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Resumo

A bilirubina é um pigmento biliar que deriva
principalmente do catabolismo da hemoglobina. E
um marcador bioquimico de doengas hepiticas e
hematolégicas e tem vindo a ser alvo de interesse
devido 4 sua capacidade antioxidante, O objectivo deste
trabalho foi avaliar a contribuigiio de varios factores
para a variago da concentracdo da bilirrubina sérica na
populagiio portuguesa. Foi analisado o contributo dos
polimorfismo genéticos no promotor do gene UGTIAJ
(c.-41_40dupTA e c¢.-3279T>G), factores ambientais
(habitos tabdgicos, consumo de alcool, terapéutica com
contraceptivos orais, ingestdo caldrica e actividade
fisica), jejum nocturno, massa eritrocitaria e pardmetros
antropométricos. A amostra consistiu num grupo
controlo de 146 jovens com média de idade: 20.7+2.6
anos. A aplicagdo de um inquérito permitiu avaliar
os factores adquiridos e foram colhidas amostras de
sangue para a realizagfio de hemograma, determinagiio
da bilirrubina total e extracgio de ADN. A amostra em
estudo foi divididaem trés grupos de acordo com os tertis
de bilirrubina total (T1: <6 pmol/L; T2: 6-9.2 pmol/L;
T3: 29.2 pmol/L). Foi observada aumento significativo
na concentragfio de hemoglobina no tercero tertil de
bilirrubina (p<0.0001). Maior frequéncia do alelo c.-
41_40dupTA foi observadano tertil T2 e T3 (p<0.0001).
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A andlise de regressfio multivariada evidenciou que
o polimorfismo do gene UGTIAI, a concentragdo de
hemoglobina, indice de massa corporal € o tempo de
Jejum eram variaveis independentes significativamente
associadas a variag@es na concentragfio de bilirrubina

na nossa populagéo.

Palavras chave: Concentragio de bilirrubina « Gene
UGT1A1 = Factores genéticos e ndo genéticos.

ABSTRACT

Bilirubin is a bile pigment that derives primarily from
the hemoglobin catabolism. It’s a biochemical marker
of liver and hematologic disease and has been a target
of interest due to its antioxidant capacity. The aim of
this study was to evaluate the contribution of various
factors to serum bilirubin concentration variation in the
Portuguese population. We analyzed the contribution
of the genetic polymorphisms in the UGTIAJ gene
promoter (c.-41_40dupTA e c.-3279T>G), acquired
factors (smoking, alcohol consumption, contraceptive
therapy, caloric intake and physical activity), fasting
time, anthropometric features and red cell mass. The
sample comprised a control group of 146 young female
with a mean age: 20.7 + 2.6 years. The application of a
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survey allowed the assessment of environmental factors
and blood samples were collected to perform blood
counts, determination of bilirubin concentration and
DNA extraction. The study sample was divided into
three groups according to the tertils of total bilirubin
(T1: <6 pmol/L, T2: 6-9.2 pmol/L, T3: >9.2 umol/L).
Significant differences were observed regarding the
concentration of hemoglobin in the tertile T3 in relation
to tertils with lower bilirubin levels (p <0.0001).
Increased frequency of the allele-41_40dupTA tertile
was observed in T2 and T3 (p<0.0001). The multivariate
regression analysis showed that the polymorphism
of the UGTIA1 gene, hemoglobin concentration,
body mass index and fasting time were independent
variables significantly associated with variations in the
concentration of bilirubin in our population.

Key words: Bilirubin concentration « UGT1A1 gene *
Genetic and non-genetic factors.

INTRODUCAOQ

Um adulto com metabolismo normal produz cerca de
250-350 mg de bilirrubina por dia, na sua maior parte
(70-80%) derivada do catabolismo da hemoglobina
proveniente da destruigfio dos eritrcitos senescentes.
O restante provém dos eritr6citos prematuramente
destruidos na medula 6ssea e do catabolismo de
outras hemeproteinas como a mioglobina e citocromo
(1,2). A bilirrubina produzida ¢ lipossolivel e para
ser armazenada e excretada pelas vias biliares tem de
ser solubilizada através da conjugacio com uma ou
duas moléculas de 4cido glucurénico. Esta reacgiio
€ catalisada pela enzima hepatica uridinadifosfato
glucuronosiltransferase 1A1, também designada por
UGTIAI (3). Além da bilirrubina, a enzima UGT1A1
apresenta outros substratos enddgenos e exdgenos
implicados no metabolismo de hormonas e na fase I
da detoxificagio, levando 4 eliminagdo de potenciais
carcinogéneos (4,5). Elevados niveis plasmaticos
podem estar associados a presenca de alteragdes
genéticas ou adquiridas que condicionam a sua
produgdo, captagdo pelo hepatécito, glucoronidagio,
armazenamento e excrecdo nas vias biliares.

A alteraglio genética mais frequente associada

hiperbilirrubinemia moderada € o polimorfismo
localizado no elemento A(TA) TAA do promotor
do gene UGTIAI que codifica a enzima especifica
responsavel pela glucoronidagdo da bilirrubina.
Este local é responsavel pela ligagdo do factor de
transcrigéio 1ID que regula o inicio da transcrigo (6).
A duplicacdio de um ou mais pares de nucledtidos TA
no elemento A(TA),TAA tem como consequéncia
a diminui¢iio da eficiéncia de ligacdo do factor de
transcrigdo, que origina um decréscimo da expressio
provocando uma redugdo na quantidade de enzima
sintetizada (6). Na populacio Caucasiana o alelo
mais frequente, associado a hiperbilirrubinemia, é a
duplicagdo de um par de bases TA (c.-41_40dupTA),
que em homozigotia, induz uma diminuigo de cerca
de 30% da actividade da enzima UGTI1A1 (5-7).
Esta € uma condicdo necessdria, mas nfio suficiente,
para o aparecimento da sindrome de Gilbert, uma
hiperbilirubinemia moderada, n#o conjugada, na
auséncia de hemdlise ou de doenga hepatica (6,8). Mais
recentemente, verificou-se que outro polimorfismo
no promotor do UGT1A1, a transi¢io T>G na regido
de resposta ao fenobarbital (c.-3279), poderia estar
associado 4 esta sindrome e, tal como a duplicagdo
TA, se associar com ictericia neonatal (9,10).

Outros factores que contribuem para a variagio inter-
individual de bilirrubina sdo o sexo e a idade (11).
Estudos anteriores demonstram que os niveis de
bilirrubina sdo significativamente mais elevados no
sexo masculino e durante a adolescéncia e tendem a
diminuir com a idade (11-13). Verifica-se também uma
diminui¢@io dos niveis de bilirrubina em fumadores
(12,13). A explicagéio parece estar no facto de algumas
substéncias presentes no fumo do tabaco poderem
induzir a actividade da UGTIA1 levando a uma
maior excrecio de bilirrubina. A actividade da enzima
UGT1AT1 aumenta com o consumo de dlcool e certas
drogas (14-19) e € inibida pela presenga de infecgfio
(20), inflamagdo (21) e jejum prolongado (22,23).
Mais recentemente verificou-se que uma maior massa
eritrocitaria, ainda que dentro dos valores normais,
poderia também contribuir para o aparecimento de
hiperbilirrubinemia néo conjugada (24).

No diagnéstico clinico a determinagfo da concentragio
de bilirrubina € importante para testar a funco hepatica
e monitorizar doen¢as hematolégicas. Recentemente a
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bilirrubina tem vindo a ganhar importdncia devido ao
seu potencial efeito protector, como antioxidante (25).
De acordo com alguns estudos, baixas concentrages
de bilirrubina estdo associadas a um aumento do risco
de doenga arteriosclerdtica, diabetes mellitus tipo2 e
a outras doengas relacionadas com stress oxidativo
(25-28). Para determinar o papel da bilirrubina nas
diferentes patologias bem como delinear possiveis
estratégias terapéuticas ¢é necessdrio conhecer a
contribuicio dos factores genéticos e adquiridos
nas variagbes inter-individuais observadas. Dado
que a andlise de muitos destes factores foi realizada
separadamente, muitas vezes sem ter em conta o factor
genético, dificulta a percepcio do verdadeiro impacto
de cada um deles nos niveis de bilirrubina.

O objectivo deste trabalho foi avaliar a contribuicio
dos polimorfismos do pgene UGTIAI, factores
ambientais (habitos tabAgicos, consumo de alcool,
terapéutica com contraceptivos orais, ingestédo caldrica
e actividade fisica), jejum nocturno, massa eritrocitaria
e parfmetros antropoméiricos para a concentragfio de
bilirrubina sérica na populagéio portuguesa.

MATERIAL E METODOS

Amostra

Foi estudado um grupo de 146 jovens caucasianas
escolhidas aleatoriamente, da regiio do Norte de
Portugal com média de idades de 20.7+2.6 anos. Foram
excluidas todos as participantes que apresentassem
historial de doengas hepaticas, hematoldgicas ou que
tivessem sido medicadas durante o 1iltimo més. Uma
vez que se observam diferengas na concentragio de
bilirrubina de acordo com a idade e género optou-
se por restringir a amostra ao sexo feminino e a
uma faixa etdria em que a presenc¢a de patologias,
susceptivel de interferir com os niveis de bilirrubina,
€ pouco frequente. Todas as participantes deram o seu
consentimento para participarem neste estudo.

DeterminagGes hematoldgicas e bioquimicas

As amostras de sangue periférico foram colhidas
para um tubo contendo anticoagulante - EDTA (4cido
etilenodiamino tetra-acético anidro), para proceder a
realizacdo do hemograma e, posteriormente, separar o
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plasma e os leucdcitos para a determinagfio bioquimica
da bilirrubina plasmidtica e extracgdo de ADN. O
hemograma completo, contagem de eritrdcitos,
contagem diferencial de leucdcitos, concentragio de
hemoglobina, hematécrito e indices hematimétricos
[Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina
Corpuscular Meédia (HCM), Conbentragﬁo de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) e indice
de anisocitose (Red Cell Distribution Width - RDW)],
foi efectuado no aparelho (ABX MICRO 60-OT,
Horiba-ABX, Franga). A bilirrubina plasmadtica foi
determinada utilizando o método colorimétrico com
a reacgio do dcido sulfanflico diazotado (Roche
Diagnostics Co., Indianapolis). O ADN gendmico foi
extraido a partir de uma amostra de 200 ul de buffy
coat pelo método automdtico — BioRobot EZ1®
Workstation/ EZ1®Buffy Coat Card, QUIAGEN, de
acordo com as instru¢des do fabricante.

Avalia¢fio dos factores ambientais

A todos os participantes foi aplicado um instrumento
de recolha de dados, incluindo questdes sobre tempo de
jejum, hébitotabagicos, consumode dlcool e frequéncia
alimentar. Foi também aplicado o Questiondrio
Internacional de Actividade Fisica (29). O peso e altura
foram determinados por técnicas padrdo. O indice
de massa corporal (IMC) foi determinado de acordo
com as recomendagdes da OMS. A pordura corporal
foi determinada com uma balanga de bioimpedéancia
(Modelo BC532; TANITA, Téquio).

Genotipagem

A determinagio do nimero de repeticbes TA na
regiio TATA-box do promotor do gene UGTIAI
foi efectuada em todos individuos. Esta regifio foi
amplificada por PCR usando os oligonucleotideos
iniciadores descritos por Bancroft e colaboradores
(30). A reaccdo de PCR foi efectuada usando PCR
Master Mix (Promega, Madison, EUA). A 25 ul desta
mistura (que inclui dNTPs, DNA Taq polimerase e
MgCl2) adicionou-se 1 pl de cada oligonucleotideo
a 10 pmol/pl, 1 pl de DNA gendmico a 100 ng/pl e
dgua para um volume final de 50 pl, e submeteu-se
ao seguinte ciclo de temperaturas: uma desnaturago
inicial de 10 minutos a 95°C, seguida de 33 ciclos de
1 minuto a 95°C, 45 segundos a 58°C e 1 minuto a
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72°C, e uma extensdo final de 10 minutos a 72°C, no
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems). A separacdo dos produtos de PCR foi
realizada em electroforese capilar num sequenciador
automatico (ABI 3130x] Genetic Analyzer; Applied
Biosystems) utilizando o polimero POP7TM e o
tainanho dos fragmentos amplificados foi determinado
usando o programa GeneScan v4.

A anélise do polimorfismo ¢.-3279T>G foi realizando
em apenas 116 individuos por amplificagio por
PCR da regido
oligonucleotideos iniciadores descritos por Costa et
al. (7) seguido de sequenciaciio do fragmento obtido,
As reacgdes de sequenciagfio foram efectuadas usando
reagentes comerciais (Kit Big Dye Terminator v.1.1,
Applied Biosystems). O programa das’ reaccoes de
sequenciagdo incluiu uma desnaturagfio inicial de 1
minuto a 96°C, seguida de 27 ciclos de 10 segundos
a 96°C, 5 segundos a 50°C e 15 minutos a 60°C, e de
extensdo final de 5 minutos a 60°C, no termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Bioystems).
A separagio dos fragmentos foi realizada por
electroforese capilar no sequenciador automatico
(3130XL, Applied Biosytems) utilizando como matriz
de separagdo o polimero POP7TM.

correspondente, utilizando os

Anilise Estatistica

Aandlise estatistica dos dados foi efectuadano programa
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences;
version 17.0 for Windows, Inc. Chicago, IL, USA). O
teste Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a
normalidade das distribuices. As varidveis continuas
que ndo apresentaram distribuigio normal foram
logaritmizadas. Os participantes foram divididos por
tertis de bilirrubina e o estudo das variaveis continuas foi
realizado recorrendo & analise multivariada da variancia
(ANOVA) entre os grupos, suplementada com os testes
Turkey’s HSD post hoc. Para as varidveis categdricas
foi utilizado o teste de y* ou teste exacto de Fisher
para comparagio de grupos. Foi também utilizada a
coeficiente de variag@io de Pearsonpara avaliara relacdo
de algumas varidveis com os niveis de bilirrubina total,
A andlise de regressdio miiltipla (método Stepwise)
foi utilizada para identificar varidveis independentes
associadas a variagdes dos niveis de bilirrubina.
Para o gendtipo TA foi criada uma variavel dummy,

considerando o homozigético para o alelo normal
como referéncia. Para todos os testes a significAncia foi
aceite para p<0.05. O coeficiente de correlagio (reo
indice Lewontin, (D) para determinar o desequilibrio
de ligagdio entre os dois polimorfismos (c.-3279T>G e
c.-41_-40dupTA) foi calculado utilizando a ferramenta
disponivel na Web: http://www.oege.org/software/hwe-
mr-calc.shtml,

REsvuLTADOS

A analise da contribui¢fio de cada uma das varidveis
em estudo foi realizada dividindo a amostra total em
trés grupos, correspondentes aos tertis de bilirrubina.
O primeiro grupo T1 compreende os valores < 6
pmol/L, o grupo T2 representa o intervalo de valores
de6a9.2 pmol/L, e 0 grupo T3 os valores> 9,2 pmol/L
de bilirrubina total.

Nio foram observadas diferengas significativas entre
0s 3 grupos em relagdio 4 idade (Tabela 1). A anélise
dos pardmetros hematoldgicos evidenciou que o0s
individuos do tertil T2 e T3 apresentavam valores
significativamente mais elevados de concentraglo de
hemoglobina (p<0.0001), de hematdcrito {p=0.005),
dos indices hematimétricos, HCM e CHCM (p<0.0001),
e diminui¢do na contagem de plaquetas ©=0.019). O
grupo T3 apresentou também maior massa eritrécitéria
comparado com o T1 (p=0.009) (Tabela 1).

A frequéncia do alelo c.-41_40dupTA em homozigotia
aumentou desde o primeiro até ao terceiro grupo,
tendo-se observado diferengas significativas entre T3
e 05 restantes grupos. A frequéncia genética foi 0.69
para o alelo normal e 0.31 para o alelo c.-41_40dupTA.
Néo foram encontradas diferencas entre os trés tertis
de bilirrubina no que respeita as variaveis: actividade
fisica, habitos tabagicos, contraceptivos orais, gordura
corporal, ingestdo de dlcool e tempo de jejum (Tabela
2). Contudo, foi verificada uma tendéncia para
uma menor IMC quando comparados o primeiro
e terceiro tertil (p=0.099). A andlise de regressio
miiltipla revelou que o polimorfismo c.-41_40dupTA,
a concentragdo de hemoglobina, 0 IMC e tempo de
jejum nocturno eram responséveis por cerca de 44%
da variagdo observada nos individuos em estudo
(R*=0.439; p<0.0001). O modelo identificou o alelo
c.-41_40dupTA como a varidvel com mais peso nas
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(B=0.481; p<0.0001)
quando em homozigotia, seguido da concentragfio de
hemoglobina (B=0.297; p<0.0001), tempo de jejum
(B=0.292; p<0.0001) e IMC (B=- 0.235; p<0.004),

Para o estudo do polimorfismo ¢.-3279T>G foram
sequenciadas apenas 123 amostras na regido de resposta

variagdes  inter-individuais
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ao fenobarbital. A frequéncia genética obtida para o
alelo .-3279T foi 0.55 e 0.45 para o alelo ¢.-3279G. A
frequéncia de homozigdticos foi 33.6% paraalelo normal
(TT), 43.4% para os heterozigéticos (TG) e 23.0% para
os homozigédticos para o alelo mutado (GG).

Para a andlise do potencial desequilibrio de ligagdo

Tabela 1 - Dados hematolégicos, distribuigiio do genétipos do polimorfismo TA do gene UGTIAT por tertis de bilirrubina total,

Tertis de bilirrubina total (umol/L)

Participantes T1(<6.0) T2 (6.0-9.2) T3 (>9.2) ;
(n=146) (n=49) (n=49) (n=48) F

Tdade (anas) 205 (2.3) 209 (2.8) 203 1) 204 (2.0) 0332

Hemograma
Eritrécitos (x101%/L) 4.6(0.3) 45(0.2) 46(03) 47(03)y 0.149
Hemoglabina (g/dL) 136 (L1 13.0(1.1) 13.8 (LOY 13.9 (1.0y <0.0001
Hematécrito (%) 407 (2.4) 39.8(2.5) 41.1(22) 41.3 2.4y 0.005
VCM (L) 88.4 (3.9) 87.6 (4.1) 88.8 (4.1) 88.8(3.5) 0231
HCM (pg) 294 (1.7) 28.7(L.B) 20.8(1.7)* 29.9 (1.4) 0.001
CHCM (/L) 333 (L1) 32.8(1.0) 33.5 (L1 3371y <0,0001
RDW-CV (%) 129 (0.9) 13.1 (0.9) 12.8 (0.8) 12.7(0.9) 0.341
Leucécitos (x10%/L) 6.4(1.3) 6.5 (1.3) 6.6(1.3) 6.3 (1.6) 0.390
Neutrdfilos (x10%L) 34(1.4) 35(1.4) 34(15) 32(1.4) 0.493
Eosinofilos (x [0%L) 0.13 (0.5) 0,12 (0.5) 0.15(0.5) .12(0.5) 0377
Baséfilos (x 10°L) 0.03 (0.06) 0.02 (0.06) 0.03 (0.05) 0.02 (0.06) 0.075
Mnécitos (x10/L) 0.4(0.2) 0.4 (0.1) 0.5(0.3) 0.4 (0.1) 0.085
Limféeitos (x10%L) 2.4(0.7) 23(0.6) 25(0.7) 23(0.8) 0.606
Plaquetas (x10°7L) 248,(56.9) 267.9 (62.7) 242.9(54 4y 234.4 (48.4)° 0.019

Polimorfismo TA

[=]+ [=] [%, ()] 48.8(71) 673 (33) 53.1(26) 25.0(12)

[=] + [e.—~41_~40dupTA] [%, (n)] 40.8 (59) 333 (16) 43.121) 458 (22) <0,0001

c.~41_~40dupTA [%, (n)] 109 (16) 0.0 (0) 9@ 29.2(14)

Os dados estdo representados como média (desvio padriio DP) para as variaveis continuas, e ercentagens (nimero) para as varidveis categtricas. *valor de p para
D P p P PP

a andlise multivariada (ANOVA) e teste do #* quadrado,
tp<0,05vsTI;
b p<0.05 w5 T2,

VCM: Volume Corpuscular Médio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM: Concentragio de Hemoglobina Corpuscular Média; RDW : indice de

anisacitose (Red Cell Distribution Width).

Tabela 2 — Dados relativos as varidveis: actividade fisica, hibitos tabagicos, contraceptivos orais, indice de massa corporal,
percentagem de gordura corporal, tempo em jejum e ingestdo de alcoal e de calorias didrias.

Tertis de bilirrubinn total (pmol/L)

Participantes T1( <6.0) T2 (6.0-9.2) T3 (9.2) .
(n=135) (n=45) (n=45) (0=45) ?
Actividnde Fisica
Baixa [%, (n)] 14.8 (20) 20.0 (9) 10.9 (5) 143 (6)
Maderada [%, (n)] 55.6 (75) 48.9 (23) 56.5 (26) 61.9 (26) 0.581
Alta [%, ()] 29.6 (40) 3.3 (15) 32.6(15) 23.8(10)
Fumadores %, (a)] 119 (16) 14.9(7) 13.0(6) 7.1(3) 0.504
TC [%, ()] 42.2 (56) 8.9 (23) 35.6(16) 354(17) 0.420
IMC (Kg/m?) 22.0 (4.3) 226 (4.4) 22.8(54) 20.8 (2.2) 0.099
Gordura corporal (%) 257 (6.9) 27417 26.1(7.2) 243(5.7) 0211
Alcaol (mg/dia) 4.0 (6.6) 53(9.2) 3.7(5.0) 29(42) 0248
Jejum (horas) 111 2.0) 11.02.1) 11.0 (2.0) 11.4 (1.6) 0.492
Ingestiio (Kcal/dia) 2468.2 (1045.2) 24180 (934.8) 2564.9 (1116.8) 2419.2 (1097.3) 0.748

Os dados estiio representados como média (e desvio padrio) para as varidveis continuas, e percentagens (niumero) para as varidveis categdricas,

*valor de p para a andlise multivarinda (ANOVA) ¢ testes 32.
bp< 0.05 vs T2, '
TC: Terapia Contraceptiva; IMC: Indice de Massa Corporal
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entre os dois polimorfismos (c.-41_40dupTA e c.-
3279T>G) foi utilizada uma ferramenta disponivel na
internet que permite calcular o indice de correlacior’ e
o valor D (Lewontin). De acordo com a distribuigo dos
gendtipos nesta amostra os resultados foram r’=0.57
e D= 1.0. Estes dados revelam um desequilibrio de
ligagdio entre os dois polimorfismos, que no & total,
dado o valor de 1.

Para as nove combinagBes possiveis de gendtipos
dos dois polimorfismos, apenas sete dilétipos foram
identificados (Tabela 3). As combinagdes mais
frequentes foram os homozigéticos para os dois alelos
normais [TA]/[TA]~TT, representam 33.3% do total
de combinagdes, 30.9% para os duplos heterozigéticos
[TA]/[TA],~TG e 12.3% para os duplos homozigéticos
para o alelo mutado, [TA]/[TA]~GG. Verificaram-se
diferencas significativas nos niveis de bilirrubina entre
o dipl6tipo [TA]/[TA].-GG e os restantes (p<0.0001)
mas ndo se observaram diferencas significativas
entre outros diplétipos. Verifica-se, no entanto, que
o impacto da adi¢do do alelo [TA], num diplotipo
€ superior ao da adigdo do alelo G (Tabela 3). Foi
também analisada a variagdo dos niveis de bilirrubina
por genétipo do polimorfismo ¢.-3279T>G, sem terem
conta a combinagdo com o polimorfismo TA, tendo-se
verificado que a diferenca entre os homozigéticos para
o alelo normal e os heterozigdticos néo é significativa
(p=0.320) ao contririo do que se verificou no
polimorfismo c.-41_40dupTA (p=0.011; Figura 1).

Tabela 3 - Contagem de dipldtipos formados pelos
polimorfismos do promotor c.-41_-40dupTA e c.-3279T>G
em 123 individuos da amostra e os respectivos niveis
médios de bilirrubina total.

Diplatipo BT
(c.-41_-40dupTA- % (n) )
N° c-3279T>G) pmol/LDP
1 [TAJJ/[TA],-TT 33.3(41) 7.643.2 <0.0001

2 [TA)/[TAL,-TG 12.2(15) 7.1=3.7

3 [TA/ITA)-TT 0.8(1) 13420

4 [TA],/[TAL-TG 30.9 (38) 9,45,

5 [TAL/ITA]-GG 24 (3) 8.4+3 8

6 [TA],/|TAL-GG 8.1(10) 88238

7 [TAL/[TA] -GG 12.3 (15) 19.4:10.2

BT: niveis de bilirrubina total; bilirrubina per diplétipo representada como
media e desvio padriio (DP);

* Andlise por comparagio miltipla revelou diferencas significativas nos niveis
de BT entre o diplétipo [TA]/[TA]-G/G ¢ os restantes.
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Discussio

Diversos estudos tém sido realizados para determinar
a influéncia de factores genéticos e niio genéticos
nos niveis de bilirrubina (5-18). A maior parte destes
estudos esta focada no background genético, sendo
que a duplicagdo c.-41_40dupTA no gene UGTIA]
surge como factor determinante para as variagdes
inter-individuais de bilirrubina e desenvolvimento
hiperbilirubinemia nfo conjugada (3-8). Os nossos
resultados mostraram que a presenga do alelo c.-
41_40dupTA permitiu estratificar a amostra em grupos
com concentragdes de bilirrubina significativamente
diferentes entre si (Figura 1). No entanto, verificou-
se que nem todos os individuos homozigéticos para o
alelo com a duplicag@o TA eram hiperbilirrubinémicos,
de 15 homozigéticos 6 apresentavam valores normais
de bilirrubina total (<17.1 pmol/L). O polimorfismo
nem sempre € suficiente para explicar a presenca de
hiperbilirrubinemia (3,8).

Naliteratura estd descrita a influéncia de factores adquiridos
nas variagGes da concentrago de bilirrubina, porém, nem
sempre o polimorfismo genético, e outros factores que
se sabe hoje influenciarem os niveis de bilirrubina, sdo
ponderados (11-14). A seleccfio da amostra neste trabalho
teve como objectivo eliminar as variagdes associadas 2
diferenca de concentragdo entre género e faixa etdria para
poder avaliar o impacto de outros factores.

Uma vez que a maior parte da bilirrubina sérica

Figura 1 - Niveis de Bilirrubina Total de acordo com os
gendtipos do polimorfismo c.-41_-40dupTA

i p<0.0001
I i p<0.0001

30,00+ P01 T

20,00

10,007

I

[=4=] [=}+ T—
[o. 41 ~404upTA]  [c. -41_~40dupTh]

Concentragéo de Bilirubine Total {pmal/L)

0,00-]
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resulta do catabolismo da hemoglobina no sistema
reticuloendotelial, & esperado que quanto maior for a
concentrac;ﬁodehemoglubinamaiorseréaccucentrac;ﬁo
do seu produto. Os nossos resultados evidenciaram que
valores mais elevados de hemoglobina, hematécrito e
de alguns indices hematimétricos estavam associados
ao0s tertis com maior concentraco de bilirrubina (T2
e T3). Isto revela que mesmo diferencas subtis nestes
pardmetros hematolégicos, em concentragdes normais
para a populagdo geral, contribuem para a variagfio
dos niveis séricos de bilirrubina. Esta associacio
€ detectada mesmo sem ajustar os valores para as
diferencas genéticas entre os individuos (Tabela 1).
Buyukasik e colaboradores (24) também analisaram a
influéncia destes parimetros e os resultados mostraram
qQue uma maior massa eritrocitaria estava muitas vezes
associada & manifestagfo da sindrome de Gilbert. Uma
vez que baixa concentragdo de hemoglobina tem vindo
a ser associadas a um aumento de risco para doengas
cardiovasculares & mortalidade em individuos com
insuficiéncia renal crénica (28), com doenga coronaria
(31) e na populagiio em geral (32) esta situagfio pode
constituir um factor de agravamento, na medida em
que irdo baixar os niveis de bilirrubina tendo ela um
importante papel como antioxidante (25-27).

Também identificamos o tempo de jejum nocturno
€omo uma varidvel independente associada 3
concentragdo de bilirrubina. Esta associagfio foj
anteriormente analisada num estudo onde os
individuos foram estratificados de acordo com o
gendtipo do polimorfismo TA (22). O aumento da
concentragio da bilirrubina com o Jjejum parece estar
associada 2 diminuigiio da sua motilidade intestinal
0 que leva ao seu refluxo do intestino para o plasma
(33). Individuos com capacidade de glucorunidagao
normal podem atingir valores de bilirrubina superiores
a0s que apresentam deficiéncia enzimatica devido a
um maior tempo de jejum condicionar a motilidade
do pigmento.

A andlise de regressio multivariada evidenciou o
IMC como uma varidvel independente associada
Com a concentragdo da bilirrubina, Apesar de ndo
se verificarem diferengas significavas entre os tertis
quanto & percentagem de gordura corporal verificamos
que o T3 apresentava percentagens mais baixas. Esta
associacdo foi também observada por outres autores
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(27,34), no entanto, 0 mecanismo subjacente ainda
ndo foi devidamente esclarecido. Em relagio as
varidveis actividade fisica, habitos tabagicos, ingestio
caldrica, alcool e contraceptivos orais nio foram
identificadas associacdes com a concentragdo de
bilirrubina. Estes resultados podem estar relacionados
com o facto dos individuos da nossa amostra serem
Jjovens e os habitos, como o tabaco e ingestdo de alcool
ndo estarem suficientemente “estabelecidos” para
provocar alteragdes na concentragdo de bilirrubina. A
andlise da associacfio da presenca dos polimorfismos
com os niveis de bilirrubina foi efectuada, numa
primeira fase, separadamente para cada polimorfismo
e seguidamente foi avaliado o impacto das diferentes
combinagdes (Tabela 3). Verificou-se que as diferencas
entre genotipos do polimorfismo TA apresentam maior
significancia do que as diferencas entre os genotipos
do polimorfismo ¢.-3279T>G. O principal objectivo
era determinar em que mediada a presenca do alelo
¢.-3279G contribufa para o aumento dos niveis de
bilirubina para além da presenca do polimorfismo
TA. Era esperado que a analise das varias combinagdes
de genétipos pudesse esclarecer este aspecto. Nas
123 amostras estudadas verificamos que os dois
polimorfismos se encontravam em desequilibrio
de ligagdo, & semelhan¢a do que tinha sido descrito
anteriormente (35-38). Dos nove diplétipos possiveis
(Tabela 3), apenas identificamos sete e alguns com
pouca representatividade o que, aliado ao facto dos
dois polimorfismos estarem em desequilibrio de
ligagdo, dificultou a analise da sua influéncia nos
niveis de bilirrubina. Na anélise do impacto de cada
diplétipo nos niveis de bilirrubina, apenas o duplo
homozigético para os dois alelos mutados, [TA]/
[TA]-GG, apresentou diferengas estatisticamente
significativas com os restantes dipldtipos, estando
associado aos valores de bilirrubina mais elevados
encontrados na amostra em estudo. Em doentes com
a sindrome de Gilbert este polimorfismo parece
constituir um factor adicional para o desenvolvimento
de hiperbilirrubinemia (9,10). No entanto, para
estabelecer o seu impacto seria importante comparar
niveis de bilirrubina associados a outros dipldtipos
que niio estavam representados nesta amostra, com
Erupos mais representativos.

Em conclusdo, este estudo revelou que, para
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além do polimorfismo genético c.-41_40dupTA a

concentragdo de hemoglobina, o tempo de jejum
nocturno e o IMC sdo varidveis independentes

significativamente associadas com a concentracdo

de
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