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Duplicagdo TA na regido promotora do gene UGT1A1- revisdo sistematica e meta-analise

Resumo:

O Sindroma de Gilbert (SG) € uma entidade clinica comum caracterizada por uma
forma benigna de hiperbilirrubinemia ndo conjugada, na auséncia de disfuncdo hepatica
e de hemdlise. O seu diagnostico, inicialmente de carécter presuntivo, passou a dispor
de caracterizagao molecular quando, em 1995, foram descritas as primeiras mutagdes no
gene UridinoDifosfato-glucuronosil transferase-1 (UGT1Al). Em particular, uma
duplicacdo de 2 nucleotideos [TA] na regido promotora do gene, que tem vindo a
revelar-se como a principal causa de SG em todas as populagdes caucasianas estudadas.
A homozigotia para a duplicagcdo TA na regido promotora do gene UGT1A1 tem vindo a
ser associada com SG. Desde entdo, muitos estudos tém vindo a ser realizados no
sentido de associar esta mutacdo com outras patologias, que também associam
hiperbilirrubinémia, bem como com algumas terapéuticas utilizadas, como agentes
quimioterapicos ou terapéutica com estrogénios.

O objectivo deste trabalho foi compilar e sintetizar a literatura existente, para calcular a
frequéncia mundial, bem como a frequéncia por pais e por continente, da duplicacdo TA
na regido promotora do gene UGT1A1, associada a SG.

Foram incluidos, neste trabalho, 100 estudos, realizados em vinte e nove paises, de
quatro continentes. Ndo se obtiveram estudos do continente africano. Obteve-se uma
frequéncia mundial de 4,8% para o genotipo 7/7 e de 21,8% para o alelo 7. As
frequéncias obtidas, por continente, foram 10,5% na Europa, 10,7% na América do
Norte, 10,2% na América do Sul, 13,8% na América Central, 15% na Oceénia e 1% na
Asia. A anélise estatistica Q de Cochran e 1% permitiu-nos avaliar a homogeneidade dos
estudos incluidos na analise, concluindo-se pela sua heterogeneidade [p<0,001, 1°=
92,3% (gendtipo 7/7)]; [p<0,001, 1°= 96% (alelo 7)], a nivel global.

Em concluséo, este trabalho demonstrou que had heterogeneidade de valores, entre 0s
diversos estudos incluidos. Com excepgdo da Asia, todos 0s outros paises apresentam
uma prevaléncia elevada da duplicagdo TA no promotor do gene UGT1AL, o que
justifica a sua pesquisa sistemética, tanto no diagndstico, como na sua associagao a
outras patologias que também condicionam hiperbilirrubinémia, e em situacdes em que
0 défice da enzima UGT1AL esta associado com diminui¢do da metabolizacdo hepatica

de alguns farmacos.
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Abstract:

The Gilbert Syndrome (GS) is a common clinical entity characterized by a benign form
of unconjugated hyperbilirrubinemia in the absence of liver dysfunction and hemolysis.
The diagnosis, initially presumptive in nature, began to use molecular characterization
when, in 1995, were described the first mutations in UDP — glucuronosyltransferase-1
(UGT1AL1). In particular, a duplication of two nucleotides [TA] in the promoter region
of the gene, which has revealed itself as the leading cause of the GS in the Caucasian
population studied. Affected individuals are homozygous for the variant of the promoter
and they have seven despite of six repeats. Since then, many studies have been
undertaken in order to relate this mutation with other pathologies, as well as some
therapies used as chemotherapeutic agents or estrogen therapy.

The aim of this study was to compile and synthesize the literature to calculate the global
frequency, and frequency by country and continent, of TA duplication in the promoter
region of the gene, associated with GS. One hundred studies were included in this
study, conducted in twenty-nine countries of four continents. No studies were obtained
from Africa. Is was obtained an overall frequency of 4,8% for genotype 7/7 and of
21,8% for allele 7. The frequencies obtained per continent were, 10,5% in Europe,
10,7% in North America, 10,2% in South America, 13,8% in Central America, 15% in
Oceania and 1% in Asia. Statistical analysis of Cochran Q and I? allowed us to evaluate
the homogeneity of the studies included, concluding heterogeneity (p<0,001, I°=92,3%
(genétipo 7/7); (p<0,001, I*=96% (alelo 7)), at global.

In conclusion, thus study demonstrated that there is heterogeneity among the various
studies included. With the exception of Asia, all countries have a high prevalence of this
mutation, which justifies its systematic research, both in diagnosis, as in its association
with other diseases that also causes hyperbilirrubineamia, and in situations where the
deficit of UGTL1A1 enzyme is associated with decreased hepatic metabolism of some

drugs.
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Susana Monteiro Pagina 4



Duplicagdo TA na regido promotora do gene UGT1A1- revisdo sistematica e meta-analise

Indice:
Parte | - Introducéo 8
1- Metabolismo da bilirrubina 9
2- Gene UGT1Al1 14
3- Patologias associadas com alteragdes no gene UGT1A1 15
4- Associacdo do Sindrome de Gilbert com outras patologias 17
5- Meta-anélise 21
Parte 11 - Objetivos 23
Parte 11l - Material e Métodos 25
Parte IV- Resultados 28
Parte V- Discussao 39
Parte VI- Bibliografia 45

Susana Monteiro Pagina 5



Duplicagdo TA na regido promotora do gene UGT1A1- revisdo sistematica e meta-analise

Indice de tabelas:

Tabela | — Artigos incluidos na meta-analise. Continente, pais, nimero de individuos

incluidos no estudo e frequéncia do genétipo 7/7 e do alelo 7. 29
Tabela Il — Frequéncias médias estimadas, por pais e por continente. 33
Tabela 111 — Analise Q de Cochran e valor de | para o gentipo 7/7. 35
Tabela IV — Analise Q de Cochran e de 1?para o alelo 7. 35

Susana Monteiro Pagina 6



Duplicagdo TA na regido promotora do gene UGT1A1- revisdo sistematica e meta-analise

indice de figuras:

Figura 1 - Estrutura quimica da bilirrubina. 9
Figura 2 - Esquema ilustrativo do metabolismo da bilirrubina. 12
Figura 3 - Férmula estrutural da bilirrubina conjugada ou diglicuronidada. 13
Figura 4 - Esquema ilustrativo da excrecgdo da bilirrubina e do urobilinogénio. 13
Figura 5 - Esquema ilustrativo do cromossoma 2¢37. 14
Figura 6 - llustracdo da estrutura tridimensional do gene UGT1A1. 14
Figura 7 - Esquema ilustrativo do Locus do gene UGT1AL. 15
Figura 8 - Frequéncia mundial do gendtipo 7/7. 37
Figura 9 - Frequéncia mundial do alelo 7. 38

Susana Monteiro Pagina 7



Duplicagdo TA na regido promotora do gene UGT1A1- revisdo sistematica e meta-analise

PARTE | - Introducao

Susana Monteiro Pagina 8



Duplicacdo TA na regido promotora do gene UGT1A1- revisdo sistematica e meta-andlise

1 — Metabolismo da bilirrubina

A bilirrubina é o produto final da decomposicdo da hemoglobina e o seu doseamento
tem vindo a ser utilizado como um marcador de diagnostico de doencgas hepéticas e
hematoldgicas. E um composto enddgeno que pode ser neurotoxico, especialmente em
recém-nascidos’. No entanto, é reconhecido que a bilirrubina ndo-conjugada exerce uma
actividade anti-oxidante forte e que uma hiperbilirrubinemia ligeira pode ter efeitos
positivos para a satde #*.

A bilirrubina € um composto com peso molecular de 584 Kd, com quatro anéis pirrol,
ligados por dois grupos de metileno (-CH=) e um grupo meteno (-CH2=) (fig. 1). A sua

estrutura esta directamente relacionada com as suas caracteristicas fisicas®.

COO COO

Figura 1 - Estrutura quimica da molécula de bilirrubina.

O metabolismo da bilirrubina envolve 4 passos: formacdo e transporte, metabolizacdo

hepatica, fase intestinal e excrecéo renal (fig. 2).
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Figura 2 — Esquema ilustrativo do metabolismo da bilirrubina.

Aproximadamente 70 a 80% da bilirrubina resulta do metabolismo do grupo heme da
hemoglobina, proveniente da senescéncia dos eritrdcitos, sendo libertada durante a
decomposicdo dos mesmos. A restante bilirrubina resulta do metabolismo de outras
proteinas com o grupo heme, como o citocromo P450, isoenzimas, mioglobina e outras
proteinas que apresentam o grupo heme*. A hemoglobina é metabolizada ao nivel do
baco e no sistema reticuloendotelial, sendo degradada em heme e globina. A abertura do
anel do grupo heme na ponte de carbono a, origina ferro livre e biliverdina. Esta
clivagem é catalisada pela enzima heme-oxigenase. A biliverdina € rapidamente

reduzida a bilirrubina livre, pela enzima citosolica biliverdina-redutase. Esta forma de
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bilirrubina é denominada como ndo conjugada e é lipossoltvel®®"®°. Num adulto
normal, séo formadas cerca de 250-300 mg de bilirrubina, diariamente®.

As concentracBes séricas da bilirrubina estdo directamente relacionadas com a
quantidade produzida e com a capacidade que o organismo tem para a eliminar'®. A
bilirrubina ndo conjugada pode entrar em circulacdo de duas formas: por sintese de novo
ou por reabsorcdo do intestino apds excrecdo biliar'**2. A maioria da bilirrubina
circulante no adulto advém da sintese de novo. No entanto, no recém-nascido, a
reabsorcéo é uma fonte importante de bilirrubina sérica.

Apbs conjugacdo com o acido glucuronico, a bilirrubina pode ser eliminada, tanto por
via hepética, como por via renal, em contrapartida a bilirrubina ndo conjugada ou
indirecta liga-se reversivelmente a albumina, forma em que é transportada no plasma.

O figado ocupa papel central no metabolismo da bilirrubina, sendo responsavel pela sua
captacdo, conjugacdo e excrecao. Em condicGes normais, a bilirrubina ndo conjugada é
rapidamente captada e metabolizada a nivel hepético, que a prepara para ser eliminada.
A existéncia de proteinas transportadoras, na membrana do hepatdcito, que promovam a
entrada da bilirrubina esta ainda em investigacio'®. Apés a sua entrada, a bilirrubina é
acumulada nos hepatocitos. Existe alguma controvérsia quanto ao mecanismo
responsavel pela manutencdo da bilirrubina dentro do hepatdcito. Estudos sugerem que
a bilirrubina se dissocia da albumina nos sinusoéides sendo posteriormente transportada
através da membrana plasmatica dos hepatdcitos, através de proteinas transportadoras.
Uma vez transferida para dentro do hepatdcito, a bilirrubina liga-se, pelo menos em
parte, a uma proteina citoplasméatica denominada ligandina. Essa ligagdo pode impedir o
efluxo dessa substancia do hepatécito para o plasma. No entanto, existe evidéncia que o
fluxo de bilirrubina na membrana do hepatdcito € bidireccional, estando estimado que
cerca de 40% da bilirrubina que entra no hepatécito volta de novo ao plasma***>. No
reticulo endoplasmatico do hepatdcito, a maioria da bilirrubina ¢ mono- e
diglucuronidada. Apenas uma pequena quantidade de bilirrubina € convertida em
substancias solGveis na agua, por conjugacdo de outras substancias que ndo o &cido
glucurénico™®.

Acredita-se que existam proteinas transportadoras responsaveis pelo transporte da
bilirrubina da membrana plasmaética até o reticulo endoplasmatico. No reticulo, a
bilirrubina ndo conjugada, que € lipossoluvel, € convertida pela accdo da enzima

UGT1A1 (UridinoDifosfato-glucuronosil transferase-1) em compostos sollveis em
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agua (bilirrubina conjugada) que sd&o o monoglicuronato (15% do total) e o
diglicuronato (85% do total) de bilirrubina®® (fig. 3).

coo coo
Q 0
o 0
OH N d HO
HO (I:: (o] =(|: OH
OH CH:> CH2 OH
eH, CH,

Figura 3 - Férmula estrutural da bilirrubina conjugada ou diglicuronidada.

Em situacdes de défice da enzima UGT1AL, tais com em doentes com SG, e em recém-
nascidos, a bilirrubina é excretada predominantemente sob a forma de bilirrubina
monoglucuronina'®*’. Existe evidéncia de uma relacdo directa entre a quantidade de
bilirrubina mono ou diglucuronina e a actividade da enzima UGT1A1Y. Esses
compostos (monoglicuronato e diglucuronato) sao passiveis de transporte rapido através
da membrana canalicular para a bile'®. O processo de excregdo de bilirrubina para o
canaliculo biliar requer energia, sendo um dos passos mais susceptiveis de
comprometimento quando a célula hepatica € lesada. A informacdo quanto ao
movimento da bilirrubina conjugada dentro do hepatdcito é ainda escassa. No entanto,
devera existir algum tipo de mecanismo que a encaminhe para os canaliculos, ja que
apenas uma reduzida quantidade reflui para o plasma'®. A excrecdo da bilirrubina
conjugada esta dependente da quantidade de sais de bile e de lipidos biliares excretados.
A bilirrubina conjugada adere as membranas celulares tal como a bilirrubina nédo
conjugada, no entanto ndo consegue transpO-las. Assim 0s microtubulos conseguem
conduzir a bilirrubina conjugada, do local onde é conjugada até ao local de
excrecdo'®?.

A bilirrubina conjugada alcanca o lumen intestinal atraveés da bile. A bilirrubina
conjugada, na fase intestinal, pode ser excretada para as fezes ou metabolizada em

urobilinogénio. A transformacdo em ndo conjugada tem lugar no intestino, atraves da
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accdo de enzimas intestinais. Esta conversdo pode ocorrer de forma ndo enzimatica ou
entdo mediada pela enzima p-glucuronidase produzida por algumas bactérias
intestinais?’. Isto leva & formacdo de quantidades substanciais de bilirrubina nao
conjugada e este pigmento pode sofrer reabsorcdo intestinal (circulacdo entero-
hepética)® (fig. 4).
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Figura 4 - Esquema ilustrativo da excregdo da bilirrubina e do urobilinogénio.

Tal absorcéo pode levar a um aumento dos niveis séricos de bilirrubina ndo conjugada.
Nos recém-nascidos, a flora bacteriana ainda ndo estd desenvolvida e a formacdo de
urubilindides € insignificante. Prevalece, assim, a ndo conjugacdo, que contribui para o
aumento dos niveis séricos de bilirrubina, que se observam na ictericia neonatal®®. O
urobilinogénio é uma substancia hidrossoltivel pelo que é reabsorvida pela mucosa
intestinal atraves da circulacdo entero-hepética. Posteriormente excretado, pelos rins,
através da urina®*.

Em condi¢des normais, a bilirrubina ndo é detectdvel na urina por métodos
convencionais. A bilirrubina indirecta, em virtude de estar fortemente ligada a albumina
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e ser insolvel em agua, nao é filtrada pelo glomérulo. A bilirrubina directa esta menos
ligada & albumina e pode aparecer na urina. Os sais biliares aumentam a filtragdo renal

de bilirrubina directa, e consequentemente uma diminuicdo de excrecdo de sais de bile
diminui o grau de excrecdo de bilirrubina™®%.

2 - Gene UGT1A1
O gene UGT1AL, est4 localizado no brago longo do cromossoma 2 (2937)%>? (fig. 5).

[ 234263153 [ 23473212
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Figura 5 — Esquema ilustrativo do cromossoma 29377,

Este gene, (fig. 6) que codifica para uma proteina, cuja principal funcdo é a
glucuronidacdo da bilirrubina, compreende 5 exdes, sendo o primeiro especifico desta

isoforma e os restantes 4 comuns a todas as restantes 8 isoformas codificadas neste
locus®>? (fig. 7).
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Figura 6 — llustracdo da estrutura tridimensional do gene UGT1A1.

Na regio codificante deste gene foram identificadas varias mutacées associadas a SG*°.
A duplicacdo de um par de nucledtidos TA no elemento TA(6)TAA na regido
promotora deste gene, tem vindo a ser associada com SG*. Nas populages caucasianas
estudadas, esta duplicacdo tem vindo a revelar-se como a principal causa de SG**2, Em
individuos caucasianos, o elemento TATAA, é o local de ligacdo do Factor de
Transcricdo 11D, que regula o inicio da transcricido®. A presenca da duplicagdo TA no
elemento A(TA)6TAA diminui a eficiéncia de ligacdo do Factor de Transcri¢do 11D,
condicionando um decréscimo na expressdo do gene UGTIAI, e consequentemente uma
reducdo na quantidade de enzima produzida. Esta reducdo é tanto mais acentuada
quanto maior o numero de repeticdes TA®. Em consequéncia, diminui a actividade da
enzima UGT1AL e aumenta os niveis de bilirrubina, tanto em individuos normais como
em portadores de outras patologias que condicionem também hiperbilirrubinémia®*4. A
frequéncia estimada desta mutagdo é 38,7% na populacdo europeia, 16% na populagéo

31
l.

de origem asiatica e 42,6% na populacdo de origem africana®. Beutler et al.®! previram

uma frequéncia de homozigotia na populacdo caucasiana de 15%.
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Figura 7 — Esquema ilustrativo do Locus do gene UGT1A1%.

3 — Patologias associadas com alteracdes no gene UGT1Al

O SG, a causa mais comum de hiperbilirrubinémia ligeira, é caracterizado por episodios
de ictericia, na auséncia de anemia hemolitica e de alteracBes da funcdo hepatica.
Resulta de aumento na concentragdo sérica de bilirrubina ndo conjugada, devida a uma
deficiéncia parcial da glucuronidacdo hepatica de bilirrubina, por diminuicdo de cerca
de 30% da actividade da enzima UGTIA1%#,

O SG, geralmente, apresenta-se durante a adolescéncia ou em jovens adultos. Em varios
estudos, baseados no doseamento de bilirrubina total, o SG foi identificado em 3% a 6%
da populacdo, sendo mais frequente no homem (razdo homem/mulher de 4:1). Esta
disparidade poderd estar relacionada com o facto de o homem ter uma massa
eritrocitaria maior, e como tal um maior aporte hepatico de bilirrubina, e/ou com a
inibicdo das enzimas da glucuronidagdo causada pelos androgénios®.

No entanto, esta descrita uma baixa correlacdo entre o doseamento hepatico da enzima
in vitro e o nivel sérico de bilirrubina total. Em doentes com SG, este nivel de
bilirrubina total varia entre 1 e 6 mg/dl, 95 % da qual é néo conjugada®.

O diagnéstico do SG baseia-se no quadro clinico e na exclusdo das causas mais comuns
de hiperbilirrubinémia ndo conjugada, nomeadamente doengas hepéticas e
hematoldgicas. O SG é uma patologia benigna, e por isso, durante muitos anos o
diagnostico da doenca foi de exclusdo. O diagndstico baseava-se apenas numa
hiperbilirrubinemia ndo conjugada ndo superior a 6 mg/dl e na auséncia de qualquer
outra patologia associada. Mais recentemente, 0 SG foi associado a duplicacdo TA na

regido promotora do gene UGTIAL. A associagédo entre a homozigotia para o alelo TA7
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e SG de transmissdo autossomica recessiva, veio permitir fazer um diagnostico directo,
por técnicas de biologia molecular®.

O Sindrome de Crigler-Najjar (SCN) é outra patologia relacionada com o gene
UGT1AL. Neste caso, ha um défice grave da actividade da enzima UGT1A1®. Este
sindrome, tipo 1 e 2, é extremamente raro, pelo que a sua incidéncia estimada é de 1 em
cada 1.000.000 de nascimentos. O SCN manifesta-se logo nas primeiras horas de vida,
através do aparecimento de ictericia severa devida ao aumento bilirrubina ndo
conjugada levando, por vezes, a necessidade de transfusdo permuta.

A distincdo clinica entre 0 SCN tipo | e tipo Il baseia-se na eficacia da terapia com
fenobarbital e nos niveis de bilirrubina. No SCN tipo 1, o recém-nascido ja apresenta
ictericia persistente logo apds o nascimento, podendo desenvolver uma intoxicacdo
cerebral pelo excesso de bilirrubina, chamada de kernicterus, que pode levar a morte. A
concentracdo sérica de bilirrubina pode chegar até 50 mg/dl, ultrapassando muito o
limite da toxicidade. No SCN tipo 2, o quadro € mais ligeiro e a ictericia pode surgir
apos alguns anos de vida. A ocorréncia de kernicterus é rara e a concentracdo de
bilirrubina sérica ndo costuma ultrapassar 10 a 20 mg/dl. O fenobarbital induz um
decréscimo rapido da bilirrubina no plasma de individuos com SCN tipo Il, enquanto
que, em criancas com SCN tipo | ndo tem qualquer actividade. A eficacia do
fenobarbital mantém a concentracéo da bilirrubina abaixo do limiar da neurotoxicidade.
Esta terapéutica € bem tolerada e efectiva a longo prazo. Para o SCN tipo I, o Unico

tratamento possivel € o transplante hepatico*®>*>%,

Neste caso, 0 risco de
neurotoxicidade € elevado, apesar da fototerapia diaria e cronica. O diagnostico da
doenca € feito quando, nos primeiros anos de vida, se manifesta uma
hiperbilirrubinemia ndo conjugada grave. No entanto, é obrigatério eliminar outras
possiveis causas de hiperbilirrubinemia, nomeadamente sindromes hemoliticos. Podem
fazer-se anélises dos derivados glucuronoconjugados da bilirrubina no soro, por HPLC,
no entanto a sua interpretacdo é dificil em recém-nascidos. A analise destes derivados
na bile pode ser util, no entanto, este processo é mais complicado pela necessidade de
entubacdo duodenal para obtencdo da bile®*%*%, Presumindo-se que se trata de SCN,
deve testar-se a indugdo com fenobarbital para distinguir o tipo | ou Il da doenca. O
diagnostico definitivo do SCN tipo | baseia-se na total inactividade da enzima hepética
UGT1AL. Esta confirmacédo faz-se, normalmente, quando a crianca atinge 3 meses de

vida, através de biopsia hepatica.
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4 — Associacao do SG com outras patologias

4.1- Relacdo com o agente quimioterapico irinotecano

O irinotecano € um dos agentes quimioterapicos mais efectivo no tratamento do cancro
colorectal metastizado®**°. O irinotecano é um derivado semi-sintético da camptotecina
e actua como inibidor da topoisomerase intracelular®. In vivo, o pro-farmaco é
metabolizado pela carboxilesterase, no seu metabolito activo, SN-38. O SN-38 é
inactivado pela enzima UGT1A1 em SN-38G, que é excretado pela bile*’.

Os efeitos secundarios mais comuns da terapéutica com irinotecano incluem
neutropenia, neutropenia febril, nduseas, alopecia e diarreia. Esta Ultima representa a
principal e maior consequéncia da toxicidade e o principal factor limitante da dose. Este
efeito secundario ocorre porque a betaglucuronidase do intestino reactiva o SN-38G
para 0 metabolito activo SN-38°8°°,

A UGT1A1, enzima essencial para a inactivacdo do SN-38, estd também envolvida no
metabolismo da bilirrubina e de glucuronidacdo de SN-38%'. Em comparagdo com o
gendtipo selvagem (6/6), individuos que exibem o genoétipo (7/7) tém uma reducdo de
30% na actividade transcricional do gene e consequentemente sdo mais predispostos aos
efeitos colaterais associados ao SN38%2. Varios estudos tém evidenciado associacio
entre a duplicacdo TA na regido promotora do gene UGT1AL e a toxicidade aumentada
ao irinotecano®®®.

Marcuello et al®’, descreveram existir relacdo entre o gendtipo do gene UGT1AL e o
aparecimento de diarreia severa. Este sintoma apareceu em 17% dos casos 6/6, em 33%

dos casos 6/7 e em 70% dos casos 7/7. Ando et al.®®

reportaram ainda uma frequéncia
3,5 vezes superior de doentes com gendétipo 7/7 que sofriam de diarreia grave e
leucocitopenia, quando em tratamento com quimioterapia baseada em Irinotecano.
Perante estes resultados, os autores consideram que a genotipagem do gene UGT1Al
serve como uma ferramenta fundamental na predicdo de toxicidade em terapia com o
Irinotecano. Por outro lado, Seymour et al.®® ndo confirmaram a associacdo entre a
presenca da duplicacdo TA no gene UGT1A1 e o0 aumento de toxicidade ao Irinotecano.

67,69

A literatura relativamente a este tema é muito heterogénea’ ™ e isso deve-se, em grande
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parte, ao facto da maior parte dos estudos serem retrospectivos e as diferentes dosagens

de irinotecano utilizadas.

4.2 — Relacdo com Ictericia Neonatal

Odell™, ja em 1980, afirmou que o SG poderia influenciar o aparecimento e a gravidade
da ictericia neonatal. No entanto, s6 foram realizados estudos em que se procurava
relacionar estas duas patologias, ap06s a identificacdo das alteracfes do gene UGT1Al
associadas ao SG. Esta associacdo foi estudada pela primeira vez em 1997 por Kaplan et
al.”" em recém-nascidos com défice de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) que
desenvolveram ictericia neonatal. Em 1999, Monaghan et al.** sugeriram uma relacéo
entre a ictericia neoanatal prolongada em recém-nascidos, sem outros factores de risco,
com SG. No mesmo ano, Maruo et al.”” descreveram a mutacdo G71R como factor de
risco de ictericia neonatal ndo fisiolégica na populacao Japonesa. No entanto, diferentes
trabalhos, entretanto publicados, apresentam resultados contraditérios. Em alguns deles
é demonstrada a associacdo entre 0 SG e a ictericia neonatal e em outros néo.

Os niveis séricos de bilirrubina nos recém-nascidos de origem japonesa sdo
significativamente superiores aos niveis nos recém-nascidos caucasianos’. Isto deve-se,
provavelmente a uma diferenca genética entre as popula¢fes caucasianas e as japonesas.
A mutacdo mais frequente, nos individuos japoneses com SG, é uma mutagdo missense,
em que hd uma troca do aminoacido glicina para uma arginina, no nucleétido 211,
coddo 71 (G71R)™. Foi demonstrado por Yamamoto et al”, que a mutacdo G71R
diminui a actividade enziméatica e que estad relacionada com ictericia neonatal na
populacéo japonesa.

Akaba et al.”® e Maruo et al.”?

, também demonstraram que a frequéncia da mutagédo
G71R, nos recém-nascidos que necessitavam de fototerapia (com hiperbilirrubinemia
severa), era substancialmente maior que nos recém-nascidos que ndo necessitavam.
Estes resultados sugerem que a presenca da mutacdo G71R é um factor de risco
genético associado a hiperbilirrubinemia em neonatais japoneses. Mais ainda, como a
mutacdo G71R é comum nos individuos japoneses com SG*, a hiperbilirrubinemia
neonatal associada a mutacdo G71R deve ser um fenotipo de SG. Apesar desta

7
.75

correlagdo, Yamamoto et al.”, estudaram recém-nascidos com hiperbilirrubinemia e

observaram que mais de 30% exibiam o genétipo G/G e ndo o G71R. Este resultado
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sugere a existéncia de outros factores genéticos e/ou ambientais que também
contribuem para o desenvolvimento de hiperbilirrubinemia neonatal ™.
A frequéncia da mutacdo G71R é muito rara na populagéo caucasiana’®, no entanto, ndo

estdo disponiveis estudos desta mutacdo em recém-nascidos caucasianos.

4.3 — Relacdo com Doenca Hemolitica Crénica (DHC)

A associacdo entre 0 SG e a doenca hemolitica crénica (DHC) também foi ja alvo de
varios estudos, nomeadamente no que se refere aos niveis de bilirrubina, mas também
relativamente as suas complicacdes, nomeadamente a litiase vesicular. Um dos
primeiros trabalhos na literatura sobre este assunto foi publicado em 1999, por Guidice
et al.*’. Neste trabalho é demonstrado de forma inequivoca que a presenca do alelo TA7,
em doentes com Esferocitose Hereditaria (EH) Ihes aumenta de forma significativa os
niveis de bilirrubina e o risco de desenvolvimento de litiase vesicular. Entretanto, tém
surgido na literatura varios estudos que relacionam o SG com outras patologias com
algum tipo de componente hemolitico, nomeadamente, drepanocitose®®, B-
talassemia®"**, incompatibilidade AB0*® e défice de glucose-6-fosfato desidrogenase®’.

Costa et al.*?

estudaram 44 criancas portuguesas, com diagnéstico de DHC (esferocitose
hereditaria - 30, défice de glicose-6-fosfato desidrogenase da classe | - 6, défice de
piruvato kinase - 6, xerocitose hereditaria - 1 e sem diagndstico etioldgico - 1). Neste
trabalho, encontraram uma média de bilirrubina total nos doentes com o gendtipo
([TA]7/[TA]7) significativamente superior a dos doentes com genétipo ([TA]6/[TA]6),
assim como um aumento estatisticamente significativo, na proporcdo de doentes que

desenvolveram litiase vesicular (0% dos doentes com o genotipo [TA]6/[TA]6 16 %

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

4.4 — Relacéo com Cancro
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O aparecimento de cancro na mulher, nomeadamente o cancro da mama e do
endométrio, estd intimamente ligado aos niveis enddgenos de hormonas esterdides
ligadas ao sexo.

Os estrogénios tém que sofrer glucuronidacdo para originar metabolitos hodrossoluveis
e menos reactivos. Esta transformacdo é mediada pelas enzimas UGT, das quais a mais
representativa é a UGT1A1"""®. A associacdo da duplicacio TA na regido promotora do
gene UGT1A1 como factor de risco de desenvolvimento de cancro da mama tem vindo a
ser estudada. Os trabalhos ndo sdo muito numerosos e apresentam resultados
contraditérios. O trabalho mais completo sobre este assunto foi publicado em 2004, por

Adegoke et al.”

tendo concluido que a presenca do alelo TA7 estd associado com
aumento do risco de desenvolvimento de cancro da mama em mulheres chinesas com
idade inferior a 40 anos. Neste mesmo trabalho, os autores especulam que as conclusdes
contraditérias encontradas nos diferentes trabalhos se relacionam com variagdes raciais

existentes em outros genes relacionados com o metabolismo dos estrogénios.

4.5 — Relacdo com doenca corondria

Durante varios anos, pensou-se que a bilirrubina era apenas um toxico produzido
durante o catabolismo do heme. No entanto, existe evidéncia recente que a bilirrubina é
um potente antioxidante fisiolégico e, como tal, tem um efeito protector contra
aterosclerose, doenca corondria arterial, e inflamagdo’®®. Muitos estudos tém vindo a
ser efectuados, existindo evidéncia de uma associacao inversa entre 0s niveis séricos de

1.8 realizaram um estudo em 1996,

bilirrubina e doenca cardiovascular. Hopking et a
em que se conclui que existe uma reducdo de 60 a 90% do risco de doenca coronéria

arterial nos individuos que apresentam valores de bilirrubina mais elevados.
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O SG tem vindo a ser estudado, por muitos autores, devido a sua associa¢do com outras
patologias, nomeadamente, ictericia neonatal, EH, cancro, doenca cardiovascular e
também com alguns farmacos, como o agente quimioterapico irinotecano ou com a
terapéutica hormonal de substituicdo, raloxifeno®. Esta associacdo com diferentes
patologias, assim como a sua crescente utilizacdo no diagndstico de SG, torna
importante saber qual a frequéncia, a nivel mundial, da duplicacdo TA no promotor do
gene UGT1AL.

O objectivo deste trabalho foi compilar e sintetizar a literatura existente para calcular a
frequéncia mundial, bem como a frequéncia por pais e por continente, da duplicacdo TA
na regido promotora do gene UGT1Al, associada a SG. Por outro lado, tentou-se
perceber quais as causas de variabilidade das frequéncias estimadas pelos varios

autores, na mesma regido.
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Pesquisa bibliografica

Foi efectuada pesquisa por palavras-chave, em bases de dados informéticas — Elsevier
Science, MEDLINE/PubMed e Science Direct — utilizando os termos “Gilbert
Sindrome”, “prevalence” e “UGT1A1”. Foi definido um intervalo temporal para a
pesquisa, pelo que foram pesquisados artigos publicados desde Janeiro de 1992 ateé final
de 2011 e escritos em inglés, espanhol, portugués ou franceés.

Adicionalmente, foram ainda analisadas as referéncias bibliograficas dos artigos
encontrados nesta pesquisa, no sentido de identificar artigos ndo identificados na
pesquisa anterior.

Muitos dos artigos encontrados s6 apresentavam o resumo, pelo que sempre que isto
aconteceu, foi enviado e-mail ao autor para solicitar o artigo completo. Para garantir a
validade do método e para seleccionar apenas os estudos relevantes para a presente

meta-analise, foram definidos critérios de inclusdo e de exclusao.

Critérios de inclusdo

A pesquisa foi limitada a artigos de revistas cientificas, ndo sendo consideradas teses e
outras dissertacOes, capitulos de livros e estudos ndo publicados.

Assim, a investigacdo incluiu apenas artigos completos peer-reviewed de forma a
assegurar a sua validade. SO foram incluidos estudos em que foram efectuados estudos

populacionais da duplicacdo TA no promotor do gene UGT1Al

Critérios de exclusio

N&o foram analisados estudos anteriores a 1992. Foram também excluidos estudos de
individuos com diagnostico de SG. Nado foram considerados estudos em que a
populacdo estudada era imigrante, pois os valores de prevaléncia ndo seriam especificos
do pais de origem. Ndo foram incluidos artigos de revisdo, sendo que estes foram

usados como fonte de referéncias, Uteis para novas pesquisas.

Andlise de dados

Apos a aplicacdo dos critérios referidos, resultaram 100 artigos. Relativamente a estes,
foi feita uma analise de cada um e retirados os dados mais importantes, como 0s
autores, a data de publicacdo, especificidades da populagdo em estudo, nimero total de

individuos estudados e frequéncias de cada gendtipo.
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Estas caracteristicas estdo devidamente detalhadas na tabela I, no capitulo “Resultados™.
Para cada Pais, foi calculada a média ponderada de frequéncias do genétipo 7/7 e do
alelo 7. Para cada estudo foi calculado também o desvio padrdo e o intervalo de
confianca de 95%.

As revisdes sistematicas e meta-analises podem fornecer evidéncias relevantes para
muitos aspectos da medicina®. O seu valor é especialmente nitido quando os resultados
dos estudos mostram valores similares. E mais dificil tirar conclusdes quando os
resultados entre os estudos variam significativamente®®.

Para estabelecer se os estudos s&o ou ndo consistentes, realiza-se um teste estatistico de
heterogeneidade. O teste permite determinar se existem diferengas reais subjacentes aos
resultados do estudo ou se as variagdes sdo compativeis com o0 acaso, ou seja, ndo sao
significativas. A medida classica de heterogeneidade é o Q de Cochran®’. Este teste foi
usado para avaliar a heterogeneidade entre os resultados dos estudos individuais.

Foi avaliada a heterogeneidade dos valores de frequéncias do gendtipo 7/7 e do alelo 7,
relativamente a cada pais e a cada continente. Se a heterogeneidade for significativa
indica que as diferencas entre os resultados, entre estudos, ndo podem ser atribuidas
somente as variacGes nas amostras.

Consideramos que o resultado do teste de heterogeneidade era significativo quando o
respectivo valor de prova era inferior ao nivel de significancia previamente definido, no
nosso caso a=0.05.

O Q de Cochran usa a soma dos desvios-padrdo dos valores estimados de cada estudo
recorrendo ao peso de cada estudo no valor global. Por um lado, este teste € pouco
potente no caso de as amostras terem dimensdo reduzida e, por outro lado, para
amostras de grande dimensdo pode ter um poder excessivo, pelo que os resultados
devem ser analisados com alguma precaucdo. O teste pode ser indicativo de
heterogeneidade e isso nada afectar as conclusdes do estudo. A heterogeneidade pode
ser afectada por diversos factores, nomeadamente, a presenca de outras patologias
associadas. No sentido de contribuir para minimizar este problema calculou-se o I,
valor que indica a proporcdo de variabilidade entre resultados de estudos, e que nos
fornece um indicador da magnitude da heterogeneidade. O valor de 1 varia entre 0% e
100%, sendo que 0% indica homogeneidade e 100% indica heterogeneidade.

O tratamento estatistico dos dados foi feito com recurso ao programa estatistico
STATA.
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A meta-andlise é uma técnica estatistica de revisdo, amplamente utilizada nos ultimos
anos, em variadas areas de investigacdo, com particular énfase nas ciéncias sociais e
comportamentais®™#*%2,

Glass®, responsavel pela introducdo do termo meta-analise, tal como se conhece hoje,
definiu-a como a “analise das analises”.

O objectivo principal da meta-andlise € responder a necessidade de sintetizar
informacdo, proveniente da expansdo da pesquisa nos diferentes dominios técnico-
cientificos, através da utilizacdo de um desenho de estudo que permite compilar a
informacdo de diversos estudos, de uma mesma tematica, analisando-a de forma
quantitativa®*®. Este método permite obter conclusdes fidedignas e livres de potenciais
enviesamentos, oriundos da subjectividade de analises qualitativas, sem formulacdo
estatistica®.

A meta-analise é uma técnica que permite aos investigadores extrairem conclusdes
relativamente precisas acerca de uma area de estudo ou hipotese, com base em estudos
que reportam resultados inconsistentes®. A meta-analise, enquanto técnica, permite
ligar micro evidéncias (evidéncia acumulada de estudos independentes) a macro
pareceres que geralmente direccionam hipdteses sobre uma associa¢do ou relacdo de

causa-efeito®?®°,

e fa-lo controlando numerosos factores estatisticos potencialmente

responsaveis pela variabilidade dos micro resultados de cada estudo®. Para tal, os

resultados de cada estudo tém que ser expressos numa meétrica comum, capaz de

representar a relacdo entre as variaveis definidas®.

O processo envolve a aplicagdo de critérios explicitos, procedimentos rigorosos e

padronizados. E um tipo de revisdo sistematica que usa métodos estatisticos para

combinar, quantitativamente, e agregar resultados de pesquisas individuais®’.

Sendo que a acumulacdo de investigacdo é a base do conhecimento cientifico®, este

método consiste assim num conjunto de procedimentos estatisticos que permite:

a) indicar uma tendéncia abrangente dos resultados da investigacdo numa determinada
area;

b) aumentar o nimero de observagdes e 0 poder estatistico dos testes de hipoteses;

c) estudar a variabilidade de resultados entre estudos, dissolvendo duvidas derivadas
da diversidade de conclusdes;

d) avaliar a possibilidade de extrapolagédo de resultados (aumentando a validade dessa
generalizacdo);

e) realizar sub-anélises dentro da mesma meta-anélise;
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f) identificar de forma mais precisa e direccionada a necessidade de realizar estudos
complementares;

g) reduzir significativamente a subjectividade implicita nas revisdes, devida ao
enviesamento provocado pela tendéncia inferencial do investigador;

h) responder a questdes que inicialmente ndo foram atribuidas aos estudos individuais

— novas conclusdes coesas e abrangentes.

Os passos para desenvolver um estudo de meta-analise s@o similares aos usados para
elaborar um estudo empirico®-®®. A principal diferenca assenta na unidade de analise,
que enquanto no estudo primario é (geralmente) o sujeito, na meta-anélise é o estudo em

siot,
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Susana Monteiro Pagina 29



Duplicacdo TA na regido promotora do gene UGT1A1- revisdo sistematica e meta-andlise

A pesquisa inicial, com os termos mencionados na sessdo anterior, deu origem a 1168

artigos. Apds a aplicacdo dos critérios de exclusdo, ja referidos, obtivemos 100 artigos,

de 29 paises, de 4 continentes. N&o se conseguiu obter estudos que tivessem origem no

continente Africano.

Relativamente ao nimero total de individuos estudados em cada artigo, este varia entre

9 e 1780 individuos. A amplitude de valores é grande e a variacdo de estudo para estudo

também é muito grande. Todos estes dados estdo sumarizados na tabela I.

Tabela | — Artigos incluidos na meta-analise. Continente, pais, nimero de individuos incluidos

no estudo e frequéncia do gendtipo 7/7 e do alelo 7.

Continente Pais Referéncia n  Geno6tipo7/7  Alelo Observagdes
bibliografica (%) 7 (%)
Europa Alemanha  Von Ahsen (2000)* 100 9.0 32,5
Christoph Schulz 105 95 35.2 Cancro c6lon
(2009)%®
Borucki K. (2009)* 218 17.9 36.2
AUstria B.Rantner (2008)* 255 13.0 37.8
Escécia G.Monaghan (1999)* 94 12.8 31.9
G.Monaghan (1996)* 77 11.7 35.7
Reino Unido  c-F. Xu (2010)* 236 16 39,6
Eslovénia B.Ostanek (2006)" 236 13.6 37.7
J.Trontelj (2008)* 57 19.0 42.1  Mulheres pos-
menopausa a fazer
raloxifeno
Espanha F.Salazar (2000)" 100 9.0 345
E.Marcuello (2004)°" 95 10.5 34.2  Cancro célon
Albert Font (2003)* 47 15.0 33.0 Cancro pulméo a fazer
irinotecano
M.L. Seco (2002)* 115 7.0 31.3 Recém-nascidos
E. Balibrea (2010)'° 149 10.0 36.2 Individuos com cancro
colorectal, tratados com
irinotecano e
fluoruracilo
Franca B.Levaufre (2001)'** 100 17.0 38.5
E.Rouits (2004)*° 75 9.0 34.0 Cancro célon
V.Ribrag (2008)'* 187 12.0 36.4
V.Ribrag (2008)'* 313 10.0 30.8 Linfoma Hodgkin
B.Levaufre (2000)'* 97 17.0 38,14
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Grécia

Holanda

Israel

Italia

Portugal

Reino Unido

Suécia

Turquia

Asia China

Coreia Sul

india
Japéo

F.Coté (2007)%

T.Tsezou (2009)***
S.Tzeli (2003)*°

P.Bosma (1995)*

D. Kweekel (2008)**°
P.Bosma (2003)"’

E. Van der Logt
(2004)'%®

M.Kaplan (1997)"
M.Kaplan (1999)*
E. Giudice (1999)*°

A.lolascon (1999)*
R.Galanello (1997)*
R.Galanello (1997)*
R.Martins (2008)*”

S.Rocha (2009)**
E.Costa (2006)'**

E. Gongalves
(2001)*?
C-F. Xu (2010)**

K.Ekblom (2010)**

K.Ekblom (2010)**
M.Babaoglu (2005)"**
A.Ulgenalp (2003)'*°

C.Shan Huang
(2002)'°
lCi.7Shan Huang (2002)

K.Yoon Hong
(2002)'®
P.Gyun Choe
(2010)**°

J.Youn Han (2008)*

K.Chanz%-Seok
(2003)*
S.Farheen'*
M.Saeki (2003)**

Y.Takekuma
(2006)'% ,
Y.Akyama (2008)"**

176

152
40

55

225
255

399

250
185
103

102
49
21

153

48
75
171

236

1184

618
32
110

218

232

20

168

81
324

95
48
46

300

9.0

17.8
15.0

15.0

7.7
7.8

11.8

14.7
12.4
220

13.7
10.2
9.5
18.9

6.3
6.7
9.9

15.7

8.3

8.7
9.3
9.0

0.5
0.9
5.0

0.6

0
2,2

10.0

0.7

31.8

34.5
28.8

35.5

28.7
27.5

33.0

36.0
33,5
40.8

34.8
25.5
31.0
38.6

30.2
26.0
31.6

39.6

31.6

28.7
26.6
32.3

8.9
8.8
10.0

11.3

7,41
16,2

36.8
13,5
13,7

2.5

Individuos com cancro
colorectal, tratados com
irinotecano e
fluoruracilo

Criancas saudaveis <15
anos

Cancro célon
Doenca coronaria

Recém-nascidos

Criangas com
esferocitose hereditéria

B-talassemia

Criangas com
drepanocitose

Individuos com
antecedente de enfarte
do miocardio

Recém nascidos
saudaveis

Individuos HIV
positivo
Cancro pulmao

Individuos a fazer
irinotecano
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Ameérica
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Kuwait

Malésia
Taiwan

Tailandia
Guadalupe
Jamaica

México
Canada

E.UA
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K.Akaba (1998)"

T.Kamisako (2004)**°
Y.Ando (1998)%
N.Kaniwa (2004)*%°

Y .Maruo (1999)"

Y .Maruo (2000)*’

Y. Ando (1998)*

E.Samilchuk
(2001)'%

S.Yusoff (2006)**°

M.Jen Huang
(2003)™°

Y.YantI:; Huang
(2009)"%*
L.Chun-Yu (2008)**

T.Kun?—Sheng
(2005)"
V.Chaar (2005)"*

Eden V. (2004)'*

E.Arambula (2002)"%
H.Girard (2008)"*

H.Girard (2008)"*
Y .Duguay (2004)™**
J.Bancroft (1998)*

L.Parodi (2008)**
JY .Liu (2007)**
JY .Liu (2007) **°

D.Buckley (2009)***
L.Jing-Ping (2009)'*
S.Navarro (2009)**
M.Saracino (2008)"***
Zhili Lin (2008)'*
J.L.Chang (2007)**
J.Ping Lin (2006)"*'
E.Shatalova (2005)'*

E.Shatalova (2005) **°
S.Peterson (2005)**

L.Carlini (2005)™°
J.Long Fang (2004)"**
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71
9
150
100
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58
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100
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375
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656
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4.0
0
3.0
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1.0
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0.7
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9.7
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6.0
9.0
7.0
10.6
12.4
22.2
10.8
9.8

4.0

115
7.6
11.6

6.6

11.3
16.7
9,7
15.0
2,9
13.8
40.0

7,5
1.5

4.7
21,8

38.1

42,8

33,4
39,4

31,6
34,7
37,1

32.7
15.2
32.9

28.6
31.0
32.9
30.0
33.9
40.5
32.4
34.7

26.0

11,52
30.3
36.8
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C.Guillemette 200 16.5 38.2
(2000)** ‘
Y. Ando (2000)* 118 5.9 13.6  Individuos a fazer
irinotecano
Innocenti et al 66 9.1 27.3 Individuos a fazer
(2004)** irinotecano
Lyer et al (2002)* 20 20.0 37.5 Individuos a fazer
irinotecano
Rouits (2004)% 75 9.3 32.7 Individuos a fazer
irinotecano
Marcuello (2004)% 95 10.5 34.2 Individuos a fazer
‘ irinotecano
N.Kaniwa (2005)**° 150 22.7 46  Afro-americanos
N.Kaniwa (2005)*° 150 12.0 37,7
América  Brasil C.Abnet (2007)** 199 10.0 22.6
Sul
C.Carvalho (2010)*™* 43 Recém-nascidos
afrodescendentes
C.Carvalho (2010) *** 31,4 Recém-nascidos
K.Fertrin (2002)*° 32 3.1 32.8 Indios
K.Fertrin (2002) **° 54 16.7 40.7  Afrodescendentes
K.Fertrin (2002) > 71 12.7 32.4
Oceania  Nova J.Harraway (2005)**° 60 15.0 34.2

Zelandia

n — ndmero total de individuos estudados;

G6PD - Glicose-6-fosfato-desidrogenase

A tabela Il resume as frequéncias do gendtipo 7/7 e do alelo 7, por pais e por continente.

Tabela Il — Frequéncias médias estimadas, por pais e por continente.

Gendétipo 7/7 Alelo 7
% % % %
Europa Alemanha 13 10,50 35 32,30
Austria 13 38
Escdcia 12 34
Eslovenia 14 39
Espanha 9 34
Franca 11 34
Grécia 17 33
Holanda 10 30
Israel 14 35
Italia 15 35
Portugal 10 33
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Reino Unido 16 40
Suécia 8 28
Turquia 9 31
Asia China 0,6 1,00 9 6,70
Coreia Sul 1 13
india 10 37
Japéo 1 5
Kuwait 16 40
Malasia 2 8
Taiwan 2 3
Tailandia 0,7 22
América Central Guadalupe 15 13,8 38 37,80
Jamaica 20 43
México 10 33
América Norte Canada 13 10,7 35 32,50
EUA 10 32
América Sul Brasil 10 10,2 30 29,60
Oceéania Nova Zeléndia 15 15 34 34,20

A frequéncia global do genoétipo 7/7 e do alelo 7, obtida neste estudo, foi de 4,8% e de
21,8%, respectivamente.

Os valores das frequéncias obtidas, para o gendtipo 7/7, variam entre 0,6%,
correspondente a China, e 20%, correspondente a Jamaica. Verificou-se que os valores
de frequéncias mais baixos correspondem aos paises asiaticos. Ao nivel dos continentes
analisados, ndo se obteve variacdes muito significativas, excepto no caso da Asia. Neste
caso, a frequéncia obtida foi de 1%, sendo que a frequéncia obtida no continente
europeu e na America do Norte foi de 10,5% e 10,7%, respectivamente, e para a
América do Sul de 10%. Frequéncias mais elevadas foram obtidas para a América
Central, 13,8%, e para a Oceania, 15%. As figuras 8 e 9 mostram o mapa mundial com
as diferencas entre as frequéncias estimadas, por pais, do gendétipo 7/7 do alelo 7,
respectivamente.

Verificou-se ainda que, dentro do mesmo pais, encontramos variagdes significativas nas
frequéncias estimadas. No caso da Alemanha, por exemplo, encontrou-se no estudo de
J. Dierkes™, um valor de 17,9%, enquanto que nos outros 2 estudos (Von Ahsen® e
Christoph Schulz®), encontrou-se uma frequéncia de 9% e 9,5%. Verificou-se também

uma diferenca consideravel dos valores obtidos nos dois estudos realizados na
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Eslovénia, 13,6% e 19%. Em Franca, B. Levaufre'™

, obteve valores de frequéncia do
genotipo 7/7 de 17%, em dois estudos realizados. Estes valores sdo também
distanciados dos restantes estudos efectuados no mesmo pais.

Em Italia, E. Giudice®, obteve uma frequéncia de 22%, valor este obtido na Sardenha,
em criancas com EH. Este valor é também bastante discrepante dos restantes estudos
efectuados no mesmo pais.

R. Martins'®, estudou o genétipo 7/7 em criancas portuguesas com drepanocitose e
obteve uma prevaléncia de 18,9%, valor muito superior ao obtido por outros autores em
individuos saudaveis, oriundos do mesmo pais.

No continente asiatico, a india apresenta uma frequéncia de 10% e o Kuwait de 16,4%.
Nestes paises, proximos do continente europeu, encontram-se frequéncias muito
semelhantes. No Jap&o, Y. Ando® obteve um valor de frequéncia muito distanciado dos
valores obtidos nos restantes estudos no mesmo pais, 11,1%. No entanto, este estudo foi
realizado numa amostragem muito reduzida, de apenas nove individuos.

Na América Central, Eden VV***, obteve uma frequéncia muito elevada na Jamaica, 20%,

d'® estudou individuos afro-

em criancas com drepanocitose. No Canada, H. Girar
americanos e obteve para o gendtipo 7/7, uma frequéncia bastante superior (17%) as
restantes frequéncias obtidas no mesmo pais.

Nos EUA, Lyer et al®® e N. Kaniwa'® obtiveram valores de 20% e de 22,7%
respectivamente. Estes valores sdo mais altos do que os restantes. De salientar que N.
Kaniwa'?*, estudou individuos afro-americanos.

Para aferir sobre a homogeneidade dos estudos incluidos na anéalise, recorreu-se ao Q de
Cochran e ao valor de I%. Os valores obtidos constam da tabela Ill e IV, relativos ao

gendtipo 7/7 e ao alelo 7, respectivamente.
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Tabela 111 — Analise Q de Cochran e valor de |?para o gendtipo 7/7.

Genotipo 7/7

Frequéncia Q p 1°(%) Intervalo Peso
média Confianca (%)
estimada 95%

Europa 10,5 76,48 <0,001 49 0,098-0,112 17,28
Asia 1 34,49 0,007 50,7 0,006-0,014 61,24
América Norte 13,8 61,78 <0,001 579 0,100-0,114 17,23
América Central 10,7 13,96 0,001 85,7 0,117-0,159 2
América do Sul 10,2 6,71 0,082 553 0,081-0,123 1,98
Oceénia 15 0 - - 0,06-0,24 0,11
Total 4,8 1204,85 <0,001 92,3 0,045-0,051 100

Tabela IV — Analise Q de Cochran e de 1%para o alelo 7.

Alelo 7
Frequéncia Q p  1°(%) Intervalo  Peso
média Confianca (%)
estimada 95%

Europa 32,3 53,06 0,066 26,5 0,313-0,334 25,62
Asia 6,7 22498 <0,001 90,2 0,058-0,075 41,65
América Norte 37,8 82,30 <0,001 69,6 0,314-0,336 25,45
América Central 32,5 6,74 0,034 70,3 0,348-0,407 3,49
América do Sul 29,6 9,47 0,05 57,7 0,265-0,327 3,24
Oceania 34,2 0 - - 0,222-0,462 0,21
Total 21,8 2473,48 <0,001 96 0,213-0,224 100

Relativamente ao gendtipo 7/7, verifica-se que ha heterogeneidade significativa de
valores entre os estudos incluidos (p<0,001), excepto no caso da Asia (p=0,007), e da
America do Sul (p=0,082). Neste caso, a amostra € muito pequena pelo que a analise Q
de Cochran tem um potencial baixo. Assim sendo, é importante analisar o I1? que assume
um valor de 55,3%, o que significa que os valores entre estudos ndo sdo muito

heterogeneos. O continente que apresenta uma heterogeneidade mais significativa é a
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América Central (p=0,001; 1°=85,7%). O continente europeu apresenta um nivel de
heterogeneidade moderado (1=49%). Para o alelo 7, a heterogeneidade mais elevada
verifica-se para o continente asiatico (p<0,001; 1°=90,2%). O valor de I, neste caso, é
muito proximo de 100%. Na Europa, ndo se verifica heterogeneidade significativa,
(p=0,066; 1°=26,5%). Para a Oceania, ndo é possivel calcular a heterogeneidade pois
apenas um estudo foi incluido na andlise, para este continente.

Na globalidade, observa-se um grau de heterogeneidade significativo (p<0,001;
1°=92,3%) e (p<0,001; 1°=96%), para o gendtipo 7/7 e para o alelo 7, respectivamente.
As figuras 8 e 9 ilustram a distribuicdo geografica da frequéncia do gendtipo 7/7 e do

alelo 7, respectivamente.
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PARTE V - Discussao
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O diagnostico de SG foi durante muitos anos de exclusédo, dada a dificuldade no estudo
biogquimico da enzima UGT1Al. A localizagdo do seu gene e posteriormente a
identificacdo de mutacdes relacionadas com o SG, veio alterar de forma significativa
este panorama, pois permitiu encontrar marcadores genéticos para a doenca,

nomeadamente a duplicacdo TA no promotor do gene UGT1A1%

. Embora o0 SG seja
uma patologia benigna, o seu diagndstico pode ser de extrema importancia dado estes
doentes, no decurso da investigacédo etioldgica da hiperbilirrubinémia, poderem vir a ser
sujeitos a um nadmero significativo de exames, mais ou menos invasivos.
Adicionalmente, a sua associacdo a outras patologias que também condicionam
hiperbilirrubinémia, e com situacbes em que o défice da enzima UGT1Al estd
associado com diminuicdo da metabolizacdo hepética de alguns farmacos, tem vindo
também a ser estudada na literatura.

Pelos resultados obtidos, constata-se que existe uma variabilidade consideravel nas
frequéncias do genotipo 7/7 e do alelo 7 nos diferentes estudos, mesmo dentro de
estudos do mesmo pais. Uma das variaveis a ter em conta para justificar que os valores
entre estudos do mesmo pais sejam diferentes € o numero total de individuos estudados.
Efectivamente, a dimensdo das amostras estudadas varia muito, entre os 9 e os 1780.
Outra explicacdo estd relacionada com outras patologias associadas ao alelo [TA];.
Alguns artigos estudam individuos com determinadas patologias, particularmente as que
também condicionam hiperbilirrubinemia, que poderdo influenciar a prevaléncia desta
alteracdo no gene UGT1AL.

No que respeita a andlise de frequéncias, de acordo com o continente, obteve-se uma
frequéncia estimada de 10,5% do gendtipo 7/7 para o continente europeu, de 1% para o
continente asiatico, de 13,8% para a América Central, 10,7% para a América do Norte,
10,2% para a América do Sul e 15% para a Oceania. Relativamente ao alelo 7, foram
estimadas frequéncias de 32,3% na Europa, 6,70% na Asia, 32,5% na América do
Norte, 37,8% na América Central, 29,6% na América do Sul e 34,20% na Oceénia. Era
previsivel que a frequéncia estimada na Asia fosse muito reduzida dado que, neste
continente, a mutacdo G71R, no gene UGT1A1, é encontrada com frequéncia elevada.
No que diz respeito a Oceania, apenas um estudo foi encontrado, resultando uma
frequéncia de 15%. O continente Europeu apresenta uma frequéncia estimada igual a
frequéncia estimada para a America do Norte (10,5%), e praticamente igual a
encontrada para a América do Sul (10,2%); no entanto, nestes dois continentes verifica-

se uma grande variabilidade nos valores das frequéncias estimadas nos varios estudos.
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Ja na América Central, o valor obtido é um pouco mais elevado (13,8%). A semelhanca
entre a frequéncia média estimada para o continente Americano e Europeu mostra que a
duplicacdo TA esta distribuida de forma uniforme pelos dois continentes e devera estar
relacionada com o facto de, nestes dois continentes, a populacdo ser predominantemente
caucasiana. No caso da América Central, a Jamaica eleva o valor da frequéncia média
estimada, possivelmente pela origem africana de muitos dos individuos jamaicanos e
também pelo facto dos individuos estudados terem drepanocitose. A drepanocitose ou
anemia das células falciformes deve-se a um defeito hereditario, que determina a
producdo de uma hemoglobina defeituosa, denominada hemoglobina S. Neste tipo de
hemoglobina, as cadeias de globina beta tém uma alteragdo estrutural e, perante
diminuicdo da concentracdo de oxigenio, tendem a unir-se entre si provocando
deformacdo nos eritrocitos e, consequentemente, diminuicdo da sobrevida eritrocitaria,
condicionando anemia hemolitica. Os individuos que associam uma anemia hemolitica

a SG manifestam uma hiperbilirrubinemia muito acentuada. Eden V. et al.*®

estudaram,
na Jamaica, individuos com drepanocitose e verificaram que individuos homozigoticos
para o alelo 7 e heterozigoticos (6/7) tém concentracBes séricas de bilirrubina nao
conjugada semelhantes, e estdo associados a aumento da frequéncia de litiase vesicular.
A genotipagem do UGT1A1 é uma potencial ferramenta para identificar individuos com
drepanocitose, com elevado risco de litiase vesicular, e que necessitam de
monitorizacao clinica mais apertada. Individuos com esta patologia, foram estudados
também por R. Martins'®, em Portugal e por V. Chaar**, em Guadalupe. Em Portugal
foi obtida uma frequéncia mais elevada que nos restantes estudos efectuados no mesmo
pais (18,9%) e em Guadalupe e na Jamaica, apenas foi considerado um estudo, pelo que
ndo ha termo de comparacdo. No entanto, as frequéncias obtidas nestes estudos foram
elevadas. Como a drepanocitose € uma patologia muito frequente em individuos de raca
africana, presume-se que quando se realiza estudos em individuos com drepanocitose,
estes poderdo ter descendéncia africana, ou seja, existe um background genético
diferente. Esta devera ser a explicacdo para que as frequéncias, nestes estudos, sejam
mais elevadas que as encontradas nos restantes estudos.

Em alguns artigos foi estudada a associa¢do dos polimorfismos do gene UGT1A1 com
doencas hemoliticas, como a EH. Giudice®, estudou a relacdo da presenca do alelo 7
com o aparecimento de célculos biliares e consequente esplenectomia em criangas com
EH. A formagdo precoce de célculos biliares é a complicacdo mais comum da EH,

sendo que 0 mesmo acontece em cerca de metade dos doentes portadores desta
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patologia. A prevencdo deste problema representa o maior impeto para a esplenectomia

160

em muitos doentes com hemolise compensada™" A EH é caracterizada por uma anemia

hemolitica com grande heterogeneidade clinica. A patogénese dos célculos biliares esta
relacionada com uma elevada concentracdo biliar de bilirrubina monoconjugada®®*.
Como o SG esta relacionado com um aumento da producdo de bilirrubina
monoconjugada, Giudice®® procurou estudar a relacio entre as duas patologias. No seu
estudo, confirmou que o desenvolvimento de célculos biliares foi substancialmente
superior nos individuos homozigéticos para o alelo 7 (48%), comparativamente aos
individuos 6/6 (12%) e mesmo em individuos heterozigéticos (26%). A esplenectomia
cursa com risco cirargico bem como risco de sépsis no pos-operatorio. Foi também
reportado recentemente, que apos os 40 anos de idade o nivel de enfarte agudo do
miocardio ou de trombose, em paciente com EH esplenectomizados, é 5,6 vezes
superior aos pacientes que tém baco™. Giudice et al.** mostraram uma associacdo
significativa entre a homozigotia 7/7 e o aumento do nivel de formacdo de calculos
biliares em criangcas com EH. Mais ainda, este risco é proporcional ao niumero de alelos
mutados. Estes resultados podem ser explicados pelo efeito combinado da hemdlise
presente na EH e da producdo aumentada de bilirrubina monoconjugada, caracteristico
do SG. A associacdo entre os aumentos de bilirrubina devidos a hemélise crénica e
também a diminuicdo da sua conjugacdo hepética, aumenta o risco de formacdo de
calculos biliares. Perante estes factos, conclui-se que a determinacdo do gendtipo
UGT1A1 devera ser uma grande ajuda na gestdo de pacientes com EH, nomeadamente
no que respeita a decisdo de esplenectomia. O facto da EH em conjunto com o SG
provocar uma hiperbilirrubinemia grave faz com que seja mais fécil diagnosticar estes
individuos. Neste sentido, quando se realiza a genotipagem de individuos com EH, os
valores obtidos poderdo ser superiores ao normal, pois a presenca da duplicacdo TA,
com consequente aumento dos niveis de bilirrubina, poderé estar relacionada com o
aumento dos casos de EH ligeira diagnosticados. Esta podera ser uma explicacéo para a
obtencéo de uma frequéncia mais elevada no estudo de E. Giudice*® em Italia.

Galanello et al®

estudaram individuos com B-talassemia heterozigotica, e a sua relagdo
com polimorfismos na enzima UGT1Al. Os individuos heterozigéticos com f-
talassemia mostram uma variacao consideravel nos niveis de bilirrubina. Neste estudo,
bem como noutros®!, a homozigotia 7/7 foi encontrada em individuos normais com
niveis de bilirrubina normais, apesar de estarem no limiar superior da normalidade. Isto

indica que esta mutagdo é necessaria mas ndo é suficiente para originar SG. Existem
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outros factores que afectam o metabolismo da bilirrubina e que devem interagir com a
variagdo promotora no gene UGT1AL, resultando em hiperbilirrubinemia associada a
SG. Neste estudo concluiu-se que um destes factores pode ser a [-talassemia

I3 estudaram individuos com SG e destes, 44%

heterozigotica.  Galanello et a
apresentavam concomitantemente [3-talassemia. Este facto vem demonstrar que existem
mais factores para além dos polimorfismos associados ao gene UGT1Al, que
contribuem para o fendtipo de SG e existe uma forte associacdo entre o SG e outras
patologias hemoliticas.

J. Trontelj® estudou a influéncia desta mutagdo em mulheres pés-menopausicas a tomar
Raloxifeno®. O Raloxifeno® é um estrogénio modulador usado para a prevencdo e
tratamento da osteoporose em mulheres pds-menopausicas. Este farmaco é eliminado
em grande parte, apos conjugacdo a metabolitos glucuronido. A enzima UGT1Al é uma
das principais isoformas responsaveis por essa metabolizacdo™”. Alteracdes no gene
UGT1AL sdo a principal causa para a variabilidade observada na farmacocinética e na
farmacodindmica deste farmaco. No estudo efectuado, o autor verificou que o grupo de
mulheres homozigoticas para o alelo 7, e consequentemente com diminuicdo da
actividade da enzima UGT1Al, estava associado a niveis baixos de formacdo e de
excrecdo de conjugados do farmaco e, consequentemente, uma maior exposi¢do ao
mesmo. Mais, verificou que havia um aumento significativo na densidade mineral dssea
da anca ap6s um ano de tratamento, em comparacao com as mulheres heterozigoticas ou
homozigéticas para o alelo 6. Trontelj”® concluiu que as mulheres homozigéticas para o
alelo 7 apresentavam uma exposicdo ao Raloxifeno® 2,2 vezes superior & mulheres
com gendtipo 6/6. Uma das consequéncias desta alteracdo metabdlica do farmaco é a
reducdo comprovada do risco de fractura 6ssea’®®. Recentemente, o Raloxifeno® foi
aprovado para reducdo do risco de cancro da mama invasivo em mulheres pos-
menopausicas com osteoporose e em mulheres pos-menopausicas com alto risco de
cancro da mama invasivo™”.

Perante estes dados e as indicacOes terapéuticas do farmaco, é de extrema importancia
estudar alteracbes na enzima UGT1Al1 em mulheres pds-menopausicas com
osteoporose e com alto risco de cancro da mama. Este estudo ajuda na predi¢do da
farmacocinética e farmacodinamica do farmaco.

Shatalova et al**®

estudaram a influéncia das variages genéticas na enzima UGT1Al
nas caracteristicas do cancro da mama e a importancia da determinacdo dessas mesmas

variagcOes para o prognostico do cancro. Existem compostos estrogénicos, como o E,, 0
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etinilestradiol, 2-OHE, que sdo inactivados pela enzima UGT1A1'%% A exposicdo
aos estrogénios é reconhecida como sendo um factor critico na etiologia dos tumores da
mama. A diminuicdo da actividade da enzima UGT1ALl leva a ndo glucuronidacdo dos
estrogenios, o que contribui para a formagdo e exposicdo acentuada a estrogénios
activos nas células alvo. Neste estudo, os autores verificaram que individuos com alto
grau de actividade enzimética, estavam mais predispostos para tumores de baixo grau.
Pelo contrario, a diminuicdo da capacidade de glucuronidacdo dos estrogénios esta
associada a caracteristicas tumorais mais agressivas, incluindo tumores maiores, de
graus mais avancados, mas, curiosamente, com idades de diagnostico superiores.
Havendo uma mutacdo homozigética para o alelo 7, a predisposicdo para cancro de
mama de pior prognostico é maior. A genotipagem do UGT1A1 é importante, no sentido
de facilitar o prognostico destas doentes.

Varios artigos estudam a influéncia das variacdes no gene UGT1AL em doentes a fazer
quimioterapia com irinotecano. Esta relacdo foi devidamente explicada no capitulo 4.1.
Efectivamente, esta associacao € alvo de muitos estudos, pois sabendo-se a genotipagem
dos individuos, pode preconizar-se outro tipo de medicacdo quimioterapica, no sentido
de evitar a neutropenia grave e a diarreia severa que o irinotecano provoca em doentes
que exibem actividade UGT1AL diminuida.

A associacdo entre a duplicagdo TA na regido promotora do gene UGT1AL e outras
patologias, bem como a sua influéncia na metabolizacdo de alguns farmacos, revelam a
importancia de uma revisdo sistematica da literatura efectuada. Por outro lado, a elevada
frequéncia estimada desta mutacdo fundamenta a importancia deste trabalho. Em
conclusdo, € importante ter nogdo da prevaléncia desta mutacéo e da sua distribuicdo, a
nivel mundial, para se poder direccionar medidas perante as situacdes referidas. Por
outro lado, a importancia da revisao sistematica de varios estudos, de diferentes autores,
permite tirar conclusdes relevantes e obter explicacGes para as diferencas e para a

variabilidade observada entre estudos realizados em pessoas da mesma etnia.
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