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RESUMO/SUMMARY

Neste trabalho procuramos avaliar a interferéncia de
variantes do gene da UDP-glucoronosyltransferase
-1 (UGT1A1) na incidéncia e gravidade da
hiperbilirrubinemia neonatal, em recém nascidos com
défice de Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD).
Nesse sentido estudamos a regifio A(TA) TAA do
gene da UGT1A1 em 20 criangas com deﬁce de
G6PD, 14 com a variante do tipo Africana (G6PD
) e 6 com diferentes variantes (G6PDNe2,
G6PDGuadaIajara’ G6PDDurham, G‘6PDTomah’ G6PDAveiro
e GOPDNashviley " relacionadas com anemia
hemolitica ndo esferocitica crénica (AHNEC). Foi
ainda registado em cada caso a existéncia ou nio
de histéria de ictericia neonatal, assim como a sua
gravidade.

A incidéncia de ictericia neonatal foi elevada neste
grupo de doentes revelando-se independente da
associagio com variantes do gene da UGT1A1.
Relativamente a sua gravidade, em doentes com
variantes relacionadas com AHNEC, 5 dos 6
doentes estudados apresentaram ictericia neonatal,
que condicionou recurso a transfusfo permuta sem
que nenhum deles apresentasse em homo ou
heterozigotia para variantes do promotor do gene
da UGT1AL. Concluimos que nesta dltima situagio
a gravidade da ictericia neonatal resultard do aporte
exagerado de bilirrubina resultante do processo
hemolitico concomitante.

Palavras Chave: G6PD, hiperbilirrubinemia, UGTIAI, promotor, ictericia
neonatal.
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GLUCOSE-6-PHOSPHATE
DEHYDROGENASE DEFICIENCY,
NEONATAL HYPERBILIRUBINEMIA AND
GILBERT’S SYNDROME

The aim of this work was to evaluate the influence of
abnormal UDP-glucoronosyltransferase-1 (UGT1A1)
gene variant, on the incidence and severity of neonatal
hyperbilirubinemia, in glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PD) deficient newborns.

The A(TA) TAA region in the promoter of the
UGT1A1 gene was analysed in 20 children with
G6PD deficiency. Fourteen of these children had
the African type variant (G6PD*) and 6 had
different variants (G6PDY«2, GGPDSuadalajara
G6PDDurham, G6PDTomah, G6PDAveim e G6PDNashville)
related to chronic nonspherocytic haemolytic
anaemia (CNSHA). The existence of a positive
history of neonatal hyperbilirubinemia, as well as its
severity was registered.

The incidence of neonatal hyperbilirubinemia was
increased in this group of children (90%) and was
not associated with abnormal alleles of the
UGT1ATI gene. It was not possible to assess the
influence of abnormal alleles in the severity of the
neonatal hyperbilirubinemia. However, these
abnormal alleles did not account for the severity of
jaundice in children who presented variants related
to CNSHA, since 5 were treated with an exchange
transfusion and none presented abnormal alleles.

Key words: G6PD, Neonatal Hyperbilirubinemia, UGTIAI, TATA box,
Jaundice, Polymorphism.
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INTRODUCAO

O défice de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) ¢
aenzimopatia eritrocitaria conhecida mais comum, atingindo
mais de 400 milhdes de pessoas em todo o mundo!. Porty-
gal € um pafs de baixa prevaléncia do gene mutado, sendo
No entanto de registar uma crescente imigrago para o nosso
pais de individuos oriundos de paises de prevaléncia
elevada. A hiperbilirrubinemia neonatal é uma das
complicagBes associadas ao défice de G6PD, podendo
mesmo nas situagdes mais graves originar kernicterus e
morte?, A etiopatogenia desta hiperbilirrubinemia nao estd,
no entanto, ainda completamente esclarecida,

O sindroma de Gilbert (SG) € caracterizado por uma
hiperbilirrubinemia, 1i geira e crénica, nio conjugada, com
fun¢ao hepitica normal e diminui¢do da actividade da
enzima UDP—glucoronosyltransferase-] (UGT1A1)3.
Recentemente foi identificado um polimorfismo na regido
promotora do gene da UGTIA1, que lhe diminui a expressao
e cujarelacio com a hiperbilirrubinemia neonatal tem vindo
a ser investigada®5:6.7.8.9,

Neste trabalho procurou-se avaliar a interferéncia de
variantes do gene da UGTIAI na incidéncia e gravidade
da hiperbilirrubinemia neonatal em recém nascidos com
défice de G6PD.

MATERIALEMETODOS

Populagiio estudada:

Foram estudadag 20 criangas, com idade compreendida
entre os 4 meses e os 16 anos de idade, com défice de
G6PD, seguidas na consulta de Hematologia do Hospital
Maria Pia ou na consulta de Hematologia e/ou Pediatria do
Hospital Gera] de Santo Anténio. Catorze destas criangas
apresentavam variantes de G6PD pertencentes a classe IT]
da classificagdo da Organizagiio Mundial da Saiide (OMS),
todos elas com a variante do tipo Africana (Variante A-).
Duas sdo do sexo feminino, homozigéticas para a variante
A-. As restantes 6 apresentavam diferentes variantes
(G6PDNara, G6PDGuada1ajara, GGPDDurham’ G6PDT°mah,
G6PDAveiro G6PDNashvilley o1, 01002 das com anemia
hemolitica ndo esferocitica crénica (AHNEC). A partir da
histéria clinica e dos elementos registados no boletim de
salide infantil foi registada a presenca ou néo de ictericia
neonatal e o recurso ou nio 3 fototerapia e a transfusio
permuta. A doenga hemolitica do recém nascido foi excluida
enquanto factor etioldgico da ictericia nos doentes que a
apresentaram.

Genotipagem da regido A(TA), TAA do gene da
UGT1A1
A regido A(TA),TAA do promotor do gene da UGT] A
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foi amplificado por PCR (protein chain reaction), usando
0s primers descritos por Bancroft et al.5, sendo O primer
reverse marcado com um fluorocromo. Os produtos de
amplifica¢do foram posteriormente separados por
electroforese capilar e analisados no programa ARBI
GeneScan (Applied Biosystems) para determinacdo do
tamanho do fragmento e respectivo ntimero de repeti¢Bes
TA. Este ndmero foj confirmado, por sequenciag¢io
automdtica, em duas amostras homozigéticas para(TA)6 e
para (TA)7.

RESULTADOS

Nove dos doentes estudados revelaram-se
homozigéticos normais [(TA)6/(TA)6] e 9 heterozigéticos
(8 - [(TA)6/(TA)7] el- [(TA)6/(TA)5]) para variantes da
regido A(TA) TAA do promotor do gene da UGT1A1 (Fig.
1). Nestas 18 criangas foi documentada ictericia neonatal
em 16. Qito nio efectuaram tratamento, 3 efectuaram
fototerapia e 5 efectuaram fototerapia e transfusio permuta.
Estes 5 iltimos doentes apresentavam variantes
relacionadas com AHNEC (classe I da classificacio da
OMS).
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Encontrou-se homozigotia para variantes do promotor
em dois doentes, sendo um homoalé€lico ([(TA),/(TA),] e o
outro heteroalélico [(TA)s/(TA)g]). Ambos apresentaram
ictericia neonatal. Um ndo efectuou tratamento e o outro
efectuou fototerapia (Quadro I).

Quadro I- Resumo das caracteristicas dos 20 doentes
estudados

INN- ictericia neonatal; TP - transfusdo permuta; N- ndo; S- sim

DISCUSSAO

A incidéncia elevada de hiperbilirrubinemia neonatal
em recém nascidos com défice de G6PD estd bem
documentada. Apesar disso a sua etiopatogenia nio estd
completamente esclarecida!?. Uma questio para a qual
ainda néo foi encontrada resposta é a de saber a razdo pela
qual, apenas alguns dos recém nascidos portadores do
mesmo défice desenvolvem ictericia neonatal, que por sua
vez pode atingir graus de gravidade muito varidvel. A
explicagdo mais linear seria a existéncia de uma relacéo en-
tre a variante do défice de G6PD com a incidéncia e
gravidade da ictericia neonatall®, Os primeiros estudos
realizados aquando da emergéncia do diagnéstico molecu-
lar vieram no entanto contrariar esta hipétese. Por exemplo
na Sardenha verificou-se que o espectro da ictericia neo-
natal era semelhante nas 3 variantes polimérficas com
incidéncia na regio!!. Também ndo foi demonstrada a
interferéncia nesta variabilidade de outros factores
genéticos adicionais, assim como de factores ambientais 0.
Entretanto, o facto da ictericia neonatal em contexto de

défice de G6PD ndo estar geralmente associada a evidéncia
de hemédlise, ao contrdrio do que acontece na doenga
hemolitica do recém nascido, veio colocar a questdo da
sua etiologia ter um componente essencialmente hepético,
dado tratar-se de uma enzima ubiquitaria'?,

A descoberta recente de variantes do promotor do gene
da UGT1Al, como responsdveis por uma percentagem
elevada de SG, em diferentes populagdes, constituiu uma
possibilidade a investigar enquanto factor de risco genético
adicional que explicasse a referida variabilidade. Esta
questdo tem vindo alids a ser investigada face a ictericia
neonatal nfo fisioldgica, independentemente da presenca
de défice de G6PD. Um estudo efectuado recentemente na
nossa populag@o mostra que a inser¢do dinucleotidica (TA)
no promotor do gene da UGT1A1, nio interfere de forma
estatisticamente significativa na ocorréncia desta situagio®.
Relativamente 2 ictericia neonatal associada a défice de
G6PD existem estudos com resultados contraditérios. O
primeiro trabalho sobre este assunto publicado por Kuplan
et al.# concluiu que a presenca da referida insergio aumenta
aincidéncia de hiperbilirrubinemia. Estudos posteriores ndo
confirmaram no entanto essa conclusio®12.

Relativamente ao presente estudo € de referir que a
baixa incidéncia de défice de G6PD na nossa populagdo
néo permite a realizacéo de estudos prospectivos. Oitenta
por cento dos diagndsticos dos doentes apresentados fo-
ram feitos ndo no periodo neonatal, mas sim face a
manifesta¢des posteriores da doenca. Este facto dificultou
0 acesso aos processos clinicos referentes ao periodo neo-
natal e como tal a documentagdo pormenorizada do perfil
da bilirrubinémia nos doentes que apresentaram ictericia.
Os elementos obtidos mostram uma incidéncia significativa
de hiperbilirrubinemia neonatal nos nossos doentes (92,8%
com variantes da classe Il e 83,3% com variantes da classe
I). Relativamente aos doentes da classe III, a andlise dos
resultados mostra que dentro do grupo que fez ictericia
(n=13), 3 eram homozigéticos normais, 8 heterozigdticos e
2 homozigéticos para variantes do gene da UGT1Al. Os
doentes que fizeram fototerapia (n=4) encontramos 1
homozigdtico normal, 2 heterozigéticos, e outro
homozigdtico para variantes do gene da UGT1A1. O tnico
doente sem registo de ictericia neonatal era heterozigético.
Estes resultados ndo permitem tirar uma conclusio
definitiva sobre a relagio entre estas variantes do gene da
UGT1Al e a incidéncia e gravidade da ictericia neonatal,
dado o reduzido de doentes estudados. De referir no
entanto, que estes resultados parecem corroborar mais
aqueles obtidos por Galanello R, et al® e Tolascon A et al'2,
dado a elevada incidéncia de ictericia neonatal neste grupo
de doentes.
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Panorama diferente serd o relativo s 6 situagGes
relacionas com AHNEC (classe I). Encontramos neste grupo
uma incidéncia elevada de ictericia neonatal, assim como
de recurso a transfusdio permuta, sendo que todos os
doentes eram homozigéticos normais. Este contraste
permite-nos afirmar com maior consisténcia que variagdes
naregifdo A(TA)nTAA do promotor do gene UGT1A1 nio
tem interferéncia significativa na gravidade da
hiperbilirrubinemia, sendo que esta serd determinada
fundamentalmente pelo tipo de variante de G6PD em causa
e pelo aporte exagerado de bilirrubina consequente ao
processo hemolitico concomitante. De referir que o facto
de se tratar de variantes esporadicas e raras dificulta uma
comparagdo com publica¢des descrevendo casos
semelhantes. Nao encontramos alids na literatura estudos
relacionando SG e ictericia neonatal neste tipo de variantes.
A maior revisdo que procura caracterizar retrospectivamente
0 quadro clinico de portadores destas variantes incluj 12
doentes, 3 dos quais estudados no presente trabalho
(G6PDNer2, GeppTomah ¢ GepDNashvilley 13, Fegericia neonatal
ocorreu nestes 12 doentes, sendo que 44,4% realizaram
transfusdo permuta. Concluimos que nesta dltima situago
a gravidade da ictericia neonatal resultars do aporte
exagerado de bilirrubina resultante do processo hemolitico
concomitante.

BIBLIOGRAFIA

1. BEUTLER E: G6PD deficiency. Blood 1994:84:3613-3636

2. KAPLAN OM, BEUTLER E, VREMAN HJ, HARMMERMAN
C, LEVY-LAHAD E, RENBAUM P, STEVENSON DK: Neonatal
hyperbilirubinemia in glucose-6-phosphate dehydrogenase deficient
heterozygotes. Pediatrics 1999; 104: 68-74

3. BURCHELL B, HUME R: Molecular genetic basis of Gilbert’s
syndrome. J Gastroenterol Hepatol 1999: 14: 960-966.

4. KAPLAN M, RENBAUM P, LEVY-LAHAD E, HAMMERMAN
C, LAHAD A, BEUTLER E: Gilbert syndrome and glucose-6-phos-

phate dehydrogenase deficiency: a dose-dependent genetic interac-
tion crucial to neonatal hyperbilirubinemia. Proc Natl Acad Sci
USA 1997; 94: 12128-12132

5. BANCROFT JD, KREAMER B, GOURLEY GR: Gilbert syn-
drome accelerates development of neonatal jaundice. J Pediatr 1998;
132: 656-660

6. MONAGHAN G, MCLELLAN A, MCGEEHAN A, LI VOLTI 8,
MOLLICA F, SALEMI I, DIN Z, CASSIDY A,HUME R, BURCHELL
B: Gilbert’s syndrome is a contributory factor in prolonged
unconjugated hyperbilirubinemia of the newborn. J Pediatr 1999;
134: 441-446

7.AKABA K, KIMURA T, SASAKI A, TANABE S, WAKABAYASHI
T, HIROI M, YASUMURA S, MAKI K, AIKAWA S, HAYSAKA K:
Neonatal hyperbilirubinemia and a common mutation of the biliru-
bin uridine diphosphate-glucuronosyltransferase gene in Japanese. J
Hum Genet 1999; 44: 22-25

8. GALANELLO R, CIPOLLINA MD, CARBONI G, PERSEU L,
BARELLA S, CORRIAS A, CAO A: Hyperbilirubinemia, glucose-6-
phosphate dehydrogenase deficiency and Gilbert’s syndrome. Eur J
Pediatr 1999; 158: 914-916

9. ALEXANDRINO AM, CARVALHO C, COSTA E, VIEIRA E,
OLIVEIRA P, DUARTE C, BARBOT J, DOS SANTOS R, AREIAS
A: TATA box polymorphism in the UDP-glucoronosyltransferase
1 gene promoter and neonatal hyperbilirubinemia. Prenatal and
Neonatal Medicine 2001; 6: 133-136

10. NATHAN GN, ORKIN SH: Nathan and Oski’s Hematology of
infancy and Childhood. 5th Ed. W.B. Saunders Company. Philadel-
phia, 1998

11. TESTA U, MELONI T, LANIA A, BATTISTUZZI G,
CUTILLO 8, LUZZATTO L: Genetic heterogeneity of glucose 6-
phosphate dehydrogenase deficiency in Sardinia. Hum Genet 1980;
56: 99-105

12. JOLASCON A, FAIENZA MF, PERROTTA S, MELONI GF,
RUGGIU G, DEL GIUDICE EM: Gilbert’s syndrome and jaundice in
glucose-6-phosphate dehydrogenase deficient neonates.
Haematologica 1999; 84: 99-102

13. VULLIAMY TJ, KAEDA SK, AIT-CHAFA D, MANGERINI R,
ROPER D, BARBOT J, MEHTA AB, ETHANASSIOU-METAXA
M, LUZZATTO L, MASON PJ: Clinical and haematological conse-
quences of recurrent G6PD mutations and a single new mutation
causing chronic nonspherocytic haemolytic anaemia. Br J Haematol
1998; 101: 670-675




