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E. Costa?®, R. PintoP, E. Vieira¢, S. Polo?, A.M. Sarmento?, I. Oliveira®, R. Pimentad,

R. dos Santos® y J. Barbot?

aServico de Hematologia. Hospital de Criancas Maria Pia. PServico de Pediatria. Centro Hospitalar de Vila Nova de Gaia.
‘Unidade de Genética Molecular do Instituto de Genética Médica Doutor Jacinto de Magalhaes.
dEscola Superior de Tecnologia de Satde do Porto. Portugal.

Resumen

Con el objetivo de evaluar si la presencia de sindrome
de Gilbert aumenta el riesgo de desarrollar litiasis vesicu-
lar en nifios con enfermedad hemolitica cronica, se estu-
diaron 44 nifios con este diagndstico. El diagnostico de li-
tiasis vesicular se establecio mediante ultrasonografia. Esta
se efectud anualmente de forma protocolarizada o en el
contexto de una sintomatologia abdominal dolorosa. En
todas ellas, se registraron los valores medios de hemoglo-
bina, reticulocitos y bilirrubina total y directa en fase cro-
nica. Ademas se analizé la presencia de la insercion del
dinucledtida TA en la region promotora del gen de la enzi-
ma uridina-difosfoglucuronosiltransferasa (UGT141) que
esta asociada al sindrome de Gilbert.

Encontramos 10 pacientes homozigotos para la inser-
cion dinucledtida TA*7/TA*7 (22,7 %), 12 heterozigotos
para la insercion dinucleotida TA*6,/TA*7 (27,3 %) y 22 pa-
cientes homozigotos para el alelo normal TA*6/TA*6
(50 %). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los valores de hemoglobina (test de Krus-
kal-Wallis = 2,496; p > 0,05) ni en el recuento de reticulo-
citos (test de Kruskal-Wallis = 1,696; p > 0,05) en los 3 gru-
pos de pacientes. Esto sugiere un grado similar de
hemolisis. La media de la bilirrubina total en los pacientes
con el genotipo TA*7/TA*7 fue significativamente superior
ala de los que presentaban el genotipo TA*6,/TA*6 (test de
Mann-Whitney = 35,5; p < 0,05). Ningin paciente con el
genotipo TA*6/TA*6 presentd litiasis vesicular, pero 2 de
los 12 con el genotipo TA*6,/TA*7 (16,6 %)y 6 de los 10 con
el genotipo TA*7/TA*7 (60 %) tuvieron esta complicacion.

En este ultimo grupo, 4 pacientes presentaron pancreatitis
aguda como complicacion de la litiasis vesicular.

La asociacion entre la produccion de la bilirrubina au-
mentada debido a una enfermedad hemolitica cronica y la
disminucion de la conjugacion hepatica de ésta condicio-
na un incremento de bilirrubina en la bilis. En consecuen-
cia, esto conlleva a un riesgo aumentado en la formacion
de litiasis vesicular. Asi, en la evolucion inicial de un nifio
con enfermedad hemolitica cronica tendra importancia la
investigacion del sindrome de Gilbert.
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INFLUENCE OF GILBERT’S SYNDROME

ON SERUM BILIRUBIN LEVELS AND GALLSTONE
FORMATION IN CHILDREN WITH CHRONIC
HEMOLYTIC DISEASE

To determine whether Gilbert’s syndrome increases the
risk of gallstone formation in children with chronic he-
molytic disease, we studied 44 children with this diagno-
sis. Gallstones were detected by abdominal ultrasonogra-
phy. This took place annually in scheduled examinations
or in the context of acute abdominal pain. In all patients,
the mean values of hemoglobin, reticulocyte and serum
bilirubin in the chronic phase were recorded. In addition,
TA insertion in the A(TA), TATAA motif within the promot-
er region of the enzyme uridine-diphosphate-glucuronyl
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transferase (UGT1A1) was screened, since this is typically
associated with GS.

We found 10 (22.7 %) homozygotes for the mutated al-
lele TA*7/TA*7, 12 (27.3 %) TA*6/TA*6 heterozygotes and
22 (50 %) homozygotes for the wild-type allele TA *6,/TA *6.
No statistically significant differences were found in
the values of hemoglobin (Kruskal-Wallis test = 2.496;
p > 0.05) or in reticulocyte count (Kruskal-Wallis
test = 1.696; p > 0,05) between the three groups of pa-
tients, suggesting a similar degree of hemolysis. Patients
with the UGT1A1 TA*7/TA*7 genotype showed higher
mean serum bilirubin levels than did patients who were
homozygous for the wild-type allele (Mann-Whitney
test = 35.5; p < 0.05). None of the patients with the
TA*6/TA*6 genotype developed gallstones, whereas this
complication was found in 2 of 12 (16.6 %) heterozygotes
and 6 of 10 (60 %) homozygotes for the allele with TA in-
sertion. In this latter group, 4 patients presented acute
pancreatitis as a consequence of gallstone formation.

The association between increased bilirubin load due to
chronic hemolytic disease and diminished hepatic conju-
gation leads to raised serum bilirubin levels and conse-
quently to an increased risk of gallstone formation. There-
fore, we recommend screening for Gilbert’s syndrome in
children in the initial phases of chronic hemolytic dis-
eases.

Key words:
Gilbert’s syndrome. UGT1ALl Bilirubin. Anemia. He-
molytic disease. Gallstones. Acute pancreatitis.

INTRODUCCION

La mayoria de las veces, las enfermedades hemoliticas
cronicas de cardcter congénito, resultan de una enferme-
dad intrinseca al eritrocito. Esto tiene lugar en el ambito
de su membrana, molécula de hemoglobina o sistema
enzimdtico. La presencia de anemia, de caricter mds o
menos grave, resulta del equilibrio entre el grado de dis-
minucion de la supervivencia eritrocitaria y el de rege-
neracion medular. Los procesos de hemolisis cronica se
caracterizan por una hiperbilirrubinemia predominante-
mente no conjugada, resultado de la destruccion eritroci-
taria aceleradal. La cantidad de bilirrubina sérica no de-
pende solo de la cantidad producida, sino también de la
capacidad del hepatocito de proceder a su conjugacion y
excrecion. Por tanto, las concentraciones de bilirrubina
base en un enfermo con hemolisis cronica dependen del
grado de su hemolisis y de su capacidad de conjugar-
lal2. Desde el punto de vista clinico este equilibrio es
importante, pues una de las complicaciones mas frecuen-
te y grave de la enfermedad hemolitica cronica es la for-
macion de calculos biliares de bilirrubinato resultante de
hiperbilirrubinemia?. La decision delicada de realizar es-
plenectomia en un nino con enfermedad hemolitica cro-
nica depende de diversos factores como: patologia eritro-
citaria en causa, gravedad de la hiperbilirrubinemia y de
la anemia subyacente?. Asi, la prevencion de litiasis ve-
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sicular puede constituir por si sola un criterio de esple-
nectomia en situaciones consideradas de mayor riesgo.
En este sentido, serd importante la valoracion de la capa-
cidad de conjugacion de la bilirrubina por parte del he-
patocito!2.

El sindrome de Gilbert es una enfermedad comun ca-
racterizada por una forma benigna de hiperbilirrubinemia
no conjugada en ausencia de disfuncion hepatica y he-
molisis*4. El sindrome se debe a un déficit parcial de la
glucuronoconjugacion hepatica de la bilirrubina, que re-
sulta de una disminucion de cerca del 30% de la activi-
dad de la enzima uridina-difosfoglucuronosiltransferasa
(UGT1A1). El déficit grave de esta enzima es responsa-
ble del sindrome de Crigler-Najjar. La primera mutacion
se describio en el gen UGT1A1 en 1992. Se trataba de una
mutacion nonsense encontrada en un enfermo con sin-
drome de Crigler-Najjar®. Sin embargo, las primeras muta-
ciones relacionadas con el sindrome de Gilbert fueron
descritas en 1995. Una de ellas es una insercion de dos
nucleotidos (TA) en la region promotora del gen, que se
considera como principal causa de sindrome de Gilbert
en todas las poblaciones estudiadas®. Esta insercion en la
region A(TAINTAA del promotor del gen UGT1A1 dificul-
ta la union del factor transcripcional 1ID, siendo éste im-
portante en el inicio de la transcripcion. Esto condiciona
una disminucion de la actividad de la enzima UGT1A1y
en consecuencia un aumento de los valores de bilirrubina
en individuos normales y en enfermos portadores de pro-
cesos hematologicos que condicionan hemolisis’12.

El objetivo de este estudio es evaluar si la presencia de
un sindrome de Gilbert podra constituir un factor de ries-
go adicional de litiasis vesicular en ninos con enfermedad
hemolitica cronica.

MATERIAL Y METODOS

Poblacion de pacientes

Se estudiaron 44 ninos, con una edad media (£ DE) de
9,7 £5,1 anos, con el diagnostico de enfermedad hemo-
litica cronica (30 casos de esferocitosis hereditaria, seis de
déficit de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de la clase 1,
6 de déficit de piruvatocinasa, uno de xerocitosis heredi-
taria y uno sin diagnostico etiologico). En todos ellos, se
registraron los valores medios de hemoglobina, reticulo-
citos y bilirrubina total. Se excluyeron los valores encon-
trados en fase aguda. En los ninos esplenectomizados
solo se consideraron los valores referentes al periodo
preesplenectomia.

El diagnostico de litiasis vesicular se establecio por ul-
trasonografia. Esta se efectud anualmente de forma pro-
tocolarizada o en el contexto de una sintomatologia ab-
dominal dolorosa.

Se solicitd autorizacion a los responsables de los ninos
para participar en el estudio, exponiendo el objetivo y
metodologia de éste.
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Este trabajo fue presentado previamente bajo la forma
de anteproyecto a la Comision de Etica del Hospital Ma-
ria Pia, habiendo sido aprobado.

Genotipo de la region A(TA)nTAA
del gen UGT1A1

La region A(TAINTAA del promotor del gen UGT1A1
fue amplificada por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Se utilizaron un par de cebadores descritos por
Bancroft et al!3, uno de los cuales fue marcado con un
fluorocromo. Los productos de amplificacion se separa-
ron por electroforesis capilar. Posteriormente, se analiza-
ron en el programa ABI GeneScan (Applied Biosystems)
para determinar el tamano del fragmento y respectivo ni-
mero de repeticiones TA. Este nimero se confirmo en
dos muestras homozigotas para TA*6 y TA*7 por secuen-
ciacion automadtica.

Analisis estadistico

El test de Kruskal-Wallis se utilizo para comparar las
diferencias entre las edades y los valores de hemoglobina
y reticulocitos en los 3 grupos de pacientes (homozigotos
normales, heterozigotos y homozigotos para la insercion
TA). El test de Mann-Whitney se utilizo en la comparacion
de los valores medios de bilirrubina total entre los 3 gru-
pos de pacientes. El test de Fisher se us6é para comparar
la proporcion de pacientes que desarrollaron litiasis
vesicular. Las diferencias se consideraron significativas
cuando p <0,05.

RESULTADOS

Se encontraron 10 pacientes homozigotos para la inser-
cion dinucledtida TA*7/TA*7 (22,7 %), 12 heterozigotos
para la insercion dinucledtida TA*G/TA*7 (27,3%) y
22 (50 %) pacientes homozigotos para el alelo normal
TA*6/TA*6 (fig. 1. La frecuencia de la insercion dinucle6-
tida TA fue de 0,36 en este grupo de pacientes, semejan-
te a la observada en la poblacion general sin enfermeda-
des hemoliticas>!1.

En el grupo de pacientes homozigotos normales la me-
dia (£ DE) de hemoglobina fue de 10,03 + 1,62 g/dl, en los
heterozigotos de 10,55 + 1,3 g/dl y en el de los homozigo-
tos para la insercion TA fue de 10,91 + 1,78 g/dl. Estos va-
lores no revelan diferencias estadisticamente significativas
en los 3 grupos de pacientes (p >0,05). En el grupo de
pacientes homozigotos normales la media (+ DE) del na-
mero de reticulocitos fue de 444 + 73 x 10%/1, en los hete-
rozigotos de 391 + 161 x 10%/1 y en el de los homozigotos
para la insercion TA fue de 358 £ 197 x 10%/1. Tampoco
en este parametro se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas en los 3 grupos (p > 0,05), ni en las
edades en los 3 grupos de pacientes (p > 0,05). Por el con-
trario, la media de bilirrubina total (fig. 2) en los pacien-
tes con el genotipo TA*7/TA*7 fue significativamente su-
perior en los pacientes con genotipo TA*6/TA*6 (p < 0,05).

80

TA*6/TA*6 (n = 22)

TA*6/TA*7 (n = 12)

TA*7/TA*7 (n = 10)

Figura 1. Electrofenogramas del tamano del fragmento
obtenido en el programa ABI GeneScan, correspondientes
a los diferentes genotipos encontrados.

En los pacientes con el genotipo TA*6/TA*7 no se encon-
tr6 evidencia estadistica (p > 0,05) de que los niveles de
bilirrubina total fuesen superiores a los de los pacientes
homozigotos normales. Asi, la media (+ DE) de bilirrubina
total fue TA*6/TA*6G: 32,0 £ 15,42 wmol/l; TA*6/TA*7.
55,64 £ 29,36 wmol/l; y TA*7/TA*7: 83,7 + 57,43 pmol/l.
Ningtn paciente con el genotipo TA*6/TA*6 presento li-
tiasis vesicular. Tuvieron esta complicacion 2 de los
12 pacientes con el genotipo TA*6/TA*7 (16,6%) y 6 de
los 10 con el genotipo TA*7/TA*7 (60%). En este altimo
grupo, 4 pacientes desarrollaron pancreatitis aguda, re-
sultado de la litiasis vesicular. Se encontré una diferencia
estadisticamente significativa en la proporcion de pacien-
tes que presentaron litiasis vesicular entre el grupo de pa-
cientes homozigotos para la insercion TA y el grupo cons-
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Figura 2. Distribucion de los valores de bilirrubina total
en los 3 grupos de pacientes. La media de bili-
rrubina total en los pacientes con el genotipo
TA*7/TA*7 fue significativamente superior a los
pacientes con genotipo TA*6/TA*6.
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Figura 3. Probabilidad de apariencia de litiasis vesicular
(curva de Kaplan Meier) en los 44 pacientes.

tituido por los homozigotos normales y heterozigotos
(p <0,05). En la figura 3 se representan las curvas de pro-
babilidad de supervivencia sin litiasis de los individuos
con los diferentes genotipos.

DiscusioN

La decision de esplenectomizar a un paciente con en-
fermedad hemolitica cronica, sobre todo cuando pre-
senta esferocitosis hereditaria, es controvertida. El riesgo
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aumentado de sepsis grave en pacientes esplenectomi-
zados asumid una relevancia progresiva a lo largo del
tiempo. Esta Gltima se acentu6 cuando aparecieron es-
tirpes de neumococo resistentes a la penicilinal:211.14,
Como tal, y en particular en ninos, se ha realizado un
esfuerzo en el sentido de objetivar al maximo sus in-
dicaciones?!! ponderando la relacion riesgo-bene-
ficio.

Uno de los beneficios eventuales de la esplenectomia
en pacientes con enfermedad hemolitica cronica es la
prevencion de la litiasis vesicularl2. Asi, se realizo un es-
fuerzo para identificar pacientes con riesgo de presentar
esta complicacion. Los resultados del presente estudio
sugieren que la identificacion en el ambito molecular del
sindrome de Gilbert puede dar una consistencia mayor a
la delicada decision de proceder a una esplenectomia.
Esto también puede extrapolarse a ninos cuyo grado de
hemolisis no aparenta ser significativo. Efectivamente,
en nuestros 3 grupos de pacientes (homozigotos norma-
les, heterozigotos y homozigotos para la insercion TA) no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en las edades y en los valores de hemoglobina y reticu-
locitos. Ello sugiere un grado similar de hemolisis entre
los 3 grupos de pacientes. Encontramos un aumento es-
tadisticamente significativo con relacion a los valores de
bilirrubina total y a la proporcion de pacientes que desa-
rrollaron litiasis vesicular en el grupo homozigoto para
la insercion dinucleotidica. En la literatura descubrimos
solamente dos trabajos!’!> que pretenden determinar si
la coexistencia de sindrome de Gilbert y enfermedad he-
molitica cronica podrd actuar sinérgicamente aumentan-
do el riesgo de desarrollar litiasis vesicular. En ambos,
tal como en este trabajo, se encontr6 evidencia de riesgo
incrementado.

Los 4 casos que presentaron pancreatitis aguda como
complicacion de la litiasis vesicular plantearon la cuestion
de si la asociacion de enfermedad hemolitica cronica y
sindrome de Gilbert podra aumentar no solo el riesgo de
litiasis vesicular, sino también la gravedad de sus mani-
festaciones. Ademads, se planteo la cuestion de si la es-
plenectomia pudiese prevenir la litiasis y sus complica-
ciones, incluso en las situaciones en que la anemia es
minima o estd ausente.

Puede concluirse que la asociacion entre la produc-
cion de bilirrubina aumentada debido a una enfermedad
hemolitica cronica y la disminucion de la conjugacion
hepatica de ésta condicionan un incremento de bilirru-
bina en la bilis. En consecuencia, esto conlleva un ries-
go aumentado en la formacion de litiasis vesicular. Asi,
en la evolucion inicial de un nino con enfermedad hemo-
litica cronica tendrd importancia la investigacion del sin-
drome de Gilbert. En un futuro, podria ser un criterio de
esplenectomia, sobre todo en ninos portadores de he-
molisis ligera o moderada que presenten ese factor de
riesgo.
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