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RESUMO

A ictericia costuma ser um fendmeno fisiologico mmém-nascidos saudaveis, contudo,
hiperbilirrubinemia ndo conjugada grave ocorre ena $% dessa populacdo. Tem sido
sugerido que a variabilidade genética de genesrateipas transportadoras de bilirrubina
poderia aumentar o risco de hiperbilirrubinemia nglea associada a outros fatores
icterogénicos. O presente estudo incluiu neonatos idade gestacional de 35 semanas ou
mais e peso superior a 2000g com indicacao paodefapia. Os polimorfismos nos genes
SLCO1B1(rs4149056 e rs2306283)5.CO1B3(rs17680137 e rs2117032) foram analisados
por sondas de hidrolise. Um total de 167 hiperbiimémicos e 247 recém-nascidos
controles foi arrolado. Sexo, incompatibilidade ABf@so ao nascimento e idade gestacional
diferiram entre os grupos, mas as frequénciascatéle genotipicas dos polimorfismos dos
genesSLCO1B ndo. Na analise por regressdo logistica, incommpdtide ABO, idade
gestacional e o alelo polimorfico T do rs211703@@meceram no modelo. A presenca desse
polimorfismo pareceu conferir protecdo a hipenulinemia. Os individuos que eram
homozigotos para o alelo G do rs2306283 e defieeerda enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase eram mais frequentes entre os ddsogresente estudo foram observadas

apenas fracas interacdes entre os diferentes pfismos e os fatores clinico-ambientais.

Palavras-chave: Hiperbilirrubinemia Neonatal; PolimorfismosUGT1Al1l; SLCO1B1;

SLCO1B3



ABSTRACT

Jaundice usually is a physiological phenomenon gmoewborns; however, severe
hyperbilirubinemia occurs in 5% to 6% of this paidn. It has been suggested that genetic
variation in the genes of bilirubin transportersiidoenhance the risk of hyperbilirubinemia
when co-expressed with other icterogenic conditidiie present study included newborns
with a gestational age of greater than 35 weeks weghts greater than 2000 g with
indications for phototherapy. The polymorphismsfr8LCO1B1(rs4149056 and rs2306283)
and SLCO1B3(rs17680137 and rs2117032) genes were analyzdulythplysis probes. A
total of 167 hyperbilirubinemic infants and 247 tohsubjects were enrolled. The gender,
ABO incompatibility, birth weight, and gestatiorade differed between the groups but the
allelic and genotypic frequency of the polymorphssitom SLCO1Bgenes did not. In logistic
regression, the ABO incompatibility, gestationaéagnd polymorphic T allele of rs2117032
remained in the model. The presence of this polpimem seemed to provide protection from
hyperbilirubinemia. The individuals that were horygaus for the G allele of rs2306283 and
glucose 6-phosphate-dehydrogenase deficient were fnequent among the cases. In the
present study there were observed only weak adsnwEa between the different

polymorphisms and the clinical/environmental fastor

Keywords: Neonatal Hyperbilirubinemia; Polymorphisni$3T1A1; SLCO1B1; SLCO1B3
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1. INTRODUCAO

Bilirrubina sérica total (BST) superior a 1mg/dL ame praticamente todos os
recém-nascidos em algum momento da primeira sea@anaa (MAISELS, 2005). Estima-
se que dois ter¢cos ou mais destes neonatos irgawdger ictericia, sendo esta caracterizada
pela coloracdo amarelada da pele e mucosas, noemi&percebida quando os niveis de
BST atingem 3 a 4mg/dL (WOLKOFF e BERK, 2007). Gwmid, hiperbilirrubinemia grave
(BST acima do percentil 95 para idade em horas)acarer em apenas 5 a 6% da populacéo
de neonatos (BHUTAN&t al, 2000).

Alguns dos fatores associados a hiperbilirrubimemcluem: desordens hemoliticas,
baixa ingestao caldrica, cefalohematoma, perdaede, gtnia asiatica e deficiéncia da enzima
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) (AAP, 20085 recém-nascidos devem ser
monitorados para identificar aqueles que podemndebeer hiperbilirrubinemia grave e,
devido a toxicidade da bilirrubina, encefalopatjae pode evoluir pateernicterus Tem sido
sugerido que a variacdo de genes envolvidos nobwiletano da bilirrubina poderia aumentar
o risco de hiperbilirrubinemia quando associada oatnas condicdes icterogénicas. Nesse
contexto, as variantes da proteina de transportilifaubina ganham destagque como

possiveis fatores contributivos para potencialiaatgictericia neonatal.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Metabolismo da bilirrubina

A bilirrubina € um tetrapirrol de cor amarela prolmte da degradacdo de
protoporfirinas. Aproximadamente 75% da producabitieubina é originada da degradacéo
do grupamento heme dos eritrocitos circulantes.e€lante é produzido por precursores
eritréides destruidos na medula e p&lonover de outras protoporfirinas, sendo que o
catabolismo de 1g de hemoglobina gera 35mg deutiima. O anel heme é primariamente
aberto pela enzima microssomal heme oxigenasegmigesas células reticuloendotelias do
figado e baco, produzindo quantidades equimolagebild/erdina e monéxido de carbono
(CO) (Figura 1). A segunda reacéo € catalisada gretama citosolica biliverdina redutase,
que reduz o metileno da molécula de biliverdinanfando a bilirrubina (MCDONAGH,

2010).

€ €
- € €
HO £ 8 Q
D o NADPH  NADP*
_‘.Qz_: o, -
cQy
Heme i 09 y 3H20
+ 3 NADPH 3 NADP* ( { (
Biliverdin-IXa Bilirubin-IXa

Figura 1. Formacao da bilirrubina.
Fonte: Ryter et al, 2004.
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A razéao pela qual a biliverdina, um composto hidotsvel e facilmente excretavel é
convertido a bilirrubina, composto lipossoluvel guezguer metabolismo hepatico, ndo é
completamente entendida. Ha sugestdo que a bihaulexerca papel antioxidante e
citoprotetor (GREENBERG, 2002). Apés sua interregl@ nas células ela seria oxidada a
biliverdina e imediatamente reduzida a bilirrubdenovo, propagando o ciclo antioxidante
(SEDLAK e SNYDER, 2004).

No pH 7,4 do sangue a bilirrubina possui uma sbttdze muito baixa (0,24mg/dL),
motivo pelo qual circula ndo covalentemente ligaddbumina. A bilirrubina € carreada até o
figado para ser metabolizada e excretada. O mecamslo qual ha passagem da bilirrubina,
mas nao da albumina, para o figado ainda € descidoh®iversos estudos indicam que este
processo é saturavel e inibido pela competicdo @otms anions organicos (MCDONAGH,
2010), sugerindo que seja mediado por proteinasgaatadoras. Cui e cols., baseados em
estudosn vitro, concluiram que o transporte da bilirrubina paegr mediado pela proteina
transportadora de anions organicos 1B1 (OATP1B1lindt&s Organic Anion Transporter
Polypetide} presente na membrana sinusoidal do hepatdcitol @Ual, 2001; CUI e
WALTER, 2003). Esse fato levou outros pesquisadareprocurarem associacdo de
polimorfismos para o gene desta proteina com alsilprubinemia neonatal (HUANGt al,
2004; WATCHKO et al, 2009). Uma vez no interior do hepatdcito, a hiliina se liga a
diversas proteinas, sendo a mais estudada a ghaddi-transferase, previamente denominada
ligandina. Ela aumenta a rede de sequestro deubiira evitando seu efluxo para o espaco de
Disse (WOLKOFF e BERK, 2007) (Figura 2).

A bilirrubina € conjugada ao &cido glicurbnico petazima uridina difosfato
glucuronosiltransferase 1A1 (UGT1Al) formando mandaliglicuronideos. Mutac¢des no
gene desta enzima podem levar a uma das trés fesdpatolégicas caracterizadas por

hiperbilirrubinemia ndo conjugada: Sindrome de @&i#dleulengracht e Sindromes de
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Crigler-Najjar tipos 1 e Il. A Sindrome de Gilbévtieulengracht apresenta prevaléncia entre
caucasoides em torno de 8%, sendo caracterizadairparleve hiperbilirrubinemia néo
conjugada, sem alteracdes funcionais ou histolégicafigado (STRASSBUREt al, 2008).

A Sindrome de Crigler-Najjar tipo | € uma doenga reecessiva que resulta na perda total da
atividade da UGT1A1l, sendo que a maioria dos ptesesucumbe a&ernicterus Ja na
Sindrome de Crigler-Najjar tipo Il a atividade enatica se mantém em niveis minimos e,
para maioria dos pacientes, a inducdo enzimaticaUGd 1Al por administracdo de
fenobarbital é o suficiente para prevenikernicterus(WOLKOFF e BERK, 2007). Em
adultos normais, a maior parte dos conjugados liegubina € excretada na bile como
diglicuronideos (80%). Em recém-nascidos, a atdedda UGT1Al € menor e a bile contém
menos diglicuronideos e mais monoglicuronideos (E0ORY, 2007).

A bilirrubina conjugada é secretada através da mamabapical do hepatdcito para o
canaliculo biliar, processo a expensas de adento#msfato (ATP) pela proteina MRP2 (do
inglés Multidrug Resistance ProteifJEDLITSCHKY et al, 1997). No intestino, parte do
conjugado sofre acdo das bactérias coldnicas, podear reduzido a urobilinogénio ou
desconjugado por acgédo deglicuronidases bacterianas. Tanto o urobilinogétomo a
bilirrubina desconjugada podem voltar ao sanguea pedcirculacdo entero-hepética
(GOURLEY, 2007). A maior parte do urobilinogénicaieculante é excretado pelo figado e
s6 pequenas quantidades sdo eliminadas pelo#rinifirrubina ndo conjugada re-circulante
€ de suma importancia nos neonatos, pois confpdma o aumento da hiperbilirrubinemia, ja
que estes possuem alta atividade da enZirgéicuronidase, presente também no leite

materno.
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Figura 2. Captacdo, transporte, conjugacao e excrecao daubikia.

ALB: albumina; BMG: monoglicuronideo de bilirrubinBDG: diglucuronideo de bilirrubina; GST:
glutationa S-transferase; UCB: bilirrubina ndo cgagda. Fonte: Adaptado de Wolkoff and Berk,
2007.

2.1.1. Aspectos do metabolismo da bilirrubina no fe e no recém-nascido

Os recém-nascidos, em algum momento da primeiraarserde vida, apresentam
niveis de BST acima de 1mg/dL, bem como dois tergoanifestam ictericia
(SMITHERMAN et al, 2006). Embora alguns casos requeiram fototezguia minimizar os
efeitos neurotdxicos da bilirrubina, a maioria desem-nascidos ndo precisara de intervencao
terapéutica, levando ao uso difundido do termeeficta fisiologica”.

A bilirrubina pode ser detectada no liquido ameidtapds 12 semanas de gestacéo,
mas ndo é observada entre a trigésima sexta aitnigésétima semana. A bilirrubina néo
conjugada atravessa a placenta onde € excretaddigatio materno, razdo pela qual os
recém-nascidos saudaveis apresentam ictericia smemadctericia no nascimento em geral

indica hemdlise, obstrugdo intestinal ou obstrud@oductos biliares (MAISELS, 2005).
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Os recém-nascidos produzem em meédia 8,5mg/kg derubiha por dia,
aproximadamente o dobro do que é produzido pot@l(MAISELSet al, 1971). Também
possuem niveis mais altos de hemoglobina - os d@sadom 35 a 42 semanas de idade
gestacional tém valores médios de hemoglobina dé&lll8que caem a 13g/dL no vigésimo
oitavo dia de vida (JOPLING@t al, 2009). Além disso, o tempo médio de vida dosGaiiios
€ de 80 a 100 dias em neonatos a termo e 60 a ®déet@rmos, em comparacao aos 120 dias
dos adultos (WATSON, 2009).

Os niveis de albumina nos recém-nascidos sdo negoee nos individuos adultos,
aumentando a porcao de bilirrubina livre (ndo lggadalbumina), fracdo que efetivamente
atravessa a barreira hemato-encefalica (NOTARIANDNIQO). Além disso, 0s niveis de
glutationa S-transferase sdo diminuidos o0 que podeontribuir para o aumento da
bilirrubinemia (WOLKOFFet al, 1979).

O feto possui uma capacidade muito limitada de Inoditaar a bilirrubina. No periodo
entre 17 e 30 semanas de gestacdo a atividade &itzinda UGT1Al é apenas 0,1% da
atividade de um adulto normal, aumentando parani¥e 80 e 40 semanas de gestacao. Nos
primeiros 10 dias ap0s o nascimento, a atividad&J@a1A1l é ainda menor que 1% dos
valores dos individuos adultos. Mas a atividadeéneditica aumenta e numa taxa exponencial
atinge niveis adultos em 6 a 14 semanas de Vid&WKBE e ONISHI, 1981).

De acordo com Gourley (2007), aspectos relacionadas a excrecdo, contribuem
para 0 aumento da bilirrubinemia nos recém-nascitnavés da motilidade intestinal
diminuida, do aumento da recirculacdo entero-hegatios niveis dp-glicuronidase serem
10 vezes o valor dos adultos e possuirem floratind imatura. Embora a flora intestinal do
neonato aumente rapidamente apds 0 nhascimento, régia € capaz de converter

adequadamente a bilirrubina em urobilinogénio. Bésama, a baixa motilidade permite que
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a bilirrubina conjugada tenha mais tempo para safg@o daB-glicuronidase, e uma vez

desconjugada sera reabsorvida do intestino pal@utagdo entero-hepatica.

2.2.Toxicidade da bilirrubina

Os grupos polares da bilirrubina, na sua conformanais estavel, estdo envolvidos
em pontes de hidrogénio intramoleculares que ng&mn a solvatacdo da molécula e deixam
0 composto praticamente insolivel em agua. Devidaalipofilia, a bilirrubina livre pode
prontamente deixar 0 espaco intravascular e asawves barreira hemato-encefalica. O
mecanismo pelo qual a bilirrubina exerce toxicidagela ndo foi completamente elucidado.
Em uma revisdo recente, Watchko sugere que aanpausada seria iniciada por alteracoes
de permeabilidade e de funcdo das membranas, mthuprocessos proteoliticos, apoptoticos
e necroticos, via cascata de calcio (WATCHKO, 2006)

Na encefalopatia aguda que ocorre decorrente darbilippubinemia grave na
primeira semana de vida, 0os recém-nascidos passarnrgs fases distintas. Na primeira,
tornam-se letargicos e hipoténicos e mamam poudas@ intermediaria € caracterizada por
estupor, irritabilidade e hipertonia (muitos apréas arqueadura do pescoco e tronco). A
fase avancada é caracterizada pelo pronunciamentipidtotono, choro estridente, recusa
alimentar, apnéia, febre, profundo estupor e muwigass, obito (SHAPIRO, 2010).

Alguns autores preferem que o terrkernicterusseja reservado para as sequelas
neurologicas cronicas e permanentes causadas ipglabima e € caracterizado por intensa
coloracdo amarela dos neurbnios em algumas regdiescérebro com evidéncia
histopatoldgica de dano neural nessas regides amr@itingimento atinge principalmente o

globo palido, nucleo subtalamico, hipocampo, nudeolo-motor, nucleo ventro-coclear e
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células de Purkinje do cortex cerebelar (WATCHK®O®. As sequelas classicas da
encefalopatia constituem a tétrade distarbios pxtamidais, anormalidades auditivas, olhar
paralisado e displasia dentaria (SHAPIRO, 2010).

Embora o nivel de bilirrubina ndo seja o Unico poedpara o desenvolvimento de
kernicterus € consenso que existe uma maior possibilidadgudeele ocorra em neonatos

com bilirrubina acima de 30mg/dL do que naquelas bdirrubina menor de 20mg/dL.

2.3.Manejo da hiperbilirrubinemia

Todo recém-nascido deve ser inspecionado rotmeinée quanto ao aparecimento de
ictericia. A progressdo do amarelamento se da ntidsecefalocaudal, e quando o corpo
inteiro do recém-nascido esta ictérico, estimatgeaybilirrubina tenha ultrapassado 15mg/dL
(KRAMER, 1969). No entanto, a estimativa visual ddgeis de bilirrubina ndo é confiavel,
especialmente naqueles com pele escura, levamgleefiiemente a erros.

Dentre as alternativas disponiveis para avaliag® hilirrubinas, encontram-se os
bilirrubinbmetros que permitem a medida transcwar@ aparelho, encostado na pele do
recém-nascido, permite a leitura do nivel de biinna total. Os aparelhos modernos sao
bastante acurados e permitem a correcao da infauéiecoutros pigmentos cutaneos que nao
a bilirrubina (RUBALTELLI et al, 2001). Povaluk e cols. demonstraram que a medida
transcutanea da bilirrubina com o aparelho Mindké&103 (Minolta Camera Co, Japéo)
apresenta boa correlacdo com a BST no momentodizag@o da fototerapia (r=0,89). Nas
24h apos a fototerapia, a dosagem transcutaneagm@oresternal coberta apresenta alta

correlagdo com a BST (r=0,85) (POVALU& al, 2011). Leite e cols. observaram que a
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correlagdo da dosagem de BST e transcutanea éawveinfaté 14mg/dL utilizando o
Bilicheck® (SpectRx Inc, EUA) (LEITEet al, 2007).

A fototerapia continua sendo o tratamento mais woente usado no manejo da
hiperbilirrubinemia neonatal (VREMANt al, 2004). As diretrizes da AAP para manejo da
hiperbilirrubinemia em neonatos maiores de 35 sasacomendam promover o aleitamento
materno, estabelecer protocolos de enfermariaipandéificacdo precoce da ictericia, avaliar a
bilirrubinemia dos ictéricos nas primeiras 24h e interpretar os niveis de bilirrubina de
acordo com a idade em horas. Deve-se promoveragdalisistematica da bilirrubina total
antes da alta hospitalar, fornecendo informacagase cuidadores sobre ictericia neonatal
e 0s potenciais fatores de risco (AAP, 2004) Astdies para uso da fototerapia em neonatos
com 35 ou mais semanas de idade gestacional séataepela AAP (Figura 3). O principio
da fototerapia € que a luz irradiada sobre a ptla aobre a estrutura molecular da
bilirrubina, permitindo que ela seja excretada pale ou urina sem a necessidade de
conjugacdo hepatica. Por acdo da luz, as pontdsiddegénio se rearranjam, formando

isémeros de bilirrubina, em especial a lumirrubonae tornam o composto mais solavel.
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Figura 3. Diretrizes para fototerapia em recém-nascidos telsg@idos com idade gestacional de 35
Oou mais semanas.

Fatores de risco: doenca hemolitica isoimune, i@efita da G6PD, asfixia, letargia, temperatura
instavel, sepse, acidose ou albumina <3,0g/dL¢sadh). Fonte: AAP, 2004.

2.4.Fatores associados a hiperbilirrubinemia

Muitos fatores tém sido constantemente associadaiperbilirrubinemia neonatal e
estdo listados na Tabela 1. Aqueles com maior muchervidéncias, observados em estudos

epidemioldgicos robustos, estdo destacados natabel
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Tabela 1. Fatores associados a hiperbilirrubinemia neonatal.

Efeito nos niveis séricos de bilirrubina em neosato

Fator Associado Aumento Diminuicéo Sem efeito
Etnia Asiatica* Afro-americana*
Nativo americano
Grega

Hispéanica (mexicana)*
Genético ou familial Irm&o que teve ictericia*

Materno Primipara Tabagismo
Idade> 25 anos
Diabetes gestacional
Hipertenséo
Contraceptivo oral no momento da

concepgéo

Sangramento primeiro trimestre

Baixos niveis séricos de zinco

Drogas administradas para mae Oxitocina Fenobarbital Beta-
Diazepam Meperidina adrenérgicos
Anestesia epidural Reserpina
Prometazina Aspirina
Hidrato de cloral
Heroina
Fenitoina
Antipirina
Alcool
Parto Ruptura prematura de membranas Sofrimento fetal

Uso de forceps
Uso de extrator a vacuo *

Recém-nascido Prematuridade* Idade gestacional Baixo escore
Sexo masculino* > 41 semanas* Apgar
Atraso no clampeamento do cordédo
Nivel elevado de bilirrubina no corddo Amamentacéo por
Ictericia antes da alta formula*
Alta com BST em zonas de risco
Cefalohematoma*
Atraso na passagem do mecoénio
Aleitamento materno *
Privacéo caldrica*
Perda de peso*
Baixos niveis de zinco e magnésio

Drogas administradas para o Hidrato de cloral
recém-nascido Pancurdnio
Outros Altitude

Pouca permanéncia no hospital ap6s
nascimentos *

Fonte: Traduzido de Maisels, 2005.

Embora nem sempre a causa especifica da icterécisecEm-nascido possa ser

determinada, muitos dos fatores acima listados ugossinfluéncia no surgimento da
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hiperbilirrubinemia por aumentarem a producao dierldbina ou promoverem a diminuicéo

da excrecdo da mesma. Na Figura 4 é sugerida vondagfem para avaliacdo e identificacao

de possivel causa da ictericia.

Ictericia Neonatal abaixo da cintura

Bilrrubina Sérica Total |

l

[ Ictericia Fisiologica |

| Observar, considerar repetir dosagemde

[ Ictericia Patoldgica |

l l

| Hiperbilirrubinemia Indireta ‘

| Teste Direto de Coombs |

bilirrubina

| Hiperbilirrubinemia Direta ‘

Negativo Positivo

‘ Isoimunizagao: Rh, ABO, outros. ‘

| Hemaoglobina ou Hematacrito |

Alte  |—| policitemia

Mormal cu
baixo
Hemoglobinopatias

———o/ Ao ‘ Alteracies ertrocitarias ,
Deficiéncias enzimaticas (G6PD)

MNormal ou baixo

Sangue extravascular
Fatores genéticos

Figura 4: Abordagem possivel para avaliar a ictericia démeaascido.
Fonte: Adaptado de Gourley, 2007.

Considerando-se que a progressdo do amarelamerté se sentido cefalocaudal,

guando a ictericia ultrapassa o nivel da cintumapdrtante monitorar os recém-nascidos para

27



identificar aqueles com risco de desenvolveremrhifeubinemia grave. Apos a dosagem

da BST e suas fracdes € possivel encaminhar o togoera o devido acompanhamento.

Quando o aumento BST, a expensas da bilirrubinacoéfugada atinge niveis de
risco, uma dos primeiros parametros a ser pesduisad a isoimunizagdo por

incompatibilidades sanguineas.

A isoimunizacdo Rh ocorre quando o sangue de urénrem@scido Rh positivo
atravessa a placenta da méde Rh negativo, ocorsamdibilizacdo do sistema imune materno
(GEAGHAN, 2011). Aproximadamente 10uL de sangue rsfgessarios para que ocorra a
sensibilizacdo. Cerca de metade dos recém-nasafdtedos ndo requer tratamento, sendo
levemente anémicos ao nascimento e ndo desenvolygmerbilirrubinemia grave. Trinta por
cento irdo necessitar de tratamento (fototerapiexesanguineo transfusdo) e vinte por cento
apresentarao hidropsia utero (MAISELS, 2005). Atualmente mais de 49 antigermsirh
identificados por meio de anticorpos produzidossapgnsfusao sanguinea ou gravidez para o
sistema Rh, sendo cinco os mais importaride€, E, c ee. O principal antigeno do ponto de
vista clinico do sistema Rh € o D (NARDOZ#Aal, 2010).

A isoimunizacao por incompatibilidade ABO €& gerahteelimitada aos neonatos do
grupo A ou B nascidos de maes do grupo O, e a @utg tende a ser familial. Maes de
grupo O tém titulos elevados de anticorpos anti/anti-B naturais. Como esses anticorpos
sao do tipo IgG, atravessam a placenta, ligandmseantigenos especificos nas hemacias A
ou B dos neonatos e causa hemolise. De 15 a 25%ndas/recém-nascidos apresentam
incompatibilidade ABO, mas a doenca hemolitica éfinada a apenas 1% das mulheres

grupo O com altos titulos de IgG (MURRAY e ROBER2807).

O teste Direto deCoombsdetecta anticorpos ligados a superficie dos gtsbul
vermelhos do recém-nascido. Um terco dos neona®gaipos A ou B de mées do grupo O
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tera exame positivo, porem desses, nem todos daserdo hemolise ou hiperbilirrubinemia.
O diagnéstico de doenca hemolitica por incompaddidle ABO € feito, em geral, por um
teste direto deCoombspositivo e ictericia nas primeiras 24h de vidasrKaplan e cols.
descreveram casos de hiperbilirrubinemia em bebésteste direto d€oombsnegativo e

portadores da Sindrome de Gilbert (KAPLA&Nal, 2000).

Na presenca de um teste direto de Coombs negatitoys parametros devem ser
analisados, como o hemograma. Niveis muito aumestdeé hemoglobina e hematdcrito
podem indicar policitemia (hematoécrito superior 30 (SARKAR e ROSENKRANTZ,
2008). A contagem de reticuldcitos permite avaliampacto da hemolise no recém-nascido e

pode indicar defeitos de membrana do eritrécitdeficiéncias enzimatica.

2.4.1. G6PD

A deficiéncia da glicose-6-fosfato desidrogenase6RE3), doenca genética e
hereditaria ligada ao cromossomo X (BEUTLER, 19%)uma das enzimopatias mais
frequentes e incidentes em nosso meio. A G6PD réreejpa enzima do ciclo das Pentoses,
rota esta responsavel pela producdo de NicotinaAdgsina Dinucleotideo Fosfato
(NADPH) e pela producéo de riboses, indispensasemoducao de acidos nucleicos. O
NADPH, nos eritrocitos, € a Unica molécula capazrebiuzir a glutationa oxidada, que
protege as células do estresse oxidativo. O dalbaceausado por agentes oxidantes se
traduz como oxidacdo do DNA e proteinas, peroxioladg@& lipidios e consequente
rompimento da membrana do eritrocito (BEUTLER, 199APPELLINI e FIORELLI, 2008;

NELSON e COX, 2002).
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A deficiéncia de G6PD foi dividida em 5 classesap@tganizacdo Mundial de Saude

(WHO 1989):

- Classe I: Deficiéncia grave, associagdo com aamémmolitica ndo-esferocitica cronica, 97

variantes, sendo apenas uma polimérfica; exemplodaloris, Campinas, Sumare.

- Classe II: Deficiéncia grave (1-10% atividadeideal), associado com anemia hemolitica

aguda, 122 variantes, sendo 37 polimorficas, exesnpediterranea e Uniéo.

- Classe llII: Deficiéncia moderada (10-60% de dade residual), 103 variantes, sendo 22

polimorficas, exemplos: Africana, Cantdo e Seattle.

- Classe IV: Atividade normal (60-150%), 52 varesjtsendo 12 polimorficas, exemplo:

variante A.

- Classe V: Atividade aumentada (>150%) duas vesgmenhuma polimérfica, exemplo:

Verona.

Os individuos ainda podem ser classificados dedacoom a atividade da G6PD em 3
grupos: deficientes se atividade < 2 U/g Hb, maodemeente deficientes se entre 3,5 — 8,7

U/gHb e normais se >8,8 U/gHb (WHO, 1989).

A prevaléncia global estimada para a deficiénciscGé6®#D é de 7,1%, sendo que a
Africa e o Oriente Médio apresentam os maiorescéxdi- 8,5 e 7,2%, respectivamente
(NKHOMA et al, 2009), variando entre as regides. Em estudo esdates do banco de
sangue, em Sao Paulo no ano de 2000, Compri eapuisentaram uma prevaléncia de 1,7%
de deficientes da G6PD (COMPRI al, 2000). Em 2006, Castro e cols. (CASTROal,
2006) observaram no Sul do Brasil uma prevaléneid, 8% de deficientes da G6PD na rede
de Triagem Neonatal, sendo que 1,4% eram defigetttais e outros 6,5% deficientes

parciais.
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As duas variantes polimorficas consideradas maisiuos da doenca sdo a
Mediterranea (C563T) e a Africana (G202A, A376G).pAmeira afeta descendentes de
italianos, gregos, espanhais, arabes, judeus @gupddendo desencadear ictericia neonatal
(as vezes grave), ou hemolise na presenca de doagietivas. A variante africana € mais
branda, originaria da Africa, e também pode desiaraictericia neonatal e hemdlise com

oxidantes (BEUTLER, 1994).

A maioria dos individuos portadores de mutac6e&6BD é assintomatica. Quando
ocorrem manifestacdes clinicas, as mais comuna gdericia neonatal e a anemia hemolitica
aguda causada por fatores exdgenos, como mediaznenteccoes e acidose diabética

(CAPPELLINI e FIORELLI, 2008).

Na auséncia de achados incomuns no hemograma, spodensiderar também
cefalohematoma, contusfes, hemorragias ou quatgiier sangramento que possam levar a
niveis aumentados de BST por degradacdo dos @osdocalizados extra vascularmente
(WATCHKO, 2009).

Mais recentemente, o impacto da variabilidade geméte cada individuo tem sido
explorado. No que se refere a hiperbilirrubinenganes envolvidos no metabolismo da

bilirrubina poderiam desempenhar papel essencipfogressao da mesma.

2.4.2. Enzima de conjugacéo hepatica da bilirrubina

O gene UGTI1A codifica a familia das enzimas dgugatédo ao acido glicurénico
uridina difosfato glucuronosiltransferase e se limaano cromossomo 2g37. Sao possiveis 9
isoformas, que constam com um éxon inicial especifieguido dos éxons 2 a 5, que sao

comuns a todas (Figura 5) (STRASSBURS al, 2008). A isoforma UGT1Al € a
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responsavel pela glicuronidacédo hepatica da Hilinau e mutacdes em seu gene podem levar

a Sindrone de Gilbert e as Sindromes de CriglejaiN&ipos | e Il.

UGT1A gene locus
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Figura 5: Locusda familia UGT1A.
Fonte: Strassburg et al, 2008.

2.4.2.1. Sindrome de Gilbert

A Sindrome de Gilbert é caracterizada por hipearblliinemia cronica e recorrente,
sem evidéncias de doenca hepética ou hemdlise (BQ2BD3). E uma sindrome comum,
que afeta de 6 a 9% da populagéo caucasoide, esavshmodelos de heranca, autossdomico
recessivo e dominante ja foram sugeridos (STRASSBUR al, 2008). Em geral a
hiperbilirrubinemia indireta ndo é reconhecidaafuberdade, manifestando-se em situagfes
como estresse e jejum, porém varios estudos mastrque a Sindrome poderia desenvolver
um papel importante na patogénese da hiperbilmaria neonatal.

A hiperbilirrubinemia resulta de um decréscimaatigidade da enzima de conjugacao
hepética uridina difosfato glucoronosiltransferdgel. Mutac6es nas regides promotora e
codificante do geneGT1Alpodem produzir mudancgas funcionais ou estrutagpagslevem a
conjugagao comprometida e consequente hiperbilireniia.

O polimorfismo mais frequentemente associado dr8ine de Gilbert é o rs8175347-

que se caracteriza pela insercédo dinucleotidicantke timina e uma adenina (TA) na regido
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promotora do gengdGT1AL(BOSMA et al, 1995). O alelo normal conta com seis repeticdes
TA, enquanto o alelo variante possui sete repedid@ o que provoca uma diminuicdo de
70% da transcricdo da enzima. S&o encontradas aam@ntes com cinco e oito repeticoes,
gue aumentam e diminuem a transcricéo, respectiv@en(8TRASSBURGt al, 2008).
Recentemente em meta-analise, Long e cols. aamliaa associacdo entre o
polimorfismo rs8175347 e a hiperbilirrubinemia natah (LONG et al, 2011), onde foram
incluidos 27 estudos sobre o tema. Dos sete estmopopulacdes caucasoides, seis nédo
apresentaram risco significativo aumentado paraerhifrrubinemia neonatal quando
comparados frente aos genotipos//TA; e TAYTAs+TA-/TA7. Apenas um estudo mostrou

um risco elevado para ictericia (ERGénNal, 2010).

2.4.2.3. Sindrome de Crigler-Najjar | e Il

As Sindromes de Crigler-Najjar tipos | (CNI) e (CNIl) sdo herdadas de forma
autossomica recessiva. Na Sindrome de CNI existe aompleta auséncia da atividade da
enzima UGT1A1, enquanto na Sindrome de CNIl agdde da enzima é diminuida, porém
nao completamente ausente. As mutacbes enconeadasnbas as sindromes podem afetar
todos os éxons, e aquelas encontradas no éxorec@am afetam todo o complexo UGT,
razao pela qual estes pacientes podem apreserfteit ddo apenas na conjugacdo da

bilirrubina, como de outros compostos (STRASSBUR®E,0).

A identificacdo das Sindromes geralmente ocorrepnioseiros dias de vida, quando
os niveis de bilirrubina ultrapassam 20mg/dL e -@anguineo transfusdo é necessaria muitas
vezes (CLARKEet al, 1997). Uma importante diferenciacdo clinica e@M e CNII é a

responsividade ao fenobarbital, que reduz os nigéitcos de bilirrubina em 30% dos
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pacientes CNII por inducdo da UGT1Al, enquanto agigntes CNI, pequeno ou nenhum
efeito é observado (BOSMA, 2003). Pacientes com @& requerer fototerapia até a
realizacdo do transplante de figado. Fox e cokcrdgeram em 1998 o primeiro transplante
de hepatocitos em uma menina de 10 anos com siedienCNI que apresentou substancial
reducao dos niveis de bilirrubina (F@Xal, 1998). Desde entéo outros relatos da terapia séo

descritos e o efeito benéfico parece variar dd B meses (MEYBURGt al, 2009).

Outro método de discriminacdo entre CNI e CNII determinacdo da atividade de
conjugacao residual da bilirrubina em bidpsia dmdd. No entanto este procedimento é
extremamente invasivo e o0 método de escolha é lsanke mutacdes no gene da UGT. O
diagndstico de CN pode ser feito, por exemplo,mskbos 0s alelos codificarem uma proteina
truncada bem como se as mutagfes ja tiverem sihtifidadas em outros pacientes CNI ou

CNIl (SEPPENet al, 1994).

2.4.3. Proteinas Transportadoras de Anions Organiso

As proteinas transportadoras sdo sistemas acop&gdogembrana que medeiam a
translocacdo de compostos quimicos para o interiexterior das células, por mecanismos
ativos ou passivos (KLAASSEN e ALEKSUNES, 2010)tr@nsporte de drogas e substratos
endogenos, como acidos biliares e colesterol, & mssociado com duas superfamilias de
transportadores: os carreadores de solgolsite carrier— SLC) e os transportadores ABC
(Anion Binding Cassele Os transportadores SLC sdo considerados traasipoes de
absorcdo, embora existam exemplos de transporieedahal. Os transportadores ABC
funcionam como bombas de efluxo que removem sutiakidas células ou organelas usando

transporte ativo primario (KLAASSEN e ALEKSUNES,121).
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Fazendo parte da superfamilia SLC, encontram-pecésinas de transporte de anions
organicos (OATPs). Sédo importantes proteinas trangmana que facilitam o transporte
sédio-independente de uma variada gama de compaigiasicos anfipaticos, incluindo sais
biliares, corantes orgéanicos, esteroides, hormoériosidianos e numerosas drogas
(KALLIOKOSKI e NIEMI, 2009). As OATPs séao codificgselos genes da famil@aLCQ
Embora algumas OATPs sejam seletivamente envolvidasmetabolismo hepético de
compostos ligados a albumina via veia porta, mus&s expressas em multiplos tecidos,
incluindo a barreira hemato-encefalica, plexo ddep pulméo, coracdo, intestino, rim,
placenta e testiculos (KLAASSEN e ALEKSUNES, 2010).

OATPs de uma mesma familia compartiiham >40% dadhogia na sequéncia de
aminoacidos e sdo designados por numeracéo ai@icaDATP1). As subfamilias incluem
OATPs com sequéncia de aminoacidos com >60% de lbgrace sdo designadas por letras
(ex.: OATP1B) (NIEMlet al, 2011).

Os genes codificantes da familia OATP1 estdo lpadtis no braco curto do
cromossomo 12, enquanto os das outras familias Extdlizados nos cromossomos 3, 5, 8,
11, 15 e 20 (KALLIOKOSKI e NIEMI, 2009). Ja forandentificadas 11 OATPs em
humanos: OATP1A2, 1B1, 1B3, 1C1, 2Al1, 2B1, 3Al, 4A4Cl, 5A1 e 6Al
(KALLIOKOSKI e NIEMI, 2009). Destas, os papéis dATP1B1, 1A2, 1B3 e 2B1 como
transportadores sdo os melhores caracterizadol@ralp. OATP1A2 facilita a entrada de
substratos principalmente através do duodeno panacalacdo. OATP2B1 é expressa na
membrana sinusoidal do hepatdcito, mas também émsaecidos, como intestino e coracao.
Dentre seus substratos enddégenos encontram-seragiahdrosterona, estrona-3-sulfato e
prostaglandina HKALLIOKOSKI e NIEMI, 2009). OATP1B1 e OATP1B3 sdocalizados
principalmente na membrana sinusoidal dos hepagtitmanos e medeiam o influxo dos

seus substratos do sangue para o interior dosduoifpat dentre eles, a bilirrubina.
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Tabela 2.Nomenclatura, tamanho, substratos enddégenos, seeiqmessodpcusgénico e nimero de
éxons das proteinas de transporte mais bem carad@s na literatura: OATP1A2, OATP2B1,
OTAP1B1 e OATP1B3.

Proteinas Gene
Nome Outros nomes Tamanho Substratos Tecido Nome Locus Exons
enddgenos expresso
OATP1A2 OATP-A 670aa acidos biliares cérebro SLCO1A2 12pl2 14

conjugados esteroides  figado

hormonios tireoidianos rins
intestino
OATP2B1 OATP-B 687aa dehidroepiandrosterona figado SLCO2B1 11913 14
estrona-3-sulfato intestino
prostaglandina E2 coracao
OATP1B1 OATP2, LST-1, OATP-C 691aa bilirrubinas figado SLCO1B1 12p2 15
acidos biliares intestino

conjugados esteroides
eicosanoides
hormonios tireoidianos
OATP1B3 OATPS8, LST-2 702aa bilirrubinas figado SLCO1B3 12p2 16
acidos biliares
conjugados esteroides
eicosanoides hormoénios
tireoidianos

colecistoquinina

Fonte: Kalliokoski e Niemi, 2009.

2.4.3.1. OATP1B1

OATP1B1 (previamente conhecida como OATP2, OATP-CL&T-1) é uma

glicoproteina de 691 aminoacidos codificada pele@ CO1B1 Sua expressao parece estar

36



restrita a membrana basolateral dos hepatocitoGEMBUCH e MEIER, 2004). O mRNA
ja foi encontrado em outros tecidos inclusive nestino delgado(GLAESERt al, 2007).
Um grande numero de polimorfismos de base UnicaP(Sid ingléssingle nucleotide
polymorphismgs foi descrito no geneSLCO1B1 e suas frequéncias alélicas variam
notavelmente em diferentes populacbes (TIROBIAal, 2001), sendo identificadas 41
variantes. Os polimorfismos mais estudados saoO0BEB2 (A388G), que possui uma
frequéncia alélica que varia de 40% em Europeuf% &m Africanos e Asiaticos, e
rs4149056 (T521C), que possui frequéncia de 10%Eemopeus e Asiaticos e de 2%
Africanos (KALLIOKOSKI e NIEMI, 2009). Outros SNFsram associados com atividade
alterada da OATP1BInh vitro (TIRONA et al, 2001), porém a relevancia clinica ndo esta
estabelecida, em parte por causa das baixas freige&iélicas (NIEMI, 2007; PASANEBt
al., 2008). Estatinas, rifampicina, enalapril, inibiel® de protease, metrotexato sédo exemplos
de drogas transportadas por OATP1B1 (NIEwal, 2011).

Cui e Briz demonstraram que, vitro, a OATP1B1 transporta bilirrubina conjugada e
ndo conjugada (BRI2t al, 2006; CUlet al, 2001; CUl e WALTER, 2003), porém Wang e
colaboradores demonstraram que isto € improvavélN®& et al, 2003). As concentracdes
plasmaticas de bilirrubina e seus conjugados janfomssociadas com alguns genoétipos
SLCO1B1 Em um estudo de associacdo genomiGanpme Wide Association Study
GWAS), pesquisando os fatores genéticos assoc@ns niveis de bilirrubina, Johnson e
cols. observaram que os individuos portadores éto &€ do rs4149056 apresentaram
concentracdes maiores de bilirrubina (JOHNS£IMEI, 2009). J& Sanna e cols. demonstraram
que rs4149056 e rs2302682 apresentavam um efeitterado sobre niveis séricos de
bilirrubina (SANNA et al, 2009).

Apés a demonstracdo de que OATP1B1 seria transfoortde bilirrubina, surgiu o

interesse em estuda-lo como um dos fatores gesédia@ hiperbilirrubinemia neonatal. Em
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2004, Huang estudou 4 polimorfismos do ge®leCO1B1 (A388G, C463A, T521C e
G1463C) que poderiam atuar como fatores de risaqa pgerbilirrubinemia neonatal
(HUANG et al, 2004). Ele observou que o alelo A do rs230268%er@a umodds ratio
(OR) de 2,01 para hiperbilirrubinemia, mas ndo atroo nenhuma associacdo para 0S
demais polimorfismos. Prachukhutum e cols. (PRACHHUKM et al, 2009),Watchko e
cols. (WATCHKO et al, 2009) e Wong e cols. (WON@t al, 2009) também n&o
encontraram associacado entre polimorfismos do gan@Ol1Ble a hiperbilirrubinemia
neonatal. Zhang e cols. (ZHAN@&t al, 2010) descreveram que o alelo C do rs4149056
apresentava baixo risco para ictericia neonatal£@R30), enquanto as frequéncias do alelo
A do rs2302682 néo diferiram, contudo os niveibilgubina eram estatisticamente maiores

nos homozigoto AA.

2.4.3.2. OATP1B3

OATP1B3 (anteriormente denominado OATP8 e LST-2jn@oa OATP1Bl é
expressa principalmente na membrana sinusoidal hdgatocitos. Seus substratos séo
similares: bilirrubina, acidos biliares, conjugadesteroides, eicosanoides e hormdnios
tiroidianos. O gene codificanteSIKCO1B3 € polimorfico e algumas variantes foram
associadas com uma menor atividade transportador@AITP1B3. Dentre as drogas que
sofrem transporte por essa proteina encontramoxfefexdina, estatinas, metrotexato e
paclitaxel (KALLIOKOSKI e NIEMI, 2009).

Em 2009, em um GWAS, Sanna e cols. descreveram pidimorfismos no gene
SLCO1B3relacionados com o aumento de bilirrubina se$aNNA et al, 2009). O alelo C

do polimorfismo rs2117032, na regidao 3'-UTR é resavel pelo aumento de 0,048 mg/dL
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de bilirrubina. O segundo polimorfismo, rs1768018¢alizado no intron 7 é responsavel por
um aumento maior, 0,067 mg/dL por copia de alelo.

Apesar de a ictericia neonatal ser um processmanar parte das vezes, fisiologico, a
compreensao dessa condicdo € de extrema importdDsidatores que entremeiam esse
processo sao 0s mais variados e a influéncia détigarsobre essa condicdo cada vez € mais

relevante na pratica clinica.
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3. JUSTIFICATIVA

A hiperbilirrubinemia ndo conjugada neonatal é wndimeno comum e embora
geralmente apresente curso benigno, um numeraem sEeateonatos ira desenvolver niveis de
bilirrubina preocupantes que oferecerdo ameacaist@m®a nervoso central. Por isso, ha
necessidade da melhor caracterizacdo dos evefdt@iss genéticos que possam predispor a
hiperbilirrubinemia ndo conjugada neonatal, em @spaqueles envolvidos no metabolismo
da bilirrubina. Tais como a enzima de conjugacgmtiea e as proteinas transportadoras de

anions organicos.
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4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo geral

Estimar a frequéncia dos polimorfismos rs23062884449056 do gen8LCO1B1le

rs17680137 e rs2117032 do g&ieCO1B3a hiperbilirrubinemia neonatal grave.

4.2.0bjetivos especificos

Estudar associacfes dos polimorfismos descritos com

e  Prematuridade;

* Incompatibilidade ABO;

+ Deficiéncia da G6PD;

Polimorfismo rs8175347 na regido promotora do ¢¢@G&1A1.
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5. PACIENTES E METODOS

5.1.Delineamento do estudo e amostra

Re-analise de estudo prospectivo e observacionahsies e controles cujo material
inicial originou a dissertacdo “Polimorfismos geo@ts em neonatos hiperbilirrubinémicos
em mais de 35 semanas de idade gestacional” (CARMAL2009). No estudo anterior, a
presente autora participou ativamente tanto daug&ecquanto da interpretacdo das técnicas
biomoleculares (CARVALHOet al, 2010). O estudo prévio incluiu recém-nascidos
admitidos para fototerapia no Servico de Neonaialalp Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA). Os neonatos arrolados entre margezembro de 2007 apresentavam mais
de 35 semanas de idade gestacional e peso sup&ifi0g e foram avaliados em relacao a
presenca de deficiéncia de G6PD e polimorfismo&J@da1A1 Foram considerados como
critérios de exclusdo internacdo por colestaseatabrcefalohematoma e sepse comprovada.
Para cada paciente internado foi escolhido neocattrole no alojamento conjunto ou na
enfermaria do setor de neonatologia, obedecidasassnos critérios de inclusao e excluséao,
porém, sem niveis de bilirrubina suficientes patatérapia, conforme estimativa visual pela
equipe médica assistente. A escolha foi aleatém&s houve o cuidado de incluir apenas
recém-nascidos com coleta de sangue para algumeraafio, sem coletas exclusivas para o
estudo. Todos recém-nascidos eram classificado® ¢twancos ou ndo brancos baseado na
cor da pele dos pais. Apds, era aplicado o TermBalesentimento Livre e Esclarecido para
participacdo no estudo. Os dados dos sujeitos fotaidos por prontuario. Foi solicitado ao
setor de Hematologia ou Banco de Sangue o sangieslente das coletas realizadas no
recém-nascido ou da coleta de corddo umbilicai pajuantificacdo da atividade da G6PD e
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extracdo de DNA para realizacdo de técnicas biaulaees. Os individuos arrolados no

estudo foram acompanhados até a alta e posteritenpama avaliacdo dos tempos de

internacdo e fototerapia, necessidade de re-irg@oare-intervencdes ou ex-sanguineo

transfusao, alteracdes neurologicas ou 6bito popenimdo de 30 dias.

No presente estudo, as amostras foram transfeedasnazenadas no Laboratoério

Experimental de Hepatologia e Gastroenterologia, GRCPA, onde foram analisados os

polimorfismos rs2306283 e rs4149056 do g8h€01Ble rs17680137 e rs2117032 do gene

SLCO1B3 utilizando aparelho termociclador localizado nen€o de Terapia Génica, CPE,

HCPA.

Os dados obtidos para os individuos estéo dascaré Tabela 3.

Tabela 3: Dados clinicos e laboratoriais dos individuos ados no estudo.

Dados de prontuario

Andlises genéticas

Todos os individuos

Apenas para casos Todos

Idade Gestacional
Sexo
Peso ao nascimento
Deficiéncia da G6PD
Parto
Incompatibilidades sanguineas
Apgar 5’

Idade materna

Perda percentual de peso Mutsfici@ana G6PD

Niveis de bilirrubina Mutacdo Mediterrai@PD
Niveis de hemoglobina PolinmofisGT1A1
Tipo de alimentacédo PolimorbsiBLCO1B1
Tempo de fototerapia Polimorfisn®isCO1B3
Tipo de fototerapia

Idade em horas na internacéo
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5.2 Analises anteriores

5.2.1. Determinacao da atividade enzimatica da G6PD

A determinacdo da atividade da G6PD bem com asan@ée suas mutacdes foi
realizada na Faculdade de Farmacia, UFRGS. Pamsagem da atividade enzimatica da
G6PD pelo método quantitativo utilizou-se o kit N&g G-6-PD [nterscientific Corporation,

USA), que emprega o procedimento de Normalizacadesaoglobina.

O kit selecionado oferece uma medida rapida dadatte da G6PD contida na
amostra, expressando os resultados diretamentenaiades por grama de hemoglobina
(U/gHb). Foram utilizados controles normal, intedideio e deficiente fornecidos pela
empresa Intercientifica. Foram pipetadqd. 5de amostra de sangue total e controles em
microplacas de microtitulacdo com fundo em “U”. Ates foram adicionados @b de
reagente de eluicdo e agitados em um agitadorabyinitr 20 minutos. Foram transferidos
15uL do eluido para outra microplaca de fundo chatajenente com 48 de reagente de
trabalho e agitados durante 10 minutos. Uma pranleitura em 405nm foi realizada para
medida da concentragcdo de hemoglobina das amastdas controles. Posteriormente foi
adicionado 100L do reagente de cor e efetuada uma segunda legnrd50nm, em modo
cinético. As alteracdes na densidade Optica poutmifioram registradas em 15 medidas
tomadas no intervalo de 1 minuto. O método conaide@rmal valor médio = 15,8 Ug/Hb,
intermediario = 4,7 Ug/Hb e deficiente = 1,3 Ug/Kkndo utilizado o valor 8 Ug/Hb como

ponto de coorte, conforme conclusdes de estuddgpf@ASTROet al, 2007).
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5.2.2. Extracdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido a partir de sangualt@or procedimento adaptado,
descrito por Lahiri e Nurnberger (1991). A um votume 0,5-1mL de sangue total foram
adicionados 10mL de tampéao fosfato (TKM 1 - 10mN&-HCI pH 7,6; 10mM KCI; 10mM
MgCly; 2mM EDTA’) e 300uL do detergente Nonidet P-40g(8a) em tubo Falcon (15mL)
para promover lise dos eritrocitos. Apés centrifganinutos a 3200 rpm e lavar o pellet 2x
com 10ml de TKM1, adicionou-se 8d0de TKM2 (10mM Tris-HCI pH 7,6; 10mM KClI,;
10mM MgCh; 2mM EDTA; 0,4M NacCl) e 50l de SDS 10% (dodecil sulfato de sddio). A
amostra permaneceu em banho-maria a 55°C por lproAsinas foram precipitadas com
30Qul de NaCl 6M e centrifugadas durante 5 minutos @002rpm. O DNA presente no
sobrenadante foi, entdo, precipitado em 2 volumesetdnol absoluto. O DNA seco a
temperatura ambiente foi solubilizado em tampéo(TiEs-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1

mM) e mantido em freezer a -20°C.

5.2.3. Genotipagem G6PD

No material com atividade deficiente foi realizaalanvestigacdo das trés mutacoes
mais frequentes na regido do sul do Brasil: a A20&3, A376G) e a Mediterranea (C563T)
para todos pacientes com atividade enzimatica idefez As regides analisadas foram
amplificadas por reacdo em cadeia da polimeras®)RGnforme descrito na Tabela 4. A

PCR foi realizada em um volume final deuR5com 100ng de DNA gendmico, 1x tampao
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500mM KCI (pH8.4), 5mM MgCI2, 2nm de dNTP, 20pm@ dada primer e 1 U Taq DNA
polimerase - todos os reagentes foram adquiridodndidérogen. A reacdo ocorreu em
termociclador (Eppendorf Personal Cycler) com desagdo inicial por 5 min a 94°C,
seguidos de 34 ciclos de desnaturacdo a 95°C myraB@lamento por 30s (vide tabela) e
extensdo 72°C por 45s. Finalmentepll@o produto da PCR foram analisados em gel de
agarose 1,5% e os fragmentos amplificados forareridigs overnighta 37°C utilizando

enzimas de restricdo (BioLabs) conforme instrugfieabricante (Tabela 5).

Tabela 4. Exons, tamanho dos fragmentos amplificados, seip@rios primer, e respectivas
temperaturas de anelamento para as mutacdes GR8ZBG e C563T do gene G6PD.

Fragmento Temperatura de
Mutagao Exon Primers
amplificado (pb) Anelamento (°C)
202 4 109 5 GTG GCT GTT CCG GGATGG CCTTCTG 3’ 65

5 CTT GAAGAA GGG CTCACTCTGTITG 3

376 5 295 5 CTGTCTGTG TGT CTGTCTGTCC 3 63

5" GGC CAG CCT GGC AGG CGG GAAGG 3

563 6 547 5 ACT CCC CGA AGA GGG GTT CAAGG 3’ 60

5" CCA GCC TCC CAG GAG AGAGGAAG 3
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Tabela 5.Enzimas de restri¢cao e fragmentos obtidos parawadadas mutacdes do gene G6PD.

Mutacdes Investigadas Enzimas Fragmentos Resultantes (pb)

202G>A Nla Il 63-46
376A>G Fok | 154-141
563C>T Mbo Il 277-119-100

5.2.4. Amplificacdo da UGT1Al

As analises de fragmentos por eletroforese cafuitam realizadas no Laboratério de
Identificagcdo Genética do Centro de Pesquisa Exyeral (CPE), HCPA. O DNA genémico
foi amplificado utilizando-se da PCR para a regagmmotora do gene UGT1Al. A sequéncia
dos primers (BEZERRA, 2007) foi 5- GTCACGTGACACAGTCAAAC -3 eb5'-
TTTGCTCCTGCCAGAGGTT -3 marcado com FAM. A reacdoi frealizada em
termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (ABLJSA) adicionando-se 0s seguintes
reagentes: buffer 1X (GeneAmp PCR Buffer I; AppliBibsystems), dNTPs 0,25mM
(Applied Biosystems), MgCI2 1,5mM, primers 10pM; AunpliTag Gold DNA polimerase
(Applied Biosystems); 20ng de DNA e agua estérilap2bul. A ciclagem utilizada foi de
desnaturacao inicial a 95°C por 10 minutos, segdé&ld5 ciclos de desnaturacdo a 95°C por
30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundas)séxt a 72°C por 30 segundos, com

uma extensao final de 72°C durante 10 minutos.
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5.2.5. Andlise de fragmento por eletroforese capila

Os produtos de PCR foram analisados por eletraaragilar em analisador genético
ABI 3130xl (Applied Biosystems Inc.). Foi adicionadplldo produto amplificado a §&
de formamida e Ol de marcador de peso molecular interno GS120-LApplied
Biosystems Inc.), desnaturados a 95°C por 5 minaliosediatamente colocados no gelo por,
no minimo, 5 minutos. As amostras foram injetadasanalisador genético ABI 3180
(Applied Biosystems Inc.) usando um capilar de 36cB0um com o polimero apropriado
(Performance Optimized Polym@&r — POP7, Applied Biosystems Inc.) nas seguintes
condicdes: injecdo por 23 segundos a 1,2 kV e darpor 370 segundos a 15 kV na
temperatura de 60°C. Os tamanhos das sequenciaficadps foram calculadas por
comparacao com o padrdo de peso molecular GS12@aitd¥és do programa GeneMapper®
(Applied Biosystems Inc.). Os tamanhos dos fragogeptra cada um dos alelos s]AAs,

TA; e TAg eram 96, 98, 100 e 102pb, respectivamente.

5.3 Analises deste estudo

5.3.1.Anélise dos polimorfismos dos gen&.CO1B1 e SCLO1B3

Os polimorfismos rs4149056 (521T>C) e rs230268B4385) do gene&SLCO1Bl e
rs17680137 e rs2117032 do g8ieCO1BJoram identificados por PCR utilizando sondas de
hidrolise comerciais (Ensaios TagMan, IDs: C_3068390, C_1901697_ 20,

C_25766725 10, e C_2809241 10, respectivamente).
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Para realizar a PCR por ensal@agMar® em 125uL de volume final, foram
utilizados 6,25uL désenotyping Master MiX tampédo, enzima AmpliTaq Gold, dNTPs e
marcador fluorescente de referéncia passiva (R@925uL da mistura de oligonucleotideos
especificos para o polimorfismo (parespienerse sondas); e 15ng de DNA gendmico. As
temperaturas de ciclagem foram 10min de desnatragé@al a 95°C, 40 ciclos de 12s a
95°C e 60s a 60°C para os ens&eamnotypinge 10min de desnaturacdo a 95°C e 50 ciclos de
15s a 92°C e 90s a 60°C para os endarog) Metabolism As reacfes foram realizadas em
aparelho PCR tempo real Stratagene (GE, USA) eesglitados analisados pelo software
Mx3000P. Detalhes sobre a metodologia com sonddsddélise encontra-se disponivel no

Apéndice A.

5.4 Andlise Estatistica

Para andlises estatisticas foram realizados tesy2 gara variaveis categoricas ou
Exato de Fisher, e calculo adalds ratioe regressao logistica entre os fatores em estudo e
desfecho hiperbilirrubinemia. A andlise dos dadostiouos foi realizada com o teste t de
Student, ANOVA e Mann-Whitney (variaveis sem dmiicdo normal). O nivel de
significancia estatistica foi considerado para @hovde alfa < 0,05. Foi utilizado o programa

SPSS Statistics versao 17.0.

5.4.1 Célculo de Tamanho Amostral
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Baseado no trabalho de Huang e cols. (2004) foutdo o tamanho amostral. Para
uma diferenca na frequéncia alélica de 0,37 p&2 0ps grupos caso e controle (OR=2,10)

para o alelo G do polimorfismo rs2306283, foi ceEdo um “n” de 154 para cada grupo.

5.4.2 Calculo do Equilibrio de Hardy-Weinberg

As analises envolvendo o0s gendtipos e sua conatedaom o equilibrio de Hardy-
Weinberg foram realizadas no Excell utilizando famc¢qui-quadrado com 1 grau de

liberdade. S&>0,05 a frequéncia é consistente com o equilibrio dely#&Veinberg.

5.4.3 Reconstrucdo dos haplotipos

Para reconstrucao dos haplétipos dos polimorfistessgene$SLCO1Ble SLCO1B3
foi utilizado o programa PHASE v 2.1., que utilestatistica Bayesiana a partir dos genotipos

populacionais (STEPHENS e SCHEET, 2005; STEPHENS, 2001).

5.5. Considerac6es Eticas

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido dgeprvariginal (CEP-HCPA: 06-

575) previa em seu texto o armazenamento das ama&rDNA para analises posteriores.

Durante o processo de analise dos DNAs, os pasidatam anonimizados, sendo

codificados por niumeros e ndo por nomes de pasiemde sendo possivel a identificacdo dos
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mesmos. O Comité de Etica em Pesquisa do HCPAizaioo uso dos DNAs e seus
respectivos dados clinicos, visto que se tratande amostra anonimizada para genotipagem

dos polimorfismo$SLCO1B1e SLCO1B3CEP-HCPA: 09-518).
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6. RESULTADOS

Um total de 494 neonatos (246 internados para dapia e 248 controles
selecionados) com idade gestacional superior aeBfasas e peso superior a 2000g foram
elegiveis para o estudo nos nove meses de colés.rdcém-nascidos do grupo dos casos e
um dos controles foram excluidos por extravio desira . Para 28 amostras (15 casos e 13
controles) ndo foi possivel realizar estudo mokecpbr DNA inadequado, perfazendo 386
neonatos com estudo completo. Para 42 desses rexsmiados ndo foi realizada quantificacdo
da enzima G6PD, mas todos estes foram confirmadogegte molecular (27 casos e 15
controles). Dos 243 recém-nascidos internados fmdaderapia pela equipe neonatal, 76
foram excluidos das analises aqui apresentadasspamem com BST na faixa de 3mg/dL de
bilirrubina, abaixo do percentil 95 para idade emnas. A Academia Americana de Pediatria
(AAP) indica como opcional o tratamento por fotapga nestas condicbes. Esta medida foi
adotada para permitir maior homogeneidade da amossto que polimorfismos genéticos
apresentam, no geral, associa¢fes fracas com teclies clinicos e também para melhor
comparar os dados com os demais apresentadoenmadulin. As analises incluindo todos os
recém-nascidos encaminhados para fototerapia eaomise disponiveis no Apéndice B.

Dados categoricos e continuos dos individuos eramorse nas Tabelas 6 e 7.

Sexo masculino e incompatibilidade ABO foram maiseqfientes entre
hiperbilirrubinémicos. A média de bilirrubina entreeninos e meninas internados para
fototerapia foi de 18,3+3,5mg/dL versus 16,6+3,3gP=0,004. Com relacdo aos niveis
de hemoglobina na internacéo, as médias entre ogeaimeninas foram 15,7+2,0g/dL versus

16,2+1,7g/dL P=0,079. O peso médio ao nascer foi 3217+460g no grupdrale versus
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309945049 no grupo cas®£0,014). A idade gestacional também diferiu entre os gsup

39,5+1,3 semanas versus 38,1+1,7 semd=3,001).

Tabela 6.Dados clinicos e demograficos dos controles e doeptes (varidveis categoricas).

Controles Casos P
Sexo (n=414)
Masculino 122 (49,4%) 102 (61,1%) 0,019
Feminino 125 (50,6%) 65 (38,9%)
Cor da pele=414)
Brancos 191 (77,3%) 122(73,1%) NS*
Negros 56 (22,7%) 45 (26,9%)
Tamanho para ldade Gestacional (n=414)
Adequado 192 (77,7%) 136 (81,4%) NS
Pequeno 40 (16,2%) 21 (12,6%)
Grande 15 (6,1%) 10 (6,0%)
Parto (n=414)
Vaginal 160 (64,8%) 113 (67,7%) NS
Cesérea 87 (35,2%) 54 (32,3%)
Incompatibilidade ABO (n=414)
Sim 47 (19%) 61 (36,5%) <0,001
Incompatibilidade Rh (n=414)
Sim 26 (10,5%) 20 (12,0%) NS
Deficiéncia da G6PD (n=405)
Sim 9 (3,7%) 12 (7,4%) NS
Necessidade de Reanimacéo (n=414)
Sim 28 (11,3%) 12 (7,2%) NS

NS: estatisticamente néo significativo
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Tabela 7.Dados clinicos e demograficos dos controles e doeptes (variaveis continuas).

Controles Casos P
Idade Gestacional (n=414)
(média +dp, semanas) 39,5+1,4 38,1+1,8 <0,001
Peso ao nascer (n=414)
(média +dp, g) 3218+460 3099+460 0,014
Idade Materna (n=411)
(média tdp, anos) 26,12+6,8 25,2+6,5 NS
Apgar 5’ (n=413)
(média +dpscorg 9+1 9+1 NS
Atividade da G6PD (n=360)
(média +dp, U/gHb) 17,2457 17,246,2 NS

NS: estatisticamente ndo significativo

Dosagens de bilirrubina foram obtidas para todosnesnatos internados para
fototerapia. Os niveis de bilirrubina em relacdodade em hora obtidos encontram-se

descritos na Figura 6.
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Figura 6. Niveis séricos totais de bilirrubina para os 167 recéntidas hospitalizados para
fototerapia, de acordo com as diretrizes da Asgaoidmericana de Pediatriarsusidade em horas.
Linha vermelha: risco maior (35-37 semanas de idgs¢acional (IG) + fatores de risco); Linha zul:
risco médio (35-37 semanas de IG sem fatores de €s>38 semanas de IG com fatores de risco);
Linha verde: risco baixo (>38 semanas de IG seandatde risco).

A maioria dos recém-nascidos encaminhados paraefafma foram internados do
segundo ao teceiro dia de vida (42,5%), sendo déeoaquarto dia de vida 85,6%
apresentaram hiperbilirrubinemia grave (TabelaA®genas 6,6% tiveram hiperbilirrubinemia

grave apos a primeira semana de vida.

Tabela 8.Valores médios de bilirrubina sérica total dos ¢&30s.

Idade em horas BST mg/dL (média +dp) Percentual cdpéual cumulativo
<24h 16,845,2 6,6% 6,6%

>24 e <48h 16,0+3,0 23,3% 29,9%
>48h e <72h 16,9+1,8 42,5% 72,4%
>72h e >96 19,4+1,9 13,2% 85,6%
>96h 21,9+4,3 14,% 100%
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Dos 167 recém-nascidos internados para foterapiapBesentaram niveis de mais de
20 mg/dL de BST (13,8%), 4 pacientes com mais denghlL (2,4%) e 3 com mais de 30

mg/dL (1,8%).

O tempo mediano de fototerapia foi de 2 dias, dempo de internacdo mediano, em
dias, de 3. Fototerapia simples foi utilizada em(483%) neonatos, fototerapia dupla em 64

(38,3%) e fototerapia tripla em 24 (14,4%).

Trés pacientes foram acompanhados por alterac@esolagicas atribuidas a
hiperbilirrubinemia (Tabela 9). Destes, um era boardois eram meninos. O paciente A que
necessitou de fototerapia com 24h de vida e cownipatibilidade ABO, apresentou niveis
de bilirrubina de 11,3mg/dL enquanto os outros, fguam internados com mais de 132 e 192
horas de vida, apresentaram niveis acima de 30mg/idos tinham atividade normal da
G6PD e apenas o paciente B apresentou um dos pfiimos variantes (homozigose GG
para rs2306283). Nao houve qualquer manifestac@mcallaboratorial indicativa de

kernicterusnessa amostra de pacientes durante o period@dgachamento.
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Tabela 9.Caracteristicas dos pacientes com seguimento dgicol

Paciente A Paciente B Paciente C
Sexo Masculino Feminino Masculino
Cor da pele Negro Negro Branco
Peso (g) 2755 2870 2830
Idade Gestacional (sem) 39 37 36
Incompatibilidade ABO Sim Néo N&o
Idade na fototerapia (h) 24 132 192
Tempo de foto (dias) 7 2 2
Bilirrubina na fototerapia (mg/dL) 11,3 34 32
Atividade da G6PD Normal Normal Normal
Gendtipo rs8175347 ddJGT1A1 TAJTAg TAJTA, TAeTA6
Gendtipo rs4149056 d&LCO1B1 TT TT TT
Genotipo rs2306283 d@LCO1B1 AG GG AA
Gendtipo rs2117032 d&LCO1B3 CG CcC CcC
Genotipo rs17680137 d&LCO1B3 CT CC CT

Houve 1 caso de ex-sanguineo transfusdo seguidzbitte em menos de 24h de
evolucdo que ocorreu em paciente com incompat#akdsanguinea por grupo ¢ pequeno.
Esse recém-nascido nao tinha outras incompatidiésiado tipo ABO, Rh, deficiéncia da

G6PD ou homozigose para nenhum dos polimorfismosiados.
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Entre os 61 pacientes ictéricos com incompatikiliedABO, 31 apresentavam teste de
Coombspositivo e 30, teste negativo. Dos controles, forkl com o teste d€oombs
positivo e 36 com o teste negativo. Dentre os iddivs comCoombsnegativo, ndo houve

associacao entre o polimorfismo do geleT1Al

Em nossa amostra, a sensibilidade para o deskagbilirrubinemia a partir do teste
de Coombspositivo, em individuos com incompatibilidade ABIO; 51% e a especificidade
foi 77%, j& o valor preditivo positivo foi 76% enegativo 55%. Dos 7 pacientes internados
para fototerapia com incompatibilidade ABO nas pimas 24h de vida, apenas um

apresentou teste @ombsegativo.

6.1.Deficiéncia de G6PD

Na amostra global (414 recém-nascidos), 21 paceoten deficiéncia de G6PD
foram encontrados pela triagem enzimatica, mostramda prevaléncia nesta populagédo de
52%. Entre os 167 ictéricos, 12 (7,4%) tinham d&cidmcia, e nos 247 controles a
prevaléncia foi de 9 (3,7%) pacientes, ndo havetifdoenca estatistica. A atividade média

de G6PD foi 17,2 U/gHb, em ambos 0s grupos.

A deficiéncia de G6PD foi determinada em 16 (7,t#}odos os meninos e 5 (2,6%)
meninas(P=0,058) Do total de meninos ictéricos da amostra (n=1QR),(9,8%) tinham

deficiéncia de G6PD e do total de meninas ictérinass), 2 (3,1%]NS)

Dos recém-nascidos com deficiéncia, um no grupudrcle teve incompatibilidade

ABO e outro no mesmo grupo, incompatibilidade RbsX1 neonatos com deficiéncia de
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G6PD 14/21 eram brancos e 7/21 eram negros. Nobdlfas ictéricos analisados encontrou-

se 6 brancos com deficiéncia de G6PD e 6 negros.

Dos 21 casos de deficiéncia de G6PD, 4 foram dstgrados pela PCR e né&o tiveram
medida da atividade (Tabela 10). Ndo foi encontra@mhum neonato com mutacao

Mediterranea e em 7 pacientes nao foi encontraadlaunea das duas variantes em estudo.

Tabela 10.Caracterizagdo molecular dos 21 individuos contidgfcia de G6PD

Casos (n) Controles (n)
Atividade Média de G6PD (U/gHb) 5,45 (n=10) 5,647)
Variante Africana Homozigotos 7 6
Heterozigotos 0 1
Sem mutacao detectavel 5 2

6.2.Polimorfismo UGT1A1

Os 4 alelos descritos na literatura foram ideradims na amostra, tanto no grupo casos
guanto nos controles e encontravam-se em EquilidbeioHardy-Weinberg. A frequéncia
alélica do polimorfismo do gerndGT1Aldiferiu entre os grupos (Tabela 11), sendo o alelo

TAs mais frequente no grupo controfe=0,0417%.
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Tabela 11.Frequéncia alélica do polimorfismo rs817534TUdar 1A1.

Polimorfismo Controles Casos P

UGT1A1 (n=386)

rs8175347 SA 0.02 0.003
0,0417*

dA 0.60 0.67

TA 0.36 0.31

gA 0.01 0.01

* Diferenca no Teste Exato de Fisher devido amalés.

A frequéncia genotipica nao diferiu em ambos opa@subem como a associacdo dos
genotipos associados a niveis maiores de bilireubid/TAs, TA7Z/TA; e TAJITAg) (Tabela

12). Os gendtipos TATAs e TAS/TA7 foram encontrados em 11 controles e apenas um caso

Tabela 12. Frequéncia genotipica do polimorfismo rs8175340Gd 1A1

Controles n (%) Casos n (%) P
TASTAs 6 (2,6%) 1 (0,7%) NS*
TASTA; 5 (2,1%) 0
TAJSTAs 85 (36,3%) 67 (44,1%)
TAGTA, 103 (44,0%) 68 (44,7%)
TASTAs 3 (1,3%) 1 (0,7%)
TAATA; 30 (12,8%) 12 (7,9%)
TATAs 2 (0,9%) 3 (2,0%)

* NS: sem significancia
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Quando analisados quanto a cor da pele, encontrgmeso alelo TA7 e seus

gendtipos sdo mais frequentes entre os negrosl@labe 14).

Tabela 13. Frequéncia alélica do polimorfismo rs8175347 dacdo com a cor da pele.

Brancos Negros P
TAg 0,01 0,02 0,0003
TAg 0,67 0,51
TA; 0,31 0,44
TAg 0,01 0,03

Tabela 14 Frequéncia dos genotipos do polimorfismo rs84758 de acordo com a cor da pele.

Brancos n (%) Negros n (%) P

TASTAs 6 (2,1%) 1(1,1%) 0,004*
TASTA, 2 (0,7%) 3 (3,2%)

TAJSTAs 128 (43,8%) 24 (25,5%)

TAGTA, 126 (43,2%) 45 (47,9%)

TAGTAg 2 (0,7%) 2 (2,1%)

TAATA; 26 (8,9%) 16 (17,0%)

TATAs 2 (0,7%) 3 (3,2%)

*Diferenca entre TATAg e TAITA;
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Quando as frequéncias dos genoétipos sdo compagattaasos e controles estratificados
pela cor da pele, ndo foi observada diferencaisttat A média de bilirrubinas entre os casos de

cor da pele negra e branca também néao diferiu£34mg/dLversusl7,6+3,4mg/dL, NS).

6.3. Polimorfismos SLCO1B1 e SLCO1B3

As frequéncias alélicas e genotipicas dos polimmdis rs4149056, rs2306283,
rs2117032 e rs17680137 nao diferiram entre os grup@ncontravam em Equilibrio de

Hardy-Weinberg (Tabelas 15 e 16).

Tabela 15.Frequéncias alélica e genotipica dos polimorfisdmgeneSLCO1B1

SLCO1B1(n=394) Controles Casos P

rs4149056 Alelo C 0,13 0,11 NS*
T 179 (75,5%) 122 (77,7%) NS
TC 55 (23,2%) 34 (21,7%)
cc 3(1,3%) 1 (0,6%)

rs2306283 Alelo G 0,50 0,52 NS
AA 56 (23,6%) 37 (23,6%) NS
AG 123 (52,0%) 78 (49,7%)
GG 58 (24,5%) 42 (26,8%)

* NS: sem significancia
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Tabela 16.Frequéncias alélica e genotipica dos polimorfisdmgeneSLCO1B3

SLCO1B3(n=394) Controles Casos P
rs2117032 Alelo T 0,50 0,46 NS*
cc 58 (24,5%) 50 (31,8%) NS
cT 121 (51,1%) 69 (43.9%)
T 58 (24,5%) 38 (24,2%)
rs17680137 Alelo G 0,11 0,12 NS
cc 187 (78,9%) 121 (77,1%) NS
CG 49 (20,7%) 34 (21,7%)
GG 1 (0,4%) 2 (1,3%)

* NS: sem significancia

O alelo G do rs2306283 foi mais frequente em nedoogue em brancos (0,68rsus
0,47; P<0,001), enquanto o alelo T do rs2117032 (0\&fsus0,52; P<0,001) foi menos

frequente em negros (Tabela 17).

Tabela 17. Frequéncia alélica dos polimorfismos rs230628324 18032 de acordo com a cor da
pele.

Polimorfismo Alelo Brancos Negros P
rs2306283 Alelo G 0,47 0,63 <0,001
rs2117032 Alelo T 0,37 0,52 <0,001

Analisando a co-heranca entre os diversos fatostsd&dos, foi observado que
individuos homozigotos para o alelo G do rs2306888eficientes da G6PD eram mais

frequentes no grupo caso do que no grupo contrbde3 (versus 1,7%; P=0,039. A
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homozigose para pelo menos um dos cinco polimooisrioi encontrada em 53% dos

hiperbilirrubinémicos e 55% dos controles. Apenais tieonatos ictéricos ndo apresentavam

nenhum dos alelos variantes.

Referente a reconstrucdo dos haplétipos dos pdisnws dos geneSLCO1Ble

SLCO1B3 foram encontrados sete haplétipos com frequéngiarior a 1%. As frequéncias

haplotipicas nao diferiram entre os grupos (Tab8)a

Tabela 18. Frequéncias haplotipicas dos polimorfismos rs4189052306283, rs2117032 e
rs17680137 dos gen&.CO1B1le SLCO1B3

Controles Casos P
TGCC 148 (31,2%) 102 (32,5%) NS*
TGCG 6 (1,3%) 7 (2,2%)
TGTC 34 (7,2%) 23 (7,3%)
TACC 44 (9,3%) 35 (11,1%)
TATC 181 (38,2%) 110 (35,0%)
cGce 45 (9,5%) 28 (8,9%)
CATC 12 (2,5%) 5 (1,6%)
Outros t 4 (0,8%) 4 (1,2%)

* NS: sem significancia
tOutros: haplétipos que tiveram frequéncia mener .

Para controlar o efeito das variaveis sexo, caprale, incompatibilidade ABO, idade

gestacional e peso ao nascer sobre a influéncipalmsorfismos, foi feita regresséo logistica

(Tabela 19).
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Tabela 19. Variaveis que permaneceram no modelo de regressgistita para o desfecho
hiperbilirrubinemia neonatal grave.

Fator em estudo OR (95% CI) P

Incompatibilidade ABO 3.27 (1.95-5.50) <0,001

Idade Gestacional (por semane) 0.56 (0,48 — 0.556)<0,001

Alelo T rs2117032 0.57 (0.34 - 0.94) 0,0027

Apenas a incompatibilidade ABO e o0 peso ao nasdimmeermaneceram no modelo.
Além disso, a presenca do alelo T do rs2117032sapteu-se com um fator protetor a

hiperbilirrubinemia, especialmente entre aqueles géo apresentavam incompatibilidade

ABO.
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7. DISCUSSAO

7.1.Consideracdes gerais

Foram estudados 167 recém-nascidos com indicagaofqgtaterapia em um periodo
de nove meses, atendidos no Servico de Neonatotmgiblospital de Clinicas de Porto
Alegre. O célculo de tamanho amostral demonstmecassidade de 154 individuos em cada
grupo para que uma diferenca na frequéncia alélicpolimorfismo rs2306283 de 0,37 no
grupo casos/ersus0,22 no grupo controle fosse detectada (OR=2,Bsrw quando 76
recém-nascidos foram excluidos do grupo caso par p@&encherem o0S requisitos
obrigatorios para fototerapia, a amostra permanem®u tamanho amostral suficiente.
Fazendo um calculo reverso, o n amostral detectama OR de 2,5 para todos os
polimorfismos estudados, se houvesse diferencafisajiva entre os grupos. Todas as
analises foram realizadas com e sem 0s 76 bel&sesutados se mantiveram homogéneos,

com excecao do resultado da regressao logistiessara discutida adiante.

O fato de 76 bebés que ndo preenchiam completarmgsmtitérios da AAP terem sido
encaminhados para fototerapia merece consider&;amportante ressaltar que a maioria
desses individuos estava na faixa de 2 a 3mg/diilideibina abaixo do percentil 95, na qual
a AAP considera o tratamento como opcional, demamdd o0 zelo por parte da equipe

assistencial, visando o melhor tratamento paraoeptes.

Dentre os fatores de risco ja conhecidos, incorbjidade ABO, sexo, idade
gestacional e peso ao nascer tiveram diferencatistigia entre o grupo controle e caso. A

diferenca entre os grupos com relacédo ao sexo smemeobora 0 que a literatura descreve,
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bem como a diferenca nos niveis de bilirrubinaeens meninos e meninas internados para
fototerapia. Tioseco e cols. demonstraram que iarutiina em recém-nascidos do sexo
masculino com baixo peso ao nascer na faixa de-18099-g é mais elevada que em
meninas(TIOSECt al, 2005). Outros autores ja haviam relatado quexo sgasculino é
um fator associado a hiperbilirrubinemia (MAISELSK&ING, 1998; NEWMAN et al,
2000). Além disso, meninos apresentaram niveisedeoflobina mais baixos. Galacteros e
cols. descreveram que meninos entre 37 a 41 serdandade gestacional e peso entre 2000-
4500g possuem hemoglobina mais reduzida que memnilgasmesma idade e peso
(GALACTEROS et al, 1991). Talvez os meninos apresentemtumover eritrocitario mais
acentuado, o que justificaria o porqué da hiperbbbinemia ser mais frequente entre o sexo

masculino.

A hemolise causada pela aloimunizacdo ABO configura conhecido risco para
hiperbilirrubinemia. O teste d€oombs positivo € considerado o elemento chave no
diagnostico da doenca hemolitica do recém-nastiiiRRAY e ROBERTS, 2007). Porém a
sensibilidade do teste d@ombspara o desfecho hiperbilirrubinemia nao foi alto Bossa
amostra (51%). Diferentemente de Kaplan (KAPLAH al, 2000), ndo encontramos
associagao entre hiperbilirrubinemia, o polimorfisndaUGT1Ale os bebés com teste de

Coombsegativo.

A menor idade gestacional tem sido sucessivamesgecmda a niveis maiores de
bilirrubina (MAISELS, 2005; NEWMANet al, 2000). Em nossa amostra, 0s bebés ictéricos
apresentaram idade gestacional média de 38 seraagaanto 0 grupo controle apresentou
39 semanas. Considerando que um recém-nascido 8@endanas seja aceito como termo e,
portanto, com menor risco de desenvolver hiperbbinemia, modernamente é questionada a

definicdo de parto a termo como sendo de 37 senmnasais. Crian¢as nascidas com 37 e
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38 semanas apresentam morbi-mortalidade aumerdadaelacdo a criancas nascidas com
39-41semanas. H4 um movimento internacional estreeonatologistas para redefinir partos
a termo como aqueles de 39 semanas ou mais, eaid@oma de 38 semanas (DONOVAN
et al, 2010). E sabido que a prematuridade ¢é importante fator rideo para
hiperbilirrubinemia e para a neurotoxicidade daroibina por limitacdes no metabolismo do
pigmento e imaturidade das membranas. Nos pré-teartoperbilirrubinemia tem risco2
vezes maior, 0 que justifica a preocupacdo com m&@oo dekernicterus(BHUTANI e

JOHNSON, 2006) (MAISELSt al, 2009).

Embora controles e hiperbilirrubinémicos tenhamesgntado diferenca no peso ao
nascimento, a média de ambos os grupos se encamtima de 3000g (peso adequado).
Provavelmente a diferenca tenha ocorrido por intigéda diferenca da idade gestacional, j&

que na regressao logistica a variavel peso aomest perdeu significancia.

A maioria dos recém-nascidos com inicio precocdigarbilirrubinemia internados
para fototerapia foi encaminhada antes das 72hd#e(8MITHERMAN et al, 2006). Este
dado reforca as diretrizes da AAP de que os bebés ata antes das 72h devam ser
acompanhados (AAP, 2004). Em nossa amostra 13,8%meonatos tiveram mais de 20
mg/dL de BST e 2,4% mais de 25 mg/dL. Punaro e. d@screveram, em uma coorte de
recém-nascidos de 35 a 37 semanas de idade gesiaciona frequéncia 8,7% de
bilirrubinemia total> 20 mg/dL e de 0,8% para bilirrubinemia total en?®30 mg/dL
(PUNARO et al, 2011). Praticamente metade da amostra dos neotete indicacdo de
fototerapia simples (47,3%). De Carvalho e colataeam que a fototerapia dupla era mais
eficaz que a simples em uma populacédo de recéndpasde maior risco (prematuros e de

baixo peso)(DE CARVALHCet al, 1996), enquanto para Silva e cols. em neonatesre
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com niveis de bilirrubina moderados, a fototeragamples foi tdo eficiente quanto a dupla

(SILVA et al, 2009).

7.2. Deficiéncia da G6PD

A deficiéncia da G6PD € a doenca genética mais ognafietando 330 milhdes de
individuos no mundo (NKHOMAet al, 2009). A prevaléncia da deficiéncia de G6PD na
amostra foi de 5,2%, corroborando a frequénciardasem nosso estado de 7,8% (CASTRO
et al, 2006). Em um estudo paulista com uma coorte démenascidos foi descrita uma
prevaléncia de 6,1% para deficiéncia da G6PD (MEZZRPA et al, 2010). Nosso estudo
nao demonstrou diferencas entre os grupos pareiétefia de G6PD, assim como no grupo
paulista. Na Tailandia, Prachukthum (PRACHUKTHUM al, 2009) descreveram que a
frequéncia da deficiéncia era 21,2% entre recéroighas hiperbilirrubinémicos do sexo
masculino e 4,8% em um grupo controle. Para meranassociacdo nao foi encontrada.
Resultados similares foram descritos por Wong (WGQGI@l, 2009) em neonatos chineses,
com frequéncias de 35,4% e 10%, respectivamentgitéio para definir a deficiéncia para
todos os estudos foi a atividade enzimatica, pdotam utilizados pontos de corte diferentes,
devido a diferentes padronizacdes e valores deéref@, 0 que pode levar ter levado a tais
diferencas de frequéncias. Nosso estudo utilizomocgonto de corte para atividade

enzimatica 8 U/gHb, Mezzacappa 10 U/gHb, Prachuktdi6 U/gHb e Wong 8,5 U/gHb.

No nosso material, a inica mutacéo identificadaféifricana, ndo sendo encontrada
a variante Mediterranea. Esse achado corrobora Me#zacappa e cols., no qual a Unica

mutacao identificada também foi apenas a AfricAhB4ZACAPPA et al, 2010).
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7.3. UGT1Al

O polimorfismo daUGT1Alapresentou diferenca entre 0s grupos controléeedo
na frequéncia alélica apenas para o alelg, Tie esta associado a uma maior transcricao da
enzima (BEUTLERet al, 1998). Isso explica porque os genotipos/TAes € TAS/TA; foram
encontrados em 11 controles e apenas um caso, @néa assim ndao foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas quaratoparados os grupos frente aos genaotipos.
O trabalho de Ergin e cols. € um dos poucos em lpaodo caucasoide- Turquia, que
encontrou frequéncias genotipicas e alélicas difeseentre grupo hipebilirrubinémico e
controles (ERGINet al, 2010). Diferentemente de nosso estudo, Ergirciseleu recém-
nascidos com idade gestacional superior a 38 semepaso superior a 2500g. Além disso,
nao entraram no estudo aqueles com incompatibdiddaBO, deficiéncia de G6PD ou
qualquer outro fator de risco descrito pela AAReAtativa de restringir os fatores de risco e
deixar apenas os casos sem fatores de risco apataiez tenha um poder maior para
detectar diferencas entre frequéncias genotipi@snossa amostra, mesmo quando aqueles
que possuem os fatores de risco classicos saoidosldas analises, ainda assim ndo séo

encontradas diferencgas nas frequéncias do polisnoofi

A recente meta-analise de Long e cols. apontabalino de Ergin como o Unico que
encontrou relacdo entre o polimorfismo da regidommtora com a hiperbilirrubinemia
neonatal dos sete estudos por eles analisados polapdes caucasoides (LON& al,
2011). A frequéncia do gendétipo FAA; em nosso estudo foi de 12,8% entre casos e 7,9%
entre controles. Estas frequéncias sdo muito samel as frequéncias dos estudos em
recém-nascidos de outras popula¢des caucasoidesldT&m S&o Paulo, Mezzacappa e cols.

encontraram uma frequéncia de 12,7% entre neohgiesbilirrubinémicos e 9,2% entre os

70



nao hiperbilirrubinémicos (MEZZACAPP/Aet al, 2010). Watchko e cols. encontraram
prevaléncias de 13,7% e 9,4%, respectivamente bds(B/ATCHKO et al, 2009). Ja Seco
e cols. descreveram 14,3% e 7% em recém nascigashess (SECt al, 2002). Entre a
populacdo asiatica as frequéncias sdao bem merdoedapdo, Yusoff e cols. encontraram
prevaléncias bem baixas entre neonatos ictéricameoles, 1,5%Wersusl,4% (YUSOFFet
al., 2010). Em Taiwan, Huang e cols. encontraram &rqgas de 0,8% entre neonatos
ictéricos e 0,4% em 2002 (HUAN& al, 2002) e néo identificaram o gendtipo polimorfico
em 2004 (HUANGet al, 2004). Da mesma forma, Maruo e cols. e Kanai ls. a@io
encontraram o genoétipo TAA7 em neonatos japoneses (MARW®D al, 1999) Na india,
Agrawal e cols. descreveram frequéncias de 17,4%%e entre ictéricos e controles

(AGRAWAL et al, 2009).

Tabela 20. Frequéncia do gendtipo TAA; em amostras de neonatos hiperbilirrubinémicos e
controles em diversos paises.

Pais Casos (%) Controles (%) Referéncia

Brasil 12,8 7,9 (CARVALHO, 2009)

Brasil 12,7 9,2 (MEZZACAPPAt al, 2010)
EUA 13,7 7,0 (WATCHKO e LIN, 2010)
Espanha 14,3 7,0 (SEG# al, 2002)

Japéao 1,5 1,4 (YUSOF#t al, 2010)
Taiwan 0,8 0,4 (HUANGet al, 2002)

india 17,4 8,0 (AGRAWALet al, 2009)
Turquia 12,0 0 (ERGIMNt al, 2010)

71



Embora comumente associado a Sindrome de Gilbgsglimorfismo isolado n&o
caracteriza a doenca. A homozigose para o alelof@ifprimeiramente considerada como a
Gnica causa para Sindrome em caucasoides (BIGNIRI, 1999; BOSMAet al, 1995),
contudo a relacdo gendtipo/fenotipo ndo é lineapomorfismo ¢.-3279T>G, também na
regido promotora é considerado como um fator epdra o desenvolvimento da Sindrome
(COSTA et al, 2005). Alguns autores observaram que este pdisnos em homozigose
para o alelo G associado ndo sO ao genotipgThé, mas também ao gendtipo JAA-
seriam mais comuns entre individuos com a Sindrdmeésilbert quando comparados a

controles normais (COST#t al, 2005; FERRARISt al, 2006).

As diferencas entre negros e brancos para o pdismm da UGT1Al sao
consistentes com os achados da literatura. Prerda@rae cols. genotiparam o polimorfismo
em diversos grupos étnicos, encontrando frequérd#as0,8% e 19,1% para o gendtipo
TAs/TAs no Reino Unido e Quénia e frequéncias de 5% €4 p&ra o gendtipo TATA.
Estes valores sdo consistentes com os valores teados de 43,8% e 25,5% paragPhge
8,9% e 17% para TATA; Diferentemente de negros e caucasoides, asiatassi@m uma
frequéncia muito baixa do polimorfismo FAA;. Em Hong Kong a frequéncia € de 2%,

enguanto para o genotipo #AAs é 76% (PREMAWARDHENAet al, 2003).

Recentemente Fujiwara e cols. desenvolveram um lmode camundongos
transgénicos, que expressavatd@T1Alhumana (FUJIWARAet al, 2010). Dez por cento
dos camundongos recém-nascidos desenvolveram dandistema Nervoso Central,
caracterizado por convulsdes e 6bito. Ndo se ermomélacdo entre o desenvolvimento de
hiperbilirrubinemia neonatal e a presenca dos slé&Wys ou TA;. Fazendo analise proteica
por Western Blotting, os autores encontraram quexpressdo da UGT hepatica é

praticamente nula no periodo neonatal em camundoreggue em torno da segunda semana,
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quando os niveis de bilirrubina comecam a dimineste fendmeno € acompanhado pelo
aumento da expressdo da UGT intestinal. Diferentéen@s camundongos adultos possuem
relacdo da expressdo da UGT hepatica com o gencédipeado. Além disso, estes mesmo
autores demonstraram que leite materno humano diraiexpressao da UGT intestinal nos
camundongos transgénicos da enzima UGT1Al (FUJIWARAaI, 2011). Isto poderia

explicar por que o gendtipo da UGT1Al tem se mdstraim baixo preditor da

hiperbilirrubinemia neonatal, mostrando que a a¢dld ndo s6 da UGT hepética, mas

também da intestinal € importante.

7.4. OATPs

Algumas evidéncias sugerem que a bilirrubina ndgugada seria substrato para o
transportador de &anions organicos OATP1B1, um pamsdor que facilita a captagao
hepatica de varios substratos enddgenos e exédermssimivelmente polimorfismos no gene
desta proteina poderiam impactar a cinética deacapt da bilirrubina e alterar seu
metabolismo em neonatos. Neste estudo foram adadisdois polimorfismos no gene desta
proteina. O polimorfismo A388G (rs2306283) provacdroca de um aspartato por uma
asparagina no cédon 130 (MEYER ZU SCHWABEDISSENI®I K009) e ndo apresentou
diferenca entre os grupos caso e controle em restado, tanto em frequéncia alélica quanto
genotipica. Em 2004, Huang e cols. descreveramaqoeesenca do alelo A ofereceria um
OR=2,10 para hiperbilirrubinemia (HUANGet al, 2004). Vérios outros grupos
(PRACHUKTHUM et al, 2009; WATCHKOet al, 2009; WONGet al, 2009) porém nao
encontraram tal polimorfismo como fator de riscoaphiperbilirrubinemia. Zhang e cols.

descreveram que nem a frequéncia alélica ou gécentfp 388G diferiu entre neonatos
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hiperbilirrubinémicos e controles, porém individuoemozigotos GG tinham BST menor
quando comparados com aqueles que nao possuianmated351,7 pmol/lversus602,5

pumol/L) (ZHANG et al, 2010).

Quando analisada a co-herancga entre os diverswedatstudados, foi observado que
individuos homozigotos para o alelo G do rs2306288eficientes da G6PD eram mais
frequentes no grupo caso do que no grupo conttdl®d yersusl,7%, P=0,039). Watchko e
cols. descreveram que 0s recém-nascidos com defigiéla G6PD e homozigotos para o
alelo G do rs2306283 eram mais comuns em um geipado quando comparados com um

grupo controle (87,5%ersus20%,P=0,015 (WATCHKO et al, 2009).

Embora a maioria da nossa populacdo possua palg, daando analisamos os
marcadores moleculares de etnia, grande parte s¥a ramcestralidade é africana (PIMENTA
et al, 2006). Embora estimar a etnia apenas visualmeéte seja 0 mais adequado,
recentemente Sortica e colaboradores descreverarBramil, por auto declaracdo, uma
frequéncia de 0,64 entre negros e 0,49 entre bsash@golimorfismo rs2306283 (SORTICA
et al, 2011), muito semelhantes as aqui descritas. quéecia alélica encontrada em nosso
estudo para o alelo G foi de 0,50-0,52, um valtermediario entre aguele encontrado em
descendentes de europeus - 0,30 e de afro-amesicanc0,74 (MEYER ZU

SCHWABEDISSEN e KIM, 2009).

Da mesma forma que o A388G, o polimorfismo T521€2149056), que acarreta a
troca de uma Valina por uma Alanina no cédon 17£YHMR ZU SCHWABEDISSEN e
KIM, 2009), também néo apresentou diferencas ex#rgrupos, assim como nos estudos de
Hunag e cols., Wathcko e cols. e Wong e cols. (HGA® al, 2004; WATCHKOet al,
2009; WONG et al, 2009). Zhang e cols. descreveram que a frequéalélica do
polimorfismo 521C era apenas 8,2% entre neonatpsrhilirrubinémicos e 14% em
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controles, que é muito semelhante a de individuospeus e japoneses (MEYER ZU
SCHWABEDISSEN e KIM, 2009) e as de nosso estudgd¢18,0%). Para Zhang e cols. a
proporcao de individuos homozigotos entre os césiode 84,1%, apresentando um OR =

0,541, 1C95% = 0.344 - 0.851 (ZHANE& al, 2010).

Assim como OATP1B1, a OATP1B3 também foi apontadiaa transportadora de
bilirrubina e seu papel na hiperbilirrubinemia natah ainda n&o foi estudado. Sanna e cols.
descreveram que os dois polimorfismos estudados esfii17032 e rs17680137 estavam
fortemente associados a hiperbilirrubinemia de zaesconhecida em individuos saudaveis
na Sardenha (SANNAt al, 2009). Em nossa amostra ndo foram encontradaseddas
alélicas e genotipicas na analise univariada. Agufincias alélicas aqui apresentadas para
rs21170132 T- 0,46-0,50 e para rs17680137 G- 0,12 €60 muito semelhantes as descritas
por Sanna e cols., de 0,54 e 0,22, respectivaménédelo T do rs2117032 apresentou uma
frequéncia de 0,37 em negros e de 0,52 em brafe@s(01). Na Coréia, Kang e cols. ndo
encontraram nenhuma associacdo destes dois pamod com niveis de bilirrubina

(KANG et al, 2010).

A regressao logistica de potenciais fatores condlamels nos permitiu identificar que
a presenca do alelo T do rs2117032 seria um fatotetor para hiperbilirrubinemia,
especialmente entre aqueles que nao apresentampatbilidade ABO. Embora isso va ao
encontro pelo descrito por Sanna e cols., que é&@am um aumento de bilirrubina
relacionado ao alelo C, ndo pudemos confirmaressmossa amostra por nao haver dosagem
de bilirrubinas entre os controles. Ja nas anfieesegressao logistica envolvendo todos os
pacientes, a influéncia do alelo T desaparece Apéndice B). Isso pode ter ocorrido pelo

efeito do alelo ser muito fraco e se perder quamda amostra mais heterogénea é analisada
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ou por se tratar apenas de um achado espurio. d&higlos investigando essa possivel

associagado sdo necessarios.

A homozigose para pelo menos um dos 5 polimorfisestgdados foi encontrada em
53% dos casos e 55% dos controles. Apenas doisattsono grupo caso ndo possuiam
nenhum dos alelos variantes. Isso apenas reforganguhum polimorfismo isoladamente
parece influenciar o aumento do risco de hiperbllinemia. Com frequéncias tdo altas
destes polimorfismos, € improvavel que apenas Ues éeja o responsavel por tal condigéo.
Além disso, em 2003, Wang e cols. publicaram qoapgacédo de bilirrubina pela OATP1B1
seria improvavel (WANGet al, 2003) e Zucker e cols. identificaram que esteepgadrassar

por difusédo passiva através da membrana do hefma(@tiCKER et al, 1999).

7.5. Considerac0es finais

A ictericia neonatal € um exemplo de uma manifé@stagtrincada, onde os fatores
clinicos em geral estudados ndo podem respondeladésuente como causa.
Aproximadamente 14 milhdes de bebés no mundo requeiototerapia a cada ano
(BHUTANI, 2012). A variabilidade genética € respéavel por boa parte desta condigéo,
embora a forma como diferentes polimorfismos sacreham uns com 0S outros e com
fatores ambientais ainda n&o possuem explicac@eeZlpossa ser considerada uma limitacéo
de o estudo ter sido adotada a fototerapia comérioride discriminacdo entre casos e
controles. Watchko e cols. sugerem que a escollmeentis mais afastados pudesse tornar

o estudo mais robusto (WATCHKé@ al, 2009).
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Além daUGT1Ale da familiaSLCQ outros genes envolvidos na rota metabdlica
devem ser estudados. A enzima heme oxigenase-1LJHCx enzima limitante na conversao
do heme para bilirrubina. Na regido promotora smeina repeticdes nucleotidicas GT que
variam de 12 a 40 insercdes. Alelos com menos dee@@ticdbes foram reportados como
associados com niveis maiores de BST em adultodlfRXet al, 2004; LIN et al, 2009).
Um estudo explorou a relacdo das repeticoes €RT neonatos de uma coorte japonesa e
nenhum efeito foi observado sobre a hiperbilirrebira (KANAI et al, 2003). Ja Boskaya e
cols. encontraram que 0S neonatos com menos dep2figbes em ambos os alelos tinham
mais hiperbilirrubinemia prolongada que os consdBOZKAYA et al, 2010).A biliverdina
redutase, em teoria poderia afetar o risco de Ilhipenbinemia em recém-nascidos, porém
nenhum estudo foi encontrado relacionando os tasidelbrot e cols. observaram que recém-
nascidos a termo de mdaes soropositivas, em tratano®m atazanavir, eram frequentemente
acometidos por hiperbilirrubinemia. Quatro de 23 onaos requereram fototerapia
(MANDELBROT et al, 2011). Atazanavir € um inibidor de protease quespi efeito
inibitério sobre a atividade da enzima UGT1Al (ST¥SBURGet al, 2008) e poderia

influenciar também os niveis de bilirrubina em meagascidos.

A ictericia € um dos problemas mais frequentesarg@o neonatal e corresponde a
expressao clinica da hiperbilirrubinemia. Este @& recém-nascido, um processo fisiologico
explicado pelas condicdes proprias do metabolisabildrubina: sobrecarga ao hepatocito e
menor capacidade de captacdo, conjugacdo e exdrepatica. O impacto genético exercido
sobre esta condi¢do, assim como o ambiental, éw@aais reconhecido. Em adultos, os
estudo sugerem que até 50% da variacdo dos nieeBSd podem ser explicados pela
variacado geneética (LINt al, 2003). Embora a imaturidade de proteinas comoATGT
possa ser mascarada no periodo neonatal, a inlugenética ndo deve ser descartada. A

literatura tem mostrado consistentemente que aesta patogénese da hiperbilirrubinemia
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neonatal ndo conjugada deve ser realizado de fampa, analisando os diversos aspectos

envolvidos no processo, ao invés de focar apenaneomtrar uma causa especifica.

Trés fatores genéticos mostraram associacao capeeblirrubinemia neonatal nessa

amostra:

- Alelo TAs do gene da UGT1A1;

- Homozigose GG do polimorfismo rs2306283 + deficia da G6PD;

- Alelo T do rs2117032.

Futuros estudos prospectivos sobre essas vari@egisticas sdo necessarios na
elucidacdo das causas das hiperbilirrubinemia nabndalvez um, ou mais, desses
polimorfismos possam configurar como fatores a rsergesquisados em casos de

hiperbilirrubinemia grave.
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8. CONCLUSOES

Foram descritas as frequéncias para os polimorfss306283 e rs4149056 do gene
SLCO1B1 e rs17680137 e rs2117032 do ger®l. CO1B3 em pacientes com
hiperbilirrubinemia neonatal grave, as quais seeitam de acordo com o que é relatado na

literatura.

A Unica associacdo encontrada foi para o géh€01Blentre o polimorfismo
rs2306283 e a deficiéncia de G6PD. Individuos hagotas para o alelo G do rs2306283 e

deficientes da G6PD eram mais frequentes no grapo @o que no grupo controle.

A presenca do alelo T do rs2117032 se mostrou,ndiisa multivariada, um fator
protetor para hiperbilirrubinemia, especialmentereesnaqueles que nao apresentavam

incompatibilidade ABO.
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APENDICE A - Sondas de hidrélise comerciais.

A genotipagem por sondas de hidrélise se baseiamareacdo de PCR, que além
dos componentes basicos: DNA gendmico, enzima Tagpblimerase, dNTPs, tampao,
MgCI2 e primers utiliza um par de sondas (sequéncia de oligootideos de
aproximadamente 18pb) complementares a cada uralelos a serem pesquisados diferindo
apenas na base polimérfica. O principio da deteciz® diferentes sondas se baseia na
fluorescéncia por transferéncia de energia resserfBRET). Em uma extremidade da sonda
ha um fluoroforo (diferente para cada sonda, VIC FAM) ligado a sequéncia de
nucleotideos, e na outra extremidade, uma mol@ti@dmadajuencher que quando presente
a pequenas distancias de um fluroforo (10-100A) tenpropriedade de absorver a
fluorescéncia emitida por este e libera-la em oatmprimento de onda), desde que o

espectro de absorcao goenchersobreponha o espectro de emisséo do fluorofoguii7).
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Figura 7. Grafico ilustrando o fenébmeno de FRET (fluoresc&npor transferéncia de energia
ressonante).

Primeiramente ocorre a desnaturacédo do DNA comaef®vda temperatura a 95°C
(Figura8A). Quando a temperatura baixa para 60%Csoadas anelam juntamente com o0s
primersno DNA alvo (Figura 8B), o processo é precedidmsg que simultaneamente, por
uma etapa de extensdo, onde a enzima TagDNA pals®agroduz uma fita complementar a
fita molde. Como a enzima utilizada no ensaio poatuvidade 553’ exonucleasica, ela
degrada a sonda que esta anelada no DNA alvo éF&fL). Quando a sonda sofre hidrdlise, o
fluoréforo e oquencherse afastam, fazendo com que a fluorescéncia enpetb fluoréforo
passe a ser detectada por um detector de fluoacéddesse modo, de acordo com o
genotipo da amostra analisada, trés perfis saoveissdeteccédo apenas da fluorescéncia VIC
(homozigoto para um dos alelos), apenas fluoresg&#M (homozigoto para o outro alelo)

e deteccao de ambas as fluorescéncias (heterozigbtoarcador fluorescente de referéncia
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passiva tem a funcdo de normalizar a fluorescémiéida pelos fluoréforos das sondas, que

pode flutuar ao longo da reacgéo por variagdes tlanme concentracdo de cada amostra.

Desnaturagdo 95°C
_A |
A
‘ viC
. FAM
|
B
A Anelamento/Extensdo 60°C
|
- -
. - = .— FAM
vic
C

Figura 8. Ensaio por sondas de hidrélise TagMan (ABI, EUA).
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APENDICE B - Resultados com todos pacientes encanhiados para fototerapia.

Tabela 21.Dados clinicos e demograficos dos controles e doptes (variaveis categoricas).

Controles Casos (243) P
Sexo (n=490)
Masculino 122 (49,4%) 141 (58%) 0,055
Feminino 125 (50,6%) 102 (42%)
Cor da pele (n=490)
Brancos 191 (77,3%) 185 (76,1%) NS
Negros 56 (22,7%) 56 (23,9%)
Tamanho para Idade Gestacional
(n=490) 192 (77,7%) 187 (77%) NS
Adequado 40 (16,2%) 44 (18,1%)
Pequeno 15 (6,1%) 12 (4,9%)
Grande
Parto (n=490)
Vaginal 160 (64,8%) 164 (67,5%) NS
Ceséarea 87 (35,2%) 79 (32,5%)
Incompatibilidade ABO (n=490)
Sim 47 (19%) 73 (30%) 0,005
Incompatibilidade Rh (n=490)
Sim 26 (10,5%) 23 (9,5%) NS
Deficiéncia da G6PD (n=480)
Sim 9 (3,7%) 14 (5,9%) NS
Necessidade de Reanimagéo (n=490)
Sim 28 (11,3%) 18 (7,4%) NS

NS: estatisticamente néo significativo



Tabela 22.Dados clinicos e demogréaficos dos controles e doeptes (variaveis continuas).

Controles Casos P
Idade Gestacional (n=490)
(média +dp, semanas) 39,5+1,4 38,4+ 1,7 <0,001
Peso ao nascer (n=490)
(média +dp, g) 3218+460 3073+ 530 0,001
Idade Materna (n=487)
(média +dp, anos) 26,1216,8 25,4+ 6,6 NS
Apgar 5’ (n=489)
(média +dpscore 9+1 9+1 NS
Atividade da G6PD (n=429)
(média +dp, U/gHb) 17,245,7 17,2+5,9 NS

Sexo masculino e incompatibilidade ABO foram maiseqfientes entre
hiperbilirrubinémicos. A média de bilirrubina entreeninos e meninas internados para
fototerapia foi de 17,0+3,5mg/dL versus 15,8+3,0hg/P=0,005. Com relacdo aos niveis
de hemoglobina na internacéo, as médias entre ogeaimeninas foram 15,6+2,1g/dL versus

16,1+1,7g/dL P=0,042..

A maioria dos recém-nascidos encaminhados padefapia foram internados do
segundo ao teceiro dia de vida (40,7%), sendo tu® guarto dia de vida 86,3% fizeram
hiperbilirrubinemia grave (Tabela 23). Apenas 4 fiZéram hiperbilirrubinemia grave apos a

primeira semana de vida.
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Tabela 23.Valores médios de bilirrubina sérica total dos ¢&30s.

BST mg/dL (média +dp) Percentual Percentual cutivala
<24h 14,6+6,0 4,9% 4,9%
>24 e <48h 14,9421 19,3% 24,2%
>48h e <72h 15,9+2,0 40,7% 64,9%
>72h e >96 17,1+2,6 21,4% 86,3%
>96h 20,3+4,6 13,5% 100%

Dos 243 recém-nascidos internados para foterapidinBam mais de 20 mg/dL de

BST (10,7%), 5 pacientes com mais de 25 mg/dL (2d%com mais de 30 mg/dL (1,2%).

O tempo de fototerapia mediano, em dias, foi deedin tempo de internacéo
mediano, em dias, de 3. Fototerapia simples fdizatia em 135 (55,6%) neonatos,

fototerapia dupla em 81 (33,3%) e fototerapiadrgin 27 (11,1%).

Entre os 67 pacientes ictéricos com incompatikilliedABO, 37 apresentavam teste de
Coombspositivo e 30, teste negativo. Dos controles, drh o teste d€oombspositivo e 36
com o teste negativo. Dentre os individuos €wmombsnegativo, ndo houve associacao entre

o polimorfismo do gen&dGT1Al

Em nossa amostra, a sensibilidade para o deskagbbilirrubinemia a partir do teste
de Coombspositivo, em individuos com incompatibilidade ABIO; 51% e a especificidade
foi 77%, j& o valor preditivo positivo foi 77% enegativo 50%. Dos 7 pacientes internados
para fototerapia com incompatibilidade ABO nas pimas 24h de vida, apenas um

apresentou teste @ombsegativo.
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6.1. Deficiéncia de G6PD

Um total de 23 pacientes com deficiéncia de G6&Dlefhcontrado, mostrando uma
prevaléncia nesta populacéo de 4,8%. Entre osdatgrl4 (5,9%) tinham a deficiéncia, e nos
controles a prevaléncia foi de 9 (3,7%) pacientés) havendo diferenca estatistica. A

atividade média de G6PD foi 17,2 U/gHb, em ambogropos.

A deficiéncia de G6PD foi determinada em 17 (6,68%}odos os meninos e 6 (2,7%)
meninas(P=0,054) Do total de meninos ictéricos da amostra (n=138),(8,0%) tinham

deficiéncia de G6PD e do total de meninas ictérinas9), 3 (3,0%).

Dos recém-nascidos com deficiéncia, um no grupdralenteve incompatibilidade
ABO e outro no mesmo grupo, incompatibilidade RbsX3 neonatos com deficiéncia de
G6PD 16/21 eram brancos e 7/21 eram negros. Nobdlfas ictéricos analisados encontrou-

se 8 brancos com deficiéncia de G6PD e 6 negros.

Dos 23 casos de deficiéncia de G6PD da amostaaarh diagnosticados pela PCR e
nao tiveram medida da atividade (Tabela 24). Naoefwontrado nenhum neonato com
mutacdo Mediterranea e em 7 pacientes nao foi éraclannenhuma das duas mutacdes em

estudo.
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Tabela 24.Caracterizacdo molecular dos 21 individuos concifgfcia de G6PD.

Casos (n) Controles (n)
Atividade Média de G6PD (U/gHb) 5,45 (n=12) 5,647)
Mutacao 202/376 Homozigotos 7 6
Heterozigotos 2 1
Sem mutacao detectavel 5 2

6.2. Polimorfismo UGT1A1

Os 4 alelos descritos na literatura foram idergdims na amostra, tanto no grupo caso
guanto controle e encontravam-se em Equilibrio dedi#Weinberg. A frequéncia alélica do
polimorfismo do gend&JGT1Aldiferiu entre os grupos (Tabela 25), sendo o alde mais

frequente no grupo controlB£0,06).

Tabela 25.Frequéncia alélica do polimorfismo rs817534TUdar 1A1.

Polimorfismo Controles Casos P

UGT1A1 (n=461)

rs8175347 SA 0.02 0.01
0,06

dA 0.60 0.67

TA 0.36 0.32

dA 0.01 0.002

* Diferenca no Teste Exato de Fisher devido amalds.
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A frequéncia genotipica ndo diferiu em ambos op@subem como a associacédo dos
genotipos associados a niveis maiores de bilireubid/TAg, TA7Z/TA7 e TAJ/TAg) (Tabela

26). Os genotipos TATAg e TAJ/TA; foram encontrados em 11 controles e 3 casos.

Tabela 26. Frequéncia genotipica do polimorfismo rs8175340Gd 1A1

Controles n (%) Casos n (%) P

TAs/TAs 6 (2,6%) 2 (0,9%) NS*
TAS/TA; 5 (2,1%) 1 (0,4%)

TASTAs 85 (36,3%) 103 (45,4%)

TAJTA; 103 (44,0%) 93 (41,0%)

TA&TAs 3 (1,3%) 1 (0,4%)

TAATA; 30 (12,8%) 22 (10,6%)

TAJTAs 2 (0,9%) 3 (1,3%)

* NS: sem significancia

Quando analisados frente a cor da pele, encontrgom®s alelo TA7 e seus genotipos

sdo mais frequentes entre os negros (Tabela 2. e 28
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Tabela 27 Frequéncia alélica do polimorfismo rs817534 del@acordo com a cor da pele.

Brancos Negros P
TAs 0,01 0,02 0,0003
TAe 0,67 0,52
TA, 0,31 0,43
TAs 0,01 0,02

Tabela 28 Frequéncia dos gendtipos do polimorfismo rs817%#4de acordo com a cor da pele.

Brancos n (%) Negros n (%) P

TAs/TAs 7 (2,0%) 1 (0,9%) 0,0013*
TASTA; 2 (0,6%) 4 (3,8%)

TA&TAs 158 (44,5%) 30 (28,3%)

TAJTA; 148 (41,7%) 48 (45,3%)

TASTAs 2 (0,6%) 2 (1,9%)

TAJTA, 36 (10,1%) 18 (17,0%)

TAJTAs 2 (0,6%) 3 (2,8%)

*Diferenca entre TATAg e TAITA;

Quando as frequéncias dos genoétipos sdo compagattaasos e controles estratificados
pela cor da pele, também néo se encontra diferestegistica. A média de bilirrubinas entre os
casos de cor da pele negra e branca também né&endifé6,6+3,5mg/dlversusl6,5+3,4mg/dL,

NS).
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6.3. Polimorfismos SLCO1B1 e SLCO1B3

As frequéncias alélicas e genotipicas dos polimmdis rs4149056, rs2306283,
rs2117032 e rs17680137 nao diferiram entre os grup@ncontravam em Equilibrio de

Hardy-Weinberg (Tabelas 29 e 30).

Tabela 29.Frequéncias alélica e genotipica dos polimorfisdwgeneéSLCO1B1

SLCO1B1(n=469) Controles Casos P
rs4149056 Alelo C 0,13 0,12 NS*
1T 179 (75,5%) 176 (75,9%) NS
TC 55 (23,2%) 55 (23,7%)
cc 3(1,3%) 1 (0,43%)
rs2306283 Alelo G 0,50 0,48 NS
AA 56 (23,6%) 59 (25,4%) NS
AG 123 (52,0%) 121 (52,1%)
GG 58 (24,5%) 52 (22,4%)

* NS: sem significancia
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Tabela 30.Frequéncias alélica e genotipica dos polimorfisdwgeneSLCO1B3

SLCO1B3(n=469) Controles Casos P
rs2117032 Alelo T 0,50 0,49 NS*
cc 58 (24,5%) 63 (27,2%) NS
cT 121 (51,1%) 110 (47.4%)
T 58 (24,5%) 59 (25,4%)
rs17680137 Alelo G 0,11 0,12 NS
cc 187 (78,9%) 179 (77,2%) NS
CG 49 (20,7%) 49 (21,1%)
GG 1 (0,4%) 4 (1,7%)

* NS: sem significancia

O alelo G do rs2306283 era mais frequente entreosatp que brancos (0,62rsus
0,46; P<0,001), enquanto o alelo T do rs2117032 (0\&8sus0,53; P<0,001) foi menos

frequente em negros (Tabela 31).

Tabela 31. Frequéncia alélica dos polimorfismos rs230628324 8032 de acordo com a cor da
pele.

Brancos Negros P
rs2306283 Alelo G 0,46 0,62 <0,001
rs2117032 Alelo T 0,33 0,53 <0,001

Analisando a co-heranca entre os diversos fatostsd&dos, foi observado que
individuos homozigotos para o alelo G do rs2306288eficientes da G6PD eram mais
frequentes no grupo caso do que no grupo contrble5 (versus 1,7%; P=0,051). A

homozigose para pelo menos um dos cinco polimooisrioi encontrada em 53% dos
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hiperbilirrubinémicos e 55% dos controles. Apenagatp neonatos ictéricos nao

apresentavam nenhum dos alelos variantes.

Referente a reconstru¢cdo dos haplétipos dos pdisnws dos geneSLCO1Ble
SLCO1B3 foram encontrados sete haplétipos com frequéngiarior a 1%. As frequéncias

haplotipicas nao diferiram entre os grupos (TaBg)a

Tabela 32. Frequéncias haplotipicas dos polimorfismos rs4189052306283, rs2117032 e
rs17680137 dos gen&.CO1B1le SLCO1B3

Controles Casos P

TGCC 148 (31,2%) 138 (29,7%) NS*
TGCG 6 (1,3%) 12 (2,6%)

TGTC 34 (7,2%) 32 (6,9%)

TACC 44 (9,3%) 51 (11,0%)

TATC 181 (38,2%) 172 (36,9%)

cGce 45 (9,5%) 42 (9,1%)

CATC 12 (2,5%) 11 (2,4%)

Outros t 4 (0,8%) 6 (1,3%)

* NS: sem significancia
tOutros: haplétipos que tiveram frequéncia mener .

Para controlar o efeito das variaveis sexo, caoale, incompatibilidade ABO, idade
gestacional e peso ao nascer sobre a influéncipalmsorfismos, foi feita regresséao logistica
(Tabela 33). Apenas a incompatibilidade ABO e oopas nascimento permaneceram no

modelo.
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Tabela 33. Variaveis que permaneceram no modelo de regressgistita para o desfecho
hiperbilirrubinemia neonatal grave.

Fator em estudo OR (95% CI) P

Incompatibilidade ABO 2,19 (1.37 -3,50) 0,001

Idade Gestacional (por semane) 0.59 (0,51 - 0.70x0,001
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Abstract

Jaundice is a physiological phenomenon; however, severe hyperbilirubinemia occurs in only
5% to 6% of the healthy newborn population. It has been suggested that genetic variation
could enhance the risk of hyperbilirubinemia when co-expressed with other icterogenic
conditions. The present study included newborns with a gestational age of greater than 35
weeks and weights greater than 2000 g with indications for phototherapy. The
polymorphisms from UGT1Al (rs8175347), SLCO1B1 (rs4149056 and rs2306283), and
SLCO1B3 (rs17680137 and rs2117032) were analyzed by capillary electrophoresis and
hydrolysis probes. A total of 167 hyperbilirubinemic infants and 247 control subjects were
enrolled. The gender, ABO incompatibility, birth weight, and gestational age differed between
the groups but the allelic and genotypic frequency of the polymorphisms from SLCO1B
genes did not. In logistic regression, the ABO incompatibility, gestational age, and
polymorphic T allele of rs2117032 remained in the model. The presence of this
polymorphism seemed to provide protection from hyperbilirubinemia. The individuals that
were homozygous for the G allele of rs2306283 and glucose 6-phosphate-dehydrogenase
deficient were more frequent among the cases. Although genetic variation accounts for a
good part of this condition, the association between different polymorphisms and
environmental factors has yet to be explained.

Keywords

Neonatal Hyperbilirubinemia; Polymorphisms; UGT1Al; SLCO1B1; SLCO1B3.
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Introduction

Jaundice is a physiological phenomenon that occurs in 60% of normal newborns and nearly
all pre-term infants. However, severe hyperbilirubinemia (total serum bilirubin (TSB) levels
above the 95th percentile for age in hours) occurs in only 5% to 6% of the healthy newborn
population *. Some of the risk factors for hyperbilirubinemia include the following: hemolytic
conditions, poor caloric intake, cephalohematoma or significant bruising, exclusive

2 Newborns must be

breastfeeding, weight loss, East Asian race, and male gender
monitored to identify those who might develop severe hyperbilirubinemia due to toxicity of
bilirubin, and, in some cases, acute bilirubin encephalopathy, which might evolve to
kernicterus.

It has been suggested that genetic variation could enhance the risk of hyperbilirubinemia
when co-expressed with other icterogenic conditions 3. The rs8175347 polymorphism from
the promoter region of uridine-diphosphoglucuronosyl transferase 1A1 (UGT1A1) gene is
described as a major cause of Gilbert's Syndrome *, which is characterized by an increase of
TSB as a result of poor enzymatic conjugation by glucuronosyltransferase (EC 2.4.1.17). TA
sequences in the promoter region vary in length from 5 to 8 repeats, and the TA; and TAg
alleles are primarily responsible for the TSB increase and could contribute to neonatal
hyperbilirubinemia °. The variant TAs is associated with an increase in UGT1A1 transcription;
while TAg is associated with reduced transcription ®. Both of these alleles are rare and usually
found in people of African descent °. The hepatic solute carrier organic anion transporter 1B1
(SLCO1B1), a putative bilirubin transporter, could also be associated with an increased
predisposition to neonatal hyperbilirubinemia by limiting bilirubin uptake ’. The rs2306283
(A388G) and rs4149056 (T521C) polymorphisms are associated with a diminished
transporter activity ® but their role in neonatal jaundice is controversial ® °. Recently, in a
genome-wide association study, two polymorphisms of another solute carrier organic anion

transporter SLCO1B3 gene (rs17680137 C>G and rs2117032 C>T) were observed to have a
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strong association with bilirubin levels and to contribute to idiopathic mild unconjugated
hyperbilirubinemia in healthy adults *°.

The aim of this work was to evaluate the influence of the polymorphisms of UGT1A1,
SLCO1B1, and SLCO1B3 genes as a contributive cause for severe neonatal

hyperbilirubinemia.
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Methods

Subiject enroliment

This case-controlled study involved newborns of greater than 35 weeks gestational age and
2000 g in weight admitted between March and December 2007 to the Neonatal Unit of the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil. The jaundiced babies were assessed using a
transcutaneous bilirubinometer (Minolta®). The serum dosage was measured when bilirubin
levels were increased, as determined by the diazotization method. The case subjects were
infants with TSB levels that had indications for phototherapy in accordance with the
guidelines of the American Association of Pediatrics (AAP) , while the control subjects did
not show signs for phototherapy, according to visual or laboratory evaluation. The exclusion
criteria were based on the following observations: sepsis or infection, cephalohematoma,
high levels of conjugated bilirubin, polycythemia, and large ecchymosis. In addition, infants
that were administered drugs that could cause the inhibition of glucuronidation were also
excluded. The newborns were subjectively classified as black or white based on their
parent’s skin color and facial features. All subjects were evaluated until discharge and
subsequently evaluated by a trough chart to check the emergence of new outcomes. The
Research Ethics Committee at the hospital approved this project, and parental consent was
obtained for all infants that participated in this study.

Glucose 6-phosphate-dehydrogenase (G6PD) enzyme quantification

The G6PD Deficiency Neonatal Screening Test Kit (Interscientific Corporation, USA) was
used for the quantitative measurement of G6PD activity in peripheral blood. The samples
were normalized to their hemoglobin (Hb) content and then compared with the reference
samples (supplied by Interscientific). A cut-off value of 8 U/g Hb was used to determine the
enzyme deficiency .

Molecular analysis

The genomic DNA was extracted from 2 ml of cord blood as described . The specific

mutations on G6PD, UGT1A1l, SLCO1B1, and SLCO1B3 were analyzed as described below.
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The coding region of the G6PD gene, encompassing the African (G202A and A376G) and
Mediterranean mutations (C563T), was analyzed by polymerase chain reaction (PCR) of
exons 6, 4, and 5 and posterior restriction fragment length polymorphism (RFLP) for each
mutation *> .

The rs8175347 polymorphism was identified by PCR using a FAM-labeled sense primer and
analyzed by capillary electrophoresis through GeneMapper program (ABI, USA) *°.

The polymorphisms rs4149056 and rs2306283 from the SLCO1B1 gene and rs17680137
and rs2117032 from SLCO1B3 were identified using hydrolysis probes (TagMan Assays,
ABI, USA), IDs: C_30633906_10, C_1901697 20, C_25766725_10, and C_2809241_10,
respectively. A total of 15 ng of DNA was used in a final reaction volume of 12.5 ul for real-
time PCR on a Stratagene Thermocycler (GE, USA) and analyzed through Mx3000P
software.

Statistical analysis

For the categorical data, the Chi-square and Fisher's Exact tests were performed where
appropriate, and the residuals were adjusted when necessary. The odds ratios (ORs) and
95% confidence intervals (Cls) were estimated for severe hyperbilirubinemia risk factors
using multivariate logistic regression models. The numeric variables were analyzed using the
Student’s T test. The haplotypes for the four polymorphisms of the SLCO1B1 and SLCO1B3
genes were statistically reconstructed using the PHASE program, version 2.1, which
implements a Bayesian statistical method for reconstructing haplotypes from genotype data

1817 The data were considered as significant when P was less than 0.05.
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Results

A total of 414 neonates were enrolled in the study, comprising 167 hyperbilirubinemic infants
and 247 control subjects. Of the 414 samples, 386 completed the study. The DNA extraction
was not performed on twenty of the samples because of inadequate material (ten samples in
both groups) and eight samples failed to amplify for the UGT1A1 polymorphism. The bilirubin
measurements for the case individuals and their distribution according to the AAP Guidelines
for the Management of Hyperbilirubinemia in newborn infants greater than 35 weeks
gestational age ? are showed in Figure 1.

The demographic and clinical data for the infants enrolled in the study are shown in Table 1.
The male gender and ABO incompatibility were more common among the hyperbilirubinemic
patients. The mean birth weight was 3217 + 460 g in the control group and 3099 + 504 g in
the case group (P=0.014). The gestational age also differed between the groups with 39.5
+1.3 weeks versus 38.1+1.7 weeks (P<0.001) for the control and case groups, respectively.
An analysis of the frequency of premature newborns in each group revealed that 74 (44.3%)
of jaundiced babies were <38 weeks as compared with the 29 (11.7%) control group babies
(P<0.001). For the babies in the case group, the median phototherapy time was 2 days, with
a median ICU stay of 3 days.

A G6PD deficiency was detected in 21 individuals. Among these, none had the
Mediterranean mutation, 13 were hemi or homozygous for the African mutation (7 on case
group), one was heterozygous for the African mutation and 7 individuals had no mutation (2
in the control group). The mean enzyme activity of the deficient was 5.5 + 2.0 U/gHb as
compared with that of 17.8 £ 5.4 U/gHb (P<0.001) for the non-deficient subjects.

The allelic frequency of the UGT1A1 polymorphism differed between both groups (Table 2).
The TA; allele was more frequent in the control group (P=0.04), but the genotypic frequency
for UGT1AL did not differ between the groups. The genotypes TAs/TAs and TAs/TA; were

observed in 11 of the control subjects and only one case study individual. The genotypes
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associated with minor conjugation activity were more frequent in black individuals than in
white ones (22.3% versus 10.3%, P=0.003).

The allelic and genotypic frequencies of the studied polymorphisms from the SLCO genes
did not differ among the groups. The homozygosity for at least one of the studied
polymorphisms occurred in 53% of the case subjects and 55% of the control subjects. Only 2
case subjects were homozygous for all wild-type polymorphisms. The G allele of rs2306283
was more frequent in black individuals than in white ones (0.63 versus 0.47, P<0.001);
however, the T allele of rs2117032 (0.37 versus 0.52, P<0.001) was less frequent in blacks.
An analysis of the co-inheritance between several of the factors studied revealed that
individuals homozygous for the G allele of rs2306283, which were also G6PD deficient, were
more frequent in the case subjects than in the control group (14.3 versus 1.7%, P=0.039).
The haplotype frequencies did not differ between the groups.

A logistic regression was performed to assess the controlling differences in gender, ABO
incompatibility, gestational age, and birth weight. Only differences in the ABO incompatibility
and gestational age remained in the model. Moreover, the T allele of rs2117032 seemed to
confer protection against hyperbilirubinemia among those who did not presented ABO

incompatibility (Table 3).

110



Discussion

We studied 414 newborns with and without indication of phototherapy born in South Brazil.
Among the well-known risk factors, the only statistically differences between the control and
case groups were the ABO incompatibility, male gender, gestational age, and birth weight. In
the multivariate analysis, only the ABO incompatibility and gestational age remained in the
model, showing the large impact of these two variables in hyperbilirubinemia. Although the
mean gestational age of the control and case groups of term neonates was 38.1 and 39.5
weeks, respectively, the control group showed a remarkably higher frequency of premature
newborns; this result is consistent with the data published by Mezzacappa et al. 2. In
addition, the neonates born before 39 weeks require neonatal intensive care and have
increased rates of neonatal and infant morbidity and mortality *°.

Our study did not show differences in the G6PD deficiency between the groups, although
Prachukthum et al. * and Wong et al. ** reported that the G6PD deficiency was higher
among the patient infants than in the control group. The mutations studied for G6PD are the

2

most frequent in our state 2, and the overall prevalence of the deficiency in our sample

(5.2%) is consistent with the 7.8% previously described in our population #*2°.

Recently, great attention has been given to genetic factors as a contributing cause of
neonatal hyperbilirubinemia, and several studies attempted to determine the mechanisms
involved in such manifestations * 2" ?®, Several studies have failed to demonstrate the
relationship between jaundice and the rs8175347 polymorphism of UGT1A1 # 27, Our study
presented a higher frequency of the TAs allele among the control subjects, and this allele is
associated with an increase in UGT1A1 expression %°. The statistical difference diminishes
when the genotypic frequencies are compared; however, genotypes carrying the TAs allele
were more frequent among the control subjects. The frequencies for UGT1AL polymorphism
observed in our study® are consistent with those described in Brazil by Mezzacappa et al. 2.

We did not find any differences in the distribution of the polymorphisms from SLCO1B1. In a

Brazilian study of lopinavir and ritonavir in HIV-infected men, similar frequencies of
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rs2306283 and rs4149056 polymorphisms were observed *. In 2004, Huang et al. reported
that the variant allele of rs2306283 was more frequent among hyperbilirubinemic infants
(OR=2.01) %, although these results were not confirmed * 2> 2, Zhang et al., however,
showed that infants with the A allele of rs2306283 had higher bilirubin levels when compared
with homozygous GG ?®infants. Zhang et al. also showed that the homozygosity for the wild-
type allele of rs4149056 was more frequent among hyperbilirubinemic newborns than the
controls; however, this polymorphism is frequently reported as a diminishing transport activity
of OATP1B1® ®. Similar to the polymorphisms on SLCO1B1, those on SLCO1B3 did not
present statistical differences in the univariate analysis, while we found by using multivariate
analysis that the T allele of rs2117032 could be a protective factor for hyperbilirubinemia. Its
frequency is different only when comparing those who do not have ABO incompatibility,
showing that ABO incompatibility could outweigh the modest effect of this polymorphism.
Recently, Sanna et al. described that the C allele of rs17680137 and the T allele of
rs2117032 in a genome-wide association analysis were responsible, along with UGT1A1 and
G6PD, for the strong association with bilirubin levels in healthy individuals from Sardinia *°.
Kang et al. did not observe any association of these same polymorphisms with bilirubin
levels *? in a Korean sample. For instance, although Cui et al. inferred that SLCO1B1 could

be the hepatic transporter for bilirubin ’

, Wang et al. concluded the unlikelihood of this
function®, and Zucker et al. suggested that bilirubin uptake could occur through passive
diffusion *.

Watchko et al. reported that G6PD deficient infants who were homozygous for the G allele of
rs2306283 were more common in the icteric group when compared with the controls (87.5%
versus 20%, P=0.015), respectively ®. The frequencies reported in our work were 11.1% in
the control group and 50.0% in the case group. This difference was not statistically
significant, perhaps due to the small numbers in each group (9 and 12, respectively).

However, when the opposite was examined (homozygous for G allele of rs2306283 who

were also G6PD deficient (14.3% versus 1.7%)), a difference was observed (P=0.039).
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Interestingly, our study presented similar frequencies for the G6PD deficiency in both groups,
and the frequencies of the individuals carrying the variant allele of rs2306283 were higher
than the ones described by Wathcko et al. Because the G allele is more frequent among
blacks and our sample had higher prevalence of black newborns, the difference between the
case and control groups could be missed. However, although the frequencies observed for
the polymorphisms were similar to those described in the literature for blacks and whites,
visual estimation is not an accurate method of defining ethnicity, and an ancestral molecular
analysis would work better because we received a great African genome ancestry *.
Recently, Sortica et al. described similar frequencies of the G allele of rs2306283 in white
(48.9%) and black (64.8%) individuals from South Brazil, which were ethnically classified by
self-indentification *°.

Our study is limited by the use of the need for phototherapy as criteria, which is not a strong
discriminator to identify differences of genetic variability. This was the first report of the C
allele of rs21170132 polymorphism in neonatal hyperbilirubinemia and the possibility of its
protection against severe jaundice should be further studied. Frequently, the studied
polymorphisms present controversial effects in studies and our results demonstrate that they
do not have the power to modulate neonatal jaundice. Neonatal jaundice is an excellent
example of an intricate manifestation, where usual studied clinical factors alone cannot
provide the real cause. Genetic variation is primarily responsible for this condition; however,
the mechanisms involved in the association of different polymorphisms and environmental
factors have yet to be explained. In addition to the UGT1A1 and SLCO family, other genes
involved in the bilirubin pathway (heme oxygenase and biliverdin redutase) should be
explored, as well as other environmental factors, such as newborns of HIV positive mothers
using protease inhibitors®’. Both UGT1A1 and SLCO polymorphisms are well studied in
pharmacokinetics of drugs ? 3, but their role in neonatal jaundice is still controversial and

this matter deserves further consideration.
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Figure 1.Total serum bilirubin levels for case subjects, who were hospitalized for
phototherapy according to the AAP Guidelines versus age in hours. The lines represent the
95th percentile, above which infants most likely developed neurological damage due to
bilirubin toxicity.

Black line: infants at minor risk (38 weeks or more of gestational age (GA) without risk
factors). Dark grey line: infants at medium risk (35 to 37 weeks of GA without risk factors or
38 weeks or more with risk factors). Light grey line: infants at major risk (35 to 37 weeks of
GA with risk factors). Risk factors: hemolytic disease, G6PD deficiency, low albumin,

lethargy, temperature instability, and acidosis.
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Table 1. Demographic and clinical data of control versus case infants enrolled in this study.

Factor in study Control group Case group P
Gender (n=414)
Male 122 (49.4%) 102 (61.1%) 0.019
Female 125 (50.6%) 65 (38.9%)
Ethnicity (n=414)
White 191 (77.3%) 122(73.1%) NS
Black 56 (22.7%) 45 (26.9%)
Size for Gestational Age (n=414)
Appropriate 192 (77.7%) 136 (81.4%) NS
Small 40 (16.2%) 21 (12.6%)
Large 15 (6.1%) 10 (6.0%)
Birth Delivery (n=414)
Vaginal 160 (64.8%) 113 (67.7%) NS
Cesarean 87 (35.2%) 54 (32.3%)
ABO Incompatibility (n=414)
Yes 47 (19%) 61 (36.5%) <0.001
Rh Incompatibility (n=414)
Yes 26 (10.5%) 20 (12.0%) NS
G6PD Deficiency (n=405)
Yes 9 (3.7%) 12 (7.4%) NS
Need for Reanimation (n=414)
Yes 28 (11.3%) 12 (7.2%) NS
Gestational age (n=414)
(mean £SD, weeks) 39.5+1.4 38.1+1.8 <0.001
Birth weight (n=414)
(mean +SD, g) 3218460 3099+460 0.014
Mother’'s Age (n=411)
(mean 1SD, years) 26.1246.8 25.246.5 NS
Apgar 5’ (n=413)
(mean £SD) 9+1 9+1 NS
G6PD Activity (n=360)
(mean +SD, U/gHb) 17.245.7 17.216.2 NS

118



Table 2. Allelic, genotypic, and haplotype frequencies of the polymorphisms in UGT1A1, SLCO1B1, and SLCO1B3 genes in control and case

groups.

Factor in study Control group Case group P
UGT1A1l (n=386)
rs8175347
TAs 0.02 0.003 0.0417%
TAs 0.60 0.67
TA; 0.36 0.31
TAg 0.01 0.01
TA6/TAs, TA7/TA7, and TA7/TAg genotypes 35 (14.9%) 16 (10.5%) NS
SLCO1B1 (n=394)
rs4149056 C allele 0.13 0.11 NS
TT genotype 179 (75.5%) 122 (77.7%) NS
TC genotype 55 (23.2%) 34 (21.7%)
CC genotype 3 (1.3%) 1 (0.6%)
rs2306283 G allele 0.50 0.52 NS
AA genotype 56 (23.6%) 37 (23.6%) NS

AG genotype

GG genotype

SLCO1B3 (n=394)
rs2117032 T allele
CC genotype
CT genotype
TT genotype
rs17680137 G allele
CC genotype
CG genotype

GG genotype

Haplotypes

(rs4149056, rs2306283, rs2117032, and rs17680137)
TGCC
TGCG
TGTC
TACC
TATC
CGCC
CATC

Other®

123 (52.0%)

58 (24.5%)

0.50

58 (24.5%)
121 (51.1%)
58 (24.5%)
0.11

187 (78.9%)
49 (20.7%)

1 (0.4%)

148 (31.2%)
6 (1.3%)

34 (7.2%)
44 (9.3%)
181 (38.2%)
45 (9.5%)
12 (2.5%)

4(0.8%)

78 (49.7%)

42 (26.8%)

0.46 NS
50 (31.8%) NS
69 (43.9%)
38 (24.2%)
0.12 NS
121 (77.1%) NS
34 (21.7%)

2 (1.3%)

102 (32.5%) NS
7 (2.2%)

23 (7.3%)

35 (11.1%)

110 (35.0%)

28 (8.9%)

5 (1.6%)

4 (1.2%)

2 Difference in Fisher's Exact Test is accounted for TAs allele.

®Other haplotypes had frequencies less than 1%.
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Table 3. Variables which remained in logistic regression model.

Factor in study OR (95% CI) P

ABO incompatibility 3.27 (1.95 - 5.50) <0.001
Gestational age (for a week increase) 0.56 (0.48 — 0.66) <0.001
T allele at rs2117032 0.57 (0.34 — 0.94) 0.0027
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