CLASSIFICAGAO DOS RECEM-NASCIDOS DE ACORDO COM A
IDADE GESTACIONAL E COM O PESO — CURITIBA/ 2015

n %

PE/MP 332 1,68

CIaSS|f||%agao da PM 1.421 718
RNT 18.028 91,14

BPE/MBP 243 1,26

Classificagdo do BPM 2.028 10,48
peso PA 16.631 85,96

EP 445 2,30

FONTE: A autora (2017).

LEGENDA: PE, prematuro extremo; MP, muito prematuro; PM, prematuro
moderado; BPE, baixo peso extremo; MPB, muito baixo peso; BPM,
baixo peso moderado; PA, peso adequado; EP; excesso de peso.

Para o calculo da mediana de idade da primeira coleta foram excluidos 198
RN cuja data e hora da coleta informada no cartdo de coleta foi igual a data e hora de
nascimento, por ter sido considerado erro de informagdo. A mediana de idade da
primeira coleta viavel foi de 48,6 (0,1 — 488,3) horas de vida, sendo 48,6 (0,1 -488,3)
horas para RNT e 50,3 (0,4-487,9) horas para RNPT.

A segunda coleta foi analisada somente nos RNPT, tendo em vista que a
grande maioria dos RNT nao deve realizar a segunda coleta. Somente 486 (28,0%)
RNPT realizaram a segunda coleta do teste de triagem neonatal de acordo com os
critérios de incluséo e excluséo (Gréfico 2). Destes, 235 (48,4%) realizaram dentro do
prazo recomendado (entre 20 e 45 dias de vida) e 124 (25,5%) realizaram a coleta
apos receber o comunicado de solicitagdo da segunda coleta. A mediana de idade na

segunda coleta destes pacientes foi de 39 (15-622) dias de vida.



GRAFICO 2 - DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA DE SEGUNDA COLETA DE
ACORDO COM A IDADE GESTACIONAL — CURITIBA/2015

100%
90%
80%
70%
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50%
40%
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0%

28%

A
_
N

Prematuro extremo Muito prematuro Prematuro Total de pré-termos
moderado

FONTE: A autora (2017
NOTA: n = 486

~

As caracteristicas gerais da populagéo de estudo estdo descritas na Tabela
2. Dos RN estudados, 49,6% eram do sexo masculino e 50,4% do sexo feminino. A
raga branca predominou em 97,2% dos RN. A gestacgao foi multipla em 368 (21,5%)
dos RNPT e unica em 1.340 (78,5%). Ja nos RNT a frequéncia de gestagdo multipla
foi de 1,1% (200) e de gestagéao unica foi de 98,9% (17.606). Houve 1.991 (10,44%)
RN classificados como PIG, 16.250 (85,29%) como AIG e 813 (4,27%) como GIG.
Entre RNPT a quantidade de GIG foi maior (8,8%) quando comparado com os RNT
(3,8%) (p<0,01).

No que diz respeito as intervengdes, 97 (0,5%) RN receberam transfusao de
hemoderivado antes da primeira coleta e em 620 (4,1%) foi utilizado corticoide durante
a gestacéo. Entre os RNPT, a frequéncia de transfusdo de hemoderivados foi 2,8% e
nos RNT de 0,3%. Em relagdo ao corticoide, 53,5% dos RNPT e 2,1% dos RNT

receberam.
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TABELA 2 - CLASSIFICAGAO DOS RECEM-NASCIDOS DE ACORDO COM A IDADE
GESTACIONAL — CURITIBA/2015

RNPT % RNT % Total % P
Feminino 844 48,5 8975 50,6 9.819 504
Sexo Masculino 897 52,5 8.754 49,4 9.651 49,6 0,09
Total 1.741 100 17.729 100 19470 100
Branca 1651 97,3 16.609 97,2 18260 97,2
Parda 36 2,1 337 2,0 373 2,0
Racga Negra 8 0,5 123 0,7 131 0,7 0,3
Amarela 1 0,1 24 0,1 25 0,1
Total 1.696 100 17.093 100 18.789 100
Classificagdo do PIG 159 9,4 1.832 10,6 1.991 10,4
peso de acordo com AlIG 1.388 81,8 14.862 856 16.250 85,3 <0.01*
alG GIG 150 8,8 663 3,8 813 4,3 ’
Total 1.697 100 17.357 100 19.054 100
Quantidade de fetos L'J’ni_co 1.340 785 17606 98,9 18946 97,1
na gestagdo Multiplo 368 21,5 200 1,1 568 29 <0,01
Total 1.708 100 17.806 100 19.514 100
Alimentacéo antes Sim 1533 92,2 16.896 97,3 18.429 96,9
da coleta do teste de Nao 129 7,8 464 2,7 593 3,1 <0.01
triagem Total 1.662 100 17.360 100 19.022 100
Administragao de Sim 44 2,8 53 0,3 97 0,5
hemoderivados Nao 1.506 97,2 16.571 99,7 18.077 99,5 <001
a;‘;;’tset‘;fi:’;f Total 1550 100 16.624 100 18.174 100
Administragao de Sim 305 53,5 315 21 620 4.1
corticoide na Nao 265 46,5 14362 97,9 14627 959 <0,01
gestacao Total 570 100 14.677 100 15.247 100

FONTE: A autora (2017).
NOTA: " A diferenca encontrada foi somente para os GIG, para os PIG ndo houve diferenca entre os
dois grupos.
LEGENDA: RNPT, recém-nascido pré-termo; RNT, recém-nascido a termo; IG; idade gestacional;
PIG, pequeno para a idade gestacional; AlG, adequado para a idade gestacional; GIG,
grande para a idade gestacional.

4.1 TRIAGEM NEONATAL PARA FENILCETONURIA

A primeira dosagem de FAL foi positiva em quatro RN (0,02%), sendo um VP
e trés FP. A prevaléncia de FP nos RNPT foi de 1:150. A classificacdo dos RN de
acordo com os resultados dos testes de triagem para fenilcetonuria estao descritos na
Tabela 3.

A mediana de FAL encontrada foi de 1,0mg/dL (0,2 - 13,7mg/dL). Nos RNPT
a mediana foi 1,1mg/dL e nos RNT foi 1,0mg/dL (Tabela 4). Os RNPT apresentaram
uma mediana de FAL na segunda coleta de 1,01 mg/dL. Nao houve correlagao entre

os niveis de FAL e a idade gestacional (r = - 0,07). A mediana de FAL na coleta



precoce foi de 1,1mg/dL (0,4 — 4,2) e na coleta adequada foi de 1,05mg/dL (0,2 —
13,7).

TABELA 3 - CLASSIFICAGAO DOS TESTES DE TRIAGEM NEONATAL PARA FENILCETONURIA
— CURITIBA/2015

Classificagao dos recém-nascidos

RNPT % RNT % Total %
Verdadeiro-positivo 0 0 1 0,006 1 0,006
Verdadeiro-negativo 447 99,33 17.924 99,99 18.371 99,98
Falso-positivo? 3 0,67 0 0 3 0,02
Falso-negativo 0 0 0 0 0 0
Total 450 100 17.925 100 18.375 100

FONTE: A autora (2017).
NOTA: 20 teste para diferenga entre proporgdes revelou p = 0,08
LEGENDA: RNPT, recém-nascido pré-termo; RNT, recém-nascido a termo.

TABELA 4 — MEDIANA DOS NIVEIS DE FENILALANINA DE ACORDO COM A
IDADE GESTACIONAL — CURITIBA/2015
Idade Gestacional

RNPT RNT
FAL (mg/dL) na primeira coleta 1,1 (0,3-13,7) 1,0 (0,2-7,1)
FAL (mg/dL) na segunda coleta 1,0 (0,2-2,3)

FONTE: A autora (2017).

NOTA: n = 19.662

LEGENDA: FAL; fenilalanina; RNPT, recém-nascido pré-termo; RNT, recém-
nascido a termo.

Todos os RN com resultado FP para fenilcetonuria eram RNPT e da raca
branca (Tabela 5). A diferenca de proporgées para os resultados FP entre os RNPT e
RNT nao foi significativa (p= 0,08). Dentre os trés casos FP, dois RN eram do sexo
masculino e um do sexo feminino. O RN 1, do sexo feminino, era gemelar com IG de
27 semanas, ndo havia recebido alimentacdo até o momento da coleta e ndo ha
informacgao sobre o uso de NPT. O RN 2 era do sexo masculino e ja havia recebido
algum tipo de alimentagdo, mas também nao ha informagéo sobre o uso de NPT. O
RN 3, do sexo masculino, estava com alimentacao enteral e parenteral no momento
da coleta. A segunda coleta foi realizada com 37 dias de vida, revelou um resultado
normal de FAL, e a NPT ja havia sido suspensa. Todos RN apresentaram FAL normal
na segunda coleta.

O RN com resultado VP para fenilcetonuria era feminino, branco, ndo estava
em jejum e nem recebendo NPT. A IG foi de 38 semanas e o peso 3.565¢g, AIG. A
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primeira coleta foi realizada com 48,2 horas de vida. A FAL da primeira coleta foi de

7,0mg/dL. Aos 11 dias de vida, em consulta médica, o RN estava pesando 3.710g e a
dosagem de FAL foi 10,1mg/dL.

TABELA 5 — RECEM-NASCIDOS COM RESULTADOS FALSO-POSITIVOS PARA
FENILCETONURIA — CURITIBA/2015
RN IG Peso? IG/Peso Idade® FAL® Pesod Idade® FALf
RN 1 27 1.140 AlG 42,98 3,41 1.045 16 1,4
RN 2 28 1.135 AlG 47,87 4,23 1.830 41 0,53
RN 3 31 1.240 AlG 48,25 13,72 1.975 37 0,96

FONTE: A autora (2017).

NOTA: 2 Peso em gramas na primeira coleta. ® Idade na primeira coleta em horas. ¢ Nivel de
fenilalanina em mg/dL na primeira coleta. ¢ Peso em gramas na segunda coleta. ¢ Idade na
segunda coleta em dias. Nivel de fenilalanina em mg/dL na segunda coleta.

LEGENDA: IG, idade gestacional; FAL, fenilalanina.

4.2 TRIAGEM NEONATAL PARA HIPOTIREOIDISMO CONGENITO

A dosagem de TSH encontrava-se acima do valor de corte em 42 (0,2%) RN,
sendo 8 VP (2 RNPT e 6 RNT) e 34 FP (13 RNPT e 21 RNT). A classificagdo dos RN

de acordo com os resultados dos testes de triagem para hipotireoidismo congénito
esta apresentada na Tabela 6.

TABELA 6 - CLASSIFICAGAO DOS TESTES DE TRIAGEM NEONATAL PARA
HIPOTIREOIDISMO CONGENITO — CURITIBA/2015

Classificagdo dos recém-nascidos

RNPT % RNT % Total %
Verdadeiro-positivo 2 0,4 6 0,04 8 0,04
Verdadeiro-negativo 435 96,7 17.898 99,84 18.333 99,8
Falso-positivo 13 2,9 21 0,1 34 0,2
Falso-negativo 0 0 0 0 0 0
Total 450 100 17.925 100 18.375 100

FONTE: A autora (2017).
LEGENDA: RNPT, recém-nascido pré-termo; RNT, recém-nascido a termo.

A mediana de TSH foi de 1,65uU/mL (0,01-152,00), sendo de 1,73pU/mL para

RNPT e de 1,65uU/mL para RNT (Tabela 7). Nao houve correlagédo entre os niveis de
TSHealG (r=-0,03).

TABELA 7 — MEDIANA DO HORMONIO ESTIMULANTE DA TIREOIDE DE ACORDO COM A IDADE
GESTACIONAL E IDADE DO RECEM-NASCIDO NA COLETA — CURITIBA/2015




Idade gestacional

RNPT RNT

TSH (uU/mL) na primeira 1,7 (0,01-152,0) 1,6 (0,01-129,0)

coleta
TSH (uU/mL) na segunda 13 (0,06-6.1)

coleta

Idade na coleta
< 24 horas? 24 — 48 horasP Coleta adequada®
TSH (uU/mL) 2,2 (0,2-36,9) 1,8 (0,2-13,8) 1,6 (0,01-152,0)
p < 0,01 <0,01¢

FONTE: A autora (2017).

NOTA: @2Menos de 24 horas de vida.? Entre 24 e 48 horas de vida. ¢Entre o terceiro e o quinto dia de
vida. 9 Comparada coleta < 24 horas e a coleta entre 24 — 48 horas. ¢ Comparada coletas com
menos de 48 horas de vida e a coleta adequada.
n=19.663

LEGENDA: TSH, horménio estimulante da tireoide; RNPT, recém-nascido pré-termo; RNT, recém-

nascido a termo.

Em 11 (32,3%) RN com resultado FP a coleta foi realizada com menos de 48
horas de vida (7 RNPT e 4 RNT). A mediana dos valores de TSH foi maior quando a
coleta foi realizada antes de 24 horas de vida (Tabela 7). Também houve diferenga
entre a coleta realizada entre 24 e 48 horas de vida e a coleta realizada apo6s 48 horas
de vida (Tabela 7). A taxa de FP para coletas realizadas com menos de 24 horas de
vida foi de 0,05% e para coletas realizadas entre 24 e 48 horas de vida foi de 0,01%.
A coleta precoce elevou o risco de resultados FP em 26,8 vezes (IC 95%: 12,5 — 57,3)
para hipotireoidismo congénito (Tabela 8). Entre os RN que realizaram a primeira
coleta apdés 120 horas de vida, ndo houve resultados FP para hipotireoidismo
congénito.

O risco de resultado FP para hipotireoidismo congénito foi 6,9 vezes maior
entre RNPT (RR =6,9 1C 95% = 3,5 - 13,5), e quando a |G foi menor que 33 semanas
o risco foi ainda maior (RR = 10,4 IC 95% = 3,6 — 29,9) (Tabela 8). A prevaléncia de
resultados FP nos RNPT foi de 1:133 e entre os RNT de 1:854.

TABELA 8 - RISCO RELATIVO PARA RESULTADOS FALSO-
POSITIVOS PARA HIPOTIREOIDISMO CONGENITO
NOS RECEM-NASCIDOS — CURITIBA/2015

Risco relativo IC 95%
Prematuridade
PE/MP 10,4 3,6 -29,9
PM 6,1 29-127
RNPT 6,9 3,56-13,5

Coleta precoce?
RNPT 14,8 4,6 —47,4
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RNT 20,3 6,9 —59,9
Peso

BPE/ MBP 12,1 3,5-40,9

BPM 5,8 2,8-121

FONTE: A autora (2017).

NOTA: 2 Coleta antes de 48 horas de vida.

LEGENDA: IC 95%, intervalo de confianca de 95%; PE, prematuro
extremo; MP, muito prematuro; PM, prematuro moderado;
RNPT, recém-nascido pré-termo; RNT, recém-nascido a
termo; BPE, baixo peso extremo; MBP, muito baixo peso;
BPM, baixo peso moderado.

A transfusdo de hemoderivados e o uso de corticoide pré-natal nao
aumentaram o risco de FP.

Os RN com resultados VP para hipotireoidismo congénito estdo apresentados
na Tabela 9. Entre eles, dois eram RNPT, com IG de 34 semanas e 30 semanas. A
prevaléncia nos RNPT foi 1:846 e nos RNT foi de 1:3.004.

O peso no dia da coleta do RN 10 era de 3.120g (GIG). A primeira coleta foi
realizada com 48,8 horas de vida e a dosagem de TSH foi 152uU/mL. A segunda
coleta foi realizada no dia da consulta com 13 dias de vida, o peso era de 2.600g e a
dosagem de TSH em papel filtro foi 193uU/mL. Nao ha informagéo sobre o uso de
corticoide ou de dopamina.

O RN 11 eraum RNPT de 30 semanas de IG e houve elevacéao tardia do TSH,
a primeira coleta foi realizada com 48,1 horas de vida e o TSH em papel filtro foi
1,5uU/mL. A mae havia recebido duas doses de corticoide na gestacdo. No momento
da primeira coleta ndo estava em uso de dopamina. Com 25 dias de vida, foi realizada
a segunda coleta do teste de triagem neonatal biolégica, conforme indicado para
RNPT. O TSH em papel filtro foi 27,4uU/mL. Foi coletado TSH sérico, cujo resultado
foi de 69,5uU/mL, e com 35 dias de vida foi iniciado tratamento para o RN com

levotiroxina.

TABELA 9 - CARACTERISTICAS DOS CASOS VERDADEIRO-POSITIVOS PARA
HIPOTIREOIDISMO CONGENITO

RN IG® Peso/lG* Peso° 14 TSHe Pesof 19 TSH" TSHi T4Ti  Talk

RN 4 37 PIG 1.915 48,3 109,0 2.310 14 168 >100 2,81 0,45
RN 5 41 PIG 2.860 48,1 129,0 2.910 15 55,4 1142 11,5 1,2



RN 6 37 GIG 3.620 48,7 20,0 3.970 15 24,7 45,4 64 0,86
RN 7 39 AIG 3.150 49,0 38,8 3.700 15 101 >150 10,3 1,0
RN 8 39 AlIG 2.890 48,1 32,7 3.250 9 11,2 2253 105 1,21
RN 9 39 GIG 4.010 49,5 40,1 4.200 7 271 39,47 12,8 1,51
RN 10 34 GIG 3.120 48,8 152 2.600 13 193 - 8 0,69

RN 11 30 AIG 1.065 48,1 1,5 1.390 25 27,4 69,5 3,34 0,61

FONTE: A autora (2017).

NOTA: @ Idade gestacional em semanas. ? Peso de acordo com a idade gestacional. ¢ Peso na
primeira coleta em gramas. 9 Idade na primeira coleta em horas. ¢ TSH em papel filtro na
primeira coleta (uU/mL). fPeso na segunda coleta em gramas. 9 [dade na segunda coleta
em dias. " TSH em papel filtro na segunda coleta (uU/mL). ' TSH sérico na segunda coleta.
T4 total (ug/dL). kT4 livre (ng/dL).

LEGENDA: RN, recém-nascido; IG, Idade gestacional; |, idade; TSH, horménio estimulante da
tireoide; T4T; tetraiodotironina total; T4L; tetraiodotironina livre; PIG, pequeno para a
idade gestacional; GIG, grande para a Idade gestacional; AlG, adequado para a idade
gestacional.

4.3 TRIAGEM NEONATAL PARA DEFICIENCIA DE BIOTINIDASE

Conforme descrito na Tabela 10, para deficiéncia de biotinidase o teste foi
positivo em 17 (0,09%) RN, sendo um VP em um RNT e 16 FP (1 RNPT e 15 RNT).
A prematuridade aumentou o risco de FP em 3,4 vezes (RR = 3,4 IC 95% = 1,1 -
10,6). Entretanto, quando foram avaliados os resultados FP de acordo com a IG, nao
houve diferenca de risco tanto para o grupo PE/MP quanto para o grupo PM.

Entre os FP somente 1 RN, com |G de 26 semanas, realizou a coleta antes
de 48 horas de vida. A prevaléncia de FP nos RNPT foi de 1:447 e nos RNT de
1:1.195.

A idade na primeira coleta também ndo aumentou o risco de FP. Para os
outros RN com resultado FP, trés eram RNPT e 13 eram RNT. Do mesmo modo nem
0 peso, nem a relacédo do peso com a |G influenciaram no risco de resultados FP para
deficiéncia de biotinidase. A transfusdo de hemoderivados e o0 uso de corticoide

também nao interferiram nos resultados dos testes.

TABELA 10 - CLASSIFICACAO DOS TESTES DE TRIAGEM NEONATAL PARA DEFICIENCIA
DE BIOTINIDASE — CURITIBA/2015
Classificagao dos recém-nascidos
RNPT % RNT % Total %
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Verdadeiro-positivo 0 0 1 0,01 1 0,005
Verdadeiro-negativo 446 99,8 17.912 99,91 18.358 99,9
Falso-positivo 1 0,22 15 0,08 16 0,09
Falso-negativo 0 0 0 0 0 0
Total 447 100 17.928 100 18.375 100

FONTE: A autora (2017).
LEGENDA: RNPT, recém-nascido pré-termo; RNT, recém-nascido a termo.

No periodo estudado, somente em um paciente o diagndstico foi confirmado
para deficiéncia de biotinidase. Este RN era do sexo masculino, de termo e AIG. A
primeira coleta foi realizada com 48,13 horas de vida e 0 peso na ocasido era de
3120g. O RN iniciou tratamento com 31 dias de vida e, posteriormente, foi confirmada
a deficiéncia de biotinidase na forma parcial, com teste quantitativo da dosagem de

biotinidase de 1,7 nmol/min/mL (valor de referéncia: 5,1 a 10 nmol/min/mL).

4.4 TRIAGEM NEONATAL PARA HIPERPLASIA ADRENAL CONGENITA

A mediana de 17-OHP de acordo com a |G esta representada no Grafico 3. A
17-OHP estava aumentada em 132 RN (0,7%), sendo dois VP (um RNPT e um RNT)
e 130 FP (81 RNPT e 49 RNT). A taxa de FP foi de 98,5%, sendo que a mediana da
dosagem de 17-OHP foi de 4,8 ng/mL (0,01-492,0) com mediana de 8,3ng/mL nos
RNPT e de 4,4ng/mL nos RNT.

Nos RNPT, na segunda coleta, a mediana de 17-OHP diminuiu para 4,8ng/dL.
As medianas de 17-OHP de acordo com a |G estao descritas na Tabela 11. A mediana
de 17-OHP na coleta precoce também apresentou diferenca quando comparada com
a mediana na coleta adequada. Na coleta precoce a mediana foi 5,7ng/mL (1,1 —
189,0) e na coleta adequada foi 4,51ng/mL (0,01 —492,00) (p < 0,01).

GRAFICO 3 — MEDIANA DE 17-HIDROXIPROGESTERONA DE ACORDO
COM A IDADE GESTACIONAL — CURITIBA/2015
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TABELA 11 — MEDIANA DE 17-HIDROXIPROGESTERONA DE ACORDO COM A
IDADE GESTACIONAL — CURITIBA/2015
Idade gestacional

RNPT RNT P
17-OHP (”gfl;)a”a primeira g 35 087.371,0) 4,39 (0,01-492,0) < 0,012
17-OHP (ng/dL) na segunda 4,76 (0,03-421,0)
coleta
o <0,01°

FONTE: A autora (2017).
NOTA: @2 Comparada a primeira coleta dos RNPT e RNT.
b Comparada a primeira com a segunda coleta nos RNPT.
LEGENDA: 17-OHP, 17-hidroxiprogesterona; RNPT, recém-nascido pré-termo; RNT,
recém-nascido a termo.

A classificagdo dos RN de acordo com os resultados dos testes de triagem
neonatal esta descrita na Tabela 12. Foi observada uma taxa de FP nos RN do estudo
de 1,1%, da qual 52,3% foi em RNPT. A prevaléncia de FP nos RNPT foi de1:5,6 e

nos RNT de 1:366. Nao foi observado, neste estudo, nenhum caso de FN.

TABELA 12 - CLASSIFICACAO DOS TESTES DE TRIAGEM NEONATAL PARA HIPERPLASIA
ADRENAL CONGENITA — CURITIBA/2015
Classificagado dos recém-nascidos
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RNPT % RNT % Total %
Verdadeiro-positivo 1 0,22 1 0,01 2 0,01
Verdadeiro-negativo 368 81,8 17.875 99,7 18.243 99,3
Falso-positivo 81 18 49 0,3 130 0,7
Falso-negativo 0 0 0 0 0 0
Total 450 100 17.925 100 18.375 100

FONTE: A autora (2017).
LEGENDA: RNPT, recém-nascido pré-termo; RNT, recém-nascido a termo.

Conforme observado na Tabela 13 o risco de resultados FP diante da
prematuridade foi 17,0 vezes maior (RR = 17,0 IC 95% = 12,0 — 24,2), visto que no
grupo PE/MP o risco foi de 15,9 e no grupo PM o risco foi de 17,8 vezes maior que

para os RNT.

TABELA 13 — RISCO RELATIVO PARA RESULTADOS FALSO-

POSITIVOS PARA HIPERPLASIA ADRENAL
CONGENITA NOS RECEM-NASCIDOS -
CURITIBA/2015
Risco relativo IC 95%
Prematuridade
PE/MP 15,93 8,95 - 28,37
PM 17,83 12,53 — 25,37
RNPT 17 11,97 — 24,17
Coleta precoce?
RNPT 3,69 2,01 -6,76
RNT 28,94 15,28 — 54,80
Peso
BPE/ MBP 4,71 2,08 - 10,69
BPM 3,38 2,29 - 4,99

FONTE: A autora (2017).

NOTA: 2 Coleta antes de 48 horas de vida.

LEGENDA: IC 95%, intervalo de confianga de 95%; PE, prematuro
extremo; MP, muito prematuro; PM, prematuro moderado;
RNPT, recém-nascido pré-termo; RNT, recém-nascido a
termo; BPE, baixo peso extremo; MBP, muito baixo peso;
BPM, baixo peso moderado.

Em 23 RN (0,12%) com resultado FP a coleta foi realizada com menos de 48
horas de vida (11 RNPT e 12 RNT). A coleta precoce apresentou um risco 16,4 vezes
maior de resultados FP para HAC (RR = 16,4 IC 95% = 10,5 — 25,6). Para os RNT a
coleta precoce apresentou um risco de FP 28,8 vezes maior (Tabela 13). Ja para os
RNPT o risco foi de apenas 3,7. Nao houve diferenca no risco para a coleta tardia.

Em relagdo ao peso, 6 (4,6%) RN com resultados FP estavam no grupo
BPE/MBP, 35 (26,9%) no grupo BPM e 89 (68,5%) no grupo PA. Observou-se relagao

inversa do peso com os valores de 17-OHP (Grafico 4). O risco de FP no grupo



BPE/MBP foi de 4,7 (Tabela 13). Nao houve diferenga para FP no grupo BPM. Para

os RN PIG ou GIG nao houve diferenca no risco de FP.

GRAFICO 4 — MEDIANA DA 17-HIDROXIPROGESTERONA DE ACORDO COM O
PESO DO RECEM-NASCIDO — CURITIBA/2015
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FONTE: A autora (2017).
NOTA: n = 18.472. Os outliers foram excluidos do gréfico.
LEGENDA: 17-OHP, 17-hidroxiprogesterona.

Os RN que utilizaram corticoide no pré-natal apresentaram um risco 12,3
vezes maior de resultados FP (RR = 12,3 IC 95% = 7,6 — 19,8). Para os RNPT que
utilizaram corticoide no pré-natal a mediana de 17-OHP foi de 13,4ng/mL e para os
que ndo utilizaram corticoide foi de 7,6ng/mL (p < 0,001).

Para HAC a transfusdo de hemoderivados determinou risco 10,2 vezes maior
de resultados FP (RR = 10,2 IC 95% = 4,6-22,8).

No periodo estudado houve dois casos confirmados de HAC. No primeiro caso
a |G foi de 39 semanas e o peso no momento da coleta foi 3.145g. A primeira coleta
foi realizada com 117,2 horas de vida e o valor de 17-OHP foi de 88,5ng/mL.

O segundo caso era um RNPT de 35 semanas de |G e peso na coleta de
2.120g (AlIG). A coleta foi realizada com 66,2 horas de vida e a 17-OHP foi 371ng/mL.

Com 11 dias de vida foi realizada uma nova coleta que apresentou 17-OHP de

421ng/mL.
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Cinco RN apresentaram resultados FP tanto para hipotireoidismo congénito
quanto para HAC. Todos eram RNT. O peso variou de 2.695g a 4.695g. Somente em
um deles a coleta foi realizada adequadamente apds 48 horas de vida. Nos demais
RN a coleta foi realizada precocemente, variando entre 0,7 e 5,3 horas de vida.

Os testes de triagem para hipotireoidismo congénito e a HAC foram

responsaveis pela maioria dos resultados FP observados no estudo (89,3%).



5 DISCUSSAO

Este estudo analisou os resultados dos testes de triagem neonatal para
fenilcetonuria, hipotireoidismo congénito, deficiéncia de biotinidase e hiperplasia
adrenal congénita para RNPT.

Cerca de 73% dos RNPT que nasceram em Curitiba, no periodo estudado,
participaram do estudo. Os demais, nasceram em entidades que nao participaram do
estudo ou ndo tiveram a IG informada no cartdo de coleta do “Teste do Pezinho”.
Entretanto, somente 28% dos RN que participaram, realizaram a segunda coleta, e
destes, menos da metade (48,4%) realizaram dentro do prazo recomendado, o que
demonstra baixa adesao ao protocolo de coleta para RNPT do STRN-PR. Felizmente,
nao houve casos VP entre os RN que realizaram a segunda com mais de 45 dias de
vida.

Percebeu-se que quanto menor a IG, melhor a adesdo. Isso se deu,
provavelmente, devido ao maior tempo de permanéncia nas UTIN, onde foi realizada
a segunda coleta. Aqueles RNPT que receberam alta antes do 20° dia de vida
provavelmente nao foram sensibilizados quanto a importancia de realizar a segunda
coleta na unidade de saude, fato evidenciado pelos 124 RNPT que realizaram a coleta
somente apds receber o comunicado. Estes indicadores mostram que esta orientacéo
precisa ser mais enfatizada pelos pediatras e equipe de enfermagem para que seja

executada.

5.1 TRIAGEM NEONATAL PARA FENILCETONURIA

Apesar da diferenga entre propor¢coes entre RNPT e RNT nao ser
estatisticamente significativa para os FP para fenilcetonuria, é curioso observar que
todos os pacientes com resultados FP eram prematuros, com IG menor que 32
semanas e peso menor que 1.500g.

Slaughter et al. (2010) acharam frequéncia de FP (numero de FP/ niumero de
VN) em RN nos testes de triagem e encontraram uma taxa de 11/1.000, 14/1.000 e
3,6/1000 para RN com peso menor que 1.000g, peso entre 1.000g e 1.499g e peso
entre 1.500g e 2.499¢q, respectivamente. Para os RN com peso entre 2.500 e 3.999¢g
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a taxa foi de 0,33/1.000, indicando que RN com baixo peso tem um risco maior de
resultados FP.

Zafanello et al. (2003), em um estudo retrospectivo das hiperfenilalaninemias
nos testes de triagem neonatal, encontraram um risco de FP de aproximadamente
4,2% para cada 100g a menos de peso nos RN, especialmente para aqueles com
peso menor que 2.500g. Também encontraram maior frequéncia de FP para RN do
sexo masculino e a |G foi significativamente menor no grupo FP, quando comparado
com RN com resultados normais.

A prevaléncia de FP em RNPT encontrada neste estudo (1:150) foi o dobro
da encontrada por Zaffanello et al. em outra publicagdo (1:330). A incidéncia de FP
nos RNPT foi 12 vezes maior que em RNT (Zaffanello et al., 2005).

Devido ao pequeno numero de casos, nao foi possivel avaliar a influéncia do
sexo nos niveis de FAL. No entanto, dos trés RN com resultados FP, dois eram do
sexo masculino e um do sexo feminino. Estudos com um numero maior de RN ser&o
necessarios para avaliar se a prevaléncia de FP é diferente entre os sexos.

Nao foi estudado a relagdo entre o uso de NPT e os niveis de FAL em todos
os RN. Contudo, observou-se nivel de FAL muito elevado no RN 3, que estava em
uso de NPT, com normalizagcdo apds a suspensdao da mesma. Lucas et al
encontraram frequéncia de 23% de niveis aumentados de FAL em RNPT que estavam
recebendo NPT e frequéncia de 1% em RNPT que nao estavam recebendo. Tim-
Aroom et al. (2015) demonstraram que parar a infusdo de NPT por 3 horas antes da
coleta do teste de triagem e substituir por uma solugao glicosada, diminuiu a taxa de
FP para aminoacidopatias em RNPT, sem trazer consequéncias.

Resultados FP para fenilcetonuria, além de aumentar a ansiedade dos
familiares, podem levar ao erro de diagnostico, com tratamentos desnecessarios
(Brosco et al., 2008). Outra preocupacao reside no fato de se niveis aumentados sao
suficientes para causar alteracdes nestes RN, ja que a lesdo cerebral na fenilcetonuria
€ dependente do acumulo de FAL no cérebro e da falta de outros aminoacidos, devido
a um mecanismo competitivo entre os aminoacidos (Kaye et al., 2006). Lucas et al.
(1993) demonstraram que os niveis elevados de FAL em RNPT devido a NPT né&o

afetaram o desenvolvimento neuropsicomotor destes RN aos 18 meses de idade.



Curiosamente os niveis de FAL estavam mais altos nos RN com coleta
precoce, provavelmente por imaturidade das enzimas sintetizadas no figado
(Shortland et al., 1994).

O Ministério da Saude recomenda que a coleta do teste de triagem neonatal
seja realizada entre o 3° e o 5° dia de vida, para que um aporte adequado de
fenilalanina seja ingerido e para evitar os casos FN. No Parana é recomendado que a
coleta do “Teste do Pezinho” nos RNT seja realizada na alta da maternidade, e se a
coleta ocorrer antes de 48 horas de vida, o exame deve ser repetido entre o terceiro
e o quinto dia de vida na unidade de saude (FEPE, 2013). Este estudo indicou que os
valores de fenilalanina na coleta precoce estavam discretamente maiores que aqueles
da coleta adequada. No periodo estudado ndo houve nenhum caso de fenilcetonuria
relatado ao Servigo de Referéncia em Triagem Neonatal que n&o tenha sido detectado
pelos testes de triagem, fato que foi considerado como nenhum caso de FN. Muitos
paises ja adotam a coleta dos testes de triagem para fenilcetonuria apés 24 horas de
vida com o intuito de antecipar o diagnéstico e inicio do tratamento, ja que os pacientes
com fenilcetonuria classica ja evidenciam aumentos nos niveis de FAL nas primeiras
horas de vida. Todavia, as formas leves de fenilcetonuria podem levar mais tempo
para elevar os niveis de FAL. Testes que utilizam a espectrometria de massas séo
mais sensiveis para a deteccao precoce da fenilcetonuria (Kaye et al., 2006). Novos
estudos sdo necessarios para verificar se realmente a coleta realizada antes de 48

horas pode resultar em testes FN para fenilcetonuria.

5.2 TRIAGEM NEONATAL PARA HIPOTIREOIDISMO CONGENITO

A mediana dos valores de TSH nos RNPT foi discretamente maior que a
mediana nos RNT. Nao foi possivel estabelecer uma correlagao entre os niveis de
TSH e a IG. Dhondt et al. (2008) também n&o encontraram correlagdo dos valores de
TSH de acordo com a IG.

Fisher et al. (1970) demonstraram que entre 18 e 22 semanas ha um aumento
nos niveis do TSH fetal que permanece até o termo. As publicagbes de Fisher (2008)
e Chung (2014) relatam que durante o parto ha uma rapida converséo da tireoide de

um estado de baixa atividade para um estado de hiperatividade, com o objetivo de
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manter a termogénese do RN e a adaptagéo cardiovascular. Este processo se inicia
no hipotalamo, ativando o eixo hipotalamo-hipofisario e aumentando as concentragdes
de TSH, que, 30 minutos apds o parto, podem atingir niveis de 60 a 70uU/mL,
normalizando entre o terceiro e o quinto dia de vida. Nos RNPT os niveis de T4 estéo
diminuidos e, devido a imaturidade do eixo hipotalamo-hipofisario, podem resultar em
TSH normal ou pouco elevado (Wayne et al., 2009). A hipertireotropinemia € mais
comum em RNPT e a causa ainda nao € bem clara. Alguns autores sugerem que pode
ser devido a substancias bociogénicas, deficiéncia de iodo ou medicamentos. Outra
causa pode ser o excesso de solugdes antissépticas a base de iodo (Buyukgebiz,
2006; Wayne et al., 2009; Chung, 2014). Recém-nascidos pré-termo em nutricdo
somente por via parenteral podem nao receber quantidade adequada de iodo (taxa de
recomendacao diaria: 90ug/dia), aumentando as taxas de FP (Wayne et al., 2009). O
uso de NPT n&o aumentou o risco de FP para hipotireoidismo congénito neste estudo.

A prematuridade, por sua vez, aumentou o risco de FP em 6,9 vezes.
Observou-se que quando a IG foi menor que 33 semanas este risco aumentou para
10,4 vezes. Silva et al. (2010) encontraram uma prevaléncia de FP de 1:80 em RN
com |G menor que 32 semanas. A prevaléncia de FP deste estudo foi de 1:133, menor
que o estudo de Silva et al., mesmo com idade de coleta mais precoce e utilizando o
mesmo valor de corte.

A mediana de TSH nos RNPT na primeira coleta foi maior que na segunda
coleta (1,73uU/mL na primeira coleta e 1,29uU/mL na segunda coleta). Silva et al.
(2010), estudando prematuros no estado de Minas Gerais, encontraram mediana de
1,3uU/mL na coleta realizada entre 0 4° e o 7° dia de vida e de 1,4pU/mL na coleta
realizada entre 29° e 32° dia de vida. Os maiores valores de TSH na primeira coleta
deste estudo provavelmente deveram-se a coleta mais precoce (mediana de 49 horas
de vida) que a coleta realizada no estudo de Silva et al.

A alta materna precoce, que leva a coleta precoce dos testes de triagem, pode
aumentar a taxa de FP de 3:1 para 5:1, segundo alguns autores. Tang et al. (2016)
encontraram uma taxa de FP de 0,099% em coletas realizadas com menos de 24
horas de vida e de 0,010% em coletas realizadas entre 24 e 48 horas de vida. Na
Califérnia, onde foi realizado o estudo, a recomendacgao é coletar os testes de triagem

apos 24 horas de vida. O presente estudo apresentou uma taxa de FP de 0,05% para



coletas realizadas com menos de 24 horas de vida e de 0,01% para coletas realizadas
entre 24 e 48 horas de vida.

Slaughter et al. (2010) encontraram uma taxa de FP quatro vezes maior em
RNPT com IG menor que 32 semanas, quando a coleta foi realizada com menos de
24 horas de vida. Na presente amostra o maior fator de risco de FP para
hipotireoidismo congénito foi a coleta precoce (RR =26,78 IC 95% = 12,5 — 57,3), tanto
para RNPT quanto para RNT. Este fato deve ser levado em consideragao, face a
recomendacgao do Ministério da Saude que orienta a coleta dos testes de triagem na
admissao do RNPT na UTIN, pois tenderdo a aumentar os custos da triagem neonatal
e ainda aumentar a ansiedade dos familiares destes RN. Neste levantamento, a
maioria das maternidades n&o realiza a coleta no momento da admissao do RNPT.

Em relagédo ao peso, a incidéncia de FP foi maior nos RN com peso menor
que 2.500g, especialmente o grupo BPE/ MBP (RR =12,1 IC = 3,5 - 40,9), no qual a
prevaléncia de FP foi de 1:81 ou 12,3:1.000. Slaughter et al. (2010) encontraram uma
taxa de FP de 65:1.000 em RN com peso menor que 1.000g, de 61:1.000 com peso
entre 1.000 e 1.500g e de 5,1:1.000 com peso maior que 2.500g.

O aumento do TSH tem sido relacionado com o estresse no periodo perinatal.
Aguiar et al. (2016) encontraram uma prevaléncia maior de hipertireotropinemia (TSH
elevado com T4 livre normal) em RN do sexo masculino, parto vaginal e idade materna
avancada. Neste estudo ndo houve diferenca entre os sexos para resultados FP. A
idade materna e o tipo de parto nao foram avaliados.

Nao ha consenso na literatura sobre os valores ideais de corte do TSH para
os testes de triagem para hipotireoidismo congénito. Os programas utilizam o valor de
6uU/mL, 10uU/mL ou até 20pU/mL, o que causa muita diferenca na prevaléncia dos
resultados FP e FN (Mengreli et al., 2010; Hashemipour et al., 2017).

Nos RNPT, devido a imaturidade do eixo hipotalamo-hipofisario, a hipofise
pode nao responder suficientemente ao mecanismo de feedback nos casos de
hipotireoidismo congénito. A consequéncia pode ser um teste de triagem inicial com
niveis de TSH normais, seguido por elevacgao tardia do mesmo (Fisher, 2008; Chung,
2014).
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No periodo estudado observou-se oito casos VP para hipotireoidismo
congénito, entre eles dois RNPT (prevaléncia nos RNPT de 1:856). Um deles com
elevagao tardia de TSH, reforgando a necessidade de repeticdo do teste em RNPT.

Varios autores referem uma maior prevaléncia de hipotireoidismo congénito
em RNPT, na maioria das vezes de hipotireoidismo transitorio (Mengreli et al., 2010;
Srinivasan et al., 2012; Lee et al., 2015; Olivieri et al., 2015).

Silva et al. (2010) encontraram prevaléncia de hipotireoidismo congénito em
RNPT de 1:242. Em 11 RNPT diagnosticados com hipotireoidismo congénito, 10
apresentaram elevacéo tardia de TSH. A prevaléncia de elevacéao tardia de TSH em
RN em BPE/MPB encontrada por Lee et al. (2015) foi de 91,6%. A prevaléncia
encontrada por Woo et al. (2011) foi de 1:95 no grupo BPE/MPB. A baixa prevaléncia
de hipotireoidismo congénito detectada com elevacao tardia de TSH, no presente
estudo, pode ter sido em virtude da baixa adesdo ao protocolo de coleta para
prematuros, ja que menos de 1/3 realizaram a segunda coleta.

Lee et al. (2015), ao estudar RN com BPE/MBP, encontraram maior
prevaléncia de hipotireoidismo congénito nos PIG. No estudo atual, somente um
RNPT com hipotireoidismo congénito estava no grupo MBP e foi classificado como
AlG.

Alguns estudos recomendam a repeticdo da coleta somente para RNPT com
IG abaixo de 34 semanas. Apesar dos RNPT deste estudo, diagnosticados com
hipotireoidismo congénito, apresentarem |G menor que 34 semanas, o SRTN-PR
ratifica a recomendacéao de realizar a segunda coleta em todos os prematuros com I1G
menor que 36 semanas. Srinivasan et al. (2012) encontraram casos de hipotireoidismo
congénito com elevacéo tardia de TSH em RNPT de 35 semanas. Nos Estados Unidos
da América alguns estados ja realizam, rotineiramente, uma segunda coleta nos testes
de triagem para hipotireoidismo congénito em todos os RN entre 8 e 14 dias de vida,
independente da IG. Shapira et al., (2015) em um estudo realizado em 12 estados
americanos, encontraram taxa de 11,5% de casos de hipotireoidismo congénito
diagnosticados na segunda coleta dos testes de triagem, independente da IG.

Korada et al. (2008) sugerem que o segundo teste ndo € necessario em RNPT
se for utilizado valor de corte de 6 yU/mL. Neste estudo, se tivesse sido utilizado o

valor de corte de 6pU/mL, ndo teria sido diagnosticado o RNPT com elevagéo tardia



de TSH, pois na primeira coleta o valor de TSH foi de 1,5uU/mL, o que reforca a
importancia de realizar a segunda coleta.

Hashemipour et al., (2017) em uma revisao sistematica, encontraram 40% dos
estudos recomendando uma segunda coleta, 13,9% recomendando utilizar ambos,
TSH e T4 para o teste de triagem, 11,1% recomendando baixar os valores de corte do
TSH e do T4 livre e 8,3% recomendando valores de corte de acordo com a IG. Os
autores concordam com um valor de corte de 10pU/mL e discordam do valor de corte
de 6pU/mL por aumentar muito a taxa de FP e n&o diagnosticar todas as elevacoes
tardias de TSH.

Korzeniewski et al. (2013) compararam dois protocolos de coleta em RN
internados em UTIN, o primeiro com somente uma coleta e o segundo com uma
segunda coleta, realizada com 30 dias de vida. O valor de corte do TSH variou com a
idade da coleta entre 10 e 50puU/mL. A prevaléncia de hipotireoidismo congénito no
primeiro protocolo foi 1,2/1.000 e no segundo foi 2,6/1.000.

Os RNPT estdo mais sujeitos a intervengdes e uso de medicagdes. O uso de
tireoide. No presente estudo o uso de corticoide no pré-natal ndo influenciou a
prevaléncia de resultados FP. Lee et al. (2015) ndo encontraram influéncia do
corticoide na prevaléncia de hipotireoidismo congénito. Entre os RNPT com
hipotireoidismo congénito, um utilizou duas doses de corticoide no pré-natal, no outro
nao ha informacgao sobre o uso desta medicacéo.

Larson et al. (2003) encontraram associagao de elevagao tardia de TSH em
RN do grupo BPE/MBP e transfusdo de hemoderivados de 70%. A associac&o destes
mesmos RN com cardiopatia congénita foi de 45%. E possivel que os pacientes com
cardiopatia congénita tenham recebido mais transfusdo de hemoderivados e
dopamina. Filippi et al. (2004) encontraram niveis de TSH menores em recém-
nascidos BPE/MBP em uso de dopamina, sugerindo uma inibicdo de TSH na hipofise.
No presente estudo ndo foi avaliado o uso de dopamina e ndo foi observado
associagao entre transfusdo de sangue e elevagao tardia do TSH.

Nao foi possivel, também, estabelecer relagao entre a elevacéao tardia do TSH
e o peso ou |G. Estudos posteriores, com maior nimero de RNPT e mais

representativo da nossa populagdo s&o necessarios para a elaboragdo de um
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protocolo de coleta mais adequado a realidade brasileira. No momento a

recomendacao € realizar a coleta em todos os RNPT.

5.3 TRIAGEM NEONATAL PARA DEFICIENCIA DE BIOTINIDASE

Coincidentemente, a taxa de FP encontrada neste estudo foi igual a taxa
encontrada por Forman et al. (1992) (0,09%), utilizando o mesmo método de triagem.
Contudo, a taxa foi maior que a relatada por Thibodeau et al. (1993) (0,05%) e menor
que a descrita por Neto et al. (2004) (0,12%).

Nao foi possivel, neste estudo, estabelecer relacdo entre os parametros
estudados e resultados FP para deficiéncia de biotinidase, apesar dos RNPT
apresentarem maior prevaléncia de FP.

A prematuridade representa risco trés vezes maior de FP, no entanto, ndo
houve aumento do risco quando comparados os grupos de PE/MP ou PM. Estes
resultados foram semelhantes aos encontrados por Wiltink et al. (2016), que também
nao observaram maior incidéncia de FP em RNPT ou PIG, porém diferente da
encontrada por Thibodeau et al. (1993) (46,8% dos resultados FP foram devido a
prematuridade). Suormala et al. (1988) encontraram uma correlagdo positiva da
atividade de biotinidase e a idade gestacional nos primeiros 10 dias de vida.

Schulpis et al. (2003) constataram uma atividade menor de biotinidase quanto
maior a taxa de bilirrubinas do RN, demonstrando uma relagéo entre ictericia do RN e
a atividade da biotinidase. Como cerca de 80% dos RNPT desenvolvem ictericia, é
presumivel que alguns resultados FP deste estudo também estejam a ela
relacionados (Maisels, 2015). Todavia, o fator ictericia ndo foi avaliado no presente
estudo.

Provavelmente, alguns resultados FP encontrados neste estudo tenham sido
mais em razao da qualidade da amostra, que devido a prematuridade, ja que a
biotinidase € muito sensivel a dificuldades na coleta e ao ambiente. Neto et al. (2004)
e Wolf et al. (2010) relataram problemas como umidade, excesso de calor e dificuldade
na coleta da amostra, como possiveis fatores para resultados FP.

A despeito de alguns autores citarem possibilidade de resultados FN em RN

que receberam transfusao de plasma ou em menor possibilidade de concentrado de



hemacias, ainda ndao ha consenso sobre quanto tempo a transfusdao de
hemoderivados pode afetar os resultados dos testes de triagem neonatal para
deficiéncia de biotinidase nos RN (Wayne et al., 2009; Wolf, 2010). Também nao foram
encontradas referéncias na literatura que justifiquem a repeticao dos testes de triagem
para deficiéncia de biotinidase. No presente estudo a transfusdo de hemoderivados
nao afetou os resultados dos testes de triagem.

No Brasil, ha duas recomendacgdes conflitantes pelo Ministério da Saude. O
manual para Triagem Neonatal Biolégica ndo recomenda a repeticao dos testes de
triagem para deficiéncia de biotinidase apos a transfusdo, mas o manual para
diagnédstico e tratamento de Deficiéncia de Biotinidase recomenda repeticdo dos
testes de triagem trés meses apds a transfusao (Brasil. Ministério da Saude, 2015,
2016). De acordo com os dados encontrados neste estudo, ndo ficou evidente a

recomendacao de repetir ou ndo a coleta apos a transfusao.

5.4 TRIAGEM NEONATAL PARA HIPERPLASIA ADRENAL CONGENITA

No periodo analisado 0,71% dos pacientes apresentaram niveis de 17-OHP
acima do valor de corte e somente 0,005% (2 casos) confirmaram a doencga. Esta taxa
foi maior que a encontrada por Gidlof et al. (2014) (0,57%), porém os autores
utilizaram valores de corte de 17-OHP maiores. No Brasil, Barra et al. (2012) relataram
1% de 106.476 RN com resultados acima do valor de corte para 17-OHP e 11% dos
RNPT apresentaram resultados FP. Ryckman et al. (2012) descreveram uma
prevaléncia de FP de 10,4% para RNPT com IG entre 33 e 36 semanas e de 10,1%
para RNPT abaixo de 32 semanas. _Estas taxas foram menores que as encontradas
neste estudo (18%).

A mediana de 17-OHP foi significativamente maior quanto menor foi a idade
gestacional, achado também relatado por outros autores (Nordenstrom et al., 2001;
Dhondt, 2008; Ryckman et al., 2012; Chennuri et al., 2013).

A prematuridade representou risco de FP principalmente no grupo PM, fato
este que pode ser explicado pelo valor de corte da 17-OHP, que é classificado de
acordo com o peso do RN e ndo de acordo com a IG. Cabe aqui supor que muitos

RNPT do grupo PM tenham o peso maior que 2.500g e utilizem o mesmo valor de
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corte dos RNT, com valores de corte de 17-OHP mais baixos. Entretanto, Gonzalez et
al. (2013) encontraram um risco 9,7 maior de RNPT apresentarem niveis elevados de
17-OHP. O valor de corte utilizado no estudo nao foi estratificado de acordo com a IG
ou o0 com o peso do RN.

Em virtude do valor de corte para 17-OHP ser categorizado de acordo com o
peso do RN, o risco de FP em RN com baixo peso foi menor que o risco encontrado
para RNPT. O risco encontrado neste estudo (4,71) foi menor que o relatado por
Gonzalez et al. (2013), de 8,4. Alguns autores demonstraram que os niveis de 17-
OHP aumentam conforme diminui o peso do RN (Olgemoller et al., 2003; Slaughter et
al., 2010; Ryckman et al., 2012). Este resultado também foi observado neste estudo.

Uma outra explicacdo para o maior risco de FP pode ser o estresse ao qual
RNPT séo submetidos, maior que os RNT. Chennuri et al. (2013) analisaram os niveis
de 17-OHP em RN doentes e sadios e encontraram niveis significativamente maiores
em RN submetidos ao estresse como aspiracdo de meconio, sepse e asfixia neonatal.
Estes niveis foram maiores inclusive que os niveis encontrados em RNPT. Ryckman
et al. (2012) encontraram numero maior de FP em RN com sindrome do distress
respiratorio.

O estresse também pode ser uma explicagao para o aumento do risco de FP
para RN submetidos a transfusdo de hemoderivados. Uma vez que a transfusao nao
afeta os niveis de 17-OHP, é presumivel que os RN transfundidos sejam mais doentes
que os que nao foram.

Assim como no hipotireoidismo congénito, a coleta precoce na HAC
determinou maior risco de resultados FP, risco este, maior nos RNT. Orgemodller et al.
(2003) compararam os valores de 17-OHP de acordo com o peso e idade da coleta.
Eles constataram diminui¢cao nos niveis de 17-OHP a partir do terceiro dia de vida e
esta diferenga foi significativamente maior em RN com peso acima de 2.000g. Para
os RN com peso entre 1.000 e 2.000g também houve diferenga no resultado da coleta
realizada entre o primeiro e segundo dia de vida, porém a diminuicdo nos niveis de
17-OHP foi mais acentuada a partir de 14 dias de vida. Ja para RN com peso menor
que 1.000g néo houve diferenga nos niveis de 17-OHP nos primeiros 13 dias de vida,

a partir do 14° dia de vida a diferenga foi estatisticamente significativa.



Slaughter et al. (2010) encontraram uma redug¢ao de 44% na taxa de FP para
HAC em amostras coletadas apds 48 horas vida. Tang et al. (2016) encontraram
diferenga entre amostras coletadas antes de 24 horas e amostras coletadas entre 24
e 48 horas. A maior taxa de FP para coletas abaixo de 24 horas ocorreu em RN com
peso maior que 2.500g.

Ryckman et al. (2012) encontraram que os RN PIG tiveram menos resultados
FP que os AIG, provavelmente devido a capacidade de esteroidogénese menor dos
PIG. No presente estudo ndo houve associagao entre o peso para a idade gestacional
e os niveis de 17-OHP.

Varias sugestdes para diminuir a taxa de FP na triagem neonatal para HAC
tém surgido, entre elas a técnica de extragdo da 17-OHP das amostras com éter que
reduziu em 40% a taxa de reconvocagao no primeiro teste de triagem, todavia esta
técnica foi abandonada devido a demora da técnica, o que leva ao atraso no inicio de
tratamento dos pacientes diagnosticados com a doenga (Fingerhut, 2009; Gidlof et al.,
2014). Lee et al. (2008) desenvolveram um escore com base na IG e no peso em
quilogramas do RN, o que diminuiu a taxa de reconvocagao para RNPT PM e RN com
MBP e BPM. No entanto, os RNPT com IG menor que 30 semanas e RN com peso
menor que 1.000g, ndo apresentaram alteragcdes na taxa de reconvocagdo com o
escore apresentado. Alguns programas de triagem neonatal tém utilizado a
espectrometria de massas como um segundo teste na mesma amostra, o que diminuiu
a taxa de reconvocagdo, porém nao eliminou totalmente os resultados FP,
principalmente nos RNPT (Tajima e Fukushi, 2016). Olgemdller et al. (2003)
propuseram valores de corte com base no peso do RN e na idade da coleta, com isso
conseguiram reduzir a prevaléncia de FP de 1,12% para 0,73% e aumentar o valor
preditivo positivo. Chan et al. (2013) avaliaram os beneficios de uma segunda coleta
entre 8 e 14 dias de vida e encontraram uma diminuicdo de FP na segunda coleta.
Contudo, a segunda coleta aumentou em 39% os custos da triagem para HAC.

E presumivel que valores de corte de 17-OHP ajustados de acordo com a IG
ocasionem menos resultados FP que os valores de corte ajustados para o peso, pois
0s niveis mais altos de 17-OHP no RNPT sao decorrentes da imaturidade do sistema
enddécrino e do estresse neonatal. Entretanto, para a realidade brasileira, as

informacgdes sobre a |G sdo menos precisas que as informagdes sobre o peso,
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situacdo que poderia ocasionar mais resultados FP ou, o que seria pior, mais
resultados FN.

Os RN cujas maes utilizaram corticoide no pré-natal também tiveram maior
probabilidade de resultados FP, fato este explicado pela prematuridade. O uso de
corticoide foi descrito como possivel causa para resultados FN para HAC, no entanto,
estes resultados sdo dose dependente, nos quais os niveis de 17-OHP s&o menores
somente com o uso de multiplas doses de betametasona no pré-natal (Gatelais et al.,
2004). Neste estudo nao houve casos de FN para HAC e o numero de doses de
corticoide nao foi avaliado.

King et al. (2001) e Nordenstron et al. (2001) também ndo encontraram
evidéncias de que o uso de corticoide no pré-natal possa suprimir os niveis de 17-
OHP. O presente estudo também nao evidenciou supressido dos niveis de 17-OHP
com a utilizagdo de corticoide pré-natal, ja que a mediana dos RNPT que utilizaram
corticoide foi maior que a mediana daqueles que nao utilizaram.

O objetivo da triagem neonatal para HAC é detectar a forma perdedora de sal
e a correcao do disturbio da diferenciacdo sexual. A maioria dos estudos publicados
relatam resultados FN somente para a forma virilizante simples. Para forma perdedora
de sal a sensibilidade tem sido em torno de 100%. Nao ha conhecimento pelo STRN
de resultados FN para HAC no periodo estudado. Schreiner et al. (2008) relataram
cinco casos de resultados FN, mesmo com valores de corte mais baixos que 0s
utilizados pelo SRTN-PR. Gildl6f et al. (2014) também relataram casos FN, porém
somente na forma virilizante simples, e os niveis de corte da 17-OHP foram maiores
que os utilizados no STRN-PR. Chan et al. (2013) encontraram taxa de FN de 28%
para HAC com coleta realizada nos primeiros 3 dias de vida. No entanto, ndo ha
informacédo se os casos perdidos foram da forma classica ou da forma virilizante
simples.

Um dos grandes desafios da triagem neonatal para HAC ¢é a alta prevaléncia
de resultados FP, e ressalta-se aqui a prematuridade como um dos maiores fatores
contribuintes. O esquema de coleta utilizado atualmente, com valores de corte de 17-
OHP, com base no peso do RN, mostrou-se adequado para a triagem, sem perda de

casos verdadeiro-positivos. Ajustes nos valores de corte da 17-OHP de acordo com



as caracteristicas da populacdo aqui estudada ou a utilizagdo de valores de corte

baseados na IG e no peso talvez pudessem diminuir a prevaléncia de FP.

5.5 CONSIDERAGOES FINAIS

Considerando que a maior prevaléncia de resultados FP foi em RNPT, era
esperado que pudesse ocorrer resultados FP para diferentes doengas em uma mesma
amostra. No entanto, neste estudo, cinco RN apresentaram resultados FP tanto para
hipotireoidismo congénito quanto para HAC e todos eram RNT. Neste caso a coleta
precoce, que ocorreu em quatro RN, foi a responsavel por estes resultados. Estes
dados n&o se equipararam com os encontrados com Zaffanello et al., (2005) que de
39 RN com resultados FP multiplos para fenilcetonuria, hipotireoidismo congénito e
HAC, 37 eram RNPT e com baixo peso.

A maior prevaléncia de resultados FP foi para hipotireoidismo congénito e
HAC, que juntos foram responsaveis por 95% destes resultados. Esta taxa foi maior
que a encontrada por Slaughter et al., (2010) no qual o hipotireoidismo congénito e a
HAC responderam por 75% dos casos de FP.

Em todo programa de triagem neonatal taxas de FP sao esperadas, porém
esforgos devem ser feitos para que sejam as menores possiveis. Tarini et al. (2011)
verificaram que RNPT com resultados FP nos testes de triagem frequentam mais os
servicos de emergéncia que os RNPT com resultados normais, o que nao foi
observado nos RNT. Tu et al. (2012) demonstraram que criangas com resultados FP
nos testes de triagem s&o mais sujeitas a cuidados extras, além dos pais, que
alcancaram pontuacdes maiores na avaliacdo do “Parental Stress Index”. Para reduzir
os efeitos do estresse nos pais destes RN é preciso que médicos e outros profissionais
de saude envolvidos no atendimento esclaregam adequadamente os motivos pelos
quais a repeticao dos testes ou os exames confirmatérios estdo sendo solicitados e o
seu significado.

As equipes dos programas de triagem neonatal se esforcam para reduzir ao
maximo a ocorréncia de FN, incluindo os casos de elevagao tardia do TSH nos RNPT,
grupo que € mais vulneravel a estes resultados. Com o objetivo de evitar FN, séo

fortes as evidéncias para recomendacado da segunda coleta neste grupo de RN.
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Observou-se que a maior parte dos RNPT nascidos em Curitiba ndo realizaram a
segunda coleta do teste, fator preocupante para atrasos no diagnostico do
hipotireoidismo congénito. O STRN-PR, ja tendo notado esta falta de coleta, realizou
algumas medidas como redugao do prazo para a coleta do segundo exame para entre
20 e 30 dias de vida e a inser¢ao de uma mensagem com orientagdes aos pais junto
com o canhoto, com a senha, para checar o resultado do “Teste do Pezinho”.
Recomenda-se também uma campanha de conscientizagdo dos profissionais de
saude para que orientem adequadamente os pais dos RNPT.

A recomendacdo do Ministério da Saude para realizar a primeira coleta na
admissdo do RNPT na UTIN parece ser inviavel, de acordo com este estudo, pois
além de acrescentar uma coleta aos RNPT, aumentaria muito os resultados FP, ja
citados anteriormente. Os custos para a realizagao deste procedimento envolvem nao
somente a realizagao técnica do teste de triagem, mas toda a logistica utilizada para
reconvocacao destes RN e, em alguns casos, realizagao de exames confirmatorios. A
unica vantagem desta coleta seria para os casos de hemoglobinopatias em RN que
irdo receber transfusdo de hemoderivados antes de 48 horas de vida. Mas uma boa
orientagdo aos profissionais de saude que atuam nas UTIN, recomendando a coleta
antes de realizar a primeira transfusao pode substituir esta recomendacéo.

Infelizmente, a baixa adesao ao protocolo de coleta para RNPT recomendado
pelo SRTN-PR, foi uma das limitagdes deste estudo. Nao foi possivel avaliar a real
prevaléncia de elevacgao tardia de TSH e o impacto do uso de corticoide nos resultados
dos testes de triagem para HAC. Como o estudo envolveu diversas maternidades na
cidade de Curitiba, a pesquisadora n&o teve acesso a maioria dos prontuarios dos RN,
dos quais poderia ter acesso as informacdes que estavam faltando no cartdo de coleta
do “Teste do Pezinho” e no questionario com as variaveis interferentes, cujos pais
assinaram o TCLE.

Outra limitagcdo do estudo foram os resultados FN. Ndo ha informagdes
precisas referentes as quatro doengas pesquisadas. Nao houve, no periodo estudado,
relato de casos ao SRTN-PR, o que nos levou a considerar como auséncia de FN.
Porém, o numero real de resultados FN & impreciso.

Sob outra perspectiva, o protocolo atual mostrou-se adequado na deteccao

dos casos positivos para fenilcetonuria, hipotireoidismo congénito, deficiéncia de



biotinidase e HAC. Novos estudos com maior numero de RNPT, comparando duas
coletas, ou comparando dois protocolos, e maior adesdo, sao necessarios para

aperfeigcoar e adequar o protocolo a realidade brasileira.
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6 CONCLUSOES

A prevaléncia de FP nos RNPT para fenilcetonuria foi 1:150, para
hipotireoidismo congénito foi 1:133, para deficiéncia de biotinidase foi
1:447 e para HAC foi 1:5,6. Nao houve resultados FN comunicados ao
SRTN-PR para as doengas analisadas no estudo.

Os RNPT apresentaram maior prevaléncia de resultados FP que os
RNT nos testes de triagem neonatal biolégica. Um RNPT apresentou
elevacao tardia do TSH. Nao foi possivel comparar os resultados FN
devido a auséncia de casos na amostra estudada.

A I1G e o peso nao influenciaram nos resultados FP dos testes para
fenilcetonuria e deficiéncia de biotinidase. Porém, tanto a IG quanto o
peso aumentaram o risco de resultados FP para hipotireoidismo
congénito e HAC. A transfusdo de hemoderivados e uso de corticoide
no pré-natal ndo influenciaram os resultados FP para fenilcetonuria,
hipotireoidismo congénito e deficiéncia de biotinidase. RN submetidos
a transfusao de hemoderivados ou cujas maes utilizaram corticoide no
pré-natal apresentaram um risco maior de resultados FP para HAC.

A coleta precoce aumentou o risco de resultados FP para
hipotireoidismo congénito e HAC. A coleta precoce néo influenciou os
resultados dos testes de triagem para fenilcetonuria e deficiéncia de
biotinidase. A coleta tardia ndo influenciou os resultados dos testes de

triagem para as doengas pesquisadas.



Menos de 1/3 (28%) dos RNPT realizaram a segunda coleta do teste
de triagem neonatal biolégica conforme determina o protocolo do
SRTN-PR. A adesédo foi maior no grupo de PE. O protocolo atual
mostrou-se adequado na deteccdo dos casos positivos para
fenilcetonduria, hipotireoidismo congénito, deficiéncia de biotinidase e
HAC.
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ANEXO 1

ESOUEMA DE COLETA PARA D “TESTE DO PEZINHOD™

Procedimenta ‘ RECEM-NASCIDO TERMO (> 37 semanas) )
1" Coleta na Alta Resultado Repefircoleta ~ Repefircoleta  Repetir coleta Repetir coleta
(preferencialmeants b atren2'es  (nof0" dadevida)  (no B més da vida)
apts 4B de vids) de vida) 45" diadevida)
RN terme (7 ssmanse com S
Sit resultado nommal (8@ coleta precoce) NAO NAD NiO
P RN terme: com resuliada aherado ou S Nio MO it
imﬁmm {se coleta prococe)
RN termo: com rsaltado aftersdo ou S8l
L Wn:r:. L FAS® FACT FAD | [S&oolebh peeeocs) Wio b wo
FA Hb D™
ey
S parn Feeioatonia, m Seguir orientagio do laboratério
g Bicknidase, L]
Hiperpizsia Adrenal Congénita.
\_Colet grococe: Coleta reaizada com mencs da 48h do vida o
e [ree———— et A e Srws 3 st 4 0 O e
) 1 D Hemogitna masermned) ot
i - \
; RECEM-NASCIDO PREMATURO
Procedimento -
(< 37 semanas) ou extremo baixe peso (<1.500g)
_——
12 Coleta na Alta Resultado Repetir coleta Repetir coleta Repetir coleta
(preferenciaimente (d0¥ a0 dadevida) \ (enbeolle0dd’ da (13 més de vida)
apds 46 de ide) devids)
RN prematuro (< 37 semanas) ou
: SIM i
S| ertemo b peso <t 0] : Sl NAO
comrestadhpomal )
RN prematuro; com resutado .. ; :
SIM aberado ou nconcsho wﬂmhm
Colta pracoce: Colet reakzada com menos de 26h de vide,
\ J
Procedimento RECEM-NASCIDO SUBMETIDO A TRANSFUSAO i
1 Coleta na Alta Resultade Repatir colota Repatic coista Repatir colota
(preferancialmeria {ro 7° dia apds. [entre 020" &0 45 di (no 3 més de vida)
aphs 48h 0o vida)  transusio) @4 vida)
SEMPRE ANTES
DA TRANSFUSAO!
o~~~ [ . o
RN premature (< 37 samanad] ou
et baixo pesd (<1.500g): com
SIM resultado normal SiM SiM NAD
TRANSFUSAO ANTES DE 48h
DE VDA
| RN prematuro (< 37 semanas) o
ummm!"%km . - iin
S fesutiady
TRANSFUSAQ APOS 43h 4 colta pRcoce)
..DE\l'IM.
RN termo ou prematuro: com
SiM resultdo aecadd ou NGECASG Seguir orientagdo do laboratdrio
Cokela precoce: Coketa realzada com menos de 48h de vida.

\




ANEXO 2

ks I [ L B PABCIINY WH) (M) - pevrrste reberme [ ——

| e T T T T e
vamem 03437076
Dspombvel por B0 dieg

: FUNDAGAD ECUMENSCA DE PROTEGAD AD EXCEPCIONAL . FEPE - (41] 3111-1836
| SERVICO DE REFERENCIA EM TRIAGEM NEDNATAL DO
| "TESTE DO PEZINHO" - GRATUITO E OBRIGATORIO

SR.(A) ENFERMEIRO(A),
O SANGUE DO BEBE FOI COLETADO COM MENOS DE 48h DE VIDAT

B sm| | wAo[ |
NO CASO DE TER COLETADO ANTES DE 48 HORAS DE VIDA, DEVE-SE
REPETIR A COLETA EM ATE 1 SEMANA NA UNIDADE DE SALDE
MAIS PRONIMA, FA/OR ORIENTAR A MAE.
LEVAR ESTA FICHA NA UNIDADE DE SAUDE PARA COLETAR NOVAMENTE,

“HYI O WHMLLYMISSY

30 ¥IVD WM 300 OuvI0Ea

INFORMATIVO ADS PAIS

SEU FILHO COLETOU MA ALTA DESTE HOSPITAL ALGUMAS GOTAS
DE SANGUE ["TESTE DO PEZINHO™) FARA O EXAME GRATUITO DE
CINCO DOENGAS, CHAMADAS DE FEMILCETONURIA, HIPOTIREQINSMO
CONGENITO, HEMOGLOBINDPATIAS, FIBROSE CISTICAE
DEFICIENCIA DE BIOTINIDASE.

ELAS PODEM CAUSAR DEFICIENCIA MENTAL E OUTROS PROBLEMAS,
PROGCURE 0 RESULTADO EM 15 DIAS NA SECRETARIA Dv ENTIDADE OMDE
COLETOU O SANGUE E DEDXOU O ENDERECO.
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12 Triagem
Fluorimétrica

ANEXO 3

WALLAC

2 02-<05

<0,2

uniplicata

22 Triagem Fluorimetrica
REPETICAO
Mesma amostra sangue

22 Triagem
Fluorimétrica
REPETICAO

Mesma amostra sangue

22 Amostra sangue
(mesmo fluxo analise)

32 Amostra sangue
(mesmo fluxo andlise)

< 0,2-<3,0

<0,2

23,0=3,9

duplicata

89

FLUXOGRAMA — FENILCETONURIA

NORMAL

REPETIR AA ou WALLAC

REPETIR WALLAC

NORMAL
REPETIR AA ou WALLAC

SUSPEITO - RECONVOCAR

SUSPEITO - CONSULTA

INCONCLUSIVO
RECONVOCAR

SUSPEITO - CONSULTA

SUSPEITO - CONSULTA

11/11/2000



ANEXO 4

FLUXOGRAMA — HIPOTIREOIDISMO CONGENITO

WALLAC

NeoTSH (ldade da crianga = menor que 48h de vida)

12 Triagem
Fluorimétrica

<15,0

2 15,0

22 Triagem Fluorimétrica
REPETICAO
Mesma amostra sangue

22 Amostra sangue
(mesmo fluxo andlise)

duplicata

<15,0

215,0 =30

2 30

210,0

NORMAL

REPETIR

NORMAL

SUSPEITO - RECONVOCAR

SUSPEITO - CONSULTA

SUSPEITO - CONSULTA

Modificado em reuniao disciplinar de 12/11/2014
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ANEXO 5

FLUXOGRAMA — HIPOTIREOIDISMO CONGENITO
WALLAC

NeoTSH (ldade da crianga = Maior que 48h de vida até 6 meses)

<10,0 NORMAL
12 Triagem
Fluorimétrica >10,0 REPETIR
duplicata
<10,0 NORMAL

22 Triagem Fluorimétrica
REPETICAO 210,0 ou<20 SUSPEITO - RECONVOCAR
Mesma amostra sangue

2 20,0 SUSPEITO - CONSULTA

22 Amostra sangue 210,0 SUSPEITO - CONSULTA
(mesmo fluxo analise)

Prematuro — repetir teste ENTRE 20° E O 45° dia de vida

Modificado em 28/09/2011



ANEXO 6

FLUXOGRAMA — HIPOTIREOIDISMO CONGENITO

WALLAC

NeoTSH (ldade da crianga = maior que 6 meses)

12 Triagem
Fluorimétrica

22 Triagem Fluorimétrica
REPETICAO
Mesma amostra sangue

22 Amostra sangue
(mesmo fluxo analise)

NORMAL

. REPETIR
duplicata

NORMAL

SUSPEITO - RECONVOCAR

SUSPEITO - CONSULTA

SUSPEITO - CONSULTA

Modificado em 05/06/2013



ANEXO 7

93

FLUXOGRAMA — DEFICIENCIA DE BIOTINIDASE

12 Triagem
Qualitativa

Ativa

Inativa ou

Parcialmente ativa

22 Triagem Qualitativa
REPETICAO
Mesma amostra sangue

Ativa

Inativa ou

Parcialmente ativa

22 Amostra sangue
(mesmo fluxo analise)

Inativa ou

Parcialmente ativa

NORMAL

REPETIR

duplicata

NORMAL

SUSPEITO -
RECONVOCAR

SUSPEITO -
CONSULTA

Modificado em 05/06/2013



ANEXO 8

Fluxograma da Triagem Neonatal da Hiperplasia Adrenal Congénita

VALORES DE CORTE DA 17-HIDROXIPROGESTERONA HIPERPLASIA ADRENAL

CONGENITA
Classificagao do peso do RN
<1500g 1501g — 2000g 2001g — 2500g > 2501g
12 coleta: 12 coleta: 12 coleta: 12 coleta:

17-OHP 2110 ng/mL | 17-OHP= 43 ng/mL | 17-OHP2 28,2 ng/mL | 17-OHP215,01 ng/mL

22 coleta: 22 coleta: 22 coleta: 22 coleta:
17-OHP= 135 ng/mL 17-OHP= 53 ng/mL | 17-OHP= 32 ng/mL 17-OHP= 17 ng/mL

FONTE: FEPE (2015).
LEGENDA: 17-OHP: 17-hidroxiprogesterona



ANEXO 9

HOSPITAL DE CLINICAS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO W"‘“
PARANA - HCUFPR

CENTHILUEFR

oot riiigile: oo Panecar 725 555

Comentarios e Consideragies sobre a Pesquisa:

4 pesquisa & pertinente; n3o havera abordapem direta aos participantes & nem intervencdes: mas como se
trata de um estudo prospectivo, a aplicagdo de TCLE & obrigatdria aos responsdveis pelas coletas de
amostras e que responder3o os questionarios.

Consideragies sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

Movos documentos anexados estio adequados.

Recomendagoes:

E obrigatdrio trazer ao CEPYHC uma via do Terme de Censentimento Livre e Esclarecido que foi aprovado,
para assinatura e rubrica. Apds, xerocar este TCLE em duas vias, uma ficara com o pesquisador & uma para
o participante da pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

As pendéncias foram atendidas. A pesquisadora deve ter cuidado com a guarda da documentag3o pois o
TCLE esta no mesmo anexo do questionario.

Projeto considerado aprovado.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEF:

Mao

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Diante o exposto, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HC-UFPR, de acordo com as
atribuighes definidas na Resolugao CNS 4582012 e na Morma Operacional N° 001/2013 do CN3, manifesta
-5e pela aprcwagin do projeto conforme proposto para inicic da Pesguisa. Solicitamos que sejam
apresentados 3 este CEP, relatirios semestrais sobre o andaments da pesquisa, bem como informacdes
relativas &5 modificacdes do protocolo, cancelamento, encemamento & destino dos conhecimentos cbtidos.
Manter os documentos da pesquisa arguivado.

£ dever do CEP acompanhar o desenvolvimento dos projetos, por meio de relatdrios semestrais dos
pesquisadores e de ouiras estratégias de monitoramento, de acordo com o risco inerente 3 pesquisa |
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