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A gente vai contra a corrente
Até ndo poder resistir

Na volta do barco é que sente
O quanto deixou de cumprir
Faz tempo que a gente cultiva
A mais linda roseira que ha
Mas eis que chega a roda viva
E carrega a roseira pré la...

Roda mundo, roda gigante
Roda moinho, roda pido

O tempo rodou num instante
Nas voltas do meu coracéo...

Chico Buarque — Roda Viva



RESUMO

A ictericia neonatal ¢ geralmente benigna, mas desfechos desfavoraveis podem ocorrer e a
identificagdo dos casos de maior risco seria muito util. Alguns fatores de risco ja conhecidos
sdo prematuridade, desidratacdo, aleitamento materno, deficiéncia de G6PD e
incompatibilidade sanguinea. As alteragdes na conjugacdo hepatica de bilirrubina devido a
polimorfismos da UGT1A1 também podem contribuir para esse maior risco. O objetivo deste
estudo foi estimar a freqiiéncia da deficiéncia de G6PD e/ou das variantes polimorficas da
UGT1A1 como fatores de risco para hiperbilirrubinemia grave em neonatos com mais de 35
semanas de idade gestacional e peso superior a 2000g em uma Unidade Neonatal do Sul do
Brasil. Estudo prospectivo, observacional, de casos e controles, que incluiu 243 recém-
nascidos admitidos para fototerapia no HCPA e 247 controles, entre mar¢o e dezembro de
2007. Foi realizada dosagem da atividade da G6PD e andlises genético-moleculares do
respectivo gene. Foi também realizado PCR para a UGT1A1 com eletroforese capilar em
analisador genético ABI 3130xl e analise no programa GeneMapper®. Foram detectados
gendtipos polimorficos da UGT1A1 em 16% dos pacientes, com prevaléncia nos ictéricos de
13,5% e nos normais de 18,2%, diferenga ndo significativa. Identificada maior prevaléncia
dos polimorfismos em negros e pardos (25%) em relacdo aos brancos (13%) (p=0,014). A
prevaléncia da deficiéncia de G6PD foi 4,6%, sem mostrar correlagdo com a ictericia.
Concluimos que nesta amostra de recém-nascidos do sul do Brasil nem as variantes da
UGTI1A1l, nem a deficiéncia de G6PD foram associadas a hiperbilirrubinemia grave, com
prevaléncias semelhantes as verificadas em outras populagdes. Considerando a grande
miscigenagdo presente nessa regido, outros fatores e interagdes génicas devem ser procurados,
incluindo possivelmente o estudo de outros polimorfismos, identificando fatores de risco para

explicar a doenga, um importante problema de saude a merecer a atengdo dos pesquisadores.

Palavras —Chave: UGT1Al, ictericia neonatal, G6PD, polimorfismos, hiperbilirrubinemia



ABSTRACT

Neonatal jaundice is usually benign, but unfavorable outcomes may happen; therefore, the
identification of high-risk cases would be very useful. Some risk factors already known are
prematurity, dehydration, breastfeeding, G6PD deficiency and blood incompatibility.
Alterations in the hepatic conjugation of bilirubin due to UGT1A1 polymorphisms may also
contribute to this higher risk. The objective of this study was to estimate the frequency of
G6PD deficiency and the promoter region of UGT1A1 gene variants as risk factors to severe
hyperbilirubinemia in newborns of over 35 weeks of gestational age and weighing above
2,000g in a Neonatal Service in Southern Brazil. This is a prospective and observational study
of cases and controls which included 243 newborns admitted for phototherapy at HCPA and
247 controls, between March and December, 2007. G6PD activity was determined and the
deficient cases were investigated by genetic analysis. PCR for the UGT1A1 variants was also
performed, followed by capillary electrophoresis in genetic analyzer ABI 3130x| and the
analysis in GeneMapper® program. Polymorphic genotypes were detected in 16% of the
patients, prevalence in icteric patients was 13,5% and in normal individuals was 18,2%, a
difference which was not significant. A higher prevalence of polymorphisms in blacks and
mulattos (25%) was identified when compared to whites (13%) (p=0,014). A prevalence of
4,6% of G6PD deficiency was found, without association to jaundice. We concluded that in
this sample of newborns from the South of Brazil, polymorphic variants of UGT1A1 were not
associated to severe hyperbilirubinemia as well as G6PD deficiency; being the prevalence
similar to those found in other populations. Considering the high miscegenation that occurs in
this area of Brazil, perhaps other factors and genic interactions should be sought in order to
identify genetic risk factors, possibly including the study of further polymorphisms, as

neonatal jaundice remains an important health problem to be approached by investigators.

Keywords: UGT1A1, neonatal jaundice, G6PD, polymorphisms, hyperbilirrubinemia
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1. Introducao:

A ictericia neonatal ¢ uma condicdo geralmente benigna, mas, devido ao potencial de
toxicidade da bilirrubina, os bebés devem ser monitorizados para identificacdo daqueles com
maior risco de desfechos desfavoraveis (AAP 2004).

Nos neonatos 0 metabolismo da bilirrubina ¢ ainda uma transi¢do do estagio fetal para
o adulto. A hiperbilirrubinemia nio conjugada fisioldgica encontrada em neonatos a termo, na
primeira semana de vida, ¢ usualmente atribuida a imaturidade da atividade da enzima
hepatica de conjugacdo de bilirrubina uridina-difosfato-glucoronosiltransferase 1 A1 (UGT1
Al) e a sobrecarga de bilirrubina, causada pela degradagao da hemoglobina fetal (MARUO et
al., 1999).

Os valores limites para bilirrubinas na ictericia fisiologica, anteriormente baseados no
valor do percentil 95 do Collaborative Perinatal Project e do National Collaborative Study,
tornaram-se mais elevados em populagdes de neonatos alimentados no seio — 15 mg/dL a 17,5
mg/dL (BHUTANI et al., 1999).

Em aproximadamente 50% dos casos ndo se identificam as causas da ictericia, sendo
bem estudados diabete mélito materno, origem asidtica, prematuridade, baixo peso, irmao
com hiperbilirrubinemia, incompatibilidade ABO, infeccdo, céfalo-hematoma, asfixia,
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD). Alguns fatores associados a
bilirrubinemia maior que 20 mg/dL foram amamentacdo, polimorfismos do gene da UGT1Al
e/ou da proteina transportadora de anion orgénica 2 (OATP-2), relacionada com a captagdo
hepética da bilirrubina indireta (HUANG et al., 2004, WATCHKO 2005).

O polimorfismo da UGT1A1 com homozigose do alelo (TA)7 ¢ relacionado com a
Sindrome de Gilbert (KAPLAN e HAMMERMAN 2002). A freqiiéncia génica da variante ¢

30%, resultando em 9% da populag¢do homozigota e 42% heterozigota (BOSMA et al., 1995).



A deficiéncia de G6PD ¢ uma doenga genética com distribuicao mundial, envolvendo
de 2 a 400 milhdes de pessoas (BEUTLER 1994), e listada no passado entre os 10 fatores
mais importantes que contribuem com ictericia neonatal ndo hemolitica (JOHNSON e
BHUTANI 2002). Atualmente se valoriza ndo apenas a deficiéncia de G6PD como causa de
ictericia grave, mas sua combinagdo com polimorfismos da UGT1A1 (KAPLAN et al., 1997).

Na maioria das vezes, a bilirrubinemia ndo excedera os niveis fisiologicos, mas pode
chegar a niveis suficientemente elevados para entrar no sistema nervoso central (SNC) e
causar kernicterus, em geral com dano neurologico irreversivel (KAPLAN e HAMMERMAN
2005b). Kernicterus, embora raro, tem mortalidade significativa em 10% dos casos e
morbidade em longo prazo em 70% (BHUTANI et al., 2004a) e ¢ uma doenca caracterizada
pela impregnacdo com bilirrubina nos nucleos da base e cerebelo, em criangas que
manifestaram sinais de encefalopatia aguda ou cronica. A Academia Americana de Pediatria
(AAP) orienta o uso do termo encefalopatia aguda para descrever manifestagdes agudas da
toxicidade pela bilirrubina, enquanto kernicterus seria usado para a seqiiela neuroldgica e
cronica (AAP 2004).

A ictericia ¢ fonte de preocupacdo para os pais, € poucos bebés necessitardo de
investigacdo ou tratamento, mas mesmo nos casos sem morbidade pode haver prejuizo do
vinculo ¢ da amamentagdo. A maior atencdo da equipe médica quanto as criancas de risco
evitaria re-internagdes hospitalares e desfechos com morbidade. O melhor conhecimento dos
fatores responsaveis pela ictericia, através do estudo das suas prevaléncias nos possibilita
planejar a investigagdo desses pacientes visando prevengdo da encefalopatia

hiperbilirrubinémica.



2. Revisao da Literatura:

2.1. Ictericia Neonatal

A bilirrubina ¢ o produto final do catabolismo da heme, com a formag¢ao de uma
molécula de CO e de bilirrubina para cada molécula de heme degradada (MAISELS e KRIG
2006). Essa bilirrubina livre se liga a albumina plasmatica e, posteriormente, ¢ captada pela
membrana celular hepatica. No interior do hepatdcito ocorre o processo de conjugacdo com
acido glucoronico, possibilitando a excre¢do da bilirrubina conjugada por um processo de
transporte ativo nos canaliculos biliares.

O significado da ocorréncia quase universal de ictericia em recém-nascidos permanece
um mistério, mas uma boa explicagdo ¢ a bilirrubina ser um poderoso anti-oxidante
(MIRELES et al, 1999). Baixos niveis de marcadores de estresse oxidativo, bem como
aumento de enzimas anti-oxidantes, foram encontrados em neonatos ictéricos; o nascimento
impde um estresse oxidativo consideravel uma vez que o feto sai de um ambiente de
hipoxemia in utero para um ambiente externo rico em oxigénio. Os bebés tém mecanismos de
defesa anti-oxidantes ainda inadequados, e a bilirrubina pode servir como um anti-oxidante de
transicdo nos primeiros dias de vida, antes que os outros mecanismos se desenvolvam
totalmente (KUMAR et al., 20006).

A ictericia neonatal resolve-se entre o sétimo e décimo dia de vida e o desfecho ¢
geralmente benigno, mas existe o risco de hiperbilirrubinemia grave e, em raros casos,
encefalopatia (AAP 2004). E a razio mais comum de readmissio hospitalar na primeira
semana de vida pos-natal (MAISELS et al., 1998), pois mais de 60% dos neonatos saudaveis
desenvolverdao hiperbilirrubinemia nessa semana - ¢ a maioria recebe a alta hospitalar pds-

nascimento antes do pico usual da bilirrubina total (BT) entre 72 -120h.



A hiperbilirrubinemia grave, definida como BT acima do percentil 95 para idade em
horas, ocorre em 8-9% dos neonatos durante a primeira semana, com aproximadamente 4% de
afetados ap6s 72h de vida (BHUTANI et al., 1999, STEVENSON et al., 2001). Estudos em
diversas populagdes definem o limite superior das bilirrubinas normais em 17 - 18mg/dL
(MAISELS 1999, BHUTANI et al., 1999). Em geral, hiperbilirrubinemia grave de inicio
precoce ¢ associada a aumento na producao de bilirrubina, enquanto a tardia é associada com

atraso na elimina¢do com ou sem produ¢do aumentada, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1: Causas da hiperbilirrubinemia no recém-nascido conforme a idade de aparecimento

Hiperbilirrubinemia de inicio
precoce (idade <72h)

Primeiras 24h

Hiperbilirrubinemia de inicio tardio (idade >72h e < 2 semanas)

Primeira semana de vida

>uma semana de vida

Prova direta de coombs positiva:

Eritroblastose fetal isoimune:
- doenga Rh

- incompatibilidades por subgrupos

- ABO (geralmente coombs -)

Ictericia idiopatica benigna (fisiol6gica; <
percentil 40)

Sepse viral ou bacteriana

Aumento circulagdo entero-hepatica

Prova direta de coombs negativa:

- deficiéncia de G6PD

- defeito intrinsico da heméacea
- esferocitose

- eliptocitose

- hemoglobinopatias

Desordens do metabolismo da bilirrubina:

- polimorfismos da UGT1Al

- co-herancga polimorfismo da UGT1A1
com deficiéncia de G6PD,
incompatibilidade ABO, esferocitose

- Criegler-Najjar tipo | e Il

- Sindrome de Gilbert

- outras

Doencas metabolicas:

- galactosemia

- deficiéncia de alfa-1-anti-tripsina
- doencas de depésito

- outras

Hemorragias fechadas:

- cefalohematoma

Ictericia idiopética prolongada (leite
materno; BT <13mg/dL)

Sepse

Anormalidade funcional do trato
gastrintestinal

Fibrose cistica
Hipotireoidismo

Colestase

Aleitamento materno

Fonte: adaptado de SMITHERMAN et al, 2006

Nos neonatos a termo, a ictericia ¢ visualizada quando maior que 7 mg/dL. (MARTIN

e CLOHERTY 2004), mas muitas vezes, dependendo da etnia e do tipo de bilirrubina



aumentada, pode ser vista em niveis mais baixos. Para nivel de BT igual ou menor que 5
mg/dL, a bilirrubina direta (BD) > 1 mg/dL ¢ considerada anormal e, para valores maiores que
5 mg/dL, ¢é alterada se houver nivel maior que 20% da BT, devendo-se investigar outras
causas como sepse, colestase, hipotireoidismo e galactosemia.

Nos neonatos o metabolismo da bilirrubina é ainda uma transi¢ao do estagio fetal para
o adulto (MARUO et al., 1999); in utero o processo de conjugagdo é pouco desenvolvido,
contudo ¢ raro um bebé nascer clinicamente ictérico, uma vez que a bilirrubina indireta ¢
prontamente transferida para a mae pela placenta, conjugada no figado e depois excretada.
Com a perda da placenta no nascimento, o figado neonatal tem que lidar com o rapido
aumento da carga de bilirrubina, e qualquer alteracdo na conjugagdo se tornard aparente
(KAPLAN et al., 2001c). A enzima microssomal hepatica UGT1A1 catalisa a conjugacao da
bilirrubina com o 4cido glucurénico para formar o diglucuronideo de bilirrubina, mais
hidrossoluvel, que ¢ excretado através do transportador dependente de adenosina trifosfato
(ATP) através dos canaliculos biliares. Essa ¢ uma enzima limitante para a eliminagdo da
bilirrubina (BURCHELL e HUME 1999).

BHUTANI et al (1999) classificaram a gravidade da bilirrubinemia de acordo com o
percentil de BT para a hora de vida. Hiperbilirrubinemia ¢ definida como qualquer valor
acima do percentil 95, sendo grave quando no percentil 95 por hora de vida, extrema quando
no percentil 99 ou igual a 25 mg/dL e perigosa quando acima do percentil 99,99, de 30
mg/dL ou ainda qualquer nivel de BT associado a sinais clinicos de encefalopatia aguda.

Os niveis de bilirrubinas chegam ao maximo no terceiro ¢ no quarto dia no bebé
saudavel a termo e vai reduzindo até tornar-se incomum na segunda semana. Considerava-se
o valor de BT 12,9 mg/dL. como limite para bilirrubinas na ictericia fisioldgica, baseado no
percentil 95 do Collaborative Perinatal Project e do National Collaborative Study

(BHUTANI et al, 1999), mas neonatos com niveis at¢ 15 mg/dL de BT (percentil 97)



pareciam nado apresentar risco neurologico (KAPLAN ¢ HAMMERMAN 1998). O percentil
95 na primeira semana de vida tornou-se mais elevado, e, em populagdes de neonatos
alimentados no seio, ¢ 15 - 17,5 mg/dL. Isso ndo significa, entretanto, que todos os neonatos
com bilirrubinas séricas dentro desta faixa estejam seguros, devendo-se individualizar o risco
e levar em conta outros fatores. Sinais fortemente sugestivos de hemolise, que € fator de risco
maior, incluem ictericia precoce (dentro de 24h), assim como valores de bilirrubinas com
aumento rapido, como > 0,25 mg/dL/h ou 6 mg/dL/dia (KAPLAN ¢ HAMMERMAN 2005b).

As diretrizes da AAP de 1994 recomendavam dosar a BT sérica quando a ictericia
fosse considerada clinicamente significativa pelo julgamento médico. Ja as diretrizes de 2004
recomendavam avaliagdes para ictericia a cada 8-12h, com uso de bilirrubina trans-cutianea ou
coleta sérica se parecesse excessiva para a idade em horas ou se duvidas na sua graduagdo.
Em julho de 2004, o subcomité em hiperbilirrubinemia da AAP publicou diretrizes de praticas
clinicas no que tange ao manejo da ictericia em neonatos > 35 semanas de idade gestacional
ao nascimento (AAP 2004), sendo isso baseado na revisdo das evidéncias disponiveis pela
United States Department of Health e Human Services Agency for Health Care Research and
Quality, New England Medical Center Evidence-based Practice Center (IP et al., 2003).

A bilirrubina sérica total representa um equilibrio entre produc¢do e eliminagao,
primeiramente pela conjugagdo. Algumas condi¢des associadas a reducdo da conjugagdo
incluem prematuridade, polimorfismos da UGT1A1 como visto na Sindrome de Gilbert, ou as
sindromes de Crigler-Najjar. Entretanto um bebé com hemolise importante pode ndo tornar-se
ictérico, dependendo da sua capacidade de conjugacao (KAPLAN e HAMMERMAN 2005b).
Em aproximadamente 50% dos casos ndo se sabem as causas da ictericia, sendo bem
estudados diabete mélito materno, origem asidtica, prematuridade, baixo peso, irmao com
hiperbilirrubinemia, incompatibilidade ABO, infec¢do, céfalo-hematoma, asfixia, deficiéncia

de G6PD (HUANG et al, 2004). Alguns fatores associados a BT > 20 mg/dL foram a



amamentagdo, polimorfismos da UGT1A1l e/ou da OATP-2, relacionada com a captagao

hepatica da bilirrubina indireta (WATCHKO 2005).

2.1.1. Ictericia Fisiologica

A hiperbilirrubinemia ndo conjugada nos primeiros dias de vida é chamada de ictericia
fisiologica porque os bebés geralmente tem atraso na maturagdo da expressao da UGTI1AL,
com atividade de conjugagdo hepatica inferior a 1% do adulto, normalizando aos 3 meses
(CHOWDURRY et al., 1995). Além disso a duracao das hemécias é menor, com conseqiiente
produgdo de mais bilirrubina originada de hemoglobina fetal, sobrecarregando os processos

hepaticos (MAISELS 1999).

2.1.2. Ictericia e Prematuridade

Os chamados prematuros tardios (nascidos com 35 - 37 semanas de idade gestacional)
sdo mais suscetiveis a hiperbilirrubinemia do que neonatos a termo. Menor idade gestacional
e perda excessiva de peso aumentam o risco: ha dificuldade na eliminagdo da bilirrubina por
reducdo da captagcdo hepatica, diminuicdo da conjugacdo e aumento da circulagdo entero-
hepatica de bilirrubina, que ocorrem no prematuro de modo mais prevalente e grave do que no
neonato a termo (WATCHKO 2005). Os glucoronideos de bilirrubina estdo presentes na bile
fetal com 22 semanas de gestagao e aumentam de concentragdo com a maturagao da UGT1A1
(BLUMENTHAL et al., 1980). Os niveis da enzima nao chegam a niveis adultos antes de 14

semanas de vida (KAWADE e ONISHI 1981).



Os prematuros sdo mais vulneraveis aos efeitos neuro-toxicos deletérios das altas
concentragdes de bilirrubina, contudo alguns poderiam se beneficiar das propriedades anti-
oxidantes das baixas concentracdes (BHUTANI et al., 2004b). Além disso, a bilirrubina nao
conjugada ¢ transportada ao figado através da ligagdo a albumina, ¢ em prematuros
freqlientemente se encontra uma fra¢ao baixa da mesma, reduzindo a capacidade de ligacao

(KAPLAN e HAMMERMAN 2005a).

2.1.3. Ictericia e Leite Materno

Em um tergo dos bebés do US Pilot Kernicterus Registry ndo se encontrou outra causa
para a doenca além do aleitamento materno (JOHNSON et al., 2002).

A ictericia do leite materno ¢ caracterizada pela hiperbilirrubinemia nao conjugada
prolongada em neonatos inicialmente saudaveis, relacionada a ingestdo do leite materno,
resultando em BT > 10 mg/dL (MARUO et al, 2000). E sabido que no leite materno ha niveis
elevados circulantes de atividade de lipase lipoprotéica, caracterizada pela atividade
aumentada de 3-glucoronidase e contendo 3-a-20-B-pregnanediol. Além disso, a libera¢ao dos
acidos graxos dos triglicerideos, catalisada pela lipase, pode interferir com a captacao
hepatica e conjugacao da bilirrubina. O 3-0-20-B-pregnanediol pode também inibir a
conjugacdo de bilirrubinas, enquanto a -glucoronidase induz aumento de absor¢ao intestinal
(HUANG et al., 2004).

A circulacdo entero-hepdtica de bilirrubina ¢ aumentada no periodo neonatal pelo
intestino do neonato ainda nao ter sido colonizado pelas bactérias que convertem bilirrubina
conjugada em urobilirrubinogénio e pela alta atividade de B-glucoronidase. Além disso,
lactacdo inadequada e ingestdo enteral pobre atuam na reabsor¢do intestinal de bilirrubina

indireta, contribuindo para a origem da hiperbilirrubinemia grave. E importante, contudo,



enfatizar que os beneficios do aleitamento superam de longe o risco relatado de
hiperbilirrubinemia. O desenvolvimento de kernicterus em neonatos que mamam foi
associado a ingestdo inadequada e varidveis graus de desidratagdo e perda de peso
(WATCHKO 2005). Sugere-se também interacdo com a variante polimorfica da UGT1A1 na

hiperbilirrubinemia por leite materno (MARUO 2000, MONAGHAN et al, 1999).

2.1.4. Ictericia e Incompatibilidade ABO

A incompatibilidade sanguinea por ABO ¢ a causa mais freqiiente de doenca
hemolitica imune neonatal, onde maes de grupo tipo O tém titulos elevados de anticorpos
anti-A ou anti-B naturais, mesmo antes de gravidez, ao contrario da isoimunizagdo Rh, que
requer mais exposi¢des para aumentar os niveis de anticorpos. Como esses anticorpos sao
IgG, atravessam a placenta, ligam-se aos antigenos especificos nas hemacias A ou B dos
neonatos e causam hemolise.

Esses anticorpos podem ser detectados pela prova de Coombs direta; um tergo dos
neonatos nascidos com tipagem sanguinea (TS) A ou B de maes tipo O podem ter o exame
positivo. Nem todos com a prova positiva desenvolverao hemolise ou hiperbilirrubinemia,
sugerindo que fatores adicionais, como conjugacdo hepatica reduzida, podem mediar a
hiperbilirrubinemia entre neonatos com hemolise aumentada. Alguns pacientes com teste
negativo desenvolvem hiperbilirrubinemia e podem evidenciar sinais de doenca hemolitica. E
possivel que alguns deles tenham uma quantidade de anticorpos insuficientes para serem
detectados no teste, mas suficiente para uma hemolise leve; sugere-se haver interagdo com a
mesma variante polimodrfica da UGT1A1 encontrada na Sindrome de Gilbert (KAPLAN et al,

2000b).



A contagem de reticulocitos era freqlientemente usada como reflexo da hemolise, por
ser considerada uma medida de compensacdo da medula 6ssea para anemia. Esta contagem
pode ser inadequada em recém-nascidos porque depende da capacidade de resposta da medula
6ssea, do tempo entre o evento hemolitico e a resposta, e do efeito de causas ndo hemoliticas
como a hipoxemia crénica estimulando reticulocitose (JAVIER et al, 2003). E dificil obter
documentacdo laboratorial de graus leves de hemdlise nos neonatos, pois ¢ incomum - além
de inespecifico e insensivel - haver niveis de hemoglobina em queda, contagens altas de
reticuldcitos ou anormalidades no esfregaco periférico (NEWMAN e EASTERLING 1994

apud MAISELS e KRING 2006).

2.1.5. Ictericia e algumas Consideracdes Genéticas

E reconhecido que tanto fatores genéticos como ambientais contribuem para o
desenvolvimento da hiperbilirrubinemia. Diversos autores citam a deficiéncia da G6PD
(BEUTLER 1994, KAPLAN et al.,, 1997), variantes da enzima de conjuga¢do hepatica
UGTI1A1 (KAPLAN et al.,, 1997, BOSMA 2003, KADAKOL et al., 2000), e proteina
transportadora de anion organica 2 (OATP-2) (HUANG et al., 2005, HUANG et al., 2004,
WATCHKO 2005).

Mutagdes do gene da G6PD podem predispor a hiperbilirrubinemia neonatal através de
um evento hemolitico agudo, com ou sem um desencadeante ambiental identificado, ou uma
hemolise de baixo grau associada aos polimorfismos da UGT1Al. Variagdes na seqiiéncia
codificadora da UGT1A1 ou na regido promotora podem levar a hiperbilirrubinemia neonatal
por uma redu¢do na conjugagao hepatica da bilirrubina. Os polimorfismos da OATP-2 podem

limitar a captagdo da bilirrubina hepatica.



2.1.5.1. Deficiéncia de Glicose-6-Fosfato Desidrogenase

A deficiéncia de G6PD, uma doenca recessiva ligada ao cromossomo X, ¢ descrita
como a doenga genética mais comum mundialmente, envolvendo de 2 a 400 milhdes de
pessoas (BEUTLER 1994, WENG et al., 2003, COMPRI et al., 2000).

O gene da G6PD esta localizado na regido telomérica do brago longo do cromossomo
X (banda Xq28), perto dos genes da hemofilia, disceratose congénita e cegueira para cores
(TRASK et al., 1991 apud CAPPELINI e FIORELI 2008). O gene foi clonado em 1986, ¢
formado por 13 exons e 12 introns - com tamanho de 20kb e codifica 515 aminoacidos. Todas
as mutagdes que resultam em deficiéncia da enzima ocorrem na regido de codon; ndo ha
nenhuma na regido promotora do gene (VULLIAMY et al., 1997). Mais de 140 mutagdes ja
foram identificadas, sugerindo heterogeneidade genética (BEUTLER 1991). A deficiéncia
enzimatica pode ser causada por reducdo no nimero de moléculas e/ou diferenca estrutural,
levando a mudanca qualitativa.

A enzima G6PD, encontrada em todas as células, catalisa o primeiro passo na via da
pentose fosfato, protegendo as células do dano oxidativo. Essa via gera poder de redugdo a
todas as células sob forma de NADPH (forma reduzida da nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato), a qual permite as células preservar a forma reduzida da glutationa. Uma vez que as
heméacias ndo tém mitocondria, a via da pentose fosfato ¢ sua unica fonte de NADPH,
portanto a defesa contra dano oxidativo é dependente da G6PD. A forma reduzida da
glutationa ¢ essencial para a reducdo de peroxido de hidrogénio e radicais de oxigénio, ¢ a
manuten¢do da hemoglobina e outras proteinas da hemacia no estado reduzido (LUZZATO et
al., 2001). A principal alteracdo metabolica decorrente da auséncia dessa enzima ¢ hemolise,
determinada pela precipitagdo da hemoglobina e formacdo de corpusculos de Heinz, pela

oxidacdo dos grupos tiol das enzimas citoplasmaticas ¢ da membrana celular e,



secundariamente, pela oxidacdo de lipideos da membrana eritrocitaria. Portanto na auséncia
da G6PD as pessoas sdo mais suscetiveis a desenvolver anemia hemolitica aguda.

Devido a associagdo entre essa deficiéncia e episodios hemoliticos desencadeados por
drogas, a hemolise aguda ¢ freqiientemente implicada na patogénese da ictericia neonatal, mas
essa ictericia aparece mesmo na auséncia dos fatores desencadeantes de hemolise,
encontrando-se produgdo aumentada de bilirrubinas tanto naqueles que desenvolvem ictericia
quanto nos anictéricos (KAPLAN et al., 1998c). Outras causas genéticas menos comuns que
podem predispor ao aumento da degradagdo da heme incluem defeitos de enzimas do
metabolismo de hemacias como a deficiéncia de piruvato kinase, defeitos de membrana de
hemaécias como a esferocitose hereditaria ¢ hemoglobinopatias (WATCHKO 2000).

A variante genética B é o alelo selvagem. Estudo na Africa mostrou que além da B, a
variante ndo deficiente A e a deficiente Africana (A’) sdo as mais comuns, ambas com
freqliéncia de 20% no continente e em populagdes descendentes (VULLIAMY et al., 1991).

A deficiéncia de GO6PD foi dividida em 5 classes pela OMS (WHO 1989):

- Classe I: Deficiéncia grave, associacdo com anemia hemolitica ndo-esferocitica cronica, 97
variantes, sendo apenas uma polimorfica; exemplos Andaloris, Campinas, Sumaré

- Classe II: Deficiéncia grave (1-10% atividade residual), associado com anemia hemolitica
aguda, 122 variantes, sendo 37 polimérficas, exemplos Mediterranea ¢ Unido.

- Classe III: Deficiéncia moderada (10-60% de atividade residual), 103 variantes, sendo 22
polimérficas, exemplos Africana, Cantdo e Seattle.

- Classe IV: Atividade normal (60-150%), 52 variantes, sendo 12 polimorficas, exemplo
variante A

- Classe V: Atividade aumentada (>150%) duas variantes, nenhuma polimoérfica, exemplo

Verona.



As duas variantes polimorficas consideradas mais comuns da doenca sdo a
Mediterranea (C563T) e a Africana (G202A, A376G). A primeira, de classe II, afeta
descendentes de italianos, gregos, espanhdis, arabes, judeus curdos, podendo desencadear
ictericia neonatal (as vezes grave), ou hemolise na presenca de drogas oxidativas. A variante
africana ¢ de classe I1I, originaria da Africa, ¢ também pode desencadear ictericia neonatal e
hemolise com oxidantes (FRANK 2005).

Nas regides tropicais a variante G6PD A" responde por 90% da deficiéncia. Essa
variante ¢ freqiiente nas Américas, na India e areas onde pessoas de origem africana estdo
presentes. Sobretudo ¢ bastante prevalente na Italia, [lhas Canarias, Espanha e Portugal, assim
como no Oriente Médio - Ira, Egito e Libano (CAPPELLINI e FIORELLI 2008). Outras
variantes polimorficas nas regides tropicais sdo a Seattle e a Unido, descritas no Sul da Italia,
Sardenha, Grécia e Ilhas Candrias, Algéria, Alemanha, Irlanda. A Unido também foi reportada
na China.

Nas meninas heterozigotas ha duas populacdes celulares - uma com enzima deficiente,
outra normal. Devido a inativacdo do X ser aleatdria, ou um ou o outro clone ¢ selecionado
preferencialmente, podendo haver varios fendtipos e as hemacias exibindo atividade normal,
intermediaria, ou grosseiramente deficiente (KAPLAN et al., 1999). De acordo com a OMS,
as heterozigotas tém atividade enzimatica suficiente para proteger dos perigos da deficiéncia
enzimatica.

E estimado que 7,5% da populagdo sejam portadores de um ou dois genes para a
condi¢do (BEUTLER 1994); por ser ligada ao X, a freqiiéncia de deficiéncia é expressa como
a propor¢ao de homens hemizigotos. A OMS (WHO 1989) sugeria triagem em areas onde a
prevaléncia fosse de 3 - 5% em meninos. O teste seletivo baseado na ascendéncia dos pais ¢
uma op¢ao, e deve-se investigar a deficiéncia em casos de ictericia ndo explicada (KAPLAN e

ABRAMOV 1992). Deve ser ressaltado que a triagem de rotina dos neonatos de risco pode



nao identificar todos os pacientes deficientes: os masculinos serao identificados, mas muitas
meninas heterozigotas serdo perdidas (KAPLAN et al., 2001Db).

A infecgdo ¢ a causa mais comum de hemolise aguda nas pessoas com a deficiéncia
de G6PD. Leucocitos podem liberar oxidantes durante a fagocitose que causam estresse
oxidativo aos eritrocitos, contudo esta explicagdo sozinha ndo serve para a variedade de
infecgdes com hemolise em deficientes da G6PD (FRANK 2005).

A deficiéncia de G6PD foi listada entre os 10 fatores mais importantes que contribuem
com ictericia neonatal ndo hemolitica (KAPLAN ¢ HAMMERMAN 2002), correspondendo a
22% dos casos no US Pilot Kernicterus Registry (BHUTANI et al, 2004a). A ictericia pela
deficiéncia de G6PD difere da incompatibilidade Rh em alguns aspectos: raramente presente
ao nascimento, com pico de incidéncia entre 2 ¢ 3 dias, presenca de mais ictericia do que
anemia (essa ultima raramente significativa); de fato se sobrepde a ictericia fisiologica. Por
outro lado, pode ser muito grave em alguns bebés, especialmente em associagdo a
prematuridade, infec¢do e fatores ambientais como uso de bolinhas de naftalina nas roupas,
podendo levar a kernicterus (LUZZATTO 2006).

Uma vez que as hemacias ndo t€m sintese de proteinas, a atividade da G6PD, como de
todas as outras enzimas da célula, reduz gradualmente durante o envelhecimento; os
reticuldcitos tem 5 vezes mais atividade que 10% do resto das células velhas. Assim, durante
um ataque hemolitico, as células velhas serdo seletivamente destruidas. Com algumas
variantes da G6PD isso ¢ tdo marcado que pacientes testados em periodo pds-hemolitico
podem ser erroneamente classificados como normais. Dificuldades também sdo encontradas
nos neonatos, que tem populagdo importante de hemacias jovens (CAPPELLINI e FIORELLI
2008). Foi demonstrado que hematocrito ¢ hemoglobina em queda, acompanhados de
elevacdo dos reticuldcitos, sdo as vezes encontrados em neonatos com deficiéncia de G6PD

(BEUTLER 1994, KAPLAN e HAMMERMAN, 2002).



KAPLAN et al em 2000a e 2001a encontraram que um ter¢o de todos os meninos
recém-nascidos judeus sefarditas com ictericia neonatal teriam a deficiéncia de G6PD — que
seria incomum nas meninas ictéricas. Em neonatos afro-americanos que foram rastreados por
ensaio enzimatico, 12,8% tinham deficiéncia de GO6PD e risco 3,27 maior de
hiperbilirrubinemia em relagao aos controles (KAPLAN et al., 2004).

Quanto a deficiéncia no Brasil, estudo em homens mostrou prevaléncia em afro-
descendentes de 10% e em euro-descendentes de SP e RS, 1 - 3% (COMPRI et al., 2000).
Foram demonstradas auséncia da variante Mediterranea e presenga quase que exclusiva de
mutagdo A” mesmo nos euro-descendentes. Nos anos 80, valores perto de 7% no Brasil eram
sugeridos pela literatura (WEIMER et al., 1981).

Trabalhos no Sul do Brasil mostraram a presenga de outras variantes além da Africana
e da Mediterranea, em freqiiéncia alélica minima, como a Minas Gerais, a Porto Alegre, a
Seattle, a S3o Borja, a Guaiba, a Farroupilha e a Anaheim (WEIMER et al, 1998).
Recentemente foi estimada uma deficiéncia combinada de G6PD de 8% no Rio Grande do

Sul, com pesquisa das mutagdes Africana e Meditarranea (CASTRO et al, 2006).

2.1.5.2. As variantes polimorficas da Uridina-difosfato-Glucoronosil-Transferase 1A1

A sindrome de Gilbert foi descrita no inicio do século XX (GILBERT 1901 apud
FACCHINI e ASSIS 2005) e ¢ uma hiperbilirrubinemia benigna ndo conjugada que ocorre na
auséncia de doenca hepatica estrutural ou hemolise, caracterizada por episédios de ictericia
leve intermitente. E a doenga hepatica herdada mais comum ocorrendo em 2-12% da
populacdo adulta, com deficiéncia na conjugacdo da bilirrubina, sendo reportadas mudangas
na taxa de produg¢do de bilirrubina, na producgdo hepatica de heme e na captacao de bilirrubina

em alguns pacientes. A sindrome ¢ benigna e tdo prevalente que pode ser apropriado pensar



nela como uma variante genética da normalidade, o limite superior de uma curva de
distribuicdo normal (MONAGHAN et al., 1996).

A conjugacao hepatica é aproximadamente 30% do normal em pacientes com Gilbert
(BOSMA et al., 1995). E geralmente descoberto na vida adulta em exames de sangue de
rotina ou jejum associado a cirurgia ou doenca corrente; o diagndstico se baseia num aumento
leve consistente de bilirrubinas como unica anormalidade em testes hepaticos e/ou ictericia
intermitente e pode ser confirmado por um aumento de bilirrubinas de 1,2 mg/dL apds uma
dieta de 24h.

Embora a sindrome seja autossomica recessiva, muitas pessoas ndo tém uma histéria
familiar clara. Mutacdo causando auséncia da glucuronizacdo hepatica resulta em Criegler-
Najjar tipo I, enquanto a mutagao causando deficiéncia grave ¢ a II.

A UGTIA1 ¢ codificada pelos exons 1A1, 2, 3, 4 ¢ 5 no locus localizado no
cromossomo 2q37. Além do exon Al, o locus codifica mais 12 exons variaveis com outras
isoformas de UGT e um agrupamento de exon 2-5 que ¢ comum a todas isoformas (CLARKE
et al., 1993). A expressdo em humanos ¢ modulada de uma maneira evolutiva, sendo que a
atividade € 0,1% dos niveis adultos de 17 - 30 semanas de gestacdo, aumenta para 1% quando
entre 30 ¢ 40 semanas e atinge valores adultos com 14 semanas de idade pos-natal

(KAWADE e ONISHI 1981).
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Figura 1: Estrutura do gene da Uridina-difosfato-Glucoronosil-Transferase (UGT)



Genotipo polimorfico da UGT1A1 da sindrome de Gilbert ¢ caracterizado por uma
variante na seqliéncia do promotor da enzima, que contem a adi¢do de um par de bases TA
(timina e adenina) no elemento TATAA promotor do gene, originando o 7TATA7TAA em vez
do usual 6ATA6TAA. O elemento TATAA ¢ o local de ligagdo para o fator de transcri¢ao
IID, importante na iniciagdo do processo. Esse TA extra danifica a transcri¢do da mensagem e
promove reducdo da atividade enzimatica. Sujeitos com sindrome de Gilbert sdo homozigotos
para esse promotor variante, o que determina um marcador exclusivo para a doenga
(WATCHKO 2005). A presenga do TATAA longo ¢ correlacionada com niveis elevados de
bilirrubina em individuos normais e saudaveis, ¢ nem todos os homozigotos apresentam
clinica (BOSMA et al., 1995). O gendtipo selvagem é chamado de (TA)6/(TA)6 ¢ o variante,
(TA)7/(TA)7 ou UGT1A1*¥28 (BOSMA 2003).

MONAGHAN et al (1996) identificou individuos adultos escoceses com genotipo
(TA)7/(TA)7 como tendo maior concentragdo de bilirrubinas em relacdo a heterozigotos ou
(TA)6/(TA)6. A prevaléncia do gendtipo variante nesta populacao foi 10-13%. BOSMA et al
(1995) calculou uma freqiiéncia para o alelo (TA)7 de 40%, prevaléncia de homozigose em
16%, ressaltando que apenas 3-10% da populagdo teria diagndstico clinico da doenga.
KADAKOL et al (2001) calcularam a freqiiéncia em 30% resultando em 9% da populagao
sendo homozigota para a variante polimérfica.

BANCROFT et al (1998) foram os primeiros a confirmar uma associa¢do entre
sindrome de Gilbert, como indexada pela marcagdo da variante do promotor, ¢ ictericia
neonatal. Encontraram que os homozigotos para (TA)7 t€ém maior aumento no indice de
ictericia trans-cutanea nos dois primeiros dias de vida que homozigotos ou heterozigotos, mas
a contribuicdo desse polimorfismo para graus extremos de ictericia neonatal permanecia

desconhecido.



Estudo de MONAGHAN et al (1999) mostrou que 31% dos neonatos aleitados ao seio
com ictericia prolongada tinham genétipo (TA)7/(TA)7, diferente daqueles com ictericia
aguda (que foram 6%) e da populagdo adulta controle (que foi 12%). Os autores sugerem
triagem para a mutacdo em todos neonatos de etnia africana, norte-americana e européia que
tenham ictericia prolongada.

Foram identificadas outras 3 variantes polimoérficas associadas com a
hiperbilirrubinemia: pessoas com o gen6tipo (TA)S/(TA)6 teriam elevacao leve da bilirrubina,
aquelas com (TA)S5/(TA)7 mostrariam ictericia neonatal prolongada, e naquelas com o
gendtipo (TA)7/(TA)S8 haveria valores mais graves - assim, a inser¢do ou delecao da repeticao
TA no promotor TATA ¢ associada com a hiperbilirrubinemia (BURCHELL e HUME 1999).

MARUO et al (1999) mostrou que 56% dos neonatos com hiperbilirrubinemia nao
fisiologica em Shiga tinham mutag@o de transi¢cdo idéntica no nucleotideo 211 no éxon 1, que
muda o cédon GGA para AGA, com substitui¢do da glicina por arginina na posi¢ao 71 da
proteina (G71R). Nenhum desses pacientes tinha a mutacdo no promotor TATA. Estudo em
Taiwan com deficientes de G6PD mostrou que essa alteragao de codon 211 G=> A em
homozigose ¢ um fator aditivo para hiperbilirrubinemia neonatal (HUANG et al, 2002).

A origem étnica dos brasileiros ¢ bastante heterogénea, compreendendo imigrantes da
Europa, Africa, Asia, grupos amerindios; o resultado é uma complexa mistura de ragas que é
bem diferente de populacdes estudadas anteriormente. Estudo brasileiro mostrou freqiiéncia
do (TA)7 de 32,4% na populagdo branca, 32,8% em indios Parakana, enquanto que em negros
era 40,7%. Alelos (TA)S e (TA)8 estavam presentes na populagdo branca, sugerindo
miscigenagdo (FERTRIN et al., 2002).

A associagdo do polimorfismo da UGT1A1 com outros fatores de risco ¢ bem descrita
na etiologia da hiperbilirrubinemia grave, como no caso da deficiéncia de G6PD, com reducao

da capacidade de conjugagdo (KAPLAN et al., 1997). Em outro estudo a interacdo predita



entre G6PD e o polimorfismo ndo foi aparente no primeiro momento, parecendo haver uma
progressdo relacionada ao tempo na interagdo genética (KAPLAN et al, 2001b). Alguns
pesquisadores ndo encontraram associacdo da ictericia em deficiéncia de G6PD com as
variantes da UGT (WENG et al, 2003).

O estudo classico de KAPLAN et al (1997) mostrou 22,7% dos neonatos judeus
sefarditas com deficiéncia de G6PD desenvolvendo hiperbilirrubinemia, € 9,2% dos controles,
sendo a freqiiéncia alélica da variante da UGT1A1 similar em ambos grupos. Tanto incidéncia
quanto risco relativo para desenvolver a hiperbilirrubinemia nos neonatos deficientes
aumentaram de maneira dose-dependente, com a adi¢do de um ou dois alelos da variante da
UGT1Al. Logo a presenca da variante ¢ ativamente envolvida na patogénese da
hiperbilirrubinemia neonatal associada a deficiéncia de G6PD e nem a deficiéncia sozinha,
nem a variante alélica sozinha s3o suficientes para aumento de risco.

Em um banco de DNA nos Estados Unidos (LIN et al, 2008), com descendentes de
todas maiores regides do mundo, encontrou-se freqiiéncia alélica de 33,9% da variante (TA)7,
com 12,4% homozigotos. A co-expressdo das variantes da UGT1A1l com outros genes foi
observada da seguinte forma: cerca de 70% dos individuos homozigotos para a (TA)7 eram
também homozigotos ou heterozigotos para o polimorfismo OATPIB1 A388G;
aproximadamente 50% dos individuos G6PD A- co-expressaram a variante (TA)7 em pelo
menos 1 alelo. Sugere-se que variantes gé€nicas que limitam a conjugacdo da bilirrubina
podem ser importantes moduladores do risco de hiperbilirrubinemia neonatal, particularmente

quando acoplado a outras condi¢des icterogénicas.



2.1.6. Kernicterus

A AAP (2004) recomenda que o termo encefalopatia aguda por
hiperbilirrubinemia seja usado para descrever as manifestagoes agudas da toxicidade vistas
nas primeiras semanas apos o nascimento, ¢ que Kernicterus seja reservado para as seqiiclas
clinicas cronicas e permanentes da disfuncdo neurolégica induzida pela bilirrubina (BIND).

Essa doenga era mais comum até os anos 70 pela isoimunizagdo Rh; atualmente,
embora seja rara, tem mortalidade de 10% e 70% de morbidade em longo prazo (BHUTANI
et al, 2004a). Técnicas terapéuticas incluindo exsanguineotransfusdo, fototerapia e
imunoglobulina quase eliminaram essa condi¢@o; durante 2 décadas quase ndo se viu mais a
doenca com a administracao de anti-Rhogam as maes. Recentemente, alta hospitalar precoce
associada a aleitamento materno aumentaram a taxa de kernicterus prevenivel (IP et al, 2004).
Nem a hiperbilirrubinemia, nem o kernicterus sdo doengas notificadas, portanto ndo ha fontes
confiaveis de informagdo com estimativas anuais; muitos casos na América do Norte foram
informados em um registro de kernicterus informal (JOHNSON et al, 2002).

A bilirrubina tem predilegdo por areas especificas do cérebro como os nucleos dos
nervos cranianos coclear, vestibular e oculomotor, nucleos da formagao reticular da ponte, os
nucleos olivares inferiores. Além disso, nucleos cerebelares - principalmente o denteado, os
ganglios da base, o hipocampo, a substancia negra e vérmis cerebelar (AMIN 2004).

A encefalopatia aguda, na fase 1, se caracteriza por suc¢do pobre, letargia, estupor,
hipotonia e convulsdes em um neonato com ictericia evidente. Na fase 2, que inicia no meio
da primeira semana, episodios de hipertonia incluindo espasmos dos musculos extensores,
arqueamento das costas e pescogo e opistotonus podem alternar com hipotonia. Febre e choro
agudo ocorrem freqiientemente, além da limitagdo do olhar para cima (sinal do sol poente). O

aspecto caracteristico da fase 3, comecando apds a primeira semana, ¢ hipertonia. Isso tudo



pode ser acompanhado de respostas auditivas evocadas anormais ou ausentes, junto com
achados caracteristicos de ressonancia nuclear magnética incluindo sinal hiperintenso no
globo palido. Sinais de dano avangado da fase aguda (quase que irreversivel nesse momento)
incluem cessacao da alimentagdo, apnéia, extremos de letargia, choro inconsolavel,
opistdtonus, irritabilidade, as vezes convulsdes, pedalagem, febre, coma e morte (KAPLAN e
HAMMERMAN 2005b, BHUTANI et al., 2004a, JOHNSON et al., 2002).

O quadro classico do kernicterus ¢ uma tétrade englobando anormalidades extra-
piramidais: paralisia cerebral atetdide e espasticidade, surdez ou reducdo da audicao, lesdo na
movimentagdo ocular, displasia do esmalte dentario. Embora algumas criangas possam ter
retardo mental leve e distirbios cognitivos sutis, em muitos casos o intelecto ¢ normal.

Investigacdes de neurodesenvolvimento do final dos anos 60 e inicio dos 70 sugerem
que graus moderados de hiperbilirrubinemia de 15— 24 mg/dL nao teriam implicagdes maiores
na audi¢do ou dano motor em neonatos termo saudaveis (WATCHKO 2005). Muitos estudos
demonstraram mudangas transitérias nos potenciais evocados de tronco, padrdes de
comportamento ¢ de choro associados com niveis de 15 - 25 mg/dL; isso desapareceria com a

normalizac¢do dos niveis com ou sem tratamento (AAP 2004).

2.1.7. Manejo da ictericia:

A retirada de sangue para dosagem de bilirrubina total é dolorosa, pode aumentar o
risco de infeccdo e de perda de sangue especialmente no prematuro; para evitar isso, métodos
de medida trans-cutidnea foram desenvolvidos. Os bilirrubindmetros de primeira geragdo sao
limitados, pois a acuracia ¢ dependente da idade gestacional, pigmentagdo da pele e luz
ambiental (DE LUCA et al., 2007). Os aparelhos modernos sao mais acurados, pois corrigem

a influéncia de pigmentos cutaneos outros que a bilirrubina (RUBALTELLI et al., 2001).



As diretrizes para manejo da hiperbilirrubinemia em neonatos maiores de 35 semanas
recomendam promover o aleitamento materno, estabelecer protocolos de enfermaria para
identificagdo precoce da ictericia, medir bilirrubina em ictéricos nas primeiras 24h de vida —
reconhecendo que a estimativa visual leva a erros, principalmente em afro-descendentes,
interpretar os niveis de bilirrubina de acordo com a idade em horas, reconhecer que aqueles
com menos de 38 semanas apresentam maior risco — principalmente se aleitados ao seio.
Deve-se promover avaliacdo sistematica antes da alta, fornecendo informacao verbal e escrita
aos pais sobre ictericia neonatal e fatores de risco, e tratar, quando indicado, com fototerapia
ou exsanguineotransfusao (AAP 2004).

A reducdo do tempo de hospitalizagdo ¢ um objetivo buscado por médicos e
administradores. A AAP (1994) recomendou que os neonatos nao necessitam ser mantidos no
hospital para repetir coleta apds a suspensao da fototerapia. Um estudo demonstrou que essa
medida é necessaria apenas nos casos de doenga hemolitica importante e naqueles que
exigiram a fototerapia precocemente (MAISELS e KRING 2002).

A fototerapia tem sido bastante usada no tratamento da hiperbilirrubinemia neonatal, ¢
segura e efetiva, mas sdo reconhecidos efeitos adversos tais como: perda aumentada de
fluidos, aumento na freqii€éncia das evacuagdes, perda excessiva de calor, rashes cutaneos e
hipocalcemia, além da separacdo da mae (MARTIN e CLOHERTY 2004). Tem-se
demonstrado que a fototerapia ¢ um estresse fotodinamico, podendo induzir peroxidacao
lipidica e dano oxidativo, com desenvolvimento de doencas graves no recém-nascido
(GATHWALA e SHARMA 2000, AYCICEK e EREL 2007).

A diarréia na fototerapia ocorreria por deficiéncia de lactase intestinal temporaria por
dano na mucosa, reducdo no tempo de transito, secrecdo ativa de agua e eletrolitos, efeito

direto da bilirrubina na barreira epitelial com passagem de macromoléculas (INDRIO et al,

2007).



Como a ictericia neonatal resulta de um descompasso entre producdo de bilirrubina e
eliminagdo, a inibicdo da heme-oxidase pode ser utilizada no manejo por ser a enzima que
atua na produgdo da bilirrubina. Inibidores da heme-oxidase (HO) como a Sn-mesoporfirina
foram usados em ensaios clinicos na prevencao da bilirrubinemia grave em incompatibilidade
ABO, prematuridade e deficiéncia de GO6PD; foi usado também no manejo da
hiperbilirrubinemia instalada em neonatos de termo e prematuros tardios com
hiperbilirrubinemia ndo especifica (KAPPAS et al, 2001). Essa droga ainda exige estudos e
nao ¢ recomendada pela AAP (2004).

Morte associada com a exsanguineotransfusdo foi descrita em 3 para cada 1000
procedimentos ¢ morbidade significativa (apnéia, bradicardia, cianose, vasoespasmo,
trombose, enterocolite necrotizante) ocorreu em 5% de casos (AAP 2004). Assim, em
neonatos a termo parece impossivel fixar um nivel de bilirrubina critico no qual
exsanguineotransfusdo deva ser realizada; é razoavel restringir aqueles que mostram
hiperbilirrubinemia superior a 25 mg/dL e, no caso de falha da fototerapia, em niveis mais
baixos, ja que ha tanto risco na realizagdo do procedimento quanto de kernicterus

(WATCHKO 2005).



3. Justificativa

A ictericia, apesar de freqiiente, ¢ fonte de preocupagdo para os pais. Dos muitos
pacientes ictéricos, apenas uma fracdo necessitard investigagdo ou tratamento, mas torna-se
uma das principais causas de internagio em unidades de neonatologia. E um dos fatores que
contribui para a separagdo precoce mae — bebé, prejudicando o estabelecimento de vinculo e
da amamentagao.

Parte das ictericias nao-fisiologicas ¢ atribuida a incompatibilidade sangiiinea ¢ a
perda de peso, mas muitos casos permanecem sem causa definida, podendo estes tratar-se de
pacientes com deficiéncia de G6PD ou ainda neonatos com as variantes polimoérficas da
UGTI1Al. Embora o risco de hiperbilirrubinemia grave seja baixo em relacdo a alta
prevaléncia de internagdes, a morbidade da encefalopatia hiperbilirrubinémica € significativa.
Maior atencdo da equipe médica para criancas de risco possibilitaria identificagdo adequada
da ictericia grave, evitando situagdes de pacientes receberem alta hospitalar precoce e
necessitarem retornar para tratamento.

Com o melhor conhecimento dos fatores responsaveis pela ictericia, através do estudo
das suas prevaléncias, poderemos ter informagdes mais objetivas para manejar o problema.
Além disso, poderemos planejar a investigacdo desses pacientes visando a prevenir a

encefalopatia hiperbilirrubinémica.



4. Objetivos

4.1. Objetivo Geral

Estimar a freqiiéncia da deficiéncia de G6PD e/ou das variantes polimorficas da
UGT1A1 como fatores de risco para hiperbilirrubinemia grave em neonatos com mais de 35
semanas de idade gestacional e peso superior a 2000g, em uma Unidade Neonatal do Sul do

Brasil.

4.2. Objetivos Especificos

- Estimar o risco de hiperbilirrubinemia em pacientes com deficiéncia de G6PD em
relacdo aos controles;

- Estimar o risco de hiperbilirrubinemia em pacientes com variantes polimorficas da
UGTI1AI1 em relagdo aos controles;

- Estimar a prevaléncia das mutacdes mais comuns da G6PD nessa amostra, bem
como estudar possiveis correlagdes com outros fatores de risco;

- Estimar a prevaléncia das variantes polimoérficas nessa amostra, bem como buscar
correlagcdes com outros fatores de risco;

- Descrever uma amostra de recém-nascidos internados para tratamento de ictericia
neonatal e compara-los com os outros bebés que ndo tenham a mesma condicao;

- Identificar outros fatores de risco potenciais para hiperbilirrubinemia, tais como
incompatibilidade ABO e aleitamento materno;

- Estimar o risco de ocorrerem casos de maior morbidade (encefalopatia) nos pacientes

ictéricos com deficiéncia de G6PD e/ou variante polimorfica da UGT1A1;



S. Casuistica
5.1. Delineamento

Foi realizado um estudo prospectivo e observacional de casos e controles.
5.2. Populacao

Foram incluidos no estudo todos os recém-nascidos admitidos para fototerapia no
Servico de Neonatologia do HCPA, com mais de 35 semanas de idade gestacional e peso
superior a 2000g, entre mar¢o e dezembro de 2007, os quais foram avaliados em relagdo a

presenca de deficiéncia de G6PD e polimorfismos da UGT1AL.
5.3. Critérios de Exclusiao

Foram excluidos pacientes que internassem para investigacdo de colestase neonatal e

aqueles cuja causa para ictericia fosse céfalo-hematoma ou sepse.
5.4. Local

O Servigo de Neonatologia do HCPA tem capacidade para admitir até 47 recém-
nascidos, atendendo desde casos de menor complexidade como a grande parte das ictericias
neonatais até beb€s com necessidade de suporte ventilatorio, entre outras patologias que
exigem alta capacidade tecnologica e de recursos humanos. E centro de referéncia para
cuidado de prematuros de alto risco, neonatos em investigacdo genética ou de outras
especialidades pediatricas. Os pacientes sdo divididos em 5 equipes chefiadas por professores
de pediatria e avaliados diariamente por académicos e internos da Faculdade de Medicina da
UFRGS, médicos residentes de Pediatria e Neonatologia, supervisionados pelos professores e
por médicos plantonistas neonatologistas. Faz parte deste complexo o setor de alojamento

conjunto, com capacidade de até 40 duplas de mae e bebé, com recém-nascidos normais.



Esses recém-nascidos normais sao avaliados diariamente por internos da faculdade e
um médico residente de Pediatria, supervisionados por um professor ou médicos contratados
preceptores. Conforme indicado pela estimativa visual e/ou uso de bilirrubindmetro
Minolta®, sdo solicitados exames de laboratdério para confirmar ou excluir necessidade de
internacdo em unidade de neonatologia para tratamento de ictericia por fototerapia. Os
resultados sdo interpretados pelo médico plantonista e, conforme o caso, se interna o bebé
para fototerapia. Os pacientes sdo entdo avaliados diariamente nas equipes, solicitando-se

exames e investigagdes adicionais conforme rotinas estabelecidas no servigo.

5.5. Logistica

Os pacientes elegiveis foram avaliados pela investigadora ou por académico da
Faculdade de Medicina da UFRGS treinado pela mesma que, ap6s a verificagdo dos critérios
de inclusdo e exclusdo, realizava entrevista com pais e/ou responsaveis pelos pacientes para
obtencdo do consentimento para participacao no estudo. Através do prontuario foram obtidas
as informacdes sobre gestagdo materna, dados de sala de parto, tipagem sangiiinea,
aleitamento materno, perda de peso. No caso de pacientes admitidos da emergéncia pediatrica,
esses dados foram revisados por nota de alta do hospital de nascimento ¢ dados do cartdo da

crianga e carteira de gestante da mae.

Foi solicitado ao setor de Hematologia ou Banco de Sangue o sangue excedente das
coletas sofridas pelo recém-nascido ou da coleta de cordao umbilical (rotina em filhos de mae
com sangue tipo O ou Rh negativo neste hospital), para a quantificagdo da atividade da G6PD
e extracdo de DNA para realizagdo de PCR. Estas amostras (0,5 a 1,0ml) foram entdo
armazenadas na Faculdade de Farmacia da UFRGS, onde foram realizados os procedimentos

por académicas dessa faculdade supervisionadas pela co-orientadora.



Para cada paciente internado foi escolhido um neonato controle no alojamento
conjunto ou na neonatologia, que tivesse mais de 35 semanas de idade gestacional, com peso
de nascimento superior a 2000g, sem niveis de bilirrubina suficientes para fototerapia,
conforme estimativa visual, trans-cutdnea ou laboratorial pela equipe assistente. A escolha era
aleatoria, mas tinha-se o cuidado de incluir apenas recém-nascidos com coleta de sangue para
alguma outra razdo, sem coletas exclusivas para o estudo. A mesma rotina de aplicagdo de
consentimento informado era seguida.

Essas amostras eram entdo quantificadas para atividade enzimatica da G6PD e
naqueles com atividade enzimatica inferior a 8 U/gHb foi realizada a investigagdo da mutagao
202 como triagem por PCR, conforme métodos descritos a seguir. Em alguns pacientes a
extragdo de DNA nio foi possivel devido a material insuficiente ou inadequado; nos demais
casos foi realizada a PCR para polimorfismos na regido promotora da UGT1A1.

Os pacientes foram revisados até a alta e posteriormente a mesma, a procura de
desfechos como tempo de internagdo e fototerapia, necessidade de re-internagdo, re-
intervengdes ou exsangiiineotransfusao, alteragdes neuroldgicas e obito. Os controles também
foram acompanhados via dados de prontudrio e contato telefonico, a fim de verificar se esses
nao desenvolveram ictericia.

As variaveis procuradas foram a presenga e nivel de deficiéncia de G6PD, os tipos de
mutagdo apresentada e a presenca dos polimorfismos da UGT1Al. Registrou-se também
idade gestacional, sexo, peso ao nascimento e, no caso de internacdo para a fototerapia,
tipagem sangiliinea, dados de pré-natal materno, idade em horas na interna¢do, perda
percentual de peso, niveis de bilirrubinas e hemoglobinas, se alimentagao por leite materno ou
formula, se precisou interromper amamenta¢do e procedéncia do paciente (alojamento

conjunto ou paciente externo).



5.6. Métodos:

5.6.1. Determinacao da atividade enzimatica da G6PD

De acordo com a Organizacado Mundial da Satde (OMS), os individuos se classificam
de acordo com a atividade da G6PD em 3 grupos: deficientes se atividade < 2 U/g Hb,
moderadamente deficientes se entre 3.5 - 8.7 U/gHb e normais se >8.8 U/gHb (WHO 1989).

Para a dosagem da atividade enzimatica da G6PD pelo método quantitativo utilizou-se
o kit Neolisa G-6-PD (Interscientific Corporation, 2700 North 29" Avenue — Suite 220,
Hollywood, FL - USA Cat. Nr 3570-050), que emprega o procedimento de Normalizacao da
Hemoglobina.

O kit selecionado oferece uma medida rapida da atividade da G6PD contida na
amostra, expressando os resultados diretamente em unidades por grama de hemoglobina
(U/gHb). Foram utilizados controles normal, intermediario e deficiente fornecidos pela
empresa Intercientifica. Foram pipetados SuL de amostra de sangue total e controles em
microplacas de microtitulagdo com fundo em “U”. A estes foram adicionados 75uL de
reagente de eluicdo e agitados em um agitador orbital por 20 minutos. Foram transferidos
15ul do eluido para outra microplaca de fundo chato juntamente com 75uL de reagente de
trabalho e agitados durante 10 minutos. Uma primeira leitura em 405nm foi realizada para
medida da concentragdo de hemoglobina das amostras e dos controles. Posteriormente foi
adicionado 100uL do reagente de cor, e efetuada uma segunda leitura, em 550nm, em modo
cinético. As alteragdes na densidade Optica por minuto foram registradas em 15 medidas
tomadas no intervalo de 1 minuto. O método considera normal valor médio = 15,8 Ug/Hb,
intermediario = 4,7 Ug/Hb e deficiente = 1,3 Ug/Hb, sendo utilizado o valor 8 Ug/Hb como

ponto de coorte, conforme conclusdes de estudo prévio (Castro et al, 2007).



5.6.2. Extracao de DNA

O DNA genomico foi purificado do sangue total pelo procedimento adaptado, descrito
por LAHIRI e NURNBERGER (1991). O sangue total (0,5 - 1mL) foi hemolisado em tubo
Falcon (15mL) com auxilio de 300ulL do detergente Nonidet P-40 (Sigma, Catalogo N°
H5141) em tampao fosfato (TKM 1 - 10mM Tris-HCI pH 7,6; 10mM KCIl; 10mM MgCly;
2mM EDTA). Apo6s centrifugar a 3200 rpm, 8 minutos e lavar o pellet 2x com 10ml de
TKMI1, adicionou-se 800ul de TKM2 (10mM Tris-HCI1 pH 7,6; 10mM KCI; 10mM MgCly;
2mM EDTA; 0,4M NaCl) e 50ul de SDS 10% (dodecil sulfato de sédio). A amostra
permaneceu em banho-maria a 55°C por lh. As proteinas foram precipitadas com 300ul de
NaCl 6M e centrifugadas a 12000 rpm durante 5 minutos. O DNA presente no sobrenadante
foi, entdo, precipitado em 2 volumes de etanol absoluto. O DNA seco a temperatura ambiente

foi solubilizado em TE e mantido em freezer a -20°C.

5.6.3. Genotipagem G6PD

Foram analisadas trés mutacdes mais frequentes na regido do sul do Brasil: a A-
(G202A, A376G) ¢ a Mediterranea (C563T). As regides analisadas foram amplificadas por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) conforme descrito na Tabela 2 e na Tabela 3. A PCR
foi realizada em um volume final de 25uL com 100ng de DNA gendmico, 1x tampao S00mM
KCI (pH8.4), SmM MgCI2, 2nm de dNTP, 20pmol de cada primer ¢ 1 U Taq DNA
polimerase - todos os reagentes foram adquiridos a partir de Invitrogen. Para todas as PCRs,
10% DMSO (Merck) foi adicionado para aumentar a especificidade. A reacdo foi realizada
em um termociclador (Eppendorf Personal Cycler). Finalmente, 10uL. da produto da PCR
foram analisados em gel de agarose e os fragmentos amplificados foram digeridos overnight a

37°C utilizando as endonucleases (BioLabs) conforme descritos da Tabela 4.



Tabela 2: Protocolos da PCR e condi¢des de migragdo para cada sistema investigado.

Regigo Agua Tampéo DNTPs Primers Taq DNA Ciclos Programas
PCR-10x 1,25mM 1,25mM 5U/ml 100ng/ml
94°C
Exon 4 16,5ml 2,5ml 2,0ml 1,5ml 0,2ml 1 35 56°C
72°C
94°C
Exon 5 16,5ml 2,5ml 2,0ml 1,5ml 0,2ml 1 35 63°C
72°C
94°C
Exon 6 16,5ml 2,5ml 2,0ml 1,5ml 0,2ml 1 35 60°C
72°C

Tabela 3: Seqiiéncias dos iniciadores e tamanho dos fragmentos amplificados.

Denominacéo Sequéncias dos iniciadores

dos primers

5 GTG GCT GTT CCG GGATGG CCTTCT G 3’

202 5" CTT GAAGAAGGG CTCACTCTGTTITG 3

5 CTG TCTGTG TGT CTG TCT GTCC 3

FOK | 5" GGC CAG CCT GGC AGG CGG GAAGG 3

5" ACT CCC CGA AGA GGG GTT CAAGG 3’

Mbo I 5 CCA GCC TCC CAG GAG AGAGGAAG J

Fragmento

Amplificado (pb)

109

295

547

Referéncias
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Tabela 4: Enzimas de restricdo e condi¢des de digestao.

Regibes Mutagdes Enzimas Buffer Enzima PCR T Fragmentos

Digeridas Investigadas p (10x) Resultantes
Agua (Pb)

Exon 4 202G>A Nla Il 3,5ml 1,0ml 10U 5,0ml 37°C 63-46

Exon5 376A>G Fok | 7,0ml 2,0ml 4uU 10,0ml 37°C 154-141

Exon 6 563C>T Mbo Il 7,0ml 2,0ml 4uU 10,0ml 37°C 277-119-100

9 Temperatura de anelamento

5.6.4. Quantificacio do DNA

A quantificacio do DNA gendmico obtido foi determinada por densidade Optica em
espectrofotometro BioPhotometer (Eppendorf, catalogo N° 6131000.012) em 260nm e a
pureza pela relacdo da Absorbancia 260/Absorbancia 280 (A260/A280, equivalente a
DNA/taxa de proteina). O procedimento possibilitou a obtengdo de amostras com DNA nas

concentragdes de 20ng/uL, padronizada para técnica de amplificagdo.

5.6.5. Amplificacdo da UGT1A1

O DNA gendmico foi amplificado utilizando-se da PCR para a regido promotora do
gene da UGT1A1 humana, que se localiza no 2q37. A seqiiéncia dos iniciadores (BEZERRA
2007) foi 5’- GTCACGTGACACAGTCAAAC -3’ ¢ 5’- TTTGCTCCTGCCAGAGGTT -3’
marcado com FAM.

Os oligonucleotideos iniciadores foram dissolvidos em &4gua tipo para injecdo na
concentracdo de 100pmol/pL, e as solugdes mantidas em freezer a -20°C. A solucao de uso foi

preparada a partir da solugdo estoque de forma a produzir uma nova solu¢do contendo



10pmol/uL. A reagdo foi realizada em um termociclador (Veriti™ 96-Well Thermal Cycler,
Applied Biosystems) adicionando-se os seguintes reagentes a um tubo de 0,2ml: buffer 1X
(GeneAmp PCR Buffer I; Applied Biosystems), dNTPs 0,25mM (Applied Biosystems),
MgCl, 1,5mM, primers 10pM; 1U AmpliTaq Gold DNA polimerase (Applied Biosystems);
20ng de DNA e 4gua estéril para 25ul. A ciclagem utilizada foi de desnaturag@o inicial a
95°C/10 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagcdo a 95°C/30 segundos, associagdo a
55°C/30 segundos, extensdo a 72°C/30 segundos, com uma extensdo final de 72°C durante 10

minutos.

5.6.6. Analise de fragmento por eletroforese capilar

Os produtos do PCR foram analisados através de eletroforese capilar em analisador
genético ABI 3130xlI (Applied Biosystems Inc.) com a identificacdo dos alelos. Foi
adicionado 1uL do produto amplificado a 8,8ul de formamida (HiDye formamide, Applied
Biosystems Inc.) e 0,2ul de marcador de peso molecular interno GS120-LIZ (Applied
Biosystems Inc.), desnaturados a 95°C por 5 minutos e imediatamente colocados no gelo por,
no minimo, 5 minutos. As amostras foram injetadas no analisador genético ABI 3130xI
(Applied Biosystems Inc.) usando um capilar de 36cm x 50um com o polimero apropriado
(Performance Optimized Polymer-7 — POP7, Applied Biosystems Inc.) nas seguintes
condicdes: injecdo por 23 segundos a 1,2 kV e corrida por 370 segundos a 15 kV na
temperatura de 60°C. Os tamanhos das seqiiéncias amplificadas foram calculadas por
comparagdo com o padrdo de peso molecular GS120-LIZ através do programa GeneMapper®

(Applied Biosystems Inc.).



5.7. Consideracoes estatisticas:

Baseado nas prevaléncias observadas em estudos anteriores (BANCROFT et al, 1998),
foi calculada amostra (software PEPI, versdo 2 - Computer Programs for Epidemiologic
Analysis) com necessidade de pelo menos 218 pacientes em cada grupo, considerando estudo
de caso-controle e diferenca de 15% no percentual de presenca do gendtipo (TA)7/(TA)7
entre os grupos, nivel de significancia de 0,05 e poder estatistico de 80%. Considerando a taxa
média mensal de admissdes de 25 pacientes por ictericia, tinha-se uma previsdo de que a
amostra calculada fosse atingida em 8 meses, periodo que foi ampliado para dar margem de

perdas de 10%.

Foi utilizado o pacote estatistico SPSS e realizados teste de x2 com ou sem correcao

de Yates para variaveis categoricas e calculo do odds ratio entre os fatores em estudo e
ictericia, e analise dos dados continuos com o teste t de Student, ANOVA e Mann-Whitney
(variaveis sem distribui¢do normal). O nivel de significancia estatistica para qualquer caso foi

considerado para um valor de alfa = 0,05.

5.8. Consideracoes éticas:

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissao de Etica e Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (projeto n° 06-575). Foi solicitado consentimento dos pais ou
responsaveis pelo paciente para participagdo no estudo, através da assinatura de termo de

consentimento livre esclarecido.



6. Resultados:

6.1. Ictericia:

Um total de 494 neonatos com idade gestacional superior a 35 semanas e peso
superior a 2000g foi incluido no estudo nos nove meses de coleta. Trés recém-nascidos do
grupo dos casos e um dos controles foram excluidos por extravio de amostra, ¢ mais 26
resultaram em genotipagem inconclusiva ou material insuficiente. Durante o periodo, pelo
menos 2 pacientes nao foram elegiveis devido a ictericia provavelmente causada por cefalo-
hematoma; alguns pacientes internaram no periodo para realizacdo de antibidticos por
suspeita de sepse e desenvolveram ictericia, ndo sendo incluidos; estes ndo foram
contabilizados pela equipe de investigagdo. Dados demograficos estdo apresentados nas
Tabelas 5 e 6.

Internaram para fototerapia 243 recém-nascidos, sendo os 247 restantes os controles,
sem necessidade de tratamento. No grupo dos casos, 141 (58%) eram do sexo masculino e
102 (42%) do sexo feminino, com uma tendéncia a significancia (p=0,055). Dentre os
controles foram 122 (49,4%) meninos e 125 (50,6%) meninas.

Foram classificados como brancos 376 (76,7%) individuos, 56 (11,4%) negros ¢ 58
(11,8%) pardos. Nao houve diferenca entre estas propor¢des dentre grupos casos e controles.
Em relagdo a adequacdo do tamanho na idade gestacional, 379 (77,3%) eram adequados para
a idade gestacional (AIG), 84 (17,1%) eram pequenos (PIG) e 27 (5,5%) eram grandes para a

idade (GIG), também sem diferenca estatisticamente significativa.



Tabela 5: Dados demograficos dos 490 neonatos analisados no periodo de margo a dezembro

de 2007 no HCPA - variaveis categoricas:

Ictéricos N&o ictéricos p
Caracteristicas N (%) N (%)
Sexo Masculino 141 (58%) 122 (49,4%) 0,055
Feminino 102 (42%) 125 (50,6%)
Etnia Branco 185 (76,1%) 191 (77,3%) NS
Negro 29 (11,9%) 27 (10,9%)
Pardo 29 (11,9%) 29 (11,7%)
Tamanho AIG * 187 (77%) 192 (77,7%) NS
PIG 44 (18,1%) 40 (16,2%)
GIG 12 (4,9%) 15 (6,1%)
Incompatibilidade ABO 73 (30%) 47 (19%) 0,005
Incompatibilidade Rh 23 (9,5%) 26 (10,5%) NS
Parto vaginal 164 (67,5%) 160 (64,8%) NS
cesariana 79 (32,5%) 87 (35,2%)
Necessidade de reanimagédo 18 (7,4%) 28 (11,3%) NS
Deficiéncia de G6PD 13 (5,5%) 9 (3,7%) NS

* Adequado para Idade Gestacional, Pequeno para Idade Gestacional, Grande para Idade Gestacional

Tabela 6: Dados demograficos dos 490 neonatos analisados no periodo de margo a dezembro

de 2007 no HCPA — varidveis quantitativas

Caracteristicas Ictéricos N&o ictéricos P
média + desvio padrdo média + desvio padrdo

Peso nascimento (g) 3073 + 530 3217 + 460 0,001

Idade gestacional (semanas) 384+17 395+1,3 0,000

Idade da méae (anos) 25,4+ 6,6 26+ 6,8 NS

Numero de consultas pré-natal 7+ 31 6,5+ 3,3 NS

Apgar no 5 9+1 9+1 NS

Atividade da G6PD (U/gHb) 17,2+ 59 17,2+ 56 NS




Quanto a presenca de incompatibilidade ABO, 120 (24,5%) neonatos no total da
amostra eram incompativeis; 73 (30%) eram do grupo dos ictéricos (p=0,005); os demais 370
neonatos ndo apresentavam a caracteristica. Quanto a incompatibilidade Rh, 49 (10%) do total
de participantes eram incompativeis e 441 (90%) nao o eram; essas proporgdes nao diferiram
entre 0s grupos caso e controle.

Dentre os nascimentos, 324 (66,1%) foram por parto vaginal e 166 (33,9%) por
cesariana, com peso médio de nascimento de 3146 + 490g. A idade gestacional média de toda
essa amostra foi 39+1,5 semanas, com escore de Apgar médio de 9, sendo que 46 bebés
necessitaram de alguma forma de reanimag¢ao neonatal. A idade materna média foi de 25 anos
e o numero de consultas pré-natal de 6,5 consultas. Todas essas variaveis nao diferiram entre
grupo ictérico e anictérico.

No grupo dos ictéricos, o peso médio de internacdo foi de 2876+506g, houve perda do
peso média em relagdo ao peso de nascimento de 6,5+3,1% e a idade mediana na internagao,
em horas, foi de 70 (p25 50h - p75 84h).

No total de ictéricos, 147 (64,6%) pacientes internaram até 72h apos o nascimento, 76
(31,3%) de 72h a 1 semana e 10 (4,1%) com mais de 1 semana de vida. Internaram na
primeira semana de vida 233 (96%) neonatos. Considerando o valor de bilirrubinas corrigido
para 48h de vida, o grupo com até¢ 72h apresentou valores mais elevados de BT (14,9 vs 13,5
vs 12,7 mg/dL), p=0,01.

Houve 21 pacientes internando com mais de 20 mg/dL de BT (8,6%), 2 pacientes com
mais de 25 mg/dL (0,8%) e 3 com mais de 30 mg/dL (1,2%). Seis neonatos (23%) desses
pacientes tinham menos de 37 semanas de idade gestacional.

Apenas 6 recém-nascidos entre os ictéricos ndo estava em aleitamento materno, e
houve 8 pacientes com interrup¢do da amamentacdo; nenhum apresentava variante

polimérfica da UGT1A1 ou deficiéncia de G6PD.



O tempo de fototerapia mediano, em dias, foi de 1,5 (p25 1 dia - p75 2 dias), com
tempo de internagdo mediano, em dias, de 3 (p25 2 dias - p75 4 dias) e a bilirrubina média na
admissdo de 16,5+£3,3 mg/dL. Fototerapia simples foi utilizada em 135 (55,6%) neonatos,
fototerapia dupla em 81 (33,3%) e fototerapia tripla em 27 (11,1%).

Houve trés pacientes que seguiram acompanhamento neuroldgico por alteragdes

atribuidas a hiperbilirrubinemia. Nao temos registro de kernicterus nessa amostra.

Tabela 7: Caracteristicas dos pacientes com seguimento neurologico

Paciente 142 Paciente 46 Paciente 196
Sexo Masculino Feminino Masculino
Etnia Pardo Negro Branco
Peso (g) 2755 2870 2830
Idade Gestacional (sem) 37 39 37
Incompatibilidade ABO Sim N&o N&o
Idade na internacéo (h) 24 132 192
Tempo de foto (dias) 7 2 2
Bilirrubina na internacéo 11,3 34 32
(mg/dL)
Atividade da G6PD Normal Normal Normal
Genotipo da UGT1A1l (TA)6/(TA)8 (TA)6/(TA)7 (TA)6/(TA)6

As re-internagdes ocorreram em 8 (3,3%) casos, e 16 (6,6%) necessitaram reiniciar a
fototerapia na mesma internagdo; 1 caso de exsanguineotransfusio seguida de 6bito em menos
de 24h de evolugdo ocorreu em paciente com incompatibilidade sanguinea por grupo ¢
pequeno, desfecho esse atribuido a hemolise e ndo ao procedimento em si. Esse recém-
nascido nao tinha outras incompatibilidades do tipo ABO, Rh ou outras possibilidades de
deficiéncia de conjugacgdo hepatica como a deficiéncia de G6PD e polimorfismos da UGT1A1
— o genotipo era (TA)6/(TA)7.

De 23 recém-nascidos ictéricos com incompatibilidade Rh apenas 2 tinham variantes

polimérficas, o que ndo permitiu andlise estatistica.



Entre os pacientes ictéricos, 37 dos que apresentavam incompatibilidade ABO tinham
o exame de Coombs positivo, sendo 5 (13,5%) com variantes de risco da UGT1A1, ¢ 36 com
o exame de Coombs negativo, sendo 5 (15,1%) com as variantes. Dos anictéricos, 11 com o
exame de Coombs positivo, 1 (10%) com as variantes polimoérficas, € 36 com o exame de
Coombs negativo, sendo 4 (11%) com as alteragdes da UGT1A1. Essas diferencgas ndo foram
significativas do ponto de vista estatistico (p=0,7).

Em nossa amostra de pacientes com incompatibilidade ABO, a sensibilidade do exame
de Coombs positivo para o desfecho ictericia foi 51% e a especificidade foi 77%, ja o valor
preditivo positivo foi 77% e o negativo 50%.

A média de tempo de vida na internagdo nos ictéricos com incompatibilidade foi de
68h, com valor de hemoglobina minima durante a internagdo de 14,1 (£1,8mg/dL), tendendo a
significancia (p=0,061). Nao houve diferenga quanto a tempo de internacdo ou necessidade de

repeti¢do de fototerapia.

6.2. UGT1AL1:

Foram identificados os 4 alelos previamente descritos para o promotor do gene
UGTI1ALI, nas respectivas freqiiéncias: 1,6% para (TA)S, 63,4% para (TA)6, 34% para (TA)7
e 1% para (TA)S8, conforme Tabela 8.

Com relag@o aos gendtipos UGT1A1 foram identificados 7 dos 10 possiveis em toda a
amostra de neonatos, conforme Tabela 9. Genoétipos relacionados com a hiperbilirrubinemia
presentes em 15,7% dos pacientes, sendo 54 (11,6%) homozigotos (TA)7, 5 (1%)
heterozigotos (TA)7/(TA)8, 9 (1,94%) heterozigotos (TA)S5/(TA)6 e 6 (1,3%) heterozigotos

(TA)S/(TA)7.



Tabela 8: Freqiiéncia dos alelos UGT1A1 nos 464 pacientes com teste realizado (229 com

ictericia em tratamento e 235 neonatos controles):

Alelos nq %
UGT1A1
(TA)5 15 1,6
(TA)6 588 63,4
(TA)7 316 34
(TA)8 9 1

1 n total = 928, considerando que cada individuo tem 2 alelos para cada condicédo genética

Em toda a amostra foram 74 (16%) pacientes com genotipos polimoérficos e 390 (84%)
homo ou heterozigotos normais. A prevaléncia de genotipos polimorficos nos ictéricos foi de
31 (13,5%) e nos normais foi de 43 (18,2%), mas essa diferenca ndo foi significativa
(p=0,08). Nao houve diferenca entre os sexos. Nao foram determinadas diferengas
significativas quanto aos desfechos da hiperbiirrubinemia. Quanto a incompatibilidade ABO,
o grupo incompativel (n=120) apresentou genotipo normal em 99 (87%) recém-nascidos e
variantes polimoérficas em 15 (13%); essa proporcdo genotipica se mantém nos sem

incompatibilidade.

Tabela 9: Genotipos na regido promotora do gene UGT1A1 nos 464 pacientes com teste

realizado (229 com ictericia em tratamento e 235 neonatos controles):

Genotipo nq %

UGT1A1
(TA)5/(TA)6 9 1,94
(TA)5/(TA)7 6 1,3
(TA)6/(TA)6 189 40,7
(TA)6/(TA)7 197 424
(TA)6/(TA)8 4 0,8
(TAY7/(TA)7 54 11,6
(TA)7/(TA)8 5 1

1 O n nesta tabela é de 464 individuos genotipados



Esses pacientes foram divididos em 2 grupos de acordo com seus genotipos UGT1ATL:
Grupo A - homozigotos (TA)6/(TA)6, heterozigotos (TA)6/(TA)7 e (TA)6/(TA)8, e Grupo B
- homozigotos (TA)7/(TA)7, heterozigotos (TA)7/(TA)8, (TA)S/(TA)6 e (TA)S/(TA)7,
considerados, respectivamente, como “baixo risco” e “polimorficos”. Dentre os 229 recém-
nascidos em tratamento para ictericia a média da bilirrubina total no grupo A foi mais alta que
a média do grupo B (16,5 mg/dL vs 15,5 mg/dL, p=0,02).

Em relacdo aos grupos étnicos, entre os brancos 310 (86,6%) dos neonatos
apresentaram gendtipos do grupo A ou baixo risco e 48 (13,4%) gendtipos do grupo B; entre
os negros, 18 (34%) apresentaram genotipos do grupo B ou polimérficos e 35 (76%) os do
grupo A, com p=0,001. Agrupando negros e pardos numa categoria Uunica, esses genotipos
polimorficos encontraram-se em 24,5% dos bebés (n=26), superior ao encontrado entre os
brancos (p=0,014), conforme figura 1. Entre os pacientes negros anictéricos, 12 (48%)
apresentaram os gendtipos polimorficos (grupo B), p=0,000, e 22 dos ictéricos (78,6%)
apresentaram gendtipos de baixo risco. A freqii€éncia dos alelos dos polimorfismos no

promotor do gene da UGT1A1 em brancos e afro-descendentes encontra-se na Tabela 10.

Tabela 10: Freqiiéncia alélica dos polimorfismos no promotor do gene da UGT1A1 em duas

classificagdes €tnicas, apds agrupar negros e pardos

Alelo Brancos§ Afro-descendentes p

n (%) n (%)
(TA)S 10 (1,4%) 5 (2,3%) NS
(TA)6 477 (66,6%) 111 (52,3%) <0,001
(TA)7 225 (31,4%) 91 (43%) <0,001
(TA)8 4 (0,6%) 5 (2,4%) <0,001

8Total de alelos 716 / {Total de alelos 212 n = numero de alelos
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Figura 2: Propor¢do dos gendtipos quanto ao risco entre afro-descendentes e brancos.

Posteriormente, esses pacientes foram divididos em 3 grupos de acordo com seus
genotipos UGT1A1l: Grupo I - homozigotos (TA)6/(TA)6, Grupo II - heterozigotos
(TA)6/(TA)7 e (TA)6/(TA)8, e Grupo III - homozigotos (TA)7/(TA)7, heterozigotos
(TA)7/(TA)S8, (TA)S5/(TA)6 e (TA)S/(TA)7, na possibilidade de haver um risco intermedidrio
de hiperbilirrubinemia no grupo II. Nao houve diferenga entre as médias de bilirrubinas totais
nos trés grupos (16,5 vs 16,4 vs 15,5 mg/dL, p=0,25). Na amostra analisada, houve 156
(44,4%) bebés de etnia branca que apresentaram o genotipo (TA)6/(TA)6 e 18 (34%) de etnia
negra com gendtipos polimorficos (grupo III) (p= 0,001).

Ao corrigirmos o valor da bilirrubina total na internagdo para uma estimativa com 48h
de vida em todos os neonatos em tratamento com fototerapia (para isto foi utilizada como
ferramenta a figura de indicagdo de fototerapia das diretrizes da AAP de 2004), encontraram-
se valores mais altos nos neonatos com genétipo (TA)S/(TA)6 e (TA)7/(TA)8, mas o n foi

muito pequeno em alguns grupos para aplicar um teste estatistico (figura 2).
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Figura 3: Média dos niveis de bilirrubina total (mg/dL) na internagdo corrigida para 48h de

vida em cada gendtipo da UGT1Al

Entre os 229 pacientes ictéricos, 103 (45%) apresentaram gendtipo (TA)6/(TA)6, e
entre os 235 pacientes controles, 103 (44%) apresentaram o (TA)6/(TA)7. Essas proporgdes
ndo apresentaram diferenca estatistica em relacdo aos outros genotipos nos dois grupos
ictericia e ndo ictericia (p=0,21). Uma analise da figura da propor¢ao de pacientes ictéricos
dentro de cada genotipo mostra valores altos no genotipo (TA)7/(TA)8, mas o n também foi
muito pequeno em alguns grupos para aplicar um teste estatistico (figura 4).

No grupo dos ictéricos, os neonatos com genotipos polimorficos de risco da UGT1A1
(grupo III) apresentaram internacdo ligeiramente mais precoce que os dois grupos de risco
baixo ou intermedidrio (68h, 74h, 76h respectivamente), mas isso ndo foi significativo

(p=0,65). O peso deles na internacao nao foi diferente, tampouco a perda porcentual.
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Figura 4: Propor¢ao de ictericia dentro dos gen6tipos da UGT1A1

Quanto ao tratamento dos pacientes ictéricos, 21 (68%) dos pacientes do grupo III
foram submetidos a fototerapia simples, ndo ocorrendo diferengas significativas com os bebés
sem os polimorfismos. Nenhum paciente do grupo III, em fototerapia re-internou, mas 3
(9,6%) repetiram a fototerapia, o que acabou ndo sendo significativo em relacdo aos outros
genotipos.

O tempo mediano de fototerapia foi de 36h, com variacdo de 12h a 7 dias. O bebé com
genotipo (TA)6/(TA)8 ficou 7 dias em tratamento, seguido dos 3 bebés com (TA)7/(TA)S,
com 60h, e 3 com (TA)5/(TA)6, com 50h. Este bebé (TA)6/(TA)8 tinha incompatibilidade
ABO e ficou em acompanhamento neurolégico, posteriormente

Os pacientes foram estratificados em trés faixas de idade gestacional de interesse,
sendo 12% prematuros tardios (35 - 36+6 sem), 11,4% com 37- 37+6 sem (que ainda
apresenta maior risco para ictericia) e 76,3% > 38 sem. Os 2 grupos A e B de gendtipos da
UGTI1ALI se encontraram nas mesmas proporgdes nas trés faixas, mesmo estratificando para

ictericia.



Apenas 2 (2,8%) dos pacientes com os genotipos de grupo B (polimoérficos) da
UGT1A1l também tinham deficiéncia de G6PD, sendo um ictérico € um controle. O ictérico
tinha a mutacdo Africana em homozigose e o outro neonato ndo teve mutacao detectavel pelo

método; ambos tinham a mutagdo (TA)7/(TA)7 da UGT1AL.

6.3. Deficiéncia de G6PD:

Um total de 22 pacientes com deficiéncia de G6PD foi encontrado, mostrando uma
prevaléncia nesta populagao de 4,6%. Entre os ictéricos, 13 (5,5%) tinham a deficiéncia, € nos
controles a prevaléncia foi de 9 (3,7%) pacientes, embora a odds ratio fosse de 1,5, ndo houve
diferenca estatistica (p=0,35 e IC= 0,63 - 3,6). A atividade média de G6PD foi 17,2 U/gHb,
em ambos 0s grupos.

A deficiéncia de GO6PD foi determinada em 16 (6,2%) de todos os meninos ¢ 6 (2,7%)
meninas, com p = 0,06, o que apresenta uma relagdo 2,2 meninos para 1 menina, conforme
tabela 11. Do total de meninos ictéricos da amostra (n=138), 10 (7,2%) tinham deficiéncia de
G6PD e do total de meninas ictéricas (n=99), 3 (3%) tinham a deficiéncia, relagdo 3:1.

Quando comparados incompatibilidade ABO com deficiéncia de G6PD, foi visto que
nenhum dos incompativeis tinha a deficiéncia quando no grupo ictericia, com p=0,045.

Nao houve diferenga entre as trés faixas de idade gestacional de interesse quanto a
deficiéncia de G6PD - no grupo caso ha 2 neonatos prematuros tardio e no controles ha
apenas 1; no caso hé 4 neonatos na faixa menor que 38 sem e no controle 1, mas esses dados

nao foram significativos (p=0,56).



Considerando o total de neonatos, tinham a deficiéncia de G6PD 15 (4%) dos brancos,
4 (7%) dos negros e 3 (5,4%) dos pardos, p= 0,5. Nos 237 bebés ictéricos analisados
encontrou-se, em brancos, 7 deficientes (3,8%), em negros 3 (10,3%) ¢ em pardos 3 (10,3%),

com p=0,046.

Tabela 11: Distribuicdao da atividade de G6PD em todos os neonatos da amostra de acordo

com sexo € etnia

Atividade sexo etnia
Masculino feminino p branco negro pardo p
Deficiente 16 (6,2%) 6 (2,7%) 0,06 15 (4%) 4 (7%) 3 (5,4%) 0,5
Normal 242 (93,8%) 216 (97,3%) 353 (96%) 52 (93%) 53 (94,6%)
Total 258 222 368 56 56

Dos 22 casos de deficiéncia de G6PD da amostra, 3 foram diagnosticados pela PCR e
nao tiveram medida da atividade. Nao foi encontrado nenhum neonato com mutacao
Mediterranea ¢ em 8 pacientes ndo foi encontrada nenhuma das duas mutagdes em estudo,

embora tivessem baixa atividade enzimatica detectada pela triagem - dados na tabela 12.

Tabela 12: Aspectos da caracterizagdo molecular dos pacientes com deficiéncia de G6PD

Casos com Ictericia (n) Controles (n) 8§
Atividade Média de G6PD (U/gHb) 5,81 (n=12) 5,54 (n=7)
PCR — mutacé&o 202/376
Homozigotos 6
Heterozigotos
Sem mutacéo detectavel 5

§ 13 pacientes com ictericia ¢ 9 pacientes controle



7. Discussio:

A ictericia neonatal pode levar a desfechos desfavoraveis como a encefalopatia e,
apesar de alguns fatores de risco ser bem conhecidos, mais recentemente passou a se propor a
associa¢do com alteragdes na conjugacdo hepatica (KAPLAN et al, 1997, BANCROFT et al,
1998).

Nossa amostra de casos e de controles foi bastante homogénea, mas mostrou
predominio de neonatos com incompatibilidade ABO no grupo com ictericia. Devido ao fato
de boa parte dos neonatos do grupo controle ser filhos de maes com sangue tipo O (e por isso
terem sangue de corddo coletado, como rotina do servigo), poderia se esperar que houvesse
mais casos de incompatibilidade neste grupo, o que nao ocorreu, tornando-se um possivel viés
que foi controlado.

No registro piloto de BHUTANI et al (2004a), as causas para kernicterus foram
atribuidas em 3 categorias em proporc¢des iguais: doencas hemoliticas (isoimunizagdo ABO
principalmente), deficiéncia de G6PD (associada com hemolise e conjugacdo reduzida) e
causas idiopaticas (presumidamente do atraso de conjugacdo hepatica do sistema enzimatico
da UGTIA1), em conjunto com aleitamento materno e ingestdo inadequada. Segundo
KAPLAN ¢ HAMMERMAN (2005b), a incompatibilidade ABO ¢ a causa mais freqiiente de
doenca hemolitica imune. SGRO et al (2006) no Canadé identificaram em 51% dos neonatos
que internavam por hiperbilirrubinemia grave a incompatibilidade ABO. Ja TIKER et al
(2006) na Turquia identificaram em 20,4% dos neonatos com hiperbilirrubinemia extrema,
sendo que 65,6% foram atribuidos a causa idiopatica. No mesmo pais ATAY et al (20006)
publicaram uma prevaléncia de 26,9% em hiperbilirrubinemia grave. HUANG et al (2004)
identificaram em 25%, mas sem significancia estatistica em relagdo a prevaléncia de 19% nos

controles.



Fatores como etnia, adequacdo para idade gestacional, tipo de parto e asfixia também
ndo diferiram entre os grupos, bem como peso, idade gestacional, idade materna e nimero de
consultas de pré-natal.

No total de ictéricos, 147 pacientes (64,6%) internaram até 72h ap6s o nascimento,
31,3% de 72h a 1 semana ¢ 4,1% com mais de 1 semana de vida. Internaram na primeira
semana de vida 233 neonatos (96%). Em geral a hiperbilirrubinemia grave de inicio precoce ¢
associada ao aumento na producdo da bilirrubina, enquanto a tardia é associada a uma
eliminagdo reduzida com ou sem aumento de producdo (SMITHERMAN et al, 2006), o que ¢
compativel com o achado de maior prevaléncia de incompatibilidade ABO nos pacientes
ictéricos da nossa amostra. Considerando o valor de bilirrubinas corrigido para 48h de vida,
aqueles com internacdo mais precoce apresentaram valores mais elevados de BT (grupo que
internou até 72h apds nascimento).

A hiperbilirrubinemia grave é prevalente na populagdo neonatal, com BT > 20 mg/dL
em 1:70 bebés, mas aproximadamente 1 em 650-1000 neonatos com idade gestacional > 35
semanas desenvolvem valores séricos de bilirrubinas > 25 mg/dL e cerca de 1 em 10000 tem
niveis maiores que 30 mg/dL (BHUTANI et al, 2004b, NEWMAN et al, 2000). Na nossa
amostra de ictéricos, 21 (8,6%) pacientes internaram com mais de 20 mg/dL de BT, o que
corresponde a 1 paciente para cada 23 da amostra total (n=490) de neonatos, 2 pacientes com
mais de 25 mg/dL (0,8%) ¢ 3 com mais de 30 mg/dL (1,2%). Esses dados refor¢am a alta
prevaléncia de hiperbilirrubinemia grave na nossa populagdo analisada, apesar de ndo
representar a prevaléncia no universo de recém-nascidos totais do hospital naquele periodo.

Seis neonatos (23%) desses 21 pacientes com BT> 20 mg/dL tinham menos de 37
semanas de idade gestacional; isso ¢ relevante mas diferente do encontrado no Registro de
Kernicterus dos EUA, que encontrou uma prevaléncia de 50% de prematuros tardios nos

casos de hiperbilirrubinemia extrema (BHUTANI e JOHNSON 2006). Neste registro foi



verificado também que, uma vez que teraplutica agressiva fosse instituida para a
encefalopatia aguda, os prematuros tardios tinham uma taxa de sucesso mais baixa para
recuperagdo com minima ou nenhuma seqiiela (3,45%) em comparacdo com os de termo
(8%). A AAP (2004) preconiza a vigilancia dos neonatos de menos de 38 semanas de idade
gestacional ao nascimento, particularmente aqueles amamentados ao seio materno, pelo maior
risco de desenvolver hiperbilirrubinemia.

Dentre os ictéricos, 6 pacientes ndo estavam em aleitamento materno ¢ 8 necessitaram
interromper a amamentagao, sendo que nenhum dos 8 apresentava variante polimorfica da
UGTI1A1 ou deficiéncia de G6PD, contrariando estudo que mostrou associagdo de ictericia
por leite materno e presenca da variante polimorfica (MARUO et al, 2000).

Nossos pacientes tiveram tempos medianos de fototerapia e internagdo rapidos, com
niveis médios de bilirrubinas ndo muito graves ¢ uso predominante de fototerapia simples,
com poucas re-internagdes e re-intervencdes. Houve 1 caso de exsanguineotransfusio seguida
de 6bito em um paciente com incompatibilidade sanguinea por grupo ¢ pequeno. Morte
associada a exsanguineotransfusdo ocorre em 3 a cada 1000 procedimentos e o risco ¢ menor
em maiores de 35 semanas (IP et al, 2004). Esse caso ndo foi considerado como diretamente
relacionado ao procedimento e sim a hemolise macica da doenga de base. Estudo na Holanda
(KOELEWIIN et al, 2008) encontrou uma prevaléncia de 8,5% de exsanguineotransfusio por
¢ pequeno entre neonatos com outros anticorpos que nio ABO ou Rh, perdendo em
prevaléncia para o anti-K. A aloimuniza¢do materna por outros antigenos ndo pode ser
prevenida de rotina e esses anticorpos também causam hemolise.

Houve trés pacientes que seguiram acompanhamento neuroldgico por alteragdes
atribuidas a hiperbilirrubinemia, dois deles com niveis extremos de bilirrubinas na internagao.
Os dados sdo compativeis com a literatura quanto a altos valores de bilirrubina (WATCHKO

2005), e sugere-se que testes de triagem do desenvolvimento ainda estariam alterados com um



ano de idade (IP et al, 2004), mas infelizmente ndo dispomos desses dados nos pacientes
descritos. O bebé (TA)6/(TA)8 foi um dos pacientes com acompanhamento neurolégico
posteriormente e tinha incompatibilidade ABO; neonatos com etiologia hemolitica para
ictericia parecem estar em risco maior de encefalopatia pela bilirrubina que aqueles sem
hemolise. Nivel de BT de 20-23 mg/dL pode se associar com kernicterus num neonato
isoimunizado Rh, e o bebé saudavel a termo sem hemolise raramente estara a perigo com
esses valores (KAPLAN e HAMMERMAN 2005Db).

Apenas 2 pacientes entre os 23 com incompatibilidade Rh apresentaram genétipo
polimérfico, diferentemente de relato de caso no Brasil que observou niveis altos de
bilirrubinas por varias semanas em um paciente com incompatibilidade Rh e sindrome de
Gilbert (FACCHINI e ASSIS 2005).

Dentre os pacientes ictéricos e com incompatibilidade ABO houve 15,1% dos
pacientes com exame de Coombs negativo e variante polimorfica da UGT1A1 contra 13,5%
daqueles com exame de Coombs positivo. Apesar de ser uma amostra pequena ¢ dos valores
ndo terem diferenca estatistica, essa predominancia de variante polimoérfica de risco da
UGT1Al nos bebés com exame de Coombs negativo é uma possivel explicagdo para
pacientes que ndo tem niveis de anticorpos o suficiente para serem detectados no teste, mas
devido a uma conjugacdo alterada levaria a ictericia (KAPLAN ¢ HAMMERMAN 2005b).
Em nossa amostra de pacientes com incompatibilidade ABO, a sensibilidade do teste de
Coombs positivo para o desfecho ictericia foi 51% e a especificidade foi 77%, ja o valor
preditivo positivo foi 77% e o negativo 50%. Isso ¢ compativel com a literatura (WAINER S
et al, 2007). Mais uma vez, o atraso de conjugacdo oferece uma explicagdo porque nem todos
os pacientes com incompatibilidade ABO ¢ teste de Coombs negativo permanecem de fato

anictéricos.



Foram identificados os 4 alelos previamente descritos para o promotor do gene
UGTIA1 e 7 dos 10 gendtipos possiveis. Os genotipos relacionados com risco de
hiperbilirrubinemia e Sindrome de Gilbert estiveram presentes em 16% dos pacientes, sendo
11,6% homozigotos (TA)7. Identificaram-se prevaléncias de (TA)7/(TA)7 de 10-13% numa
populacdo adulta de escoceses € 16% em holandeses (MONAGHAN et al, 1996, BOSMA et
al, 1995). Na Espanha ¢ descrita em 10% numa populagao adulta (SALAZAR et al, 2000) e
14% em neonatos ictéricos (SECO et al, 2002), muito semelhante a Portugal, onde ¢ relatado
9,9% (GONCALVES et al, 2001) e menor que no Sul da Italia, onde um grupo descreveu
15% (IOLOSCAN et al, 2000). Nos EUA foi encontrada a prevaléncia de 12,4% de
homozigose (LIN et al, 2008) e, em outro estudo brasileiro, foi de 12,5% (FERTRIN et al,
2002). Por outro lado, em asiaticos ¢ apenas 3- 5% (BEUTLER et al, 1998), sendo mais
comum a mutagdo no cédon com troca de aminoacidos na formacgao da proteina (MARUO et
al, 1999).

No nosso estudo, os genotipos com maior nivel de hiperbilirrubinemia foram o
(TA)S/(TA)6 e o (TA)7/(TA)S; outros estudos também identificaram o (TA)5/(TA)7 como
responsavel por ictericia neonatal prolongada (BURCHELL ¢ HUME 1999), o que nao
ocorreu na nossa amostra. Estes resultados podem ter ocorrido pelo pequeno ntimero de bebés
com estas variantes polimérficas entre os individuos analisados. Os alelos (TA)S e (TA)S
também foram descritas por BANCROFT et al (1998) e por BEUTLER et al (1998), sendo
que esse encontrou na populacdo negra uma freqiiéncia de 3,5% e 6,9%, respectivamente,
maior que na nossa amostra analisada. E possivel que estas diferengas nas freqiiéncias nos
estudos possam estar associadas também as diferencas metodologicas empregadas na
caracterizagdo genotipica dos pacientes.

Alguns alelos polimoérficos - como o (TA)S e o (TA)8 - associados a um risco

aumentado de hiperbilirrubinemia ndo foram encontrados em individuos de etnia branca em



Portugal (GONCALVES et al 2001), mas foram bem caracterizados em outros estudos na
populagio brasileira, tanto em individuos brancos quanto em negros ¢ pardos (FERTRIN et al
2002). Os alelos polimoérficos foram mais freqiientes nos recém-nascidos com afro-
descendéncia na nossa amostra também.

Analisando os trés grupos genotipicos de risco da UGT1A1, houve mais negros no
grupo III - variantes polimorficas (p= 0,001). A freqiiéncia dos alelos (Tabela 9) foi bastante
semelhante a outro estudo brasileiro que demonstrou maior prevaléncia do gendtipo
(TA)7/(TA)7 em negros e pardos do que em brancos (FERTRIN et al 2002). Estudo de
KAPLAN et al (2008) em uma populagdo de neonatos nigerianos apresentou freqiiéncia
alélica de (TA)S 7%, (TA)6 46%, (TA)7 44% e (TA)8 2%; neste caso a freqiiéncia de (TA)7
foi parecida com a dos nossos bebés negros e pardos, mas as demais foram diferentes,
provavelmente devido a miscigenagdo da nossa populagdo no RS, colonizado por indios,
negros, portugueses, espanhois, alemaes e italianos, seguidos de poloneses, judeus, sirios,
libaneses e japoneses (PESAVENTO 1993).

A média da bilirrubina total no grupo B foi mais baixa que a média do grupo A (baixo
risco). O mesmo aconteceu na criagdo de um grupo de risco intermedidrio, ou seja, 0s
heterozigotos (TA)6/(TA)7 e (TA)6/(TA)8. Esses resultados s3o o inverso do descrito por
MONAGHAN et al (1996), mas estdo de acordo com estudos na Turquia, em que nao se
encontrou relacdo entre a variante polimoérfica e hiperbilirrubinemia (BABBAOGLU et al
2006). A analise de um grupo de risco intermediario se dad devido aos achados do estudo
classico de KAPLAN et al (1997), que sugeriu um efeito aditivo de risco conforme surgia o
alelo (TA)7 no genoétipo, mas isso ndo ocorreu nesta amostra de recém-nascidos. Houve uma
maior propor¢do de gendtipo (TA)6/(TA)6 nos ictéricos e (TA)6/(TA)7 nos anictéricos, sem
significancia, justificavel pela maior prevaléncia desses genotipos em relagdo aos outros

descritos.



No grupo dos ictéricos, os neonatos com genétipos polimorficos da UGTI1Al
apresentaram internagdo ligeiramente mais precoce que os dois grupos de risco baixo ou
intermediario, com 68h, mas isso ndo foi significativo. Estudo de BANCROFT et al (1998)
sugeriu que a Sindrome de Gilbert acelera o desenvolvimento da ictericia neonatal nos dois
primeiros dias de vida.

Os pacientes com os genotipos polimoérficos (como grupo B ou III) ndo apresentaram
desfechos piores que o pacientes com genotipos de menor risco, tampouco tempo de
internacao ou fototerapia mais prolongados que fossem estatisticamente significativos. Isso ¢
diferente dos resultados de um estudo com maior prevaléncia do genotipo (TA)7/(TA)7 em
neonatos com ictericia prolongada em relacdo aos com ictericia aguda (MONAGHAN et al
1999). Contudo, o bebé com genotipo (TA)6/(TA)8 ficou 7 dias em fototerapia, seguido dos
3 bebés (TA)7/(TA)8 e 3 (TA)S/(TA)6 com 60 e 50h, respectivamente. O gendtipo
(TA)6/(TA)8 nao foi descrito como associado a hiperbilirrubinemia grave ou prolongada no
estudo de BURCHELL e HUME (1999), ndo ¢ descrito no estudo classico de KAPLAN et al
(1997), e, analisando o estudo de BEUTLER et al (1998), poder-se-ia inferir que este
genotipo levaria a baixa atividade da UGT1A1 pela adigao do alelo (TA)8 ao selvagem. No
nosso estudo este gendtipo foi mais prevalente nos anictéricos; como o nimero de individuos
com o genotipo foi pequeno para maiores conclusdes, sugere-se novas observagdes.

A prevaléncia dos genotipos polimorficos de risco da UGT1AL1 nos ictéricos foi de
13,5% e nos normais foi de 18,2%, mas essa diferenca ndo foi significativa; o mesmo ocorreu
em estudo italiano (GALANELLO et al 1999), que sugeriu que a variante (TA)7/(TA)7 nao
contribuia para a ictericia neonatal nessa populacdo, devendo-se estudar outros fatores.
Também em estudo espanhol essa associagdo ndo se confirmou (SECO et al 2002), nem em
estudo na Turquia (MUSLU et al 2006). KAPLAN et al (1997) demonstraram que nem a

variante, nem a deficiéncia de G6PD sozinhas desenvolveriam a ictericia, mas sim a



combinacdo de ambas e sob efeito do tempo.

Quanto a incompatibilidade ABO, o grupo incompativel apresentou genotipos de
UGTI1A1 normais em 87%, os polimorficos em 13% dos individuos; essa proporcao
genotipica se mantém nos sem incompatibilidade, e difere do proposto por KAPLAN et al
(2000b), que atribuiu a hiperbilirrubinemia em incompatibilidade ABO a associa¢do com a
variante polimérfica na UGT1AL.

Havia prevaléncias de 12% de prematuros tardios e 11,4% na faixa até 38 semanas,
com distribuicdo dos genétipos da UGT1A1 nas mesmas propor¢des nos grupos. Nao houve
diferenga entre os grupos quanto a deficiéncia de G6PD — no grupo de ictéricos havia 2
neonatos prematuros tardios € nos controles havia apenas 1; nos casos, 4 neonatos na faixa até
38 sem e nos controles 1, mas esses dados ndo foram significativos. A literatura descreve, nos
prematuros com deficiéncia de G6PD, ictericia mais grave do que nos de termo (LOPEZ e
COOPERMAN 1971, SEGEL 2004). Neonatos proximos do termo sdo mais suscetiveis pelo
atraso na conjugacao e dificuldade na alimentacdo, levando ao aumento da circulacio entero-
hepatica (WATCHKO 2005), fragdo baixa de albumina e sd@o mais vulneraveis aos efeitos
neuro-toxicos pela barreira hemato-encefalica mais permeavel (BHUTANI e JOHNSON,
2006).

Apenas 2 (2,8%) dos pacientes com os gendtipos de risco da UGT1A1 também tinha
deficiéncia de G6PD, sendo um ictérico ¢ um controle. O ictérico tinha a mutagdo Africana
em homozigose ¢ o outro neonato ndo teve mutagdo detectavel pelo método. Esses dados sdo
diferentes dos apresentados por estudo que relaciona a ictericia neonatal a co-existéncia da
deficiéncia de GOPD a adi¢do do alelo (TA)7 em hetero ou homozigose (KAPLAN et al,
1997). Vale ressaltar que naquele estudo os pacientes com a deficiéncia de G6PD
apresentavam a mutagdo Mediterranea, que ndo foi encontrada no nosso estudo - e também

ndo foi encontrada em outro estudo com a populacao brasileira (COMPRI et al, 2000).



Encontrou-se prevaléncia de deficiéncia de G6PD de 4,6% nesta populacdo. Estudo
na Sicilia encontrou 2-2,5%, na Sardenha 13% (CITTADELLA et al, 1997) e numa populacao
de neonatos no Sul do Brasil, isso foi 8% (CASTRO et al, 2006). Uma explicacdo para a
baixa prevaléncia neste momento poderia ser o fato de termos incluido pacientes com ictericia
neonatal e talvez algum grau de reticulocitose que desconhecemos, o que pode ter levado a
resultados falsos negativos. Por esse motivo, alguns autores (AAP 2004) sugerem uma nova
dosagem aos 3 meses, quando o turnover das hemacias ja estabilizou. Outra possibilidade é o
fato de termos excluido na nossa amostragem de casos 0s pacientes com sepse, mesmo
sabendo que isso pode ser um fator desencadeante de hemolise.

Houve 6,2% dos meninos com deficiéncia, dentre todos, parecido com a prevaléncia
encontrada em estudo no Kwaiti de 6,5% (SAMILCHUCK et al, 2003). A OMS (WHO 1989)
sugere triagem nas aéreas onde a prevaléncia seja de 3 a 5% em meninos.

No nosso estudo, 6,2% do total de afro-descendentes (somando os classificados como
negros e os pardos) era deficiente em G6PD. Na América do Norte foi descrita uma
prevaléncia de 11 a 13% em afro-descendentes (KAPLAN et al, 2004). COMPRI et al (2000)
demonstrou uma prevaléncia em homens afro-descendentes de 10% e 1-3% em euro-
descendentes, ja nosso estudo mostrou 4% dos meninos brancos da amostra com deficiéncia
de G6PD e 5,4 — 7% dos afro-descendentes com a alteracdo. Isso pode ser explicado pelo fato
da classificagdo étnica nestes estudos ser estabelecida pelos coletores de dados, e talvez a cor
da pele ndo ser um indicador verdadeiro da origem étnica no Brasil (PARRA et al, 2003).

Dentre os ictéricos, 5,5% apresentaram a deficiéncia de G6PD e nos controles essa
prevaléncia foi de 3,7%, embora o odds ratio seja de 1,5, ndo ha diferenga estatistica. A
atividade média de G6PD foi 17,2 U/gHb, em ambos grupos. KAPLAN et al (1998c) refere
produgdo aumentada de bilirrubinas, tanto nos pacientes com ictericia quanto nos anictéricos;

no nosso trabalho ndo medimos os niveis de bilirrubinas dos pacientes controles, portanto



perdemos esse importante parametro de estudo do papel da deficiéncia de G6PD e
desenvolvimento de hiperbilirrubinemia. Nosso odds ratio de 1,5 para desenvolvimento de
hiperbilirrubinemia grave foi mais baixo em relagdo aos encontrados por KAPLAN et al em
2000a e 1997 (3,4 e 2,4, respectivamente). Vale ressaltar que em ambos estudos a mutacao de
G6PD prevalente era a Mediterranea, que ndo foi encontrada no nosso trabalho. Um estudo
que eles conduziram em afro-americanos (KAPLAN et al, 2004) mostrou odds ratio de 3,2.

E possivel que, na nossa populagio, os neonatos controles com a deficiéncia nio
tenham sido expostos in utero a algum agente que desencadeasse hemolise e/ou defeito na
conjugagdo, portanto ndo atingindo niveis de bilirrubina suficientemente altos para serem
considerados para tratamento. Um outro trabalho de KAPLAN et al (2001c) sé observou a
interagdo com a variante polimorfica da UGT1A1 apos o efeito do tempo — este dado nosso
grupo ndo pode estudar de maneira uniforme, pois os recém-nascidos internaram com
diferentes idades em horas.

Quando comparados incompatibilidade ABO com deficiéncia de G6PD, foi visto que
nenhum dos incompativeis tinha a deficiéncia quando no grupo ictericia, com p=0,045.
Estudo nos judeus sefardi (KAPLAN et al, 1998a) mostrou que bebés com deficiéncia de
G6PD e incompatibilidade ABO ndo tiveram maior evidencia de hemolise do que aqueles
apenas com a incompatibilidade; esses dados, talvez, dariam suporte a idéia de ndo ser
necessario pesquisar a deficiéncia de G6PD quando a causa da ictericia sugere
incompatibilidade ABO.

A relagcdo meninos para meninas na deficiéncia de G6PD foi de 2,2:1, com p tendendo
a significancia. Estudo na Turquia (ATAY et al, 2006) mostrou relagdo 3:1, ambos dados vao
ao encontro de observacdes de KAPLAN et al (2001b) da maior prevaléncia em meninos.
Cabe ressaltar que se pode ter perdido meninas no nosso estudo, visto que a triagem era feita

por método quantitativo e, infelizmente, existir risco de falsos negativos (KAPLAN e



HAMMERMAN 2000). Tendo em vista esses apontamentos e prevaléncias, e a orientagao da
WHO de triagem nas populagdes onde a prevaléncia em meninos é superior a 5%, poder-se-ia
pensar em triagem para G6PD em todos pacientes sem incompatibilidade sanguinea, ictéricos,
sendo repetidos e confirmados os resultados posteriormente aos 3 meses de idade, que ¢
quando a hemoglobina ja estabilizou, e, segundo orientagdo da AAP (2004), nos casos de
forte suspeita diante de exame neonatal normal (hiperbilirrubinemia acima do percentil 95
dentro das primeiras 24h de vida, pobre resposta a fototerapia ou naqueles com historia de
ictericia em irmaos)

O estudo de COMPRI et al (2000) também ndo encontrou a mutagdo Mediterranea e
presenca quase exclusiva da Africana, mesmo em euro-descendentes. Numero consideravel de
neonatos ndo teve mutagdo detectdvel, o que pode ser explicado pela presenca de alguma
mutagdo que ndo tenha sido investigada, pois atualmente ja foram descritas mais de 140
mutacoes para G6PD (BEUTLER 1991).

Estudo nos EUA (LIN et al, 2008) demonstrou co-expressdo das variantes da
UGTI1A1l com outros genes, como homozigotos para o alelo (TA)7 que também eram
homozigotos ou heterozigotos para o polimorfismo da OATPIB1 A388G em 70%. Essa
variante da enzima transportadora nao foi pesquisada na nossa amostra.

Assim, nesta amostra de recém-nascidos de Porto Alegre as variantes polimoérficas da
UGTI1AL e a deficiéncia de G6PD ndo foram associadas a hiperbilirrubinemia grave. Foram
encontrados genotipos mais raros e com alguma relagdo com bilirrubinas mais altas e tempo
maior de uso de fototerapia, mas o nimero de individuos foi muito pequeno. Apresentaram-se
prevaléncias e freqiiéncias alélicas semelhantes a outras populacdes, com destaque dos
genotipos de maior risco em negros e pardos. Talvez pela grande miscigena¢do no nosso
estado, outros fatores e interagdes génicas devam ser procurados para explicar a

hiperbilirrubinemia neonatal grave, como o estudo de mais polimorfismos.



8. Conclusoes:

Nem a deficiéncia de G6PD, nem as variantes polimoérficas da UGT1A1 foram mais
prevalentes nesta amostra de neonatos em fototerapia por hiperbilirrubinemia grave em
relacdo aos recém-nascidos sem necessidade de tratamento. Assim, talvez pelas limitagdes do

tamanho amostral, ndo foram suficientes para explicar a ictericia.

No entanto, varias conclusdes puderam ser tiradas deste estudo:

- Nao foi observada freqiiéncia significativamente maior de deficiéncia de G6PD nos
casos de hiperbilirrubinemia;

- A mutacdo mais comum na deficiéncia de G6PD nesta populagdo foi a Africana, ndo
tendo sido encontrados pacientes com a mutagdo Mediterranea;

- Houve prevaléncia de deficiéncia de G6PD semelhante a observada em outras
populagdes, especialmente em meninos, sendo compativel com a prevaléncia sugerida pela
OMS como indicativa da necessidade de triagem neonatal;

- Nao houve associacdo da deficiéncia de G6PD com incompatibilidade ABO; na
verdade pacientes com incompatibilidade ABO, nesta amostra, ndo tinham a deficiéncia de
G6PD;

- Nao houve maior incidéncia de desfechos desfavoraveis nem nos casos com
deficiéncia de G6PD, nem nos pacientes com as variantes polimoérficas da UGT1AL.

- A presenca simultanea dos dois fatores (deficiéncia de G6PD e variantes da
UGT1AL1) ndo acarretou maior risco de hiperbilirrubinemia;

- As variantes polimorficas da UGT1A1 nessa populagdo apresentaram prevaléncias
semelhantes as observadas em outras populagdes, com maior prevaléncia dos gendtipos de

maior risco em afro-descendentes;



- Foram encontrados os gendtipos da UGTIA1 descritos anteriormente em etnias
africanas;

- Nao houve associagdo da variante polimorfica da UGT1A1 com incompatibilidade
ABO.

- Nao houve associacdo de deficiéncia de G6PD ou da variante polimorfica da
UGT1A1 com prematuridade tardia;

- Houve um predominio de neonatos com incompatibilidade ABO no grupo dos
neonatos com ictericia em tratamento.

- Houve maior incidéncia de hiperbilirrubinemia grave em pacientes com
incompatibilidade ABO e prova de Coombs positiva.

- Os recém-nascidos internados para fototerapia eram, na sua maioria, caucasianos,

adequados para a idade gestacional, nascidos de termo, por parto vaginal.

Nosso estudo, a0 mesmo tempo que permitiu uma série de conclusdes relevantes em
relacdo as condi¢des pesquisadas, indicou que a identificagdo dos fatores genéticos que
predispdem a ictericia neonatal serd um processo complexo e que deverd exigir, além de

tamanhos amostrais significativos, um grande esfor¢o dos pesquisadores dedicados a este

importante problema de satde.
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Abstract

Neonatal jaundice is usually benign, but unfavorable outcomes may happen in some
newborns; therefore, the identification of high-risk cases would be very useful. Some risk
factors already known are: prematurity, dehydration, breastfeeding, blood incompatibility.
Alterations in the hepatic conjugation of bilirubin due to UGT1A1 polymorphisms (the same
involved in Gilbert’s syndrome) may also contribute to this higher risk. In this condition,
there is a variation in the sequence of the promoter region of the gene, with the addition or
exclusion of TA base pairs. The objective of this study was to estimate the frequency of
alleles and of genotypes of the promoter region of UGT1A1 gene in newborns with jaundice
and to evaluate its association with severe hyperbilirubinemia. This was a prospective and
observational study of cases and controls including all the newborns admitted for
phototherapy at the Neonatology Service of Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil,
between March and December, 2007. Newborns of over 35 weeks of gestational age and
weighing above 2,000g were enrolled. PCR was performed and analyzed in GeneMapper®
program. Polymorphic genotypes were detected in 16% of the patients; 84% were classified
as carriers of normal genotypes, and 7 of the 10 possible genotypes were identified. The
prevalence of polymorphic genotypes in icteric patients was 13.5% and in normal individuals
was 18.2%, not significant. A higher prevalence of polymorphisms in blacks and mulattos
(25%) was identified when compared to whites (13%) (p=0.014). Newborns with
(TA)5/(TA)6 and (TA)7/(TA)8 presented higher bilirubinemia; there was 1 case of
(TA)6/(TA)8 who had an extended hospitalization. Conclusion: In this sample of newborns
from the South of Brazil, polymorphic variants of UGT1A1 were not associated to severe
hyperbilirubinemia. Other factors and genic interactions should be sought in order to identify
genetic risk factors to severe neonatal hyperbilirubinemia, possibly including the study of

further polymorphisms, due to the high miscegenation that occurs in this area of Brazil.



Introduction

Neonatal jaundice is usually a benign condition but, due to the potential toxicity of
bilirubin, babies must be monitored in order to identify those who are at higher risk of
unfavorable outcomes. Some risk factors are well-known, such as prematurity, blood
incompatibility, deficiency of G6PD, breastfeeding, dehydration, asphyxia, and infection [1].
The association of these factors with abnormalities in hepatic conjugation of bilirubin was
later proposed [15, 4].

UGT1Al (TA)7 polymorphism — the same found in Gilbert’s syndrome — was
described as being related to neonatal hyperbilirubinemia above 20mg/dL. when in
homozygosis [17]. This condition is characterized by an increase in indirect bilirubin with no
structural hepatic disease or hemolysis, with light, intermittent episodes of jaundice and
decreased hepatic conjugation (approximately 30% of normal) [7].

Polymorphic genotypes of UGT1AL1 are characterized by variations in the promoter
region sequence of the gene. In Gilbert’s syndrome it contains the addition of one pair of TA
bases in element TATAA of the gene promoter, originating genotype (TA)7/(TA)7 instead of
the wild genotype (TA)6/(TA)6 [8]. Three other polymorphic variations associated with
hyperbilirubinemia were also identified: (TA)S5/(TA)6, which would lead to a slight increase
in bilirubin; (TA)5/(TA)7, with prolonged neonatal jaundice; and (TA)7/(TA)8, which would
show more severe values. Thus, the insertion or deletion of repetition TA in promoter TATA
region is associated with hyperbilirubinemia [9]. These alleles were described as rare in
Caucasian individuals and as having a frequency between 3.5 and 6.9% in the Afro-
descendant population [5]; they were also described in the white Brazilian population [11].

The identification of subjects of Gilbert’s syndrome, a genetically transmitted
condition, should alert their relatives to the possibility of appearance of clinically significant

jaundice in siblings and future descendants; moreover, it should allow counseling and the



programming of the follow-up of newborns in maternities that count with adequate resources
[10].

The objective of the present study was to determine the frequency of alleles and
genotypes of the promoter region of the UGT1A1 enzyme gene in newborns who present

jaundice and to estimate their association with severe hyperbilirubinemia.

Subjects and Methods

A prospective, observational study of cases and controls was carried out with all the
newborns admitted between March and December 2007 for phototherapy at the Neonatology
Service of Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil; newborns were over 35 weeks of
gestational age and weighed above 2,000g. Patients admitted with cholestasis,
cephalohematoma, or sepsis were excluded from the study. This study was approved by the
ethics committee of the institution and was conducted in the neonatology service of a
university hospital which is a reference center for the intensive care of severe newborns and
cares for cases of smaller complexity as well as normal newborns. After the consent given by
the caretakers of eligible patients, the patient’s medical file was analyzed in order to obtain
information on gestation, delivery room, blood group, breastfeeding, and weight loss. The
surplus blood of collections underwent by the newborn were requested to the Hematology
Sector or Blood Bank in order to extract the DNA for PCR and genetic analysis. For each

patient enrolled, one control neonate was also studied.

All newborns had their DNA extracted by the procedure described by LAHIRI and
NURNBERGER [19], with modifications. The quantification of the genomic DNA was
performed by optical density in a BioPhotometer spectrophotometer (Eppendorf, catalog
#6131000.012). The genomic DNA was amplified using PCR for the promoter region of the

human UGT gene [6] with initiators 5’- GTCACGTGACACAGTCAAAC -3’ and 5’-



TTTGCTCCTGCCAGAGGTT -3° marked with FAM. The reaction was performed in a
thermocycler (Veriti™ 96-Well Thermal Cycler, Applied Biosystems). PCR products were
analyzed by means of capillary electrophoresis in a genetic analyzer ABI 3130xl (Applied
Biosystems Inc.) with the identification of alleles. Sizes of amplified sequences were
calculated by comparison with the standard of molecular weight GS120-LIZ through

GeneMapper® program (Applied Biosystems Inc.).

The statistical package SPSS was used; category data were tested by means of the chi-
square test with or without Yates’ correction; the odds ratio was calculated between the study
factors and jaundice, and the analysis of continuous data was done by means of Student’s t
test, ANOVA, and Mann-Whitney test (variables without normal distribution). The level of
statistical significance for any case was considered for an alpha value = 0.05 and 80% of

power.



Results:

During the nine months of data collection, a total of 490 neonates with gestational age
over 35 weeks and weighing above 2,000g were included in the study (Table 1).

The 4 alleles previously described for the UGT1A1 gene promoter were identified,
with a frequency of 1.6% for (TA)S, 63.4% for (TA)6, 34% for (TA)7, and 1% for (TA)8 in
the sample analyzed.

Seven of the 10 possible genotypes were identified. The genotypes related to Gilbert’s
syndrome were present in 16% of the patients, as follows: 54 (11,6%) homozygote (TA)7, 5
(1%) heterozygote (TA)7/(TA)8, 9 (1,9%) heterozygote (TA)S5/(TA)6, and 6 (1.3%)
heterozygote (TA)S5/(TA)7, according to data presented in Table 2.

In the whole sample, 74 (16%) patients with polymorphic genotypes and 390 (84%)
normal homo or heterozygote were determined. The prevalence of polymorphic genotypes in
icteric patients was 31 (13.5%) and in normal patients was 43 (18.2%), a difference which
was not significant (p=0.08). Also, no significant difference was found between sexes or in
the outcomes of hyperbilirubinemia. As to ABO incompatibility, the incompatible group
(n=120) showed normal genotype in 99 (87%) and polymorphic variants in 15 (13%); this
genotypic rate was also maintained in the cases without ABO incompatibility.

Among icteric patients, 103 (45%) presented genotype (TA)6/(TA)6; among control
patients, 103 (44%) presented (TA)6/(TA)7. These rates showed no statistical difference
when compared to the other genotypes in the 2 groups analyzed (p=0.21).

Patients were divided into 2 groups, according to their UGT1A1 genotypes: Group A
— homozygote (TA)6/(TA)6, heterozygote (TA)6/(TA)7 and (TA)6/(TA)8, and Group B —
homozygote (TA)7/(TA)7, heterozygote (TA)7/(TA)8, (TA)S/(TA)6 and (TA)S/(TA)7,
respectively considered as “low risk” and “polymorphic”.

As to ethnic groups, 310 (86.6%) of white neonates showed group A or low risk



genotypes, and 48 (13.4%), group B genotypes, while among blacks, 18 (34%) showed group
B or polymorphic genotypes, and 35 (76%), group A genotypes (p=0.001).

Grouping blacks and mulattos in a single category, these polymorphic genotypes were
present in 24.5% of the babies (n=26), which is higher than what was found among whites
(p=0.014).

Among black anicteric patients, 12 (48%) showed polymorphic genotypes (group B),
p=0.000, and 22 of the icteric patients (78.6%) showed low risk genotypes.

Among the newborns undergoing treatment for jaundice (n=229), mean total bilirubin
in group A was higher than that in group B, although the values were not significantly
different (16.5mg/dL vs. 15.5mg/dL) (p=0.02).

Later, these patients were divided into 3 groups according to their UGTI1Al
genotypes: Group I — homozygote (TA)6/(TA)6, Group II — heterozygote (TA)6/(TA)7 and
(TA)6/(TA)8, and Group III — homozygote (TA)7/(TA)7, heterozygote (TA)7/(TA)S,
(TA)5/(TA)6 and (TA)S5/(TA)7, in order to evaluate the possibility of existence of an
intermediary risk of hyperbilirubinemia in Group II. No difference was found between the
means of total bilirubins in the 3 groups (16.5 vs. 16.4 vs. 15.5mg/dL) (p=0.25).

In the sample analyzed, there were 156 (44.4%) white babies who showed genotype
(TA)6/(TA)6, and 18 (34%) black babies with polymorphic genotypes (group III) (p= 0.001).

In the group of icteric patients, neonates with polymorphic genotypes of risk of
UGTI1AT1 (group III) showed a slightly younger age at hospitalization when compared to the 2
groups of low or intermediary risk (68h, 74h, 76h, respectively), but this difference was not
significant (p=0.65). Their weight at hospitalization was not different, neither their percentual
loss.

As to the treatment of icteric patients, 21 (68%) of the patients in Group III underwent

simple phototherapy; no significant differences were found when compared to babies with no



polymorphisms. No patient in Group III, in phototherapy, was re-hospitalized, but 3 (9.6%)
repeated phototherapy, but this was not significant when compared to the other genotypes.

Median time of phototherapy was 36h and the range was 12h to 7 days. The baby with
genotype (TA)6/(TA)8 was in treatment for 7 days, followed by 60h for the 3 babies with
(TA)7/(TA)8, and 50h for the 3 babies with (TA)S5/(TA)6.

After correcting the value of total bilirubin at hospitalization to an estimate of 48h of
life for all neonates being treated with phototherapy (the figure for indication of phototherapy
of the 2004 AAP guidelines was used as tool for this), we found higher bilirubin values in the
neonates with genotype (TA)S/(TA)6 and (TA)7/(TA)8 (16.9mg/dL. and 16.8mg/dL,

respectively), as Figure 1 shows.



Discussion:

BANCROFT et al [4] were the first to confirm an association between Gilbert’s
syndrome, identified by the presence of the variant of the UGT1A1l gene promoter, and
neonatal jaundice. Four previously described alleles were identified for the promoter of this
gene and 7 of 10 possible genotypes. The genotypes related to Gilbert’s syndrome were
present in 15.7% of the patients, 11.6% being homozygote (TA)7. A 10-13% prevalence of
(TA)7/(TA)7 was identified in an adult Scottish population, and 16% in a Dutch population
[22, 7]. In Spain, a 10% frequency was found in an adult population [26], and 14% in icteric
neonates [27]; this finding was very similar to that observed in Portugal, where the value of
9.9% was found [13] and smaller than that found in the South of Italy, where a frequency of
15% was described [14]. In the US, a prevalence of 12.4% was found [20], and another
Brazilian study indicated the value of 12.5% [11]. In Asians, this value was only 3% to 5%
[5], and the most common finding was the missense mutation in the codon with an amino acid
change in its protein formation [21].

In our study, the genotypes associated with a higher level of hyperbilirubinemia were
(TA)S5/(TA)6 and (TA)7/(TA)8; other studies have also identified (TA)S/(TA)7 as being
responsible for prolonged neonatal jaundice [9], but this did not happen in our sample. These
results may have occurred due to the small number of babies with these polymorphic variants
among the individuals analyzed. Alleles (TA)5 and (TA)8 have also been described by
BANCROFT et al [4] and BEUTLER et al [5]; the latter found in the black population a
frequency of respectively 3.5% and 6.9%, higher than what was found in our sample. It is
possible that these differences in frequencies found in the different studies may also be
associated with the different methodologies employed in the genotypic characterization used
in the studies.

Some polymorphic alleles, such as (TA)S5 and (TA)8, associated to a higher risk of



hyperbilirubinemia were not found in white individuals in Portugal [13], but they were well
characterized in other studies in the Brazilian population, both in white and in black and
mulatto individuals [11]. In our sample, polymorphic alleles were also more frequent in Afro-
descendant newborns.

In Group B, the mean total bilirubin was lower than the mean in Group A (low risk),
although the values showed no significant clinical difference. The same happened in the
creation of an intermediary risk group, that is, heterozygote (TA)6/(TA)7 and (TA)6/(TA)S.
These results are the inverse of what was described by MONAGHAN et al [22] but are in line
with the results found in studies conducted in Turkey, which found no relation between the
polymorphic variant and hyperbilirubinemia [3]. The analysis of an intermediary risk group
was the result of the findings of the classic study carried out by KAPLAN et al [15]; that
study suggested an additive risk effect as allele (TA)7 appeared in the genotype, but this did
not happen in the present sample of newborns. There was a higher rate of genotype
(TA)6/(TA)6 in icteric patients and of (TA)6/(TA)7 in anicteric patients, with no statistical
significance, but justifiable by the higher prevalence of these genotypes when compared to the
other genotypes described.

The analysis of the 3 genotypic groups of risk of UGT1A1 showed there were more
blacks in Group III — polymorphic variants (p= 0.001). The frequency of alleles (Table 3) was
quite similar to that of another Brazilian study which found a higher prevalence of genotype
(TA)7/(TA)7 in blacks and mulattos when compared to whites [11]. The study carried out by
KAPLAN et al [18] in a population of Nigerian neonates indicated the following allelic
frequencies: (TA)S5 7%, (TA)6 46%, (TA)7 44%, and (TA)8 2%; in this case, the frequency of
(TA)7 was similar to that observed in our black and mulatto babies, but the remaining were
different, probably due to the miscegenation found in our population of the South of Brazil,

whose colonization was composed of Indian, African, Portuguese, Spanish, German, and



Italian, followed by Polish, Jewish, Syrian, Lebanese, and Japanese [25].

In the group of icteric patients, hospitalization was slightly earlier (68h) in neonates
with polymorphic genotypes of UGTIA1 when compared to the 2 groups of low or
intermediary risk, but this finding was not significant. The study by BANCROFT et al [4]
suggested that Gilbert’s syndrome accelerates the development of neonatal jaundice in the 2
first days of life.

The patients with polymorphic genotypes (such as Group B or III) did not show worse
outcomes when compared to the patients with lower risk genotypes, and they showed neither
statistically significant time of hospitalization nor a longer period of phototherapy. This
finding differed from the results of a study carried out with neonates with prolonged jaundice
compared to acute jaundice which found a higher prevalence of genotype (TA)7/(TA)7 [23].
However, the baby with genotype (TA)6/(TA)8 received phototherapy for 7 days, followed by
60h and 50h, respectively, for the 3 (TA)7/(TA)8 babies and the 3 (TA)S/(TA)6 babies.
Genotype (TA)6/(TA)8 was described as being associated with severe or prolonged
hyperbilirubinemia in the study by BURCHELL and HUME [9], was not described in the
classic study by KAPLAN et al [15], and by analyzing the study by BEUTLER et al [5] one
could infer that this genotype would lead to a low activity of UGT1A1, due to the addition of
allele (TA)8 to the wild allele. In the present study, this genotype was most prevalent in
anicteric patients; however, the number of individuals with this genotype was small for a
definitive conclusion, which suggests the need for further investigations.

In icteric patients, the prevalence of polymorphic genotypes of risk of UGT1A1 was
13.5% and in normal patients was 18.2%, but this difference was not significant. The same
occurred in the Italian study [12], which suggested that variant (TA)7/(TA)7 did not
contribute to neonatal jaundice in this population and that other factors should be studied.

This association was confirmed neither by a Spanish study [27] nor by a Turkish study [24].



KAPLAN et al [15] showed that neither the variant nor the G6PD deficiency alone would
develop jaundice but their combination and under the effect of time. As to ABO
incompatibility, the incompatible group presented normal UGT1A1 genotypes in 87% of the
individuals and polymorphic genotypes in 13% of the individuals; this genotypic rate was
maintained in the individuals without incompatibility and differed from that proposed by
KAPLAN et al [16], who attributed hyperbilirubinemia in ABO incompatibility to the
association with the polymorphic variant of UGT1AL.

A study conducted in the US [20] showed the coexpression of UGT1A1 variants with
other genes, such as homozygote for the allele (TA)7, which were also homozygote or
heterozygote for the OATP1B1 polymorphism A388G in 70%. This variant of the carrier
enzyme, which was not researched in our sample, along with other factors could perhaps be
further researched to add relevant information on hyperbilirubinemia in newborns.

Thus, in the present sample of newborns from the South of Brazil the presence of
polymorphic variants of UGT1A1 could not be associated to severe hyperbilirubinemia. Rarer
genotypes were found, with some relation with higher bilirubins and a longer use of
phototherapy, but the number of individuals was small to allow definitive conclusions.
Variants showed allelic prevalence and frequencies similar to those observed in other
populations, with a highlight to the genotypes of higher risk in blacks and mulattos. Possibly
due to the high miscegenation found in our state, other factors and genic interactions should
be sought in order to explain severe neonatal hyperbilirubinemia, possibly including the study

of other polymorphisms.
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TABLES

Table 1: Demographic data on the 490 neonates analyzed between March and December 2007
at HCPA.

Characteristics Icteric patients Anicteric patients P
(n=243) (n=247)
Sex Male 141 (58%) 122 (49.4%) 0.055
Female 102 (42%) 125 (50.6%)
Ethnic Group White 185 (76.1%) 191 (77.3%) NS
Black 29 (11.9%) 27 (10.9%)
Mulatto 29 (11.9%) 29 (11.7%)
Adequate weight for gestational age 187 (77%) 192 (77.7%) NS
Small 44 (18.1%) 40 (16.2%)
Large 12 (4.9%) 15 (6.1%)
ABO Incompatibility 73 (30%) 47 (19%) 0.005
Rh Incompatibility 23 (9.5%) 26 (10.5%) NS
Vaginal Delivery 164 (67.5%) 160 (64.8%) NS
Cesarean Section 79 (32.5%) 87 (35.2%)
Need for reanimation 18 (7.4%) 28 (11.3%) NS
G6PD Deficiency 13 (5.5%) 9 (3.7%) NS
Birth Weight (g) 3,073+ 530 3,217 + 460 0.001
Gestational Age (weeks) 384+1.7 395+£13 0,.00
Mother’s Age (years) 25.4+ 6.6 26+ 6.8 NS
Number of pre-natal visits 7+ 3.1 6.5+ 3.3 NS
Apgar score at 5’ 9+1 9+1 NS
G6PD Activity (Ug/Hb) 17.2+ 59 17.2+ 5.6 NS

Values are mean + standard deviation or the number of individuals and percentage, as adequate.
NS indicates not significant



Table 2: Genotypes of the promoter region of UGT1AT1 gene in the 464 newborns analyzed

Genotype N %

UGT1Al

(TA)5/(TA)6 9 1,9
(TA)S/(TA)7 6 1,3
(TA)6/(TA)6 189 40,7
(TA)6/(TA)7 197 42,4
(TA)6/(TA)8 4 0,8
(TA)7/(TA)7 54 11,6
(TA)7/(TA)8 5 1

Table 3: Allelic frequency of polymorphisms in the UGTIA1 gene promoter in whites and

Afro-descendants

Allele Whites* Afro-descendants ™ p

n (%) n (%)
(TA)5 10 (1.4%) 5 (2.3%) NS
(TA)6 477 (66.6%) 111 (52.3%) <0.001
(TA)7 225 (31.4%) 91 (43%) <0.001
(TA)8 4 (0.6%) 5 (2.4%) <0.001

* Total of alleles 716 / "™ Total of alleles 212
Number in between parentheses = number of alleles



FIGURE LEGEND

Figure 1: Mean of total bilirubin levels (mg/dL) in hospitalization corrected to 48h of life in each

UGTI1A1 genotype
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ANEXO II - GENOTIPOS

(TA)5/(TA)6
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ANEXO III — FIGURA DA INDICACAO DE FOTOTERAPIA EM NEONATOS COM

IDADE GESTACIONAL > 35 SEMANAS
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Fonte: American Academy of Pediatrics Subcommittee on Hyperbilirubinemia (2004)



