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Resumo

O Sindroma de Gilbert (SG) € uma entidade clinica comum
caracterizada por uma forma benigna de hiperbilirrubinemia ndo
conjugada, na auséncia de disfun¢io hepética e de hemdlise. O seu
diagnostico, inicialmente de caracter presuntivo, passou a dispor de
caracterizagdo molecular quando em 1995 foram descritas as
primeiras mutagdes no gene UDP-glucuronosil transferase-1. Em
particular, uma inser¢éo de 2 nucleotideos [TA] na regido promotora
do gene que tem vindo a revelar-se como a principal causa de SG
nas populagOes caucasianas estudadas. Todavia, esta caracterizagio
foi estabelecida para outras populacdes que nio a Portuguesa. Essa
auséncia de conhecimento levou-nos a realizar o presente estudo.
Neste trabalho € descrito o estudo molecular efectuado em 120
doentes com diagndstico clinico de SG, um doente com diagnéstico
de Sindroma de Crigler-Najjar (SCN) tipo II e um caso de
diagnéstico pré-natal de SCN tipo I. Dos 120 doentes com SG, 110
revelaram-se homozigoéticos para a insercdo dinucleotidica [TA] na
regido promotora do gene da UDP-glucuronosyltransferase-1
(UGT1A1l) e um heterozigético composto para duas insercdes
diferentes ([TA]7/[TA]8). Os restantes 9 doentes revelaram-se
heterozigéticos para a insergdo TA ([TA]6/[TA]7). Estudos
adicionais efectuados nestes 9 doentes revelaram heterozigotia para
as mutagdes ¢.674T>G e c.488 491dupACCT (um caso cada) e
€.923G>A (4 casos). O doente com o diagndstico de SCN tipo II
apresentava heterozigotia composta para as mutagdes ¢.923G>A e
insercdo [TA]. O caso do diagndstico pré-natal, efectuado porque na
familia havia um rapaz com o diagnéstico de SCN tipo I, com a
mutagio ¢.923G>A, revelou um feto ndo afectado.

Em concluséo, a homozigotia para a inser¢io [TA] revelou-se como
a principal causa de SG na nossa populagdo. A identificacdo de
mutagdes adicionais no gene UGT1Al, é importante quer em termos
de diagnoéstico, quer em termos de aconselhamento genético e

diagndstico pré-natal.
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Abstract

Gilbert’s syndrome (GS) is characterized by a chronic, non-
haemolytic unconjugated hyperbilirubinemia in the absence of liver
disease or overt haemolysis. Traditionally, GS has been a diagnosis
of exclusion. In 1995, a two nucleotide (TA) insertion in the
TA(6)TAA promoter region of the UGT1A1 gene was identified,
which was found to be the main cause of GS in all studied
populations. However, no studies are made in Portuguese
population. For this reason, we make this work.

In the present work we describe the molecular study in a cohort of
120 Portuguese patients with clinical diagnosis of Gilbert Syndrome
(GS) and in one with the diagnosis of type II Crigler-Najjar
syndrome (CNS), as well as a prenatal diagnosis of type I SCN.
Among the 120 unrelated patients with GS, 110 were homozygous
for the [TA]7 allele ((TA]7/[TA]7) and one patient was a compound
heterozygote for two different insertions, ([TA]7/TA]8). The
remaining 9 patients were heterozygous for the TA insertion
((TA]J6/TA]7). Additional studies in these 9 patients revealed
heterozygosity for the c¢.674T>G, c¢.488 491dupACCT and
c.923G>A mutations, in 1, 1 and 4 patients, respectively. The
patient with type II CNS was a compound heterozygote for the [TA]
insertion and the ¢.923G>A mutation. Prenatal diagnosis in a family
with a boy previously diagnosed with type I CNS and ¢.923G>A
mutation, revealed an unaffected foetus.

In summary, homozygosity for the [TA] insertion was found to be
the most frequent cause of GS in our population. Identification of
further mutations in the UGT1A1 gene, proved to be of significance

in diagnosis, genetic counselling and prenatal diagnosis.
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Lista de

Abreviaturas

AHNEC - Anemia hemolitica ndo esferocitica crénica
DHC - Doenca hemolitica crénica

G6PD- Glicose-6-fosfato desidrogenase

IN- Ictericia neonatal

NADPH- Nicotinamida adenosina fosfatase

PCR - Polymerase chain reaction

RN - Recém-nascidos

SG - Sindroma de Gilbert

SCN - Sindroma de Crigler-Najjar

SSCA - Andlise de polimorfismos de conformagio em cadeia
simples

TAE - Tris-acetato-EDTA

TBE - Tris-Borato-EDTA

UGT - UDP- glucuroniltransferase

UGT1AL1 - UDP-glucuroniltransferase-1
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I — Introducao

1- Estrutura quimica da bilirrubina

A bilirrubina € um composto com peso molecular de 584 Kd, com quatro anéis pirrole
ligados por dois grupos de metileno ( -CH=) e um grupo meteno (-CH2=) (fig. 1)'. A
sua estrutura est4 directamente relacionada com as suas caracteristicas fisicas'. De facto
a ligacdo de carbono central € flexivel permitindo que se constituam ligacGes por pontes
de hidrogénio intramoleculares € que a molécula se dobre sobre si prépria formando
uma estrutura semelhante a uma telha. Ambos os planos sdo apolares ¢ em cada
extremidade apresenta um dominio hidrofébico’, o que torna a molécula quase
insolivel na 4gua a pH fisiol6gico™ (inferior a 0,005 mg/dl a pH 7.4). A sua
solubilidade na 4gua € superior quando a molécula se encontra na forma ionizada, em
que as suas ligagdes de hidrogénio estdo parcialmente quebradas®. Acresce que a
bilirrubina € insolivel nas membranas biolégicas, mas atendendo que se pode ligar aos
fosfolipidos na superficie das membranas, fica assim habilitada a atravessar a membrana

celular e ter acesso aos organelos citoplasmaticos’.

cozH CQ2H
CH2 CH2 cH2 CH2
CH3 CH  cn3 CH2  cm3 CH2 cys3 CH
“ - H H /
! ! |
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Fig. 1 - Estrutura quimica da bilirrubina IXa.
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2- Sintese, transporte e conjugacao da bilirrubina

O adulto normal produz aproximadamente 250 a 350 mg de bilirrubina por dia®, na sua
maior parte sintetizada nos 6rgados do sistema reticuloendotelial, particularmente no
baco e no figado™®®. Aproximadamente 70 a 80% resulta da degradacio do grupo heme
da hemoglobina, a restante provém da degradacdo do grupo heme dos precursores
eritréides e de proteinas tecidulares, como os citocromos hepiticos ¢ a catalase’.

A maioria dos tecidos tem capacidade de utilizar o grupo heme na sintese da bilirrubina,
em dois passos que sio mediados por enzimas'®. O primeiro envolve o enzima heme-
oxigenase, que converte a molécula de heme em biliverdina, tendo a forma reduzida da
nicotinamida adenosina fosfatase (NADPH) como dador de hidrogénio'. Nesta reacgao
¢ libertado mondxido de carbono, ferro ferroso e dgua (Fig. 2). Neste passo, a sintese da
bilirrubina € reguldvel, podendo por exemplo aumentar trés ou quatro vezes, como

213 6u em consequéncia do jejum. Os

resposta a um processo hemolitico instalado
individuos com sindroma de Gilbert (SG) apresentam niveis mais elevados de
bilirrubina apés periodos prolongados de jejum™, justamente por sobreactivacdo dessa
enzima.

O segundo passo da sintese da bilirrubina envolve o enzima biliverdina redutase, que

converte a biliverdina em bilirrubina, por quebra da ponte de metionina central, tendo o

NADPH como dador de hidrogénio (Fig. 2) '>'.
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Fig. 2 — Via de Sintese de bilirrubina ao nivel do sistema reticuloendotelial.

Parece existir uma vantagem bioldgica na conversdo da biliverdina, soluvel na dgua e
aparentemente ndo toxica, em bilirrubina que por seu lado € um pigmento toxico e néo
soluvel na 4gua. Uma das possiveis vantagens esta relacionada com a eliminagfio mais
facilitada da bilirrubina produzida pelo feto, através da placenta. Por outro lado, a
biliverdina em altas concentragdes poderia formar cristais e obstruir os tubulos renais e

ductos colectores'”.
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As concentragdes séricas da bilirrubina estdo directamente relacionadas com a
quantidade produzida e com a capacidade do organismo para a eliminar®. Em relaco 2
bilirrubina nio conjugada, ela pode entrar em circulacdo de duas formas: sintese de
novo ou por reabsorgio no intestino ap6s excregio biliar'™'®, A maioria da bilirrubina
circulante do adulto advém da sintese de novo. No entanto, no recém-nascido (RN) a
reabsor¢do € uma fonte importante de bilirrubina. A sua eliminagdo apés ter sido
conjugada pode ser tanto hepatica como renal.

A bilirrubina no plasma encontra-se ligada covalentemente a albumina em dois locais
distintos. Este complexo € formado no plasma por um processo nio enzimadtico, pelo
qual um grama de albumina se liga com 8.3 mg de bilirrubina em cada um dos seus
locais de ligagdo. Assim, um individuo com uma concentragdo plasmatica de albumina
de 3,5 g/dl pode ligar-se teoricamente a 58 mg/dl de bilirrubina. A sua semi-vida no
plasma ¢ igual ao da albumina que se encontra ligada, cerca de 18 a 20 dias™.

A bilirrubina entra no hepatécito por um processo nido dependente de energia. A
existéncia de proteinas transportadoras, na membrana do hepatdcito, que promovam a
entrada da bilirrubina estd ainda em investigagio®'. Uma vez no interior, a bilirrubina é
acumulada no hepaticito, mas subsiste alguma controvérsia quanto & forma como a
bilirrubina af se mantém. Estdo no entanto, ja identificadas duas proteinas que
apresentam esta funcdo, das quais, a mais importante ¢ a ligandina ou proteina Y, que
apresenta um peso molecular de 47 Kd e corresponde a 10% do total das proteinas
citoplasmiticas do hepatécito®. A outra proteina identificada com capacidade de
ligagao a bilirrubina, embora com menor afinidade que a ligandina, é a proteina 7>, No

entanto, hd evidéncia de que o fluxo de bilirrubina na membrana do hepatdcito é
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bidireccional, estando estimado que cerca de 40% da bilirrubina que entra no hepatdcito
volta de novo ao plasmaz‘t’25 .

No reticulo endoplasmético do hepatdcito, a maioria da bilirrubina ¢ mono- ¢
diglucuronidada. Apenas uma pequena quantidade de bilirrubina é convertida em
substincias soliveis na dgua por conjugagido de outras substincias que ndo o &4cido
glucur(')ni0026.

O enzima UDP-glucuroniltransferase cataliza a transferéncia do 4cido glucurénico
existente no dcido UDP-glucurénico para formar ésteres nos carbonos 8 e 12 dos grupos
carboxilo da bilirrubina (Fig. 3 ¢ 4)?’. Os produtos desta reacgio sio a bilirrubina mono
e diglucuronidada. Esta conjugacdo elimina as pontes de hidrogénio internas da
molécula, ndo deixando que a molécula se dobre sobre si prépria. Como consequéncia, a
bilirrubina conjugada € muito mais solivel na dgua, podendo ser excretada para a bile.
Num individuo normal, aproximadamente 80% da bilirrubina é excretada sob a forma
de bilirrubina diglucuronidada. Em situagoes de défice do enzima UDP-
glucuroniltransferase, tais com em doentes com SG, e nos RN, a bilirrubina é excretada
predominantemente sob a forma de bilirrubina monoglucuronidada®®*?®, Existe evidéncia
de uma relagao directa entre a quantidade de bilirrubina mono e diglucuronidada e a
actividade de UDP-glucuroniltransferase?.

A excregio da bilirrubina para a bile faz-se de forma muito rdpida ap6s conjugacio®.
Esta excre¢io envolve dois passos fundamentais, a deslocacao da bilirrubina através do
reticulo endoplasmaético e a sua passagem através da membrana do hepatécito. Existe
ainda pouca informagido quanto ao movimento da bilirrubina conjugada dentro do

hepat6cito. No entanto, devera existir algum tipo de mecanismo que a encaminhe para

os canaliculos, j4 que apenas uma muito pequena quantidade reflui para o plasma®™. A
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excre¢do da bilirrubina conjugada estd dependente da quantidade de sais de bile e
lipidos biliares excretados. A bilirrubina conjugada adere as membranas celulares tal
como a bilirrubina ndo conjugada, no entanto ndo consegue transpd-las. Assim os
microtubulos conseguem conduzir a bilirrubina conjugada, do local onde ¢ conjugada

até ao local de excre¢io’®!.

'ﬁ;,:f“}fj’\“" ¥

oo 2o

Bilirrubina

- 2 acido UDP-glucuronico

UDP-glucuroniltransferase

Fig. 3- O enzima UDP-glucuroniltransferase é responsavel pela conjugagio hepatica da

bilirrubina.
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A excregao da bilirrubina estd dependente do grau de formacado de bile; como tal, uma
diminuicdo da excrecdo de sais de bile e reducdo do seu fluxo diminuem o grau de
excreco da bilirrubina®®>",

Os eventos que ocorrem no intestino € na circulacdo entero-hepdtica influenciam
significativamente as concentragdes séricas de bilirrubina'®. A bilirrubina conjugada é
relativamente instével, sendo convertida em ndo conjugada no limen do intestino. Esta
conversdo pode ocorrer de forma ndo enzimética ou entdo mediada pelo enzima -
glucuronidase produzida por algumas bactérias intestinais®®. Quando isto acontece, a
bilirrubina, j4 ndo conjugada, pode ser reabsorvida pela mucosa intestinal,
possivelmente por um mecanismo passivo € voltar ao figado via circulacio portal®™. A
bilirrubina quando atinge o trato intestinal distal € transformada em diferentes
urobilinéides, nomeadamente; urobilinas, urobilinogénio, estercobilinogénio e

estercobilina. Estes sao parcialmente absorvidos e entram na circulacdo entero-hepadtica,

sendo uma pequena porgio excretada na urina>.

3- Patologia hereditaria relacionada com o metabolismo da bilirrubina

O SG € uma entidade clinica comum caracterizada por uma forma benigna de
hiperbilirrubinemia ndo conjugada, na auséncia de disfuncdo hepitica e de
hemélise®>%*"%, Geralmente apresenta-se durante a adolescéncia ou em jovens adultos.
Em virios estudos, baseados no doseamento de bilirrubina total, o SG foi identificado
em 3% a 6% da populagéo, sendo mais frequente no homem (razdo homem/mulher de

4:1). Esta disparidade podera estar relacionada com o facto de o homem ter uma massa
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eritrocitdria maior, € como tal um maior aporte hepatico de bilirrubina, e/ou com a

inibigdo dos enzimas da glucuronidagfo causada pelos androgénios™.

Plasma
Bilirrubina-Albumina
Regurgitacdo
A
Bilirrubina _ Conjugagdo
(reticulo endoplasmatico)
UDP-glucuroniltransferase
Bilirrubina monoglucuronidada
Bilirrubina diglucuronidada |
I Célula hepatica
v ¥
Bilirrubina nfio conjugada > Bile

Fig. 4- Esquema representativo das vias de excregfio da bilirrubina pela célula hepatica. A via normal de

excre¢do estd representada com linhas so6lidas e a anormal representada a tracejado.
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O SG deve-se a um défice parcial da glucuronidagio hepética da bilirrubina, resultante
de uma reducdo de cerca de 30 a 50% da actividade do enzima UDP-
glucuroniltransferase-1 (UGT1A1)*. No entanto, estd descrita uma baixa correlagio
entre 0 doseamento hepatico do enzima in vitro e o nivel sérico de bilirrubina total. Em
doentes com SG, este nivel de bilirrubina total varia entre 1 ¢ 6 mg/dl, 95 % da qual é
ndo conjugada®’.

Restri¢do alimentar, como por exemplo o jejum, ¢ a administragdo de 4cido nicotinico
causam aumento do nivel de bilirrubina, que pode subir trés ou quatro vezes nos
individuos com SG, em contraste com os individuos normais em que este aumento ¢é
apenas de duas vezes. Por outro lado, da administragdo de fenobarbital, resulta
normaliza¢io dos niveis de bilirrubina total. Estas caracteristicas tém vindo a ser usadas
no diagndstico desta entidade, dada a natural dificuldade do estudo enzimatico, que
necessita de tecido hepético e suscita por vezes dificuldades na interpretagdo dos
resultados *>**. Acresce que o SG € uma patologia benigna, pelo que na maioria das
vezes prescinde-se dos testes bioquimicos e funcionais, bastando o diagnéstico de
presungio. Este € efectuado na base de uma hiperbilirrubinémia nio conjugada (< 6
mg/dl), e na auséncia de outra causa para essa alteragdo. A localizacio do gene que
codifica o enzima UGT1Al e, posteriormente, a identificagio nesse gene de mutagdes
relaciondveis com o SG, veio alterar de forma significativa este panorama e permitiu na
maioria dos casos realizar um diagnéstico de certeza.

Défices ligeiros na actividade do enzima UGT1A1 estdo associados com SG e défices
graves com o Sindroma de Crigler-Najjar (SCN)*. Este tltimo, apresenta dois tipos: o
tipo I, relacionado com défices severos, € o tipo II, com défices mais moderados. Em

termos clinicos estes dois tipos podem ser distinguidos pelos niveis de bilirrubina e pelo

10
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tipo de resposta a administragio de fenobarbital. Os niveis de bilirrubina ndo conjugada,
no tipo I, podem ser superiores a 20 mg/dl, ou mesmo exceder os 30 mg/dl, enquanto
que no tipo II os niveis de bilirrubina sdo mais moderados, variando entre 6 ¢ 20 mg/dl.
O SCN tipo 1, descrito pela primeira vez em 1952 por Crigler e Najjar, € uma patologia
de transmissdo autossGmica recessiva rara. Na literatura, estio descritos, com algum
pormenor aproximadamente 100 casos, onde a consanguinidade é muitas vezes referida.
Estes doentes morrem habitualmente nos dois primeiros anos de vida, devido aos efeitos
neurotdxicos da bilirrubina. O tnico tratamento efectivo ¢ o transplante hepatico, ja que
ndo respondem 2 terapéutica com fenobarbital*®*4%46,

O SCN tipo 11, descrito pela primeira vez em 1962 por Arias e col.*’, é uma patologia
também rara, mas com consequéncias clinicas muito mais benignas que o SCN tipo L
As alteragOes neuroldgicas resultantes da hiperbilirrubinémia sdo raras, o que permite
que a maioria dos doentes atinjam a vida adulta sem complicagdes. O modo de
transmissao néo € claro: existem descrigdes em que o modo de transmissio € claramente
autossémico dominante com penetrdncia varidvel e outras em que o modo de

transmissio é autossémico recessivo 2484,

4- Locus do gene UDP-glucuroniltransferase-1 (UGT1A1)

At€¢ a0 momento, mais de 16 wuriadine diphosphateglucuronosiltransferase (UGT)
humanas foram descritas e divididas em duas familias — UGT1 e¢ UGT2. Todos
membros da familia 1 sdo codificados por genes localizados no locus UGTI1A,
localizado no cromossoma 2q37 e estdo relacionados com a transcrigio de 13 UGT

distintas. Este locus apresenta os 13 primeiros exdes, comuns a todas as UGT1A (Fig.

11
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5), cada um dos quais com o0 seu promotor e regides enhancer, 0s quais na transcricao
sdo ligados aos exdes 2 a 5. No entanto, apenas 8 estdo relacionados com transcritos
funcionais (UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9 ¢

UGT1A10)**",

5- Gene UGT1A1

O gene da UGT1ALl estd localizado no final do locus UGT1A e codifica para uma
proteina que tem como funclo principal a glucuronidacdo da bilirrubina. Este gene
compreende 5 exdes, sendo o primeiro, especifico desta isoforma e os restantes 4,
comuns a todas as 8 isoformas codificadas neste locus*>". Com a analise da sequéncia
deste gene, prevé-se uma proteina com 533 amino4cidos. A sua porcio terminal tem
como fun¢do a ligacdo da proteina ao reticulo endoplasmético, encontrando-se os
restantes dominios do enzima no ldmen do reticulo endoplasmético. O exdo 1 estd
relacionado com o dominio da proteina com especificidade para o substrato, e os exdes
2 a 5 estao relacionados com o local de ligacdo ao dcido UDP-glucurénico, assim como

ao dominio transmembranar ¢  cauda citoplasmatica®> >,

6- Mutacoes do gene UGT1A1

A primeira mutacdo no gene do UGT1AL1 foi descrita em 1992%. Tratava-se de uma
mutagio nonsense encontrada em homozigotia num doente com SCN tipo I. A partir
dessa altura muitas mutagOes tém vindo a ser descritas neste gene. Até a data, estdo
descritas 56 diferentes mutagdes neste gene, a maioria das quais (53/56) descritas pela

primeira vez em associagdo com SCN, (41 associadas ao tipo I ¢ 12 ao tipo II). A

12




Introducio

maioria destas mutagdes sdo do tipo missense (28/56) ou nonsense (11/56). Estio

também descritas, embora mais raramente, pequenas delec¢des ou insergdes no gene e

mutagdes que alteram o splicing normal do gene’®.

. — Primeiros exdes o
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Fig. 5- Representacdo esquemdtica do locus UGT1A, onde se pode observar os primeiros exdes, assim

como 0s exdes comuns a todas as isoformas.

Apenas em 1995 foram descritas as primeiras mutagdes neste gene relacionadas com o
SG, em particular, uma inser¢do de 2 nucleotideos [TA] na regido promotora do gene,
que tem vindo a revelar-se como a principal causa de SG nas populagdes caucasianas

estudadas. Esta insercdio na regido A(TA)nTAA do promotor do gene do UGT1Al
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dificulta a ligagdo do factor transcripcional IID, um importante factor no inicio da

79 0 que condiciona uma diminuicio da velocidade de transcri¢ao do gene.

transcri¢ao
Em consequéncia diminui a actividade do enzima UGT1Al e aumenta o nivel de
bilirrubina, tanto em individuos normais como em portadores de outras patologias que
condicionem hiperbilirrubinémia® "', A frequéncia estimada desta mutacio & 38,7% na
populagdo europeia, 16% na populagdo de origem asiitica e 42,6% na populagio de

origem africana. Beutler et al® previram uma frequéncia de homozigotia na populagao

caucasiana de 15%.

7- Associacao do SG com outras patologias

A alta incidéncia de SG na populacao, condiciona a sua associagdo frequente com outras

patologias. Uma das primeiras associagdes foi sugerida em 1980 por Odell’

» que
afirmava que o SG poderia influenciar o aparecimento e a gravidade da ictericia
neonatal (IN). No entanto, s6 depois de identificadas as alteragdes no gene UGT1A1
associadas ao SG, nomeadamente a inser¢do dinucleotidica (TA) no promotor do gene
UGT1A1l na populagio caucasiana ¢ a mutacio G71R na populagio asitica, foi
possivel efectuar estudos que procuraram relacionar a IN e o SG. Esta associagdo foi

173

estudada pela primeira vez em 1997 por Kaplan et al”” em RN com défice de glicose-6-

fosfato desidrogenase (G6PD) que desenvolveram IN. Mais tarde, em 1999, Monaghan

17 sugeriam uma relacdo entre IN prolongada em RN sem outros factores de risco €

€t a
SG. No mesmo ano, Maruo et al”® descreveram a mutacdo G71R como factor de risco
de IN ndo fisioldgica na populagio Japonesa. No entanto, diferentes trabalhos entretanto

publicados na literatura apresentam resultados contradit6rios, uma vez que em alguns
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deles a associagdo entre SG e IN ¢ demonstrada e em outros ndo. Relativamente a este
assunto, nos estudamos 100 RN com IN (23 dos quais com IN prolongada), 100 RN
com auséncia de IN documentada e 18 doentes com diagnostico de défice de G6PD com
referéncia a IN, cinco dos quais com variantes associadas a anemia hemolitica nfo
esferocitica cronica (AHNEC). Nestes RN com IN, apenas o subgrupo que desenvolveu
IN prolongada apresentou uma propor¢do superior (tabela 1), estatisticamente
significativa, de homozigotia para o alelo [TA]7, quando comparado com o grupo
controlo (39,1% versus 10%). Nos restantes RN, os nossos resultados sugerem que a

presencga deste polimorfismo ndo ¢ um factor de risco major para o aparecimento da

1
IN®71

Tabela I — Distribui¢do do gendtipo do gene da UGT1A1 pelos RN estudados com e

sem IN.
Genotipo 40~ RN'sem IN RN com INgsem RN comINecom "“RNcom IN - Défices de G6PD
gene UGTIAlL (n=100) outros factores de outros factores de prolongada com histéria de IN
risco (n=54*) risco (n=23) (n=23) (n=18**)
(TA)6;(TA)6 47 (47%) 27 (50%) 6 (26%) 8(34,8%) 8 (44,44%)
(TA)6/(TA)? 43 (43%) 18 (33%) 14 (60,8%) 6 (26%) 8 (44,4%)
(TAYT(TA)7 10 (10%) 8 (14,8%) 3 (13%) 9 (39,1%) 1(5,5%)

*um apresentava o genotipo (TA)5/(TA)6; ** um dos casos apresentava o genotipo (TA)S/(TA)S

A associagdo entre SG e doen¢a hemolitica cronica (DHC) também tem sido
largamente estudada, nomeadamente no que se refere aos niveis de bilirrubina, como
também relativamente as suas consequéncias, nomeadamente a litiase vesicular. Um dos
primeiros trabalhos na literatura sobre este assunto foi publicado em 1999, por Guidice
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et al’’. Neste trabalho ¢ demonstrado de forma inequivoca que a presenga do alelo
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[TA]7 em doentes com Esferocitose Hereditéria lhes aumenta de forma estatisticamente
significativa os niveis de bilirrubina e o risco de desenvolvimento de litiase vesicular.
Entretanto, outros trabalhos tém surgido na literatura relacionando SG e outras
patologias com algum tipo de componente hemolitico, nomeadamente, drepanocitose®,
B-talassemia®®', incompatibilidade ABO® ¢ défice de G6PD*. Relativamente a esta
associagio o nosso grupo de trabalho publicou um estudo efectuado em 44 criancas®,
com diagndstico de DHC (esferocitose hereditaria - 30, défice de G6PD da classe I - 6,
défice de piruvato kinase - 6, xerocitose hereditaria - 1 e sem diagndstico etioldgico - 1).
Neste trabalho encontramos uma média de bilirrubina total nos doentes com o genétipo
([TA]7/[TA]7) significativamente superior ao dos doentes com gen6tipo ([TA]6/[TA]6),
assim como um aumento estatisticamente significativo, na proporg¢do de doentes que

desenvolveram litfase vesicular (0% dos doentes com o gendtipo [TAJ6/[TA]6 16 %

dos doentes com o genétipo [TA]6/[TA]7 ¢ 60% dos doentes com o gendtipo
[TA]7/[TA]7).

E sabido que niveis endégenos das hormonas esteréides ligadas ao sexo t&ém um papel
importante na etiologia de cancro na mulher, incluindo o cancro da mama e do
endométrio. A glucuronidacio dos estrogénios em metabolitos soliveis na 4dgua e
menos reactivos € efectuada pelos enzimas do UGT, sendo a UGT1A1 o membro mais
representativo’™’’. Neste contexto, € ja que a insergdo dinucleotidica [TA] na regido
promotora do gene lhe reduz a expresséo, a associacdo deste polimorfismo tem vindo a
ser estudado como factor de risco de cancro da mama. Os trabalhos nido sdo muito
numerosos ¢ apresentam resultados contraditérios. O trabalho mais completo sobre este

assunto foi publicado em 2004, por Adegoke et al”’, tendo concluido que a presenga do
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alelo [TA]7 estd associado com aumento do risco de desenvolvimento de cancro da
mama em mulheres chinesas com idade inferior a 40 anos. Neste mesmo trabalho, os
autores especulam que as conclusdes contraditérias encontradas nos diferentes trabalhos
se relacionam com variagdes raciais existentes em outros genes relacionados com o
metabolismo dos estrogénios. Qualquer que venham a ser os resultados finais dos
estudos, a possibilidade de este gene condicionar de alguma forma o aparecimento de
cancro da mama tornou-o um motivo de interesse para os Oncobiologistas.

Durante muitos anos pensou-se que a bilirrubina era apenas um téxico produzido
durante o catabolismo do heme. No entanto, existe evidéncia recente que a bilirrubina é
um potente antioxidante fisiolégico e como tal tem um efeito protector contra
aterosclerose, doenga corondria arterial, e inﬂamagﬁo78’79. Muitos estudos tém vindo a
ser efectuados, existindo evidéncia de uma associagdo inversa entre os niveis séricos de
bilirrubina € doenga cardiovascular. Num estudo efectuado por Hopking et al”, em
1996, concluiu que existia um redugdo de 60 a 90% do risco de doenca coronéria
arterial nos individuos que apresentavam valores de bilirrubina mais elevados,

alargando ainda mais a importancia potencial do gene da UGT1Al.
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II- Objectivos

O SG ¢ reconhecidamente uma entidade clinica benigna, cujo diagnéstico € dificil do
ponto de vista bioquimico. Este diagndstico €, no entanto, importante, pois é comum
que estes doentes sejam sujeitos a indmeros exames invasivos para um esclarecimento
etioldgico da hiperbilirrubinémia que apresentam. O SCN € uma entidade clinica muito
mais grave, o que realga a importincia do seu diagndstico, como também em
determinadas situacdes, a necessidade de proceder a aconselhamento genético e mesmo
diagndstico pré natal.

O objectivo principal deste trabalho foi o de investigar a presenca de mutacdes no gene
UGT1ALl, e estabelecé-las como diagnéstico etioldgico em doentes portugueses com
hiperbilirrubinémia e suspeita clinica de SG ou SCN.

A vpartir do perfil mutacional desta populagio, outros objectivos foram o
estabelecimento de uma estratégia para o rastreio molecular ¢ de uma relagio

gendtipo/fendtipo.
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IT1- Material e métodos

1- Doentes
2- Populagao controlo
3- Anadlise molecular
3.1- Material Biologico
3.2- Genotipagem da regido A(TA)nTAA do gene UGT1A1
3.3- Sequenciacdo do gene UGT1A1
3.4- Analise conformacional dos polimorfismos de cadeia simples
(PCR-SSCA)
3.5 - Andlise de Restricio

3.6 — Exclusao de contaminacio materna
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III- Material e métodos

1- Doentes

Este trabalho incluiu 120 doentes com diagndstico clinico de SG (77 do sexo masculino
e 43 do sexo feminino), um com diagnéstico clinico de SCN tipo II ¢ um diagndstico
prenatal de SCN tipo I, da regido Norte de Portugal. A média (+ SD) de bilirrubina total
nos doentes com diagnéstico de SG era de 36,02 + 22,94 umol/l. O doente com
diagnostico de SCN tipo II apresentava valores basais de bilirrubina total de 108 umol/l,
que diminuia com a administragdo de fenobarbital (70 pmol/l) e aumentava com jejum
(198 umol/l). O diagndstico prenatal foi efectuado num feto cujos pais tinham ja um

filho com diagndstico de SCN tipo I, relacionado com a mutacio ¢.923G>A.

2 — Populaciao controlo

Nos rastreios populacionais foram utilizadas amostras de DNA (100 para as mutagdes ¢

50 para os polimorfismos) de individuos nao relacionados.

3- Analise molecular

3.1- Material Biolégico

O DNA gendmico foi obtido de sangue periférico pelo método convencional da solugio
saturada de cloreto de s6dio. O DNA foi extraido da amostra das vilosidades coriénicas
usando o reagente comercial DNAzol® (Invitrogen life technologies, California, USA),

de acordo com as instrugdes do fabricante.

3.2- Genotipagem da regido A(TA)nTAA do gene UGT1A1l
Em todos os doentes foi inicialmente pesquisado o nimero de repeti¢oes [TA] na regiéo

TATA-box do promotor do gene UGT1AL1. Esta regido foi amplificada pela reac¢io em
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cadeia da polimerase (polymerase chain reaction- PCR) usando os oligonucleotideos
iniciadores descritos por Bancroft et al®” (UGT1A1-TAF e UGT1A1-TAR da tabela II),
tendo um dos oligonucleotideos iniciadores sido marcado com um fluorocromo (Ned).
A reaccio de PCR foi efectuada usando PCR Master Mix (Promega, Madison, EUA). A
25 wl desta mistura, que tem DNA Taq polimerase, dNTPs e cloreto de magnésio, foi
adicionado 1 ul de DNA genémico (concentracdo inferior a 250 ng/ul), 1 pl de cada um
dos oligonucleotideos iniciadores (50 pmol/pl) € d4gua para um volume final de 50 ul. O
programa de PCR, inclui uma desnaturacéo inicial de 10 minutos a 95°C, seguida de 30
ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 60°C ¢ 1 minuto a 72°C e extensio final de 30
minutos a 72°C, num termociclador GeneAmp PCR System 9600 (Applied Bioystems,
Foster City, EUA).

Apés amplificagéo, 1 pl do produto foi adicionado a 15 pl de formamida desionizada e
0,2 ul de padrdo de tamanho interno (ROX™ — 500 size standard). A separacio dos
fragmentos amplificados foi realizada no sequenciador automético ABI 310 utilizando o
polimero POP4™ (Applied Biosystems, Foster City, EUA). O tamanho dos fragmentos
amplificados e respectivo nimero de repetigdes [TA], foi determinado usando o
programa GeneScan v3. O namero de repeticoes [TA] foi confirmado em 4 amostras
homozigéticas para 6 repeticdes, em 4 homozigdticas para 7 repeticdes ¢ em 4

heterozigoéticas para 6 e 7 repeticoes.

3.3- Sequenciacio do gene UGT1A1
Nos doentes com SG que se revelaram heterozigéticos para a inser¢do dinucleotidica
[TA] na regido promotora do gene UGT1A1, assim como no doente com SCN tipo II,

foi efectuada sequenciagio directa dos cinco exdes e da regido promotora do gene
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UGT1A1. A amplificagdo foi efectuada usando os oligonucleotideos iniciadores
apresentados na tabela II. A reaccdo de PCR foi efectuada usando PCR Master Mix
(Promega, Madison, EUA), tal como na genotipagem da regidio A(TA)nTAA. O
programa de PCR inclui uma desnaturagéo inicial de 10 minutos a 95°C, seguida de 35
ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 56°C ¢ 1 minuto a 72°C e extensdo final de 10
minutos a 72°C (num termociclador GeneAmp PCR System 9600, Applied Bioystems,

Foster City, EUA).

3.3.1- Purificacio e quantificaciao do produto de PCR

Para eliminar os oligonucleotideos ndo incorporados, o produto de PCR foi separado
num gel de agarose a 2%, em tampdo 1X TAE. As bandas correspondentes foram
excisadas e centrifugadas em colunas de separagio spin-X® (COSTAR, Baar,
Alemanha) durante 15 minutos a rotagdo de 20800 rcf a 4°C. A concentracio deste
produto de PCR purificado, foi determinado por comparacdo com um marcador de peso
molecular (DNA mass ladder, Invitrogen, California, EUA) num gel de agarose a 1%,
com tampao TAE. A quantidade de produto usada na reaccao de sequenciagio foide 1 a

3 ng por cada 100 pb.

3.3.2 — Reaccio de sequenciacao

As reacgOes de sequenciagdo foram efectuadas usando reagentes comerciais (Kit Big
Dye Terminator v.2, Applied Biosystems, Foster City, EUA), nas condigdes
recomendadas pelo fabricante. Foram adicionados para um volume final de 20 pl, 4 ul
de Big Dye Terminator v.2 (que contém MgCl,, dNTPs, ddNTPs marcados com

fluorocromos € AmpliTaq DNA polimerase), 1,5 ul de cada um dos oligonucleotideos
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iniciadores (5 pmol/ul), 5 ul de produto de PCR purificado e 9,5 pl de dgua destilada. O
programa das reacgOes de sequenciacdo inclui uma desnaturacao inicial de 6 minutos a
94°C, seguido de 25 ciclos de 10 seg a 96°C, 5 seg a 50°C e 4 seg a 60°C ¢ de extensdo
final de 10 minutos a 60°C, num termociclador GeneAmp PCR System 9600 (Applied

Bioystems, , Foster City, EUA).

Tabela II — Oligonucleotideos iniciadores usados na amplificacdo dos 5 exdes e regido

promotora do gene UGT1A1

Regido do gene '

~ Nome

Sequéncia (5'23") e

UGT1A1

Promotor UGT1A1-PF 5'"CTCTAAGCACATCCCCAAGTA!
UGT1A1-PR 5" TAAGCAAGTTTCCATCCTTCA'
UGT1A1-TAF 5 TAACTTGGTGTATCGATTGGTTTTTG*
UGTIAI-TAR  5’ACAGCCATGGCGCCTTTGCT

Exio 1 UGT1Al-1aF 5’AGGAGCAAAGGCGCCATGGC

UGT1Al-1aR 5" TGCAGTAAGTGGGAACAGCC

| UGT1A1-1bF 5"GCTGTTCCCACTTACTGCACA
UGTIAI-IbBR 5 CGCATGTAAAAGTCCCACTCC
UGT1A1-2F 5"TCTATCTCAAACACGCATGCC
UGT1A1-2R 5"GGCAGGGAAAAGCCAAATCTA
UGT1A1-3F 5'TTGCCAGTCCTCAGAAGCCTT
UGTI1AL-3R 5"ATGCCCTTGCAGAAATTTGC

Exdo 4 UGT1A1-4F 5 TGCAAGGGCATGTGAGTAACA
UGT1A1-4R 5"AAGCCAAGATTGCACCACTG

Exao5  UGTIAI-5F 5"GAGGATTGTTCATACCACAGG

 UGTIAI-SR 5'GCACTCTGGGGCTGATTAAT

1- As sequéncias destes oligonucleotideos iniciadores foram descritas na referéncia 81. *Oligonucleotideo

iniciador marcado com fluorocromo (Ned)
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3.3.3- Purificacao dos produtos de sequenciaciao

De forma a eliminar os dNTPs ¢ ddNTPs ndo incorporados € sais que pudessem
interferir com a electroforese capilar, os produtos de sequenciagdo foram purificados
através da precipitacao com etanol e MgCl,. Ao produto de reacgdo (20 pl) adicionou-se
20 pl de MgCl; a 2 mM e 55 pl de etanol absoluto e centrifugou-se a mistura a 28000
rcf a 4°C, durante 20 minutos. Apds a remogdo do sobrenadante o pellet obtido foi

lavado com etanol a 70% e novamente centrifugado nas mesmas condigdes.

3.3.4 — Electroforese capilar

Os produtos purificados foram ressuspendidos em 30 pl de formamida desionizada por
agitacdo no vortex durante 10 segundos. A separacdo dos fragmentos foi realizada por
electroforese capilar no sequenciador automético utilizando como matriz de separagio o
polimero POP4™. Os resultados foram analisados no programa sequence analysis v3.7

(Applied Biosystems, Foster City, EUA).

3.4- Analise conformacional dos polimorfismos de cadeia simples (PCR-SSCA)

O rastreio populacional e/ou a pesquisa de portadores das mutagoes c.674T>G e
c.488_491dupACCT e do polimorfismo ¢.997(-82T>C), foram efectuados por PCR-
SSCA.

Os produtos amplificados referentes aos exdes 1 (oligonucleotideos iniciadores
UGT1A1-1bF ¢ UGT1A1-1bR) € 3 do gene UGT1AL1 (5 pl) foram diluidos (1:1) num
tampéo de aplicacdo, desnaturados a 95°C durante 4 minutos ¢ em seguida colocados
directamente no gelo para evitar a renaturagdo dos produtos. As amostras foram

posteriormente aplicadas em géis de acrilamida ndo desnaturante MDE™ (BMA
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products, Nottinghan, UK) num sistema manual de géis verticais Techware (Sigma-
Aldrich, St. Luis, EUA) em que o tampao utilizado foi de 0,6X TBE.

Foram testadas diferentes condicOes, nomeadamente diferentes concentragbes e altura
do gel, assim como diferentes temperaturas (temperatura ambiente e 4°C). As condigdes
em que se conseguiu uma melhor separagdo dos fragmentos, foram: concentragdo de
MDE 0,6X, altura do gel de 22 cm e temperatura ambiente. Para um volume final de 25
ml misturdmos: 17,2 ml de 4gua destilada, 1,5 ml de TBE (10X), 6,25 ml de MDETM,
125 pl de persulfato de aménia a 10% e 12,5 ul de tetrametil-etilenodiamina.

Para revelagdo dos géis foi utilizado o método de coloracio pelo nitrato de prata®.

3.5 - Analise de Restricao

Anilises de restricao foram efectuadas para o rastreio populacional e/ou pesquisa de
portadores da mutacio ¢.923G>A e do polimorfismo ¢.1-1126C>T.

A mutagio ¢.923G>A localizada ao nivel do exdo 2 cria um novo local de corte com o
enzima Hinfl (New England Biolabs, Beverly, EUA). O polimorfismo ¢.1-1126C>T
localizado na regido promotora do gene cria também um novo local de corte para o
enzima Cac81 (New England Biolabs, Beverly, EUA). Apés a amplificacdo dos
respectivos fragmentos, estes foram digeridos na presenga do tampdo da respectiva
enzima, num volume final de 25 pl, a 37°C durante a noite. Os fragmentos resultantes

da digestao foram analisados em géis de agarose a 2% em tampao 1X TAE.
3.6 — Exclusao de contaminacdo materna

Para exclusao de contaminacdo materna na amostra fetal, foram analisados 12

marcadores polimérficos (D5S640, D5S2077, D5S673, D5S410, D13S232, D13S292,
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D13S1243, D13S1285, DMDSTR44, DMDSTR45, DMDSTR49 ¢ DMDSTRS50) por
PCR-multiplex . Os respectivos oligonucleotideos iniciadores, cujas sequéncias foram
descritas por Richard et al*>, foram marcados com fluorocromos (tabela III). De acordo
com o tamanho dos fragmentos foi possivel combinar a marcacdo fluorocromatica dos
oligonucleotideos iniciadores de modo a executar apenas 3 reacgoes de PCR (perfil 1,
perfil 2 e perfil 3 da tabela III).

As PCR-multiplex foram optimizadas nas seguintes condigdes: 100 ng de DNA, 1X
tampéo de reacgdo (100 mM de Tris-HCI, pH 8,3 e 500 mM de KCl), 0,5 mM de cada
dNTP, 2,5 mM de MgCl,, 10% de DMSO, 4 pl de uma mistura de oligonucleotideos
iniciadores e 0,5 Ul de Taqg Gold Polymerase, num volume total de reacgio de 20 ul. A
mistura de oligonucleotideos iniciadores foi preparada previamente a partir de solugoes
a 10 pmol/ul, ¢ a proporcdo de cada oligonucleotideo iniciador na mistura foi
optimizada de acordo com o tamanho do fragmento e/ou da molécula fluorescente.
Ap0s virias tentativas ficou estabelecida a proporgdo 1:2:3 (fragmentos inferiores a 200
pb marcados com Ned ou Fam: fragmentos superiores a 200 pb com Ned ou Fam:
fragmentos marcados com Hex), as reac¢gdes de PCR-multiplex foram sujeitas ao
seguinte ciclo de temperaturas: uma desnaturagao inicial de 10 minutos a 95°C, seguido
de 30 ciclos de 1 minuto a 95°C, uma rampa de descida de 2 minutos até 55°C e 1
minuto a 72°C, com uma extensio final de 10 minutos a 72°C.

Para reacgéo de PCR-multiplex, 1 pl dos produtos amplificados foi adicionado a 12 pl
de uma mistura de formamida com um marcador de peso molecular (ROX™ — 500 size
standard), desnaturados durante trés minutos a 96°C e arrefecidos em gelo de imediato.

A mistura foi entdo submetida a electroforese capilar ¢ o tamanho dos fragmentos
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determinado no programa GeneScan (ABI 310 Genetic Analyser, Applied Biosystems,

Foster City, EUA).

Tabela III — Caracteristicas dos marcadores estudados para excluir contaminagio

materna.

Nome do marcador

Perfil 1
D5S640
D5S2077
D5S673
D5S410

Perfil 2
D13S232
D13S292
D13S1243
D13S1285

Perfil 3
DMDSTR44
DMDSTRA45
DMDSTR49
DMDSTRS50

Molécula

FAM
Ned
Hex
Hex

Fam
Ned

Ned

Fam

Ned =

Fam
Hex

Fam

Tamanho do

fluorescente fragmento (pb)

70-116
89-97
260 —-294
309 - 333

104126

133 -139
244 -260
197 -219

174 — 204
156 — 184
227 -257
233 -251

* Localizacio

cromossomica

Cromossoma 5

Cromossoma 13

Cromossoma X
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IV- Resultados

1- Rastreio de mutagdes nos doentes com SG

Dos 120 doentes referenciados com diagndstico clinico de SG, 110 (91,66 %)
revelaram-se homozigéticos € 9 heterozigéticos para a inser¢do dinucleotidica TA na
regido promotora do gene UGT1A1l ([TA]7/[TA]7). O outro doente revelou-se

heterozigoto composto para uma e duas insercoes ([TA]7/[TA]8) (Fig. 6).

(TA)/(TA) 4

—— e .

(TA),/(TA),

|

(TA)./(TA)g

Fig. 6- Exemplos de resultados obtidos na genotipagem da regidao A(TA)nTAA do gene UGT1Al.

Estudos adicionais efectuados nos 9 doentes heterozigdticos para o alelo [TA]7,
revelaram heterozigotia para as mutagoes ¢.923G>A (Fig. 7) em 4, heterozigotia para a
mutacgio ¢.674T>G (Fig. 8) em um e heterozigotia para a mutagio c.488 491dupACCT
num outro (Fig. 9). Os estudos adicionais efectuados nos restantes 3 doentes ndo

revelaram a presenca de outras alteragoes.
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As mutagdes ¢.674T>G, c.488 491dupACCT e ¢.923G>A ndo foram encontradas nos
100 individuos controlo. Dada a sua alta prevaléncia encontrada da mutagdo c.923G>A,
esta foi pesquisada em 30 dos doentes homozigoticos para o alelo [TA]7, ndo tendo sido

encontrada em nenhum deles.

A CT ¥ TGEG G ATCA AT GG
1e0

Al e K

CTT TG G HNATCAATGG
5@ 160

rebp
262 hy

100 bp

—— 1eBbp
#2 bp

Fig. 7 — Mutagdo ¢.923G>A. A- Extracto da sequenciagio do exdo 2 de um individuo controlo. B-
Extracto da sequenciag&o do exdo 2 de um individuo heterozigético para a mutagio. C- Esta alteragdo cria
um local reconhecido pelo enzima Hinf I: linha 1- marcador de peso molecular, linha 2 — fragmento ndo
digerido (370 pb), linha 3- auséncia da mutagdo (262pb + 108 pb) e linhas 4 e 5 — heterozigotia para o

mutac¢do (262 pb + 180 pb + 108 pb + 82 pb).
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A C GAC G T GGT T TAT TCCCC
x 7 280

Fig. 8 — Mutagdio ¢.674T>G. A- Extracto da sequenciacdo do exdio 1 de um individuo controlo. B-
Extracto da sequenciagéo de um individuo heterozigético para a mutagéio. C- Esta alteragdo condiciona
uma alteragdo na mobilidade electroforética, na analise por PCR-SSCA: linhas 1 € 2 - padrdo normal e

linha 3 - padrdo heterozigotico.
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TACCTOGTCTICTOCCC ACTOTATTCTTICT TGCAT
B TACCTAEEYGT CTCTGLELACTGTATTICT

Fig. 9 — Mutag?o c.488 491dupACCT. A- Extracto da sequenciagio do exfio 1 de um individuo controlo.
B-  Extracto da sequenciagdo de um individuo heterozigético para a mutagdo. C- Esta alteracdio
condiciona uma alteragdo na mobilidade electroforética, na anélise por PCR-SSCA: linhas 1 e 2 - padrio

normal e linha 3 - padréo heterozigoético.
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2 - Estudos familiares nos doentes com SG

Foi possivel efectuar estudos familiares em 6 dos doentes com SG heterozigéticos para
a inser¢do [TA] e em que foram detectadas alteraches adicionais. Destas 6 situacdes,
apenas uma apresentava histéria familiar sugestiva de forma de transmissdo
autossomica dominante (Fig. 10).

No doente heterozigoto composto para uma e duas insergdes ([TA]7/[TA]8), os pais
apresentavam valores de bilirrubina total normais, tendo o pai revelado heterozigotia
para o alelo [TA]8 e a mée heterozigotia para o alelo [TA]7.

Nas 3 situagdes em que foi identificada a mutacio ¢.923G>A e em que ndo existia
referéncia a histéria familiar de hiperbilirrubinémia, os pais apresentavam valores de
bilirrubina total normal. O estudo molecular efectuado, revelou nos 3 casos,
heterozigotia para a mutagdo ¢.923G>A nas maes e heterozigotia para a insergio [TA]
nos pais.

No doente com histéria familiar de SG, a mée e um tio materno apresentavam valores
de bilirrubina total aumentados (41 e 35 pumol/l, respectivamente), tendo o estudo
molecular revelado heterozigotia para as mutagoes ¢.923G>A e insergdo [TA] na mée e
homozigotia para a insergdo [TA] no tio. O pai embora se tenha revelado homozigético
para a insercao [TA], apresentava valores de bilirrubina total normais (15 pmol/l).

No doente em que foi identificada a mutagdo ¢.674T>G, ambos os pais revelavam
valores de bilirrubina total normais. O estudo molecular efectuado permitiu detectar a
presenga de heterozigotia para as mutagdes c.674T>G e inser¢io [TA] na mae e

auséncia de ambas no pai.
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Fig. 10 — Arvores geneal6gicas das familias estudadas. A — Doente heterozig6tico composto para uma e
duas insercoes ([TA]7/[TA]8). B- Trés doentes heterozigéticos compostos para as mutagoes ¢.923G>A e
insergio [TA] revelaram um estudo familiar semelhante. C- Estudo familiar do doente com histéria
familiar sugestiva uma forma de transmissdo autossémica dominante. D- Doente que revelou as mutagdes

€.674T>G e inser¢do [TA] em cis.
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3- Rastreio de mutacgoes no doente com SCN tipo 11

O doente que nos foi referenciado com diagnéstico de SCN tipo II, revelou a presenca
de heterozigotia para a insercdo dinucleotidica [TA] e heterozigotia para a mutagio
€.923G>A. A sequenciagio directa dos restantes fragmentos do gene UGT1A1, nio
revelou a presenca de alteracoes adicionais neste doente.

O estudo familiar efectuado revelou na mae um aumento ligeiro nos valores de
bilirrubina total (22 pumol/l). O pai apresentava valores normais de bilirrubina total. O
estudo molecular efectuado em ambos revelou homozigotia para a inser¢io [TA] na mie
¢ heterozigotia para a mutagdo c.923G>A no pai. Estes resultados permitem-nos
concluir que o doente € heterozigético composto para as mutagdes ¢.923G>A e inser¢io

[TA].

4- Diagnostico pré-natal

Na amostra de DNA extraido das vilosidades coriénicas ndo foi detectada a presenca da
mutagdo ¢.923G>A, quer por restrigdo enzimdtica com o enzima Hinfl, quer por
sequenciagio directa do fragmento correspondente ao exdo 2 do gene UGT1A1. Ambos
os pais revelaram-se heterozigéticos para a mutagdo. A pesquisa da insercio
dinucleotidica [TA] revelou heterozigotia na amostra das vilosidades coriénicas e na
amostra de DNA extraido do sangue periférico da mée. O pai revelou-se homozigético
normal.

Foi excluida contaminagio materna na amostra de DNA extraido das vilosidades
corionicas, na base dos resultados obtidos com os seguintes marcadores polimérficos:
D5S640, D552077, D5S673, D5S410, D13S232, D13S292, D13S1243, D13S1285,

DMDSTR44, DMDSTR45, DMDSTR49 e DMDSTR50.
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5- Polimorfismos

Foram encontrados dois polimorfismos no gene UGT1Al. Um deles, localizado na
regido promotora do gene, trata-se de uma transi¢do C>T (Fig. 11) na posigdo c.1-1126
(c.1-1126C>T). O outro, localizado no intrdo 2, trata-se de uma transi¢io T>C (Fig. 12)
na posi¢do ¢.997-82 (¢.997-82T>C).

Foi determinada a frequéncia com que estas alteragdes surgem na populagdo portuguesa,
tendo o primeiro polimorfismo sido encontrado em 4 % e o segundo em 30% dos 100

cromossomas estudados.

Fig. 11 — Polimorfismo c.1-1126C>T. A- Extracto da sequenciagfio da regido promotora do gene de um
individuo controlo. B- Extracto da sequenciag@o de um individuo heterozigético para o polimorfismo. C-
Esta alteracéo elimina um local reconhecido pelo enzima Cac8l: linha 1- marcador de peso molecular,
linhas 2,3,4 e 6- auséncia do polimorfismo (418pb + 82pb + 24pb), linhas 5 e 7 — heterozigotia para o

polimorfismo (500pb + 24pb) e linha 8 — fragmento ndo digerido (524pb).
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Fig. 12 — Polimorfismo ¢.997(-82T>C). A- Extracto do electroforograma da sequenciago do intrdo 2 de
um individuo controlo. B- Extracto do electroforograma da sequenciagdo de um individuo heterozigoto
para o polimorfismo. C- Esta alteracdio condiciona uma alteragiio na mobilidade electroforética, na

analise por PCR-SSCA: 1- padrio normal e 2- padrio heterozigético.
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6 — Relacao genotipo/fendtipo nos doentes com SG

Os niveis de bilirrubina total encontrados nos individuos do sexo masculino
homozigoticos para a inser¢do [TA] eram estatisticamente superiores (p=0,009, f-test)
aos encontrados nos individuos do sexo feminino com o mesmo genétipo: 39,6 umol/l

(DP: 24,07 umol/l) versus 26,96 pmol/l (DP: 10,98 wmol/l), (fig. 13).

l p=0,009 |
& .
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Fig. 13 — Comparagdo, por sexo, dos niveis de bilirrubina total encontrados nos individuos

homozigéticos para a inser¢do [TA].

Nos quatro doentes heterozigoticos compostos para as mutagdes ¢.923G>A e insergdo
[TA], a média de bilirrubina total foi de 61,3 umol/l (DP: 23,6 umol/l). Embora o

nimero de doentes com este genodtipo seja reduzido, parece-nos que estes doentes
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apresentam valores de bilirrubina superiores aos dos doentes com o gendtipo
[TA]7/[TA]7. O valor médio de bilirrubina encontrado na doente com a mutagio
¢.674T>G foi de 48 umol/l. Este valor é superior 2 média encontrada nos doentes do
sexo feminino homozigéticos para o alelo [TA]7. O valor de bilirrubina total médio do
doente com a mutacdo c.488_491dupACCT foi de 39 wmol/l, que é um valor
sobreponivel a2 média dos valores encontrados nos doente do sexo masculino
homozigéticos para o alelo [TA]7. A doente com o alelo [TA]8, apresenta doseamento
médio de bilirrubina total de 60 umol/l, que € um valor superior ao encontrado em todos
os doentes do sexo feminino homozigéticos para a insergdo [TA], o que sugere uma

maior gravidade desta mutagdo (Quadro IV).

Quadro IV- Resumo das mutagGes encontradas e respectivos valores de bilirrubina

total.

Numero de Fenétipo Alelol = = Alelo2 Bilirrubina total (umol/l)

.doentes 4 | & P ”(me’dia:i:DP)

1o SG [}A]7 . %[TA]7 - 32124181
[TA]7 c923G>A | 613236

3 SG [TA]7 : 46,6 + 29,95

b SG [TA]7 + ¢.674T>G =~ -

1 SG [TA]7 +c.488 491dupACCT*

SG . [TAT7 AEREITALR

'SCN  [TA]7 c.923G>A 108

*Neste caso o estudo familiar ndo foi possivel, o que nos dificultou a conclusdo quanto a presenca de

ambas as mutagGes em cis ou trans.
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V- Discussao

O diagnostico de SG foi durante muitos anos feito por exclusdo, dada a dificuldade no
estudo bioquimico do enzima UGT1Al. A localizagdo do seu gene e posteriormente a
identificacdo de mutagOes relacionadas com o SG, veio alterar de forma significativa
este panorama, pois permitiu encontrar marcadores genéticos para a doenca®*®’. Embora
0 SG seja uma patologia benigna, o seu diagndstico pode ser importante, dado que estes
doentes no decurso da investigagdo etiolégica da hiperbilirrubinémia, podem vir a ser
sujeitos a um nimero significativo de exames, mais ou menos invasivos .

Na nossa populagido de doentes com SG, a homozigotia para a inser¢io dinucleotidica
[TA] na regido promotora do gene UGT1Al, revelou-se como a sua principal causa. A
alta frequéncia desta mutagio € sobreponivel ao descrito na literatura para outras
populagdes caucasianas®®’. Isto tem condicionado que a pesquisa deste alelo, efectuada
por técnicas de biologia molecular simples, se tenha transformado num exame de
extrema utilidade na confirmagio do diagnéstico de SG, particularmente das suas
formas mais ligeiras.

Beutler et al” baseados em diferentes estudos publicados na literatura, calcularam para
a populagdo caucasiana uma prevaléncia de 15% de homozigotia para o alelo [TA]7.
Esta prevaléncia € significativamente superior a2 de doentes com diagnéstico de SG

8889 0 que reflecte a existéncia

calculada na base dos niveis plasmaticos de bilirrubina
de outros factores adquiridos e€/ou hereditarios que possam, adicionalmente ao défice de
glucuronidagdo hepética provocado pela existéncia da inser¢io [TA], afectar o
metabolismo da bilirrubina.

No grupo de doentes do sexo masculino com SG, homozigéticos para a inser¢io [TA],

encontramos niveis de bilirrubina significativamente superiores (1,5 vezes) aos
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encontrados nos individuos do sexo feminino com o mesmo gendétipo. Isto deve-se
possivelmente a maior quantidade de bilirrubina produzida pelos individuos do sexo
masculino e/ou a inibigéo do enzima responsével pela glucuronidagéo da bilirrubina por
esteréides androgénicos®®. Estes niveis de bilirrubina mais elevados nos individuos do
sexo masculino poderd explicar o facto de eles nos serem referenciados em maior
nimero (66%).

A presenga do alelo [TA]8 ndo foi descrita anteriormente em nenhum outro doente
portugués com SG. Do nosso conhecimento, existe na literatura, apenas duas descrigdes
de doentes caucasianos com SG, que apresentam este alelo. O primeiro caso é o de uma
rapariga de Taranto (Itlia), heterozigota composta para uma e duas insercdes
([TA]7[TA]8), tal como o nosso caso’’. Este caso tem um grau elevado de semelhanca
com 0 nosso, ji que sdo ambos do sexo feminino, com a mesma idade e niveis de
bilirrubina total muito semelhantes (60 e 57,9 pmol/l). Estes dois casos, analisados em
conjunto, ddo alguma evidéncia da existéncia de algum tipo de correlagio
genotipo/fenétipo. O segundo caso, refere-se a um rapaz de 3 anos de idade de origem
grega, heterozigoto para este alelo ([TA]6/[TA]8)".

Apesar da presenca do alelo [TA]8 ser muito raro em individuos caucasianos, a sua
frequéncia na populagio africana é estimada em 6,9 %°°. Iolascon®® e Tsezou®! sugerem
que o aparecimento deste alelo na populagdo caucasiana ¢ um evento genético recente,
nao sendo portanto o resultado de uma mutagdo ancestral comum. Este raciocinio é
reforgado pelo facto de sequéncias repetitivas serem instdveis e poderem aumentar ou
diminuir por diferentes mecanismos, nomeadamente por crossing over desigual durante
a meiose.

Erps et al’? descreveu pela primeira vez em 1994 a mutagio ¢.923G>A em homozigotia

numa crianga do sexo feminino com 7 anos de idade com diagnéstico de SCN tipo L.
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Esta crianca apresentava niveis de bilirrubina total que variavam entre 410 e 460 pmol/l
e que ndo diminuia com a administragio de fenobarbital. Nesse mesmo artigo os autores
referem que tanto os pais como um irmao eram heterozigéticos para a mutagio, nio
referindo no entanto os seus valores de bilirrubina total. Esta mutagio condiciona a
substitui¢do da glicina localizada na posigdo 308 por um 4cido glutdmico, a qual se
localiza num dominio altamente conservado da proteina, que vai da posi¢do 298 até a
posicdo 315%, relacionado com a ligacéo ao substrato.

Verificamos, inesperadamente, que esta mutacdo se veio a revelar como a segunda
mutacdo mais frequentemente associada com SG na nossa populagdo. No entanto, esta
mutagio s6 por si ndo parece suficiente para condicionar hiperbilirrubinémia, ja que, por
um lado, a encontramos nos doentes com SG sempre em heterozigotia composta com a
inser¢do [TA] e por outro lado, os familiares que a apresentavam isoladamente n#o
apresentavam hiperbilirrubinémia. Na literatura nio encontrdmos referéncia a outros
casos de SG associados a esta heterozigotia composta para podermos fazer uma melhor
relagdo genotipo/fenétipo. No entanto, os 4 doentes por nés estudados apresentam
valores médios de bilirrubina total significativamente superiores aos doentes
homozigéticos para a insercao [TA].

Heterozigotia composta para as mutagdes c.923G>A e insergdo [TA] também foi
encontrada no doente com diagndstico de SCN tipo II. Ndo encontrimos na literatura
qualquer referéncia a esta associagdo. Habitualmente o SCN tipo II estd associado com
homozigotia ou heterozigotia composta para mutacoes do tipo missense no gene
UGT1Al. No entanto, mais raramente, tém vindo a ser descritas situagdes de
heterozigotia composta de mutacdes relacionadas em homozigotia com SCN tipo I, com

a insergao [TA].
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O facto desta heterozigotia composta ter sido encontrada tanto em doentes com
diagnostico de SG, como no doente com diagndstico de SCN tipo II, sugere-nos a
existéncia de outros factores, adquiridos e/ou hereditdrios, que possam adicionalmente
afectar os niveis plasmaéticos de bilirrubina.

Iolascon et al> descreveu no ano 2000 pela primeira vez a mutagio c.674T>G, numa
crianga do sexo masculino, com 8 anos de idade, com diagnéstico SCN tipo II. Esta
mutacio foi descrita em associagdo com a mutacio ¢.239_240delAG e com homozigotia
para a insercdo [TA]. Este doente herdou da méde a mutacio c.674T>G associada i
inser¢do [TA] e do pai a mutagdo ¢.239_240delAG, também associada a inser¢do [TA].
A mie deste doente, assim como a doente por nds estudada ¢ a sua mée apresentam o
mesmo gendtipo. No entanto, a nossa doente tinha valores de bilirrubina bastante
elevados que contrastavam com os encontrados na sua méie ¢ na mie do doente descrito
por Iolascon et al”>, que apresentavam valores de bilirrubina normais ou ligeiramente
aumentados (15 ¢ 18,7 umol/l, respectivamente). As razdes que nos levam a pensar que
esta mutacdo € causal sdo: o aminoédcido que ¢ substituido ¢ altamente conservado,
nenhum dos 100 individuos controlo estudados apresenta esta alteracio e a
sequenciacdo directa das regides codificadas do gene UGT1A1 nido ter detectado a
presenca de alteracOes adicionais.

A mutacéo c.488_491dupACCT foi encontrada pela primeira vez no doente descrito por
nos. Esta mutagéo do tipo frameshift, condiciona uma paragem prematura na sintese da
proteina ao nivel do aminoécido 183 (Fig. 14). Nao foi possivel o estudo familiar neste
caso. No entanto, dado tratar-se de uma mutacdo que condiciona alteragdes tio drésticas
a nivel protéico, estar localizada no local de liga¢do da enzima ao substrato, nio ter sido
encontrada em nenhum dos 100 individuos controlo estudados e se associar 2 insercio

[TA] podemos concluir tratar-se da alteragdo causal.
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MAVESQGGRPLVLGLLLCVLGPVVSHAGKILLIPVDGSHWLSMLGAIQQLQQR
MAVESQUG. " LLCVLGPVVSHAGKILLIPYDGSHWLSMLGAIQQLQOR

GHEIVVLAPDASLYIRDGAFYTLKTYPVPFQREDVKESFVSLGHNVFENDSFLQR
- GHEIVVLAPDASLYIRDGAFYTLKTYPVPEQREDVKESFVSLGHNVFENDSFLOQR

VIKTYKKIKKDSAMLLSGCSHLLHNKELMASLAESSFDVMLTDPFLPCSPIVAQY
VIKTYKKIKKDSAMLLSGCSHLLHNKELMASLAESSFDVMI TDPILPCSPIVAQY

LSLPTVFFLHALPCSLEFEATQCPNPFSYVPRPLSSHSDHMTFLQRVKNMLIAFS
LPVSAHCILLACTAMQPGI Stop

QNFLCDVVYSPYATLASEFLQREVTVQDLLSSASVWLF RSDFVKDYPRPIMPN

MVFVGGINCLHQNPLSQEFEAYINASGEHGIVVFSLGSMVSEIPEKKAMAIADA
LGKIPQTVLWRYTGTRPSNLANNTILVKWLPQNDLLGHPMTRAFITHAGSHGV
YESICNGVPMVMMPLFGDQMDNAKRMETKGAGVTLNVLEMTSEDLENALKA
VINDKSYKENIMRLSSLHKDRPVEPLDLAVFWVEFVMRHKGAPHLRPAAHDLT

WYQYHSLDVIGFLLAVVLTVAFITFKCCAYGYRKCLGKKGRVKKAHKSKTH

Fig. 14- Sequéncia da proteina normal (letras pretas) e a sequéncia da proteina truncada resultante da

mutacio c.488_491dupACCT (letras vermelhas).

Em conclusdo, a inser¢do [TA] na regido promotora do gene UGT1A1 ¢é a causa mais
frequente de SG na populagdo portuguesa. A presenga de outras alteragdes podem
também associar-se com SG. A mutagdo ¢.923G>A em heterozigotia revelou-se como a
segunda causa mais frequente de SG na nossa populagdo. Dado que se trata de uma
mutagdo que anula a actividade do enzima, a sua pesquisa podera ser de extrema
importancia tanto em termos de diagndstico, como de aconselhamento genético e

mesmo de diagnostico prénatal.
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A contribui¢do da biologia molecular para o diagndstico do SG revelou-se de extrema
importancia, particularmente quando foi identificada a insercdo [TA] no promotor do
gene UGT1A1 como o principal marcador genético desta patologia. Efectivamente, a
pesquisa desta insergdo, efectuada por técnicas de biologia molecular simples, permite-
nos estabelecer o diagndstico de SG de forma répida, eficiente e econémica. A
identificacio de outras mutacdes, eventualmente mais graves, pode ser itil ndo s6 para o
diagnéstico, como também no aconselhamento genético. A identificacio da alteragio
genética associada com SCN, para além da confirmacgdo do diagndstico, permite o
aconselhamento genético e o diagndstico pré-natal.

A identificacio de outros factores, hereditirios ou adquiridos, que possam influenciar a
relagéo gendtipo/fenétipo € sem duvida a questdo de maior importincia a investigar no
futuro. Neste sentido, a curto prazo pensamos tentar estudar a frequéncia do alelo c.1-
3263T>C na nossa populagido € a sua influéncia nos niveis de bilirrubina tanto nos
doentes com SG cujas alteragdes causais ndo tenham ainda sido identificadas, assim
como a sua influéncia nos niveis de bilirrubina em doentes homozigéticos para a
insercdo [TA].

O estabelecimento do perfil mutacional dos doentes com SG na populagdo portuguesa
possibilitard estudar a sua associagdio com outras patologias, nomeadamente

oncoldgicas.
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