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O que vc deve saber sobre os resultados laboratoriais se seu paciente
esta em suplementacao de biotina




A BIOTINA E UMA VITAMINA HIDROSSOLUVEL,
TAMBEM CONHECIDA COMO VITAMINA H.
Participa como cofator de uma série de reagdes de
carboxilacdo. Na dieta apresenta-se principalmente
ligada a proteinas. A enzima biotinidase intestinal
quebra a ligacdo proteica, permitindo sua absor-
cdo. Algumas vezes, forma ligagdes ndo covalentes
com a avidina, proteina da clara do ovo; portanto, a
ingesta de ovo cru inibe sua absorg¢do. No intestino
¢ absorvida ligada a lisina como peptideo biocitina.
A enzima biocitinase plasmatica catalisa a hidrdlise
da biocitina, produzindo biotina livre.

A necessidade de biotina para adultos é de 35-100
mcg/dia, quantidade normalmente obtida por meio
de dieta, pois esta contida em boas quantidades no
leite, nos ovos, no fermento, no figado, nos rins e no
pancreas. Fontes mais pobres incluem cereais, fru-
tas, legumes e carne. A microflora intestinal também
contribui com a producéo de biotina. Portanto, a de-
ficiéncia de biotina é incomum, produzindo sintomas
como anorexia, nauseas, vomitos, glossite, palidez,
depressédo e dermatite escamosa. O uso exdgeno
estd indicado no tratamento de certas patologias,
em doses elevadas, como na esclerose multipla (300
mg/dia), bem como em outras doencas metabdlicas
hereditarias, como a doenca dos ganglios da base
responsiva a tiamina/biotina e a deficiéncia de bioti-
nidade. A deficiéncia de biotinidase leva a disturbios
neuroldgicos severos. A utilizagdo da biotina tem se
popularizado por meio de produtos para os cabelos,
as unhas e polivitaminicos.

Nos Ultimos anos, tem se observado interferén-
cia em certos exames laboratoriais que utilizam
biotina nos ensaios. Em 2016, a Endocrinology
Society alertou para o problema. Entre eles ha di-
versas dosagens hormonais, especialmente dos
hormonios tireoideanos, alteragdes que ja estdo
bem documentadas por meio de trabalhos. Mas o
tratamento com biotina interfere potencialmente
em imunoensaios que utilizam a ligacdo biotina-
-estreptoavidina, tais como marcadores tumorais,
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vitaminas, marcadores cardiacos, marcadores infla-
matdrios, exames toxicoldgicos, farmacoldgicos e
testes soroldgicos, embora haja poucos estudos a
respeito (Figura 1). Embora os fabricantes tenham
conhecimento desse problema em potencial, essa
informacédo nado tem sido usualmente reportada
pelos laboratérios. Portanto, a discordancia dos
resultados laboratoriais com a clinica do paciente
deve ser avaliada com cautela, averiguando se ele
faz uso de biotina exdgena. A interferéncia pode
ocorrer gerando falsas elevagbes ou falsas redu-
¢coes nas dosagens, bem como falsos-positivos
ou falsos-negativos na sorologia. Isto depende do
tipo de imunoensaio utilizado, com falsa elevacéo
nos ensaios competitivos e falsa reducdo em en-
saios imunométricos tipo sanduiche.

Importante ressaltar que existem outros en-
saios que ndo utilizam a streptavidina-biotina
para dosar estes analitos quando houver suspeita
da interferéncia.

O termo Elisa vem do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay, que em portugués equivale
a ensaio imunoenzimatico. E um dos métodos imu-
noldégicos mais utilizados para quantificar a concen-
tragdo de antigenos e anticorpos, por apresentar
grande sensibilidade e especificidade.

Os métodos Elisa podem assumir uma forma
competitiva ou ndo competitiva. Num Elisa compe-
titivo, o analito aparece em concentragcdes variaveis
na mistura da reagdo em contato com o anticorpo
especifico, e compete com uma quantidade cons-
tante de analito previamente imobilizado na fase sé-
lida. A concentracdo do anticorpo deve ser limitada,
a fim de assegurar a eficacia da competi¢do. No en-
saio nao competitivo, o anticorpo reage proporcio-
nalmente com a quantidade de analito da amostra.
Em ambos os métodos, a quantidade de anticorpo,
que no final se mostra ligado a fase sélida, é direta
ou inversamente proporcional a quantidade de ana-
lito na amostra original.

Tabela 1. Analitos cujos ensaios sofrem interferéncia das concentracoes de biotina

Eritropoetina ACTH ATG CEA Hepatite B Carbamazepina  6-acetimorfina Cl-inibidor
Ferritina AMH(Mulleriano)  TPO AFP Hepatite A Ciclosporina Acetoaminofeno  C3/C4
Folato Androstenediona  TRAb CA125 Hepatite C Digitoxina Anfetamina PCR
Vitamina B12 Cortisol Calcitonina CA15.3 HIV Digoxina Barbitdrico IgA/IgE

Peptidio C T3/T3L CA199 C. difficile Gentamicina Benzodiazepinicos 1gG/IgM

DEA-S T4 /TAL CA724 Ccmv Lidocaina Cafeina Interleucina-6
BNP Estradiol Tireoglobulina ~ HE4 H.PylotilgG  Litio THC Interleucina-8
CKMB FSH TSH Oncoproteinas  Herpeslell  Micofenolato Cocaina Interleucina-10
D-Dimero LH Gastrina Rubéola Fenobarbital Ecstasy Pré-albumina
Mioglobina HbA1C Enolase Sifilis Fenitoina Metadona Procalcitonina
Pro-BNP HCG Anti-CCP FAP Toxoplasmose Procainamida Metaqualona Tranferrina
Troponinal IGF-1 Osteocalcina Pro-gastrina Toxo-avidez  Sirolimus Methotrexato TNF-alfa
Troponina T IGFBP-3 PTH Proteina S-100 Valproato Opiaceo

Inibina-A Vitamina D st Tacrolimus Fenciclidina

PSA
Amino-Terminal
Insulina Propeptideo Teofilina Propoxifeno
tipol

Ac. Hialurénico Progesterona Tobramicina Salicilato
_IT_ir;stleltlideo flceelisie Prolactina Vancomicina ﬁirmctiiccliieczressivo

SHBG

Testosterona




CASO CLINICO:

PACIENTE MBS, 44 ANOS, SEXQ FEMININO, TELEFONA
PARA O NUCLEO DE ASSESSORIA MEDICA DO LABO-
RATORIO, A PEDIDO DO MEDICO SOLICITANTE, PARA
QUESTIONAR OS SEGUINTES EXAMES LABORATORIAIS:

- 5/3/2017 Valor de referéncia

T4L 6,0 0,7a19ng/dL
TSH 0,02 0,3a4,2mcUl/mL
T3L 810 200 a 420 pg/dL
Trab 50 <1,75Ul/L

Tg 2,3 1,6 2 50,0 ng/mL

Relata que em funcdo desses exames, realizou
ultrassonografia (US) de tireoide com Doppler co-
lorido e cintilografia e captagdo com | 123, exames
estes normais.

Ao ser questionada sobre uso de medicamentos,
a paciente relata uso de Losartana 50 mg e “vitamina
para o cabelo”. Nega uso de horménio tireoideano.

Nega sintomas sugestivos de hipertireoidismo.
Queixava-se apenas de cansaco e queda de cabelo.

DISCUSSAO:

Analisando os achados laboratoriais acima, desta-
camos TSH pouco suprimido e tireoglobulina inapro-
priadamente baixa para o nivel das dosagens de T4L
e Trab. Tal achado, no contexto de US e cintilografia
de tireoide normais, falam contra o hipertireoidismo
enddgeno. A presenca de hipertireoidismo exdgeno
pelo uso indevido de levotiroxina poderia ser cogita-
da, mas o Trab aumentado e cintilografia de tireocide
normais descartam tal condicéo.

Na auséncia de quadro clinico compativel com o
achado laboratorial acima descrito, foi aventada a
possibilidade de interferéncia no ensaio. Apds dis-
cussdo do caso com o médico assistente, a paciente
foi orientada a retornar ao laboratdrio para a repe-
ticdo dos exames apds 72 horas sem fazer uso de
qualquer férmula ou vitamina. Foi mantido apenas o
uso do anti-hipertensivo.

22/4/2017

5/3/2017

Valor de referéncia

6,0 0,7a19ng/dL
1.8 0,02 0,3a4,2mcUl/mL
290 810 200 a 420 pg/dL
<175 50 <1,75Ul/L
2,3 1,6 2 50,0 ng/mL

Diante de uma rotina laboratorial totalmente nor-
mal, apds suspensdo das vitaminas, foi confirmada
a interferéncia medicamentosa no ensaio. Como a
vitamina para o cabelo continha biotina em altas
concentracdes [10 mg, mais de cem vezes a inges-
t3o didria recomendada (IDR)], e diante de recentes
estudos comprovando a interferéncia desta vitami-
na nos ensaios a base de biotina-streptavidina, con-
firmamos ser a biotina a causa das alteracées labo-
ratoriais encontradas na avaliacdo do dia 5/3/2017.

Apesar da interferéncia da biotina nos ensaios
que usam a reacao biotina-streptavidina ser conhe-
cida de longa data, sendo inclusive descrita na bula
do fabricante, os trabalhos alertando para a inter-
feréncia da biotina em dosagens hormonais come-
caram a aparecer em 2012645 com um “boom” em
2016, quando varios trabalhos sobre o assunto fo-
ram publicados. Este “boom” coincide com a pres-
cricdo cada vez mais rotineira de megassuplemen-
tacdo de biotina, em doses de até 100 - 1.000 vezes
a IDR, para condicdes tais como Diabetes mellitus
tipo 2@, problemas de pele e queda de cabelo.
A partir de 2015, surgem varios trabalhos mostran-
do os beneficios da reposicdo de altas doses de
biotina (até 10 mil vezes a IDR) na melhoria da qua-
lidade de vida em pacientes com esclerose mul-
tipla (EM) 78, contribuindo ainda mais para o au-
mento no nimero de trabalhos publicados sobre a
interferéncia da biotina nos mais diversos ensaios
hormonais e ndo hormonais.

Doses baixas de biotina, como as encontradas
em muitas vitaminas e suplementos, ndo produzem
niveis séricos altos o suficiente para interferir nos
ensaios laboratoriais, entretanto, alguns fabrican-
tes como a Roche Diagnostics Inc. mencionam, na
bula do ensaio, a possibilidade de interferéncia
quando a suplementacédo de biotina é superior a
5 mg ao dia @101,

Muitos imunoensaios utilizam a biotina-stretpati-
vidina como sistema de imobilizacdo de imunocom-
plexos. A streptavidina se liga a biotina com alta afi-
nidade " e, como é uma molécula muito pequena,
é facilmente incorporada a horménios e anticorpos
contra estes hormdnios, tornando a sua aplicacéo
bastante popular em ensaios laboratoriais de pre-
cisdo. Dependendo do tipo de ensaio, competitivo
ou imunométrico (sanduiche), altos niveis de biotina
séricos podem resultar, respectivamente, em resul-
tado falsamente elevado ou falsamente baixo, como
ilustrado esquematicamente abaixo ¥:



Figura 1. Ensaio imunomeétrico (sanduiche).
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Figura 2. Imunoensaio competitivo.

SEM A INTERFERENCIA DE BIOTINA | C
A B
Ruthenium
Ruthenium-linked TSH antibody
Serum TSH

\ /BiotinylatedTSH antibody
Biotin

Streptavidin

Adaptado de: Baesino G 2016. Misdiagnosis of Graves' Disease with Apparent Seve

OM A INTERFERENCIA DE BIOTINA

\ T </

Streptavidin

re Hyperthyroidism in a Patient Taking Biotin Megadoses. Thryroid 26(6):860-863.



FIGURA 1: ENSAIO IMUNOMETRICO (SANDUICHE)

Afigura 1A ilustra um ensaio utilizado na quantifi-
cagdo sérica do TSH: o soro do paciente € incubado
com uma mistura de anticorpos monoclonais anti-
-TSH biotinilado (ligado a biotina) e anti-TSH ligado
ao ruténio (anticorpo revelador). Os imunocomple-
xos formados entre estes dois anticorpos e o TSH
sérico sdo ancorados a fase sélida pela ligagdo de
biotina a streptavidina. A quimioluminescéncia pro-
duzida pelo ruténio é diretamente proporcional a
quantidade de TSH no ensaio.

A figura 1B ilustra como uma grande quantidade
de biotina interfere na ancoragem dos imunocom-
plexos na fase solida gerando, consequentemente,
um falso resultado diminuido de TSH.

FIGURA 2: IMUNOENSAIO COMPETITIVO

A figura 2A ilustra um ensaio utilizado na quanti-
ficacdo sérica do T3: o soro do paciente, contendo
uma concentracdo desconhecida de T3, é incubado
com anticorpo anti-T3 ligado ao ruténio (anticorpo
revelador) em concentracdo conhecida. Dessa for-
ma, as moléculas de T3 do soro do paciente se liga-
rdo ao anticorpo anti-T3. Em seguida, é adicionada
a essa mistura uma solucdo contendo T3 bictilinila-
do (ligado a biotina), também em concentragédo co-
nhecida, o qual ird ocupar os sitios de ligagdo ain-
da livres dos anticorpos anti-T3 ligados ao ruténio.
Os complexos formados pelo anticorpo revelador e o
T3 biotinilado sdo ancorados a fase sélida por meio da
ligacédo da biotina a strepatividina, enquanto os com-
plexos entre o T3 do soro do paciente e o anticorpo
anti-T3 ligado ao ruténio ficam livres na fase liquida.
Apds remocgao da fase liquida, a quimioluminescéncia
emitida correspondera aos complexos ligados a fase
sélida e, portanto, serd inversamente porporcional
aos niveis de T3 na amostra de soro do paciente.

A figura 2B ilustra como uma grande quantidade
de biotina interfere na ancoragem dos imunocom-
plexos na fase sélida gerando, consequentemente,
um falso resultado elevado de T3.

Percebemos, portanto, que para ensaios que
usam o sistema biotina-streptavidina na avaliacéo
da funcao tireoideana, a presenca de biotina em
excesso resulta em achado laboratorial de hiperti-
roidismo indistinguivel bioquimicamente do hiper-
tiroidismo verdadeiro.

Alguns ensaios, nos quais a interagdo entre os
antigenos ou anticorpos biotinilados e a streptavi-
dina é estabelcida antes da incubacdo com o soro

do paciente, sdo mais resistentes a interferéncia da
biotina em excesso 3.

Voltando ao caso da nossa paciente, observamos
que todas as dosagens realizadas utilizam o sistema
biotina-streptavidina, sendo que aquelas cujo prin-
cipio é o ensaio competitivo resultaram em valores
falsamente elevados e aquelas que usaram ensaio
tipo sanduiche em resultado falsamente baixos:

HEEAR-CRE-
T4L 10 (falso N 0,7 a19ng/dL competitivo
TSH 002(falsod)  03a4,2mcUl/mL
T3L 810 (falso N 200 a 420 pg/dL competitivo
Trab 50 (falso AN <1,75Ul/L competitivo
Tg 2,3 (falso W) 1,6 2 50,0 ng/mL sanduiche

Apesar de o caso relatado ilustrar uma pacien-
te que sofreu interferéncia nas dosagens hormo-
nais tireoideanas, os ensaios que utilizam o sistema
biotina-streptavidina em sua preparacdo vao bem
além daqueles que avaliam a tireoide. Na tabela 1,
listamos outros exemplos de ensaios atualmente
utilizados na DASA que séo passiveis de interferén-
cia em casos de pacientes que fazem uso de suple-
mentacao de biotina em doses acima de 5 mg/dia
(lembrando que com alguma frequéncia a utilizagéo
destes ensaios pode sofrer modificacdo, seja por
desabastecimento ou melhorias no processo).

Tabela 2. Analitos dosados por testes que usam anticorpos
monoclonais biotinilados

Método IMUNOMETRICO Método COMPETITIVO
(sanduiche) — Resultados — Resultados falsamente
falsamente baixos elevados
TSH T3
Tireoglobulina T4
FSH FT4
LH Ft3
PRL Anti-TPO
Insulina Anti-Tireo
Anti-HBc IGM TRAB
HbsAg Testosterona
CA125 Estradiol
CA 153 Progesterona
CEA Anti-Core (HBC total)
PRO-BNP Anti-HAV G
HCG Anti-HAV M
HIV Hepatite C
SDHEA




CONCLUSAO

Diante da ampla gama de ensaios que utilizam o
sistema biotina-streptavidina e da crescente impor-
tancia da suplementagé.o de biotina em megado- *D’:A'éﬂiiigapSt‘gl’;‘;i’i?dL;?c?
ses, sobretudo para pacientes com EM, reforcamos Graduada pela UNIFESP.
que todo paciente com laboratério incompativel Residéncia em patologia
com a clinica deve ser revisto com cuidado, sendo clinica pelo IAMSFE.
recomendada a interrupcdo desses suplementos,
dependendo da dose, até 48 a 72 horas antes da
avaliacéo laboratorial ™. B

*Dra. Paula Bruna Araujo

Médica endocrinologista DASA.
Mestre em medicina (area de
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Médico patologista clinico.
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