
Faculdade de Medicina da Universidade do Porto 

Mestrado de Oncologia Molecular 
2002-2004 

Síndromas de Gilbert e de Crigler-Najjar: 
analise mutational e relação genótipo/fenótipo 

Elísio Manuel de Sousa Costa 



Faculdade de Medicina da Universidade do Porto 

Mestrado de Oncologia Molecular (2002-2004) 

Elísio Manuel de Síndromas de Gilbert e de 

Sousa Costa Crigler-Najjar. análise mutacional 

e relação genótipo/fenótipo 



Faculdade de Medicina da Universidade do Porto 

Mestrado de Oncologia Molecular (2002-2004) 

Síndromas de Gilbert e de Crigler-

Najjar. análise mutacional e relação 

genótipo/fenótipo 

Dissertação apresentada à Universidade de Medicina da 

Universidade do Porto para cumprimento dos requisitos 

necessários à obtenção do grau de Mestre em Oncologia 

Molecular, sob orientação do Professor Henrique Almeida e 

da Dr.a Rosário dos Santos. 

Elísio Manuel de 

Sousa Costa 



Síndromas de Gilbert e Crigler Najjar 

Agradecimentos Gostaria de agradecer à Dr.a Rosário dos Santos, da 

Unidade de Genética Molecular do Instituto de Genética 

Médica Dr. Jacinto de Magalhães pela sua orientação, 

colaboração e disponibilidade que tem demonstrado, não 

só na elaboração deste trabalho, como em todo o trabalho 

que temos desenvolvido em colaboração ao longo dos 

últimos anos. Gostaria ainda de lhe agradecer a sua 

contribuição no alargamento dos meus conhecimentos 

nesta área da Genética Molecular. 

Agradeço ao Doutor Henrique Almeida, Professor 

Associado da Faculdade de Medicina da Universidade do 

Porto, o seu empenhamento e as preciosas correcções que 

efectuou neste trabalho. 

Agradeço à Dr.a Emília Vieira, da Unidade de Genética 

Molecular do Instituto de Genética Médica Dr. Jacinto de 

Magalhães, para além do privilégio da sua amizade, a sua 

disponibilidade e competência, com que colaborou no 

estudo destes doentes. Gostaria ainda de lhe agradecer a 

forma como compartilhou comigo os seus conhecimento. 

Ao Dr.° José Barbot pela sua contribuição para o 

alargamento dos meus conhecimentos ao longo dos anos 

em que trabalhamos juntos. 

Á Dr.a Sandra Rebelo pela sua inesgotável paciência e 

atenção. 



Síndromas de Gilbert e Crigler Najjar 

Resumo O Síndroma de Gilbert (SG) é uma entidade clínica comum 
caracterizada por uma forma benigna de hiperbilirrubinemia não 
conjugada, na ausência de disfunção hepática e de hemólise. O seu 
diagnóstico, inicialmente de caracter presuntivo, passou a dispor de 
caracterização molecular quando em 1995 foram descritas as 
primeiras mutações no gene UDP-glucuronosil transferase-1. Em 
particular, uma inserção de 2 nucleotídeos [TA] na região promotora 
do gene que tem vindo a revelar-se como a principal causa de SG 
nas populações caucasianas estudadas. Todavia, esta caracterização 
foi estabelecida para outras populações que não a Portuguesa. Essa 
ausência de conhecimento levou-nos a realizar o presente estudo. 
Neste trabalho é descrito o estudo molecular efectuado em 120 
doentes com diagnóstico clínico de SG, um doente com diagnóstico 
de Síndroma de Crigler-Najjar (SCN) tipo II e um caso de 
diagnóstico pré-natal de SCN tipo I. Dos 120 doentes com SG, 110 
revelaram-se homozigóticos para a inserção dinucleotídica [TA] na 
região promotora do gene da UDP-glucuronosyltransferase-1 
(UGT1A1) e um heterozigótico composto para duas inserções 
diferentes ([TA]7/[TA]8). Os restantes 9 doentes revelaram-se 
heterozigóticos para a inserção TA ([TA]6/[TA]7). Estudos 
adicionais efectuados nestes 9 doentes revelaram heterozigotia para 
as mutações c.674T>G e c.488_491dupACCT (um caso cada) e 
c.923G>A (4 casos). O doente com o diagnóstico de SCN tipo II 
apresentava heterozigotia composta para as mutações c.923G>A e 
inserção [TA]. O caso do diagnóstico pré-natal, efectuado porque na 
família havia um rapaz com o diagnóstico de SCN tipo I, com a 
mutação c.923G>A, revelou um feto não afectado. 
Em conclusão, a homozigotia para a inserção [TA] revelou-se como 
a principal causa de SG na nossa população. A identificação de 
mutações adicionais no gene UGT1A1, é importante quer em termos 
de diagnóstico, quer em termos de aconselhamento genético e 
diagnóstico pré-natal. 
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Abstract Gilbert's syndrome (GS) is characterized by a chronic, non-

haemolytic unconjugated hyperbilirubinemia in the absence of liver 

disease or overt haemolysis. Traditionally, GS has been a diagnosis 

of exclusion. In 1995, a two nucleotide (TA) insertion in the 

TA(6)TAA promoter region of the UGT1A1 gene was identified, 

which was found to be the main cause of GS in all studied 

populations. However, no studies are made in Portuguese 

population. For this reason, we make this work. 

In the present work we describe the molecular study in a cohort of 

120 Portuguese patients with clinical diagnosis of Gilbert Syndrome 

(GS) and in one with the diagnosis of type II Crigler-Najjar 

syndrome (CNS), as well as a prenatal diagnosis of type I SCN. 

Among the 120 unrelated patients with GS, 110 were homozygous 

for the [TA]7 allele ([TA]7/[TA]7) and one patient was a compound 

hétérozygote for two different insertions, ([TA]7/[TA]8). The 

remaining 9 patients were heterozygous for the TA insertion 

([TA]6/[TA]7). Additional studies in these 9 patients revealed 

heterozygosity for the c.674T>G, c.488_491dupACCT and 

c.923G>A mutations, in 1, 1 and 4 patients, respectively. The 

patient with type II CNS was a compound hétérozygote for the [TA] 

insertion and the c.923G>A mutation. Prenatal diagnosis in a family 

with a boy previously diagnosed with type I CNS and c.923G>A 

mutation, revealed an unaffected foetus. 

In summary, homozygosity for the [TA] insertion was found to be 

the most frequent cause of GS in our population. Identification of 

further mutations in the UGT1A1 gene, proved to be of significance 

in diagnosis, genetic counselling and prenatal diagnosis. 
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Lista de 
Abreviaturas 

AHNEC - Anemia hemolítica não esferocítica crónica 

DHC - Doença hemolítica crónica 

G6PD- Glicose-6-fosfato desidrogenase 

IN- Icterícia neonatal 

NADPH- Nicotinamida adenosina fosfatase 

PCR - Polymerase chain reaction 

RN - Recém-nascidos 

SG - Síndroma de Gilbert 

SCN - Síndroma de Crigler-Najjar 

SSCA - Análise de polimorfismos de conformação em cadeia 

simples 

TAE - Tris-acetato-EDTA 

TBE - Tris-Borato-EDTA 

UGT - UDP- glucuroniltransferase 

UGT1A1 - UDP-glucuroniltransferase-1 
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I - Introdução 

1- Estrutura química da bilirrubina 

A bilirrubina é um composto com peso molecular de 584 Kd, com quatro anéis pirrole 

ligados por dois grupos de metileno ( -CH=) e um grupo meteno (-CH2=) (fig. I)1. A 

sua estrutura está directamente relacionada com as suas características físicas1. De facto 

a ligação de carbono central é flexível permitindo que se constituam ligações por pontes 

de hidrogénio intramoleculares e que a molécula se dobre sobre si própria formando 

uma estrutura semelhante a uma telha. Ambos os planos são apoiares e em cada 

extremidade apresenta um domínio hidrofóbico2'3, o que torna a molécula quase 

insolúvel na água a pH fisiológico2'3 (inferior a 0,005 mg/dl a pH 7.4). A sua 

solubilidade na água é superior quando a molécula se encontra na forma ionizada, em 

que as suas ligações de hidrogénio estão parcialmente quebradas4. Acresce que a 

bilirrubina é insolúvel nas membranas biológicas, mas atendendo que se pode ligar aos 

fosfolípidos na superfície das membranas, fica assim habilitada a atravessar a membrana 

celular e ter acesso aos organelos citoplasmáticos5. 

CQ2H 

Fig. 1 - Estrutura química da bilirrubina IXa. 
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2- Síntese, transporte e conjugação da bilirrubina 

O adulto normal produz aproximadamente 250 a 350 mg de bilirrubina por dia6, na sua 

maior parte sintetizada nos órgãos do sistema reticuloendotelial, particularmente no 

baço e no fígado7'8'9. Aproximadamente 70 a 80% resulta da degradação do grupo heme 

da hemoglobina, a restante provém da degradação do grupo heme dos precursores 

eritróides e de proteínas tecidulares, como os citocromos hepáticos e a catalase7. 

A maioria dos tecidos tem capacidade de utilizar o grupo heme na síntese da bilirrubina, 

em dois passos que são mediados por enzimas10. O primeiro envolve o enzima heme-

oxigenase, que converte a molécula de heme em biliverdina, tendo a forma reduzida da 

nicotinamida adenosina fosfatase (NADPH) como dador de hidrogénio11. Nesta reacção 

é libertado monóxido de carbono, ferro ferroso e água (Fig. 2). Neste passo, a síntese da 

bilirrubina é regulável, podendo por exemplo aumentar três ou quatro vezes, como 

resposta a um processo hemolítico instalado12'13, ou em consequência do jejum. Os 

indivíduos com síndroma de Gilbert (SG) apresentam níveis mais elevados de 

bilirrubina após períodos prolongados de jejum14, justamente por sobreactivação dessa 

enzima. 

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

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

NADPH como dador de hidrogénio (Fig. 2)15'16. 
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Bilirrubina 

Fig. 2 - Via de Síntese de bilirrubina ao nível do sistema reticuloendotelial. 

Parece existir uma vantagem biológica na conversão da biliverdina, solúvel na água e 

aparentemente não tóxica, em bilirrubina que por seu lado é um pigmento tóxico e não 

solúvel na água. Uma das possíveis vantagens está relacionada com a eliminação mais 

facilitada da bilirrubina produzida pelo feto, através da placenta. Por outro lado, a 

biliverdina em altas concentrações poderia formar cristais e obstruir os tubulos renais e 

duetos colectores17. 
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As concentrações séricas da bilirrubina estão directamente relacionadas com a 

quantidade produzida e com a capacidade do organismo para a eliminar6. Em relação à 

bilirrubina não conjugada, ela pode entrar em circulação de duas formas: síntese de 

novo ou por reabsorção no intestino após excreção biliar18'19. A maioria da bilirrubina 

circulante do adulto advém da síntese de novo. No entanto, no recém-nascido (RN) a 

reabsorção é uma fonte importante de bilirrubina. A sua eliminação após ter sido 

conjugada pode ser tanto hepática como renal. 

A bilirrubina no plasma encontra-se ligada covalentemente à albumina em dois locais 

distintos. Este complexo é formado no plasma por um processo não enzimático, pelo 

qual um grama de albumina se liga com 8.3 mg de bilirrubina em cada um dos seus 

locais de ligação. Assim, um indivíduo com uma concentração plasmática de albumina 

de 3,5 g/dl pode ligar-se teoricamente a 58 mg/dl de bilirrubina. A sua semi-vida no 

plasma é igual ao da albumina que se encontra ligada, cerca de 18 a 20 dias20. 

A bilirrubina entra no hepatócito por um processo não dependente de energia. A 

existência de proteínas transportadoras, na membrana do hepatócito, que promovam a 

entrada da bilirrubina está ainda em investigação21. Uma vez no interior, a bilirrubina é 

acumulada no hepatócito, mas subsiste alguma controvérsia quanto à forma como a 

bilirrubina aí se mantém. Estão no entanto, já identificadas duas proteínas que 

apresentam esta função, das quais, a mais importante é a ligandina ou proteína Y, que 

apresenta um peso molecular de 47 Kd e corresponde a 10% do total das proteínas 

citoplasmáticas do hepatócito22. A outra proteína identificada com capacidade de 

ligação à bilirrubina, embora com menor afinidade que a ligandina, é a proteína Z23. No 

entanto, há evidência de que o fluxo de bilirrubina na membrana do hepatócito é 
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bidireccional, estando estimado que cerca de 40% da bilirrubina que entra no hepatócito 

volta de novo ao plasma24'25. 

No reticulo endoplasmático do hepatócito, a maioria da bilirrubina é mono- e 

diglucuronidada. Apenas uma pequena quantidade de bilirrubina é convertida em 

substâncias solúveis na água por conjugação de outras substâncias que não o ácido 

glucurónico26. 

O enzima UDP-glucuroniltransferase cataliza a transferência do ácido glucurónico 

existente no ácido UDP-glucurónico para formar ésteres nos carbonos 8 e 12 dos grupos 

carboxilo da bilirrubina (Fig. 3 e 4)27. Os produtos desta reacção são a bilirrubina mono 

e diglucuronidada. Esta conjugação elimina as pontes de hidrogénio internas da 

molécula, não deixando que a molécula se dobre sobre si própria. Como consequência, a 

bilirrubina conjugada é muito mais solúvel na água, podendo ser excretada para a bile. 

Num indivíduo normal, aproximadamente 80% da bilirrubina é excretada sob a forma 

de bilirrubina diglucuronidada. Em situações de défice do enzima UDP-

glucuroniltransferase, tais com em doentes com SG, e nos RN, a bilirrubina é excretada 

predominantemente sob a forma de bilirrubina monoglucuronidada26'28. Existe evidência 

de uma relação directa entre a quantidade de bilirrubina mono e diglucuronidada e a 

actividade de UDP-glucuroniltransferase28. 

A excreção da bilirrubina para a bile faz-se de forma muito rápida após conjugação29. 

Esta excreção envolve dois passos fundamentais, a deslocação da bilirrubina através do 

reticulo endoplasmático e a sua passagem através da membrana do hepatócito. Existe 

ainda pouca informação quanto ao movimento da bilirrubina conjugada dentro do 

hepatócito. No entanto, deverá existir algum tipo de mecanismo que a encaminhe para 

os canaliculus, já que apenas uma muito pequena quantidade reflui para o plasma30. A 
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excreção da bilirrubina conjugada está dependente da quantidade de sais de bile e 

lípidos biliares excretados. A bilirrubina conjugada adere às membranas celulares tal 

como a bilirrubina não conjugada, no entanto não consegue transpô-las. Assim os 

microtúbulos conseguem conduzir a bilirrubina conjugada, do local onde é conjugada 

até ao local de excreção30'31. 

1 H 4 

0 * 0 0 ^ 0 
Bilirrubina 

,_ 2 ácido UDP-glucuroIrico 

UDP-glucuroni (transferase 

,_ 2 ácido UDP-glucuroIrico 

1 
^ 2UDP 

r 

0 : V ^ r f i S ^ V ^ N ^ N ^ ^ ^ % ^ M N ^ ° 

û 

Fig. 3- O enzima UDP-glucuroniltransferase é responsável pela conjugação hepática da 

bilirrubina. 
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A excreção da bilirrubina está dependente do grau de formação de bile; como tal, uma 

diminuição da excreção de sais de bile e redução do seu fluxo diminuem o grau de 

excreção da bilirrubina ' . 

Os eventos que ocorrem no intestino e na circulação entero-hepática influenciam 

significativamente as concentrações séricas de bilirrubina19. A bilirrubina conjugada é 

relativamente instável, sendo convertida em não conjugada no lúmen do intestino. Esta 

conversão pode ocorrer de forma não enzimática ou então mediada pelo enzima |3-

glucuronidase produzida por algumas bactérias intestinais32. Quando isto acontece, a 

bilirrubina, já não conjugada, pode ser reabsorvida pela mucosa intestinal, 

possivelmente por um mecanismo passivo e voltar ao fígado via circulação portal33. A 

bilirrubina quando atinge o trato intestinal distai é transformada em diferentes 

urobilinóides, nomeadamente; urobilinas, urobilinogénio, estercobilinogénio e 

estercobilina. Estes são parcialmente absorvidos e entram na circulação entero-hepática, 

sendo uma pequena porção excretada na urina3 . 

3- Patologia hereditária relacionada com o metabolismo da bilirrubina 

O SG é uma entidade clínica comum caracterizada por uma forma benigna de 

hiperbilirrubinemia não conjugada, na ausência de disfunção hepática e de 
TC -5/T fl"J "1Q 

hemólise ' ' ' . Geralmente apresenta-se durante a adolescência ou em jovens adultos. 

Em vários estudos, baseados no doseamento de bilirrubina total, o SG foi identificado 

em 3% a 6% da população, sendo mais frequente no homem (razão homem/mulher de 

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

inibição dos enzimas da glucuronidação causada pelos androgénios39. 

Bilirrubina-Albumina 

Bilirrubina 

Plasma 

Regurgitação 

Conjugação 
(retículo endoplasmático) 

UDP-glucuroniltransferase 

Bilirrubina monoglucuronidada 

i 
Bilirrubina diglucuronidada 

Célula hepática 

Bilirrubina não conjugada Bile 

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

excreção está representada com linhas sólidas e a anormal representada a tracejado. 
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O SG deve-se a um défice parcial da glucuronidação hepática da bilirrubina, resultante 

de uma redução de cerca de 30 a 50% da actividade do enzima UDP-

glucuroniltransferase-1 (UGT1A1)40. No entanto, está descrita uma baixa correlação 

entre o doseamento hepático do enzima in vitro e o nível sérico de bilirrubina total. Em 

doentes com SG, este nível de bilirrubina total varia entre 1 e 6 mg/dl, 95 % da qual é 

não conjugada41. 

Restrição alimentar, como por exemplo o jejum, e a administração de ácido nicotínico 

causam aumento do nível de bilirrubina, que pode subir três ou quatro vezes nos 

indivíduos com SG, em contraste com os indivíduos normais em que este aumento é 

apenas de duas vezes. Por outro lado, da administração de fenobarbital, resulta 

normalização dos níveis de bilirrubina total. Estas características têm vindo a ser usadas 

no diagnóstico desta entidade, dada a natural dificuldade do estudo enzimático, que 

necessita de tecido hepático e suscita por vezes dificuldades na interpretação dos 

resultados 42'43. Acresce que o SG é uma patologia benigna, pelo que na maioria das 

vezes prescinde-se dos testes bioquímicos e funcionais, bastando o diagnóstico de 

presunção. Este é efectuado na base de uma hiperbilirrubinémia não conjugada (< 6 

mg/dl), e na ausência de outra causa para essa alteração. A localização do gene que 

codifica o enzima UGT1A1 e, posteriormente, a identificação nesse gene de mutações 

relacionáveis com o SG, veio alterar de forma significativa este panorama e permitiu na 

maioria dos casos realizar um diagnóstico de certeza. 

Défices ligeiros na actividade do enzima UGT1A1 estão associados com SG e défices 

graves com o Síndroma de Crigler-Najjar (SCN)44. Este último, apresenta dois tipos: o 

tipo I, relacionado com défices severos, e o tipo II, com défices mais moderados. Em 

termos clínicos estes dois tipos podem ser distinguidos pelos níveis de bilirrubina e pelo 

10 
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tipo de resposta à administração de fenobarbital. Os níveis de bilirrubina não conjugada, 

no tipo I, podem ser superiores a 20 mg/dl, ou mesmo exceder os 30 mg/dl, enquanto 

que no tipo II os níveis de bilirrubina são mais moderados, variando entre 6 e 20 mg/dl. 

O SCN tipo I, descrito pela primeira vez em 1952 por Crigler e Najjar, é uma patologia 

de transmissão autossómica recessiva rara. Na literatura, estão descritos, com algum 

pormenor aproximadamente 100 casos, onde a consanguinidade é muitas vezes referida. 

Estes doentes morrem habitualmente nos dois primeiros anos de vida, devido aos efeitos 

neurotóxicos da bilirrubina. O único tratamento efectivo é o transplante hepático, já que 

não respondem à terapêutica com fenobarbital38'39'45'46. 

O SCN tipo II, descrito pela primeira vez em 1962 por Arias e col.47, é uma patologia 

também rara, mas com consequências clínicas muito mais benignas que o SCN tipo I. 

As alterações neurológicas resultantes da hiperbilirrubinémia são raras, o que permite 

que a maioria dos doentes atinjam a vida adulta sem complicações. O modo de 

transmissão não é claro: existem descrições em que o modo de transmissão é claramente 

autossómico dominante com penetrância variável e outras em que o modo de 

transmissão é autossómico recessivo38'39'48'49. 

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

Até ao momento, mais de 16 uriadine diphosphateglucuronosiltransferase (UGT) 

humanas foram descritas e divididas em duas famílias - UGT1 e UGT2. Todos 

membros da família 1 são codificados por genes localizados no locus UGT1A, 

localizado no cromossoma 2q37 e estão relacionados com a transcrição de 13 UGT 

distintas. Este locus apresenta os 13 primeiros exões, comuns a todas as UGT1A (Fig. 
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5), cada um dos quais com o seu promotor e regiões enhancer, os quais na transcrição 

são ligados aos exões 2 a 5. No entanto, apenas 8 estão relacionados com transcritos 

funcionais (UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9 e 

UGT1A10)50'51. 

5- Gene UGT1A1 

O gene da UGT1A1 está localizado no final do locus UGT1A e codifica para uma 

proteína que tem como função principal a glucuronidação da bilirrubina. Este gene 

compreende 5 exões, sendo o primeiro, específico desta isoforma e os restantes 4, 

comuns a todas as 8 isoformas codificadas neste locus50'51. Com a análise da sequência 

deste gene, prevê-se uma proteína com 533 aminoácidos. A sua porção terminal tem 

como função a ligação da proteína ao retículo endoplasmático, encontrando-se os 

restantes domínios do enzima no lúmen do retículo endoplasmático. O exão 1 está 

relacionado com o domínio da proteína com especificidade para o substrato, e os exões 

2 a 5 estão relacionados com o local de ligação ao ácido UDP-glucurónico, assim como 

ao domínio transmembranar e à cauda citoplasmática52'53'54. 

6- Mutações do gene UGT1A1 

A primeira mutação no gene do UGT1A1 foi descrita em 199255. Tratava-se de uma 

mutação nonsense encontrada em homozigotia num doente com SCN tipo I. A partir 

dessa altura muitas mutações têm vindo a ser descritas neste gene. Até à data, estão 

descritas 56 diferentes mutações neste gene, a maioria das quais (53/56) descritas pela 

primeira vez em associação com SCN, (41 associadas ao tipo I e 12 ao tipo II). A 
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maioria destas mutações são do tipo missense (28/56) ou nonsense (11/56). Estão 

também descritas, embora mais raramente, pequenas delecções ou inserções no gene e 

mutações que alteram o splicing normal do gene56. 

■* Primeiros exões 
12p11p 

r 
10 13p 1 l « 5 4 | 3 2p 

ri—T—i 1 1 1 m—i-Tf 
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Fig. 5- Representação esquemática do locus UGT1A, onde se pode observar os primeiros exões, assim 

como os exões comuns a todas as isoformas. 

Apenas em 1995 foram descritas as primeiras mutações neste gene relacionadas com o 

SG, em particular, uma inserção de 2 nucleotídeos [TA] na região promotora do gene, 

que tem vindo a revelar-se como a principal causa de SG nas populações caucasianas 

estudadas. Esta inserção na região A(TA)nTAA do promotor do gene do UGT1A1 
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dificulta a ligação do factor transcriptional IID, um importante factor no início da 

transcrição57"59, o que condiciona uma diminuição da velocidade de transcrição do gene. 

Em consequência diminui a actividade do enzima UGT1A1 e aumenta o nível de 

bilirrubina, tanto em indivíduos normais como em portadores de outras patologias que 

condicionem hiperbilirrubinémia60"71. A frequência estimada desta mutação é 38,7% na 

população europeia, 16% na população de origem asiática e 42,6% na população de 

origem africana. Beutler et ai59 previram uma frequência de homozigotia na população 

caucasiana de 15%. 

7- Associação do SG com outras patologias 

A alta incidência de SG na população, condiciona a sua associação frequente com outras 

patologias. Uma das primeiras associações foi sugerida em 1980 por Odell72, que 

afirmava que o SG poderia influenciar o aparecimento e a gravidade da icterícia 

neonatal (IN). No entanto, só depois de identificadas as alterações no gene UGT1A1 

associadas ao SG, nomeadamente a inserção dinucleotídica (TA) no promotor do gene 

UGT1A1 na população caucasiana e a mutação G71R na população asiática, foi 

possível efectuar estudos que procuraram relacionar a IN e o SG. Esta associação foi 

estudada pela primeira vez em 1997 por Kaplan et ai73 em RN com défice de glicose-6-

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

et ai74 sugeriam uma relação entre IN prolongada em RN sem outros factores de risco e 

SG. No mesmo ano, Maruo et ai75 descreveram a mutação G71R como factor de risco 

de IN não fisiológica na população Japonesa. No entanto, diferentes trabalhos entretanto 

publicados na literatura apresentam resultados contraditórios, uma vez que em alguns 
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deles a associação entre SG e IN é demonstrada e em outros não. Relativamente a este 

assunto, nós estudamos 100 RN com IN (23 dos quais com IN prolongada), 100 RN 

com ausência de IN documentada e 18 doentes com diagnóstico de défice de G6PD com 

referência a IN, cinco dos quais com variantes associadas a anemia hemolítica não 

esferocítica crónica (AHNEC). Nestes RN com IN, apenas o subgrupo que desenvolveu 

IN prolongada apresentou uma proporção superior (tabela I), estatisticamente 

significativa, de homozigotia para o alelo [TA] 7, quando comparado com o grupo 

controlo (39,1% versus 10%). Nos restantes RN, os nossos resultados sugerem que a 

presença deste polimorfismo não é um factor de risco major para o aparecimento da 

IN65'71. 

Tabela I - Distribuição do genótipo do gene da UGT1A1 pelos RN estudados com e 

sem IN. 

Genótipo do RN sem IN 

gene UGT1A1 (11=100) 

(TA)6/(TA)6 47 (47%) 

(TA)6/(TA)7 43 (43%) 

(TA)7/(TA)7 10 (10%) 

RN com IN e sem RN com IN e com RN com IN Défices de G6PD 

outros factores de outros factores de prolongada com história de IN 

risco (n=54*) risco (n=23) (n=23) (n=18**) 

27 (50%) 6 (26%) 8 (34,8 

18(33%) 14(60,8%) 6(26? 

8(14,8%) 3(13%) 9(39,1 

*um apresentava o genótipo (TA)5/(TA)6; ** um dos casos apresentava o genótipo (TA)5/(TA)8 

A associação entre SG e doença hemolítica crónica (DHC) também tem sido 

largamente estudada, nomeadamente no que se refere aos níveis de bilirrubina, como 

também relativamente às suas consequências, nomeadamente a litíase vesicular. Um dos 

primeiros trabalhos na literatura sobre este assunto foi publicado em 1999, por Guidice 

et ai . Neste trabalho é demonstrado de forma inequívoca que a presença do alelo 
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[TA] 7 em doentes com Esferocitose Hereditária lhes aumenta de forma estatisticamente 

significativa os níveis de bilirrubina e o risco de desenvolvimento de lítiase vesicular. 

Entretanto, outros trabalhos têm surgido na literatura relacionando SG e outras 

patologias com algum tipo de componente hemolítico, nomeadamente, drepanocitose62, 

P-talassemia60'61, incompatibilidade ABO63 e défice de G6PD64. Relativamente a esta 

associação o nosso grupo de trabalho publicou um estudo efectuado em 44 crianças69, 

com diagnóstico de DHC (esferocitose hereditária - 30, défice de G6PD da classe I - 6, 

défice de piruvato kinase - 6, xerocitose hereditária -1 e sem diagnóstico etiológico -1). 

Neste trabalho encontramos uma média de bilirrubina total nos doentes com o genótipo 

([TA]7/[TA]7) significativamente superior ao dos doentes com genótipo ([TA]6/[TA]6), 

assim como um aumento estatisticamente significativo, na proporção de doentes que 

desenvolveram litíase vesicular (0% dos doentes com o genótipo [TA]6/[TA]6 16 % 

dos doentes com o genótipo [TA]6/[TA]7 e 60% dos doentes com o genótipo 

[TA]7/[TA]7). 

E sabido que níveis endógenos das hormonas esteróides ligadas ao sexo têm um papel 

importante na etiologia de cancro na mulher, incluindo o cancro da mama e do 

endométrio. A glucuronidação dos estrogénios em metabolitos solúveis na água e 

menos reactivos é efectuada pelos enzimas do UGT, sendo a UGT1A1 o membro mais 

representativo76'77. Neste contexto, e já que a inserção dinucleotídica [TA] na região 

promotora do gene lhe reduz a expressão, a associação deste polimorfismo tem vindo a 

ser estudado como factor de risco de cancro da mama. Os trabalhos não são muito 

numerosos e apresentam resultados contraditórios. O trabalho mais completo sobre este 

assunto foi publicado em 2004, por Adegoke et ai77, tendo concluído que a presença do 
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alelo [TA] 7 está 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 conclusões contraditórias encontradas nos diferentes trabalhos 

se relacionam com variações raciais existentes em outros genes relacionados com o 

metabolismo dos estrogénios. Qualquer que venham a ser os resultados finais dos 

estudos, a possibilidade de este gene condicionar de alguma forma o aparecimento de 

cancro da mama tornou-o um motivo de interesse para os Oncobiologistas. 

Durante muitos anos pensou-se que a bilirrubina era apenas um tóxico produzido 

durante o catabolismo do heme. No entanto, existe evidência recente que a bilirrubina é 

um potente antioxidante fisiológico e como tal tem um efeito protector contra 

aterosclerose, doença coronária arterial, e inflamação78'79. Muitos estudos têm vindo a 

ser efectuados, existindo evidência de uma associação inversa entre os níveis séricos de 

bilirrubina e doença cardiovascular. Num estudo efectuado por Hopking et ai79, em 

1996, concluiu que existia um redução de 60 a 90% do risco de doença coronária 

arterial nos indivíduos que apresentavam valores de bilirrubina mais elevados, 

alargando ainda mais a importância potencial do gene da UGT1A1. 
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II- Objectivos 

O SG é reconhecidamente uma entidade clínica benigna, cujo diagnóstico é difícil do 

ponto de vista bioquímico. Este diagnóstico é, no entanto, importante, pois é comum 

que estes doentes sejam sujeitos a inúmeros exames invasivos para um esclarecimento 

etiológico da hiperbilirrubinémia que apresentam. O SCN é uma entidade clínica muito 

mais grave, o que realça a importância do seu diagnóstico, como também em 

determinadas situações, a necessidade de proceder a aconselhamento genético e mesmo 

diagnóstico pré natal. 

O objectivo principal deste trabalho foi o de investigar a presença de mutações no gene 

UGT1A1, e estabelecê-las como diagnóstico etiológico em doentes portugueses com 

hiperbilirrubinémia e suspeita clínica de SG ou SCN. 

A partir do perfil mutacional desta população, outros objectivos foram o 

estabelecimento de uma estratégia para o rastreio molecular e de uma relação 

genó tipo/fenótipo. 
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III- Material e métodos 

1- Doentes 

Este trabalho incluiu 120 doentes com diagnóstico clínico de SG (77 do sexo masculino 

e 43 do sexo feminino), um com diagnóstico clínico de SCN tipo II e um diagnóstico 

prenatal de SCN tipo I, da região Norte de Portugal. A média (± SD) de bilirrubina total 

nos doentes com diagnóstico de SG era de 36,02 ± 22,94 ^imol/1. O doente com 

diagnóstico de SCN tipo II apresentava valores basais de bilirrubina total de 108 pjnol/1, 

que diminuía com a administração de fenobarbital (70 [xmol/1) e aumentava com jejum 

(198 pjnol/1). O diagnóstico prenatal foi efectuado num feto cujos pais tinham já um 

filho com diagnóstico de SCN tipo I, relacionado com a mutação c.923G>A. 

2 - População controlo 

Nos rastreios populacionais foram utilizadas amostras de DNA (100 para as mutações e 

50 para os polimorfismos) de indivíduos não relacionados. 

3- Análise molecular 

3.1- Material Biológico 

O DNA genómico foi obtido de sangue periférico pelo método convencional da solução 

saturada de cloreto de sódio. O DNA foi extraído da amostra das vilosidades coriónicas 

usando o reagente comercial DNAzol® (Invitrogen life technologies, California, USA), 

de acordo com as instruções do fabricante. 

3.2- Genotipagem da região A(TA)nTAA do gene UGT1A1 

Em todos os doentes foi inicialmente pesquisado o número de repetições [TA] na região 

TATA-box do promotor do gene UGT1A1. Esta região foi amplificada pela reacção em 
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cadeia da polimerase {polymerase chain reaction- PCR) usando os oligonucleotídeos 

iniciadores descritos por Bancroft et ai80 (UGT1A1-TAF e UGT1A1-TAR da tabela II), 

tendo um dos oligonucleotídeos iniciadores sido marcado com um fluorocromo (Ned). 

A reacção de PCR foi efectuada usando PCR Master Mix (Promega, Madison, EUA). A 

25 ^1 desta mistura, que tem DNA Taq polimerase, dNTPs e cloreto de magnésio, foi 

adicionado 1 \i\ de DNA genómico (concentração inferior a 250 ng/[xl), 1 \ú de cada um 

dos oligonucleotídeos iniciadores (50 pmol/|j,l) e água para um volume final de 50 \ú. O 

programa de PCR, incluí uma desnaturação inicial de 10 minutos a 95°C, seguida de 30 

ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 60°C e 1 minuto a 72°C e extensão final de 30 

minutos a 72°C, num termociclador GeneAmp PCR System 9600 (Applied Bioystems, 

Foster City, EUA). 

Após amplificação, 1 (Ltl do produto foi adicionado a 15 ^1 de formamida desionizada e 

0,2 [xl de padrão de tamanho interno (ROX™ - 500 size standard). A separação dos 

fragmentos amplificados foi realizada no sequenciador automático ABI 310 utilizando o 

polímero POP4™ (Applied Biosystems, Foster City, EUA). O tamanho dos fragmentos 

amplificados e respectivo número de repetições [TA], foi determinado usando o 

programa GeneScan v3. O número de repetições [TA] foi confirmado em 4 amostras 

homozigóticas para 6 repetições, em 4 homozigóticas para 7 repetições e em 4 

heterozigóticas para 6 e 7 repetições. 

3.3- Sequenciação do gene UGT1A1 

Nos doentes com SG que se revelaram heterozigóticos para a inserção dinucleotídica 

[TA] na região promotora do gene UGT1A1, assim como no doente com SCN tipo II, 

foi efectuada sequenciação directa dos cinco exões e da região promotora do gene 
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UGT1A1. A amplificação foi efectuada usando os oligonucleotídeos iniciadores 

apresentados na tabela II. A reacção de PCR foi efectuada usando PCR Master Mix 

(Promega, Madison, EUA), tal como na genotipagem da região A(TA)nTAA. O 

programa de PCR inclui uma desnaturação inicial de 10 minutos a 95°C, seguida de 35 

ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 56°C e 1 minuto a 72°C e extensão final de 10 

minutos a 72°C (num termociclador GeneAmp PCR System 9600, Applied Bioystems, 

Foster City, EUA). 

3.3.1- Purificação e quantificação do produto de PCR 

Para eliminar os oligonucleotídeos não incorporados, o produto de PCR foi separado 

num gel de agarose a 2%, em tampão IX TAE. As bandas correspondentes foram 

excisadas e centrifugadas em colunas de separação spin-X® (COSTAR, Baar, 

Alemanha) durante 15 minutos à rotação de 20800 rcf a 4°C. A concentração deste 

produto de PCR purificado, foi determinado por comparação com um marcador de peso 

molecular (DNA mass ladder, Invitrogen, California, EUA) num gel de agarose a 1%, 

com tampão TAE. A quantidade de produto usada na reacção de sequenciação foi de 1 a 

3 ng por cada 100 pb. 

33.2 - Reacção de sequenciação 

As reacções de sequenciação foram efectuadas usando reagentes comerciais (Kit Big 

Dye Terminator v.2, Applied Biosystems, Foster City, EUA), nas condições 

recomendadas pelo fabricante. Foram adicionados para um volume final de 20 ul, 4 \ú 

de Big Dye Terminator v.2 (que contém MgCl2, dNTPs, ddNTPs marcados com 

fluorocromos e AmpliTaq DNA polimerase), 1,5 \û de cada um dos oligonucleotídeos 
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iniciadores (5 pmol/ul), 5 \ú de produto de PCR purificado e 9,5 ul de água destilada. O 

programa das reacções de sequenciação incluí uma desnaturação inicial de 6 minutos a 

94°C, seguido de 25 ciclos de 10 seg a 96°C, 5 seg a 50°C e 4 seg a 60°C e de extensão 

final de 10 minutos a 60°C, num termociclador GeneAmp PCR System 9600 (Applied 

Bioystems,, Foster City, EUA). 

Tabela II - Oligonucleotídeos iniciadores usados na amplificação dos 5 exões e região 

promotora do gene UGT1A1 

Sequência (5'^3') Região do gene 
UGT1A1 

Promotor 

Exãol 

Exão 2 

Exão3 

Exão 4 

Exão 5 

UGT1A1-PF 

UGT1A1-PR 

UGT1A1-TAF 

UGT1A1-TAR 

UGTlAl-laF 

UGTlAl-laR 

UGTlAl-lbF 

UGTlAl-lbR 

UGT1A1-2F 

UGT1A1-2R 

UGT1A1-3F 

UGT1A1-3R 

UGT1A1-4F 

UGT1A1-4R 

UGT1A1-5F 

UGT1A1-5R 

5 'CTCTAAGCACATCCCCAAGTA1 

5 'TAAGCAAGTTTCCATCCTTCA1 

5 TAACTTGGTGTATCGATTGGTTTTTG* 

5 ACAGCCATGGCGCCTTTGCT 

5 AGGAGCAAAGGCGCCATGGC 

5 TGCAGTAAGTGGGAACAGCC 

5 'GCTGTTCCC ACTTACTGC ACA 

5 CGCATGTAAAAGTCCCACTCC 

5 TCTATCTCAAACACGCATGCC 

5 'GGCAGGGAAAAGCCAAATCTA 

5 TTGCCAGTCCTC AGAAGCCTT 

5 ATGCCCTTGCAGAAATTTGC 

5 TGCAAGGGCATGTGAGTAAC A 

5 ' AAGCCAAGATTGCACCACTG 

5 'GAGG ATTGTTC ATACC ACAGG 

5 GCACTCTGGGGCTGATTAAT 
1- As sequências destes oligonucleotídeos iniciadores foram descritas na referência 81. *01igonucleotídeo 

iniciador marcado com fluorocromo (Ned) 
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3 3 3 - Purificação dos produtos de sequenciação 

De forma a eliminar os dNTPs e ddNTPs não incorporados e sais que pudessem 

interferir com a electroforese capilar, os produtos de sequenciação foram purificados 

através da precipitação com etanol e MgC^. Ao produto de reacção (20 \xl) adicionou-se 

20 ^1 de MgCl2 a 2 mM e 55 ^1 de etanol absoluto e centrifugou-se a mistura a 28000 

rcf a 4°C, durante 20 minutos. Após a remoção do sobrenadante o pellet obtido foi 

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

3.3.4 - Electroforese capilar 

Os produtos purificados foram ressuspendidos em 30 [ú de formamida desionizada por 

agitação no vortex durante 10 segundos. A separação dos fragmentos foi realizada por 

electroforese capilar no sequenciador automático utilizando como matriz de separação o 

polímero POP4™. Os resultados foram analisados no programa sequence analysis v3.7 

(Applied Biosystems, Foster City, EUA). 

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

O rastreio populacional e/ou a pesquisa de portadores das mutações c.674T>G e 

c.488_491dupACCT e do polimorfismo c.997(-82T>C), foram efectuados por PCR-

SSCA. 

Os produtos amplificados referentes aos exões 1 (oligonucleotídeos iniciadores 

UGTlAl-lbF e UGTlAl-lbR) e 3 do gene UGT1A1 (5 yl) foram diluídos (1:1) num 

tampão de aplicação, desnaturados a 95°C durante 4 minutos e em seguida colocados 

directamente no gelo para evitar a renaturação dos produtos. As amostras foram 

posteriormente aplicadas em géis de acrilamida não desnaturante MDE™ (BMA 

25 



Material e métodos 

products, Nottinghan, UK) num sistema manual de géis verticais Techware (Sigma-

Aldrich, St. Luis, EUA) em que o tampão utilizado foi de 0,6X TBE. 

Foram testadas diferentes condições, nomeadamente diferentes concentrações e altura 

do gel, assim como diferentes temperaturas (temperatura ambiente e 4°C). As condições 

em que se conseguiu uma melhor separação dos fragmentos, foram: concentração de 

MDE 0,6X, altura do gel de 22 cm e temperatura ambiente. Para um volume final de 25 

ml misturámos: 17,2 ml de água destilada, 1,5 ml de TBE (10X), 6,25 ml de MDE™, 

125 \ú de persulfato de amónia a 10% e 12,5 \ú de tetrametil-etilenodiamina. 

Para revelação dos géis foi utilizado o método de coloração pelo nitrato de prata82. 

3.5 - Análise de Restrição 

Análises de restrição foram efectuadas para o rastreio populacional e/ou pesquisa de 

portadores da mutação c.923G>A e do polimorfismo c.l-1126C>T. 

A mutação c.923G>A localizada ao nível do exão 2 cria um novo local de corte com o 

enzima Hinfí (New England Biolabs, Beverly, EUA). O polimorfismo c.l-1126C>T 

localizado na região promotora do gene cria também um novo local de corte para o 

enzima Cac8l (New England Biolabs, Beverly, EUA). Após a amplificação dos 

respectivos fragmentos, estes foram digeridos na presença do tampão da respectiva 

enzima, num volume final de 25 \û, a 37°C durante a noite. Os fragmentos resultantes 

da digestão foram analisados em géis de agarose a 2% em tampão IX TAE. 

3.6 - Exclusão de contaminação materna 

Para exclusão de contaminação materna na amostra fetal, foram analisados 12 

marcadores polimórficos (D5S640, D5S2077, D5S673, D5S410, D13S232, D13S292, 
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D13S1243, D13S1285, DMDSTR44, DMDSTR45, DMDSTR49 e DMDSTR50) por 

PCR-multiplex . Os respectivos oligonucleotídeos iniciadores, cujas sequências foram 

descritas por Richard et ai , foram marcados com fluorocromos (tabela III). De acordo 

com o tamanho dos fragmentos foi possível combinar a marcação fluorocromática dos 

oligonucleotídeos iniciadores de modo a executar apenas 3 reacções de PCR (perfil 1, 

perfil 2 e perfil 3 da tabela III). 

As PCR-multiplex foram optimizadas nas seguintes condições: 100 ng de DNA, IX 

tampão de reacção (100 raM de Tris-HCl, pH 8,3 e 500 mM de KC1), 0,5 mM de cada 

dNTP, 2,5 mM de MgCl2, 10% de DMSO, 4 \ú de uma mistura de oligonucleotídeos 

iniciadores e 0,5 UI de Taq Gold Polymerase, num volume total de reacção de 20 |xl. A 

mistura de oligonucleotídeos iniciadores foi preparada previamente a partir de soluções 

a 10 pmol/fil, e a proporção de cada oligonucleotídeo iniciador na mistura foi 

optimizada de acordo com o tamanho do fragmento e/ou da molécula fluorescente. 

Após várias tentativas ficou estabelecida a proporção 1:2:3 (fragmentos inferiores a 200 

pb marcados com Ned ou Fam: fragmentos superiores a 200 pb com Ned ou Fam: 

fragmentos marcados com Hex), as reacções de PCR-multiplex foram sujeitas ao 

seguinte ciclo de temperaturas: uma desnaturação inicial de 10 minutos a 95°C, seguido 

de 30 ciclos de 1 minuto a 95°C, uma rampa de descida de 2 minutos até 55°C e 1 

minuto a 72°C, com uma extensão final de 10 minutos a 72°C. 

Para reacção de PCR-multiplex, 1 \ú dos produtos amplificados foi adicionado a 12 t̂l 

de uma mistura de formamida com um marcador de peso molecular (ROX™ - 500 size 

standard), desnaturados durante três minutos a 96°C e arrefecidos em gelo de imediato. 

A mistura foi então submetida a electroforese capilar e o tamanho dos fragmentos 

27 



Material e métodos 

determinado no programa GeneScan (ABI 310 Genetic Analyser, Applied Biosystems, 

Foster City, EUA). 

Tabela III - Características dos marcadores estudados para excluir contaminação 

materna. 

Nome do marcador 

Perfil 1 

D5S640 

D5S2077 

D5S673 

D5S410 

Perfil 2 

D13S232 

D13S292 

D13S1243 

D13S1285 

Perfd 3 

DMDSTR44 

DMDSTR45 

DMDSTR49 

DMDSTR50 

Molécula Tamanho do Localização 

fluorescente fragmento (pb) cromossómica 

FAM 70-116 

Ned 8 9 - 9 7 Cromossoma 5 

Hex 260 - 294 

Hex 309-333 

Fam 104-126 

Ned 133-139 Cromossoma 13 

Ned 244 - 260 

Fam 197-219 

Ned 174-204 

Fam 156-184 Cromossoma X 

Hex 227-257 

Fam 233-251 
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IV- Resultados 

1- Rastreio de mutações nos doentes com SG 

Dos 120 doentes referenciados com diagnóstico clínico de SG, 110 (91,66 %) 

revelaram-se homozigóticos e 9 heterozigóticos para a inserção dinucleotídica TA na 

região promotora do gene UGT1A1 ([TA]7/[TA]7). O outro doente revelou-se 

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

m 

(TAW(TA) 

(TAV(TA)7 

(TA)7/(TA) 8 

Fig. 6- Exemplos de resultados obtidos na genotipagem da região A(TA)nTAA do gene UGT1A1. 

Estudos adicionais efectuados nos 9 doentes heterozigóticos para o alelo [TA]7, 

revelaram heterozigotia para as mutações c.923G>A (Fig. 7) em 4, heterozigotia para a 

mutação c.674T>G (Fig. 8) em um e heterozigotia para a mutação c.488_491dupACCT 

num outro (Fig. 9). Os estudos adicionais efectuados nos restantes 3 doentes não 

revelaram a presença de outras alterações. 
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As mutações c.674T>G, c.488_491dupACCT e c.923G>A não foram encontradas nos 

100 indivíduos controlo. Dada a sua alta prevalência encontrada da mutação c.923G>A, 

esta foi pesquisada em 30 dos doentes homozigóticos para o alelo [TA]7, não tendo sido 

encontrada em nenhum deles. 

B 

G T T T G G G A T C A A T G G 
1 6 0 

C T T T G G 
5 0 

A T C A A 
160 

G G 

ÙL ■ H M M B S 

Fig. 7 - Mutação c.923G>A. A- Extracto da sequenciação do exão 2 de um indivíduo controlo. B-

Extracto da sequenciação do exão 2 de um indivíduo heterozigótico para a mutação. C- Esta alteração cria 

um local reconhecido pelo enzima HinfL linha 1- marcador de peso molecular, linha 2 - fragmento não 

digerido (370 pb), linha 3- ausência da mutação (262pb + 108 pb) e linhas 4 e 5 - heterozigotia para o 

mutação (262 pb + 180 pb + 108 pb + 82 pb). 
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Fig. 8 - Mutação c.674T>G. A- Extracto da sequenciação do exão 1 de um indivíduo controlo. B-

Extracto da sequenciação de um indivíduo heterozigótico para a mutação. C- Esta alteração condiciona 

uma alteração na mobilidade electroforética, na análise por PCR-SSCA: linhas 1 e 2 - padrão normal e 

linha 3 - padrão heterozigótico. 
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Fig. 9 - Mutação c.488_491dupACCT. A- Extracto da sequenciação do exão 1 de um indivíduo controlo. 

B- Extracto da sequenciação de um indivíduo heterozigótico para a mutação. C- Esta alteração 

condiciona uma alteração na mobilidade electroforética, na análise por PCR-SSCA: linhas 1 e 2 - padrão 

normal e linha 3 - padrão heterozigótico. 
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2 - Estudos familiares nos doentes com SG 

Foi possível efectuar estudos familiares em 6 dos doentes com SG heterozigóticos para 

a inserção [TA] e em que foram detectadas alterações adicionais. Destas 6 situações, 

apenas uma apresentava história familiar sugestiva de forma de transmissão 

autossómica dominante (Fig. 10). 

No doente heterozigoto composto para uma e duas inserções ([TA]7/[TA]8), os pais 

apresentavam valores de bilirrubina total normais, tendo o pai revelado heterozigotia 

para o alelo [TA]8 e a mãe heterozigotia para o alelo [TA]7. 

Nas 3 situações em que foi identificada a mutação c.923G>A e em que não existia 

referência a história familiar de hiperbilirrubinémia, os pais apresentavam valores de 

bilirrubina total normal. O estudo molecular efectuado, revelou nos 3 casos, 

heterozigotia para a mutação c.923G>A nas mães e heterozigotia para a inserção [TA] 

nos pais. 

No doente com história familiar de SG, a mãe e um tio materno apresentavam valores 

de bilirrubina total aumentados (41 e 35 îmol/l, respectivamente), tendo o estudo 

molecular revelado heterozigotia para as mutações c.923G>A e inserção [TA] na mãe e 

homozigotia para a inserção [TA] no tio. O pai embora se tenha revelado homozigótico 

para a inserção [TA], apresentava valores de bilirrubina total normais (15 nmol/1). 

No doente em que foi identificada a mutação c.674T>G, ambos os pais revelavam 

valores de bilirrubina total normais. O estudo molecular efectuado permitiu detectar a 

presença de heterozigotia para as mutações c.674T>G e inserção [TA] na mãe e 

ausência de ambas no pai. 
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Fig. 10 - Árvores genealógicas das famílias estudadas. A - Doente heterozigótico composto para uma e 

duas inserções ([TA]7/[TA]8). B- Três doentes heterozigóticos compostos para as mutações c.923G>A e 

inserção [TA] revelaram um estudo familiar semelhante. C- Estudo familiar do doente com história 

familiar sugestiva uma forma de transmissão autossómica dominante. D- Doente que revelou as mutações 

c.674T>G e inserção [TA] em eis. 
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3- Rastreio de mutações no doente com SCN tipo II 

O doente que nos foi referenciado com diagnóstico de SCN tipo II, revelou a presença 

de heterozigotia para a inserção dinucleotídica [TA] e heterozigotia para a mutação 

c.923G>A. A sequenciação directa dos restantes fragmentos do gene UGT1A1, não 

revelou a presença de alterações adicionais neste doente. 

O estudo familiar efectuado revelou na mãe um aumento ligeiro nos valores de 

bilirrubina total (22 fxmol/1). O pai apresentava valores normais de bilirrubina total. O 

estudo molecular efectuado em ambos revelou homozigotia para a inserção [TA] na mãe 

e heterozigotia para a mutação c.923G>A no pai. Estes resultados permitem-nos 

concluir que o doente é heterozigótico composto para as mutações c.923G>A e inserção 

[TA]. 

4- Diagnóstico pré-natal 

Na amostra de DNA extraído das vilosidades coriónicas não foi detectada a presença da 

mutação c.923G>A, quer por restrição enzimática com o enzima Hinfl, quer por 

sequenciação directa do fragmento correspondente ao exão 2 do gene UGT1A1. Ambos 

os pais revelaram-se heterozigóticos para a mutação. A pesquisa da inserção 

dinucleotídica [TA] revelou heterozigotia na amostra das vilosidades coriónicas e na 

amostra de DNA extraído do sangue periférico da mãe. O pai revelou-se homozigótico 

normal. 

Foi excluída contaminação materna na amostra de DNA extraído das vilosidades 

coriónicas, na base dos resultados obtidos com os seguintes marcadores polimórficos: 

D5S640, D5S2077, D5S673, D5S410, D13S232, D13S292, D13S1243, D13S1285, 

DMDSTR44, DMDSTR45, DMDSTR49 e DMDSTR50. 
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5- Polimorfismos 

Foram encontrados dois polimorfismos no gene UGT1A1. Um deles, localizado na 

região promotora do gene, trata-se de uma transição O T (Fig. 11) na posição cl—1126 

(cl—11260T). O outro, localizado no intrão 2, trata-se de uma transição T>C (Fig. 12) 

na posição c.997-82 (c.997-82T>C). 

Foi determinada a frequência com que estas alterações surgem na população portuguesa, 

tendo o primeiro polimorfismo sido encontrado em 4 % e o segundo em 30% dos 100 

cromossomas estudados. 

Fig. 11 - Polimorfismo C.1-11260T. A- Extracto da sequenciação da região promotora do gene de um 

indivíduo controlo. B- Extracto da sequenciação de um indivíduo heterozigótico para o polimorfismo. C-

Esta alteração elimina um local reconhecido pelo enzima Cac8\: linha 1- marcador de peso molecular, 

linhas 2,3,4 e 6- ausência do polimorfismo (418pb + 82pb + 24pb), linhas 5 e 7 - heterozigotia para o 

polimorfismo (500pb + 24pb) e linha 8 - fragmento não digerido (524pb). 
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Fig. 12 - Polimorfismo c.997(-82T>C). A- Extracto do electroforograma da sequenciação do intrão 2 de 

um indivíduo controlo. B- Extracto do electroforograma da sequenciação de um indivíduo heterozigoto 

para o polimorfismo. C- Esta alteração condiciona uma alteração na mobilidade electroforética, na 

análise por PCR-SSCA: 1- padrão normal e 2- padrão heterozigótico. 
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6 - Relação genótipo/fenótipo nos doentes com SG 

Os níveis de bilirrubina total encontrados nos indivíduos do sexo masculino 

homozigóticos para a inserção [TA] eram estatisticamente superiores (p=0,009, /-test) 

aos encontrados nos indivíduos do sexo feminino com o mesmo genótipo: 39,6 umol/1 

(DP: 24,07 umol/1) versus 26,96 umol/1 (DP: 10,98 umol/1), (fig. 13). 
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masculino 
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Fig. 13 - Comparação, por sexo, dos níveis de bilirrubina total encontrados nos indivíduos 

homozigóticos para a inserção [TA]. 

Nos quatro doentes heterozigóticos compostos para as mutações c.923G>A e inserção 

[TA], a média de bilirrubina total foi de 61,3 umol/1 (DP: 23,6 umol/1). Embora o 

número de doentes com este genótipo seja reduzido, parece-nos que estes doentes 
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apresentam valores de bilirrubina superiores aos dos doentes com o genótipo 

[TA]7/[TA]7. O valor médio de bilirrubina encontrado na doente com a mutação 

c.674T>G foi de 48 ^imol/1. Este valor é superior à média encontrada nos doentes do 

sexo feminino homozigóticos para o alelo [TA]7. O valor de bilirrubina total médio do 

doente com a mutação c.488_491dupACCT foi de 39 ^mol/l, que é um valor 

sobreponível à média dos valores encontrados nos doente do sexo masculino 

homozigóticos para o alelo [TA]7. A doente com o alelo [TA]8, apresenta doseamento 

médio de bilirrubina total de 60 pimol/l, que é um valor superior ao encontrado em todos 

os doentes do sexo feminino homozigóticos para a inserção [TA], o que sugere uma 

maior gravidade desta mutação (Quadro IV). 

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

total. 

Número de Fenótipo 

doentes 

Alelo 1 

110 

A 

SG 

SG 

SG 

SG 

SG 

SCN 

[TA]7 

[TA]7 

[TA] 7 

Alelo 2 Bilirrubina total (pmol/1) 

(média ± DP) 

[TA]7 32,12 ±18,1 

c.923G>A 61,3 ±23,6 

? 46,6 ± 29,95 

[TA]7 + c.674T>G 

[TA]7 + c.488_491dupACCT* 

[TA]7 

[TA]7 

[TA]8 

c.923G>A 

48 

39 

60 

108 

*Neste caso o estudo familiar não foi possível, o que nos dificultou a conclusão quanto à presença de 

ambas as mutações em eis ou trans. 
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V- Discussão 

O diagnóstico de SG foi durante muitos anos feito por exclusão, dada a dificuldade no 

estudo bioquímico do enzima UGT1A1. A localização do seu gene e posteriormente a 

identificação de mutações relacionadas com o SG, veio alterar de forma significativa 

este panorama, pois permitiu encontrar marcadores genéticos para a doença84"87. Embora 

o SG seja uma patologia benigna, o seu diagnóstico pode ser importante, dado que estes 

doentes no decurso da investigação etiológica da hiperbilirrubinémia, podem vir a ser 

sujeitos a um número significativo de exames, mais ou menos invasivos38'39. 

Na nossa população de doentes com SG, a homozigotia para a inserção dinucleotídica 

[TA] na região promotora do gene UGT1A1, revelou-se como a sua principal causa. A 

alta frequência desta mutação é sobreponível ao descrito na literatura para outras 

populações caucasianas84"87. Isto tem condicionado que a pesquisa deste alelo, efectuada 

por técnicas de biologia molecular simples, se tenha transformado num exame de 

extrema utilidade na confirmação do diagnóstico de SG, particularmente das suas 

formas mais ligeiras. 

Beutler et ai59 baseados em diferentes estudos publicados na literatura, calcularam para 

a população caucasiana uma prevalência de 15% de homozigotia para o alelo [TA]7. 

Esta prevalência é significativamente superior à de doentes com diagnóstico de SG 

calculada na base dos níveis plasmáticos de bilirrubina88'89, o que reflecte a existência 

de outros factores adquiridos e/ou hereditários que possam, adicionalmente ao défice de 

glucuronidação hepática provocado pela existência da inserção [TA], afectar o 

metabolismo da bilirrubina. 

No grupo de doentes do sexo masculino com SG, homozigóticos para a inserção [TA], 

encontramos níveis de bilirrubina significativamente superiores (1,5 vezes) aos 
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encontrados nos indivíduos do sexo feminino com o mesmo genótipo. Isto deve-se 

possivelmente à maior quantidade de bilirrubina produzida pelos indivíduos do sexo 

masculino e/ou à inibição do enzima responsável pela glucuronidação da bilirrubina por 

esteróides androgénicos38'39. Estes níveis de bilirrubina mais elevados nos indivíduos do 

sexo masculino poderá explicar o facto de eles nos serem referenciados em maior 

número (66%). 

A presença do alelo [TA]8 não foi descrita anteriormente em nenhum outro doente 

português com SG. Do nosso conhecimento, existe na literatura, apenas duas descrições 

de doentes caucasianos com SG, que apresentam este alelo. O primeiro caso é o de uma 

rapariga de Tarante (Itália), heterozigota composta para uma e duas inserções 

([TA]7[TA]8), tal como o nosso caso90. Este caso tem um grau elevado de semelhança 

com o nosso, já que são ambos do sexo feminino, com a mesma idade e níveis de 

bilirrubina total muito semelhantes (60 e 57,9 umol/T). Estes dois casos, analisados em 

conjunto, dão alguma evidência da existência de algum tipo de correlação 

genótipo/fenótipo. O segundo caso, refere-se a um rapaz de 3 anos de idade de origem 

grega, heterozigoto para este alelo ([TA]6/[TA]8)91. 

Apesar da presença do alelo [TA] 8 ser muito raro em indivíduos caucasianos, a sua 

frequência na população africana é estimada em 6,9 %59. Iolascon90 e Tsezou91 sugerem 

que o aparecimento deste alelo na população caucasiana é um evento genético recente, 

não sendo portanto o resultado de uma mutação ancestral comum. Este raciocínio é 

reforçado pelo facto de sequências repetitivas serem instáveis e poderem aumentar ou 

diminuir por diferentes mecanismos, nomeadamente por crossing over desigual durante 

a méiose. 

Erps et ai92 descreveu pela primeira vez em 1994 a mutação c.923G>A em homozigotia 

numa criança do sexo feminino com 7 anos de idade com diagnóstico de SCN tipo I. 
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Esta criança apresentava níveis de bilirrubina total que variavam entre 410 e 460 umol/1 

e que não diminuía com a administração de fenobarbital. Nesse mesmo artigo os autores 

referem que tanto os pais como um irmão eram heterozigóticos para a mutação, não 

referindo no entanto os seus valores de bilirrubina total. Esta mutação condiciona a 

substituição da glicina localizada na posição 308 por um ácido glutámico, a qual se 

localiza num domínio altamente conservado da proteína, que vai da posição 298 até à 

posição 31592, relacionado com a ligação ao substrato. 

Verificamos, inesperadamente, que esta mutação se veio a revelar como a segunda 

mutação mais frequentemente associada com SG na nossa população. No entanto, esta 

mutação só por si não parece suficiente para condicionar hiperbilirrubinémia, já que, por 

um lado, a encontramos nos doentes com SG sempre em heterozigotia composta com a 

inserção [TA] e por outro lado, os familiares que a apresentavam isoladamente não 

apresentavam hiperbilirrubinémia. Na literatura não encontrámos referência a outros 

casos de SG associados a esta heterozigotia composta para podermos fazer uma melhor 

relação genótipo/fenótipo. No entanto, os 4 doentes por nós estudados apresentam 

valores médios de bilirrubina total significativamente superiores aos doentes 

homozigóticos para a inserção [TA]. 

Heterozigotia composta para as mutações c.923G>A e inserção [TA] também foi 

encontrada no doente com diagnóstico de SCN tipo II. Não encontrámos na literatura 

qualquer referência a esta associação. Habitualmente o SCN tipo II está associado com 

homozigotia ou heterozigotia composta para mutações do tipo missense no gene 

UGT1A1. No entanto, mais raramente, têm vindo a ser descritas situações de 

heterozigotia composta de mutações relacionadas em homozigotia com SCN tipo I, com 

a inserção [TA]. 
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O facto desta heterozigotia composta ter sido encontrada tanto em doentes com 

diagnóstico de SG, como no doente com diagnóstico de SCN tipo II, sugere-nos a 

existência de outros factores, adquiridos e/ou hereditários, que possam adicionalmente 

afectar os níveis plasmáticos de bilirrubina. 

Iolascon et ai93 descreveu no ano 2000 pela primeira vez a mutação c.674T>G, numa 

criança do sexo masculino, com 8 anos de idade, com diagnóstico SCN tipo II. Esta 

mutação foi descrita em associação com a mutação c.239_240delAG e com homozigotia 

para a inserção [TA]. Este doente herdou da mãe a mutação c.674T>G associada à 

inserção [TA] e do pai a mutação c.239_240delAG, também associada à inserção [TA]. 

A mãe deste doente, assim como a doente por nós estudada e a sua mãe apresentam o 

mesmo genótipo. No entanto, a nossa doente tinha valores de bilirrubina bastante 

elevados que contrastavam com os encontrados na sua mãe e na mãe do doente descrito 

por Iolascon et ai93, que apresentavam valores de bilirrubina normais ou ligeiramente 

aumentados (15 e 18,7 pimol/1, respectivamente). As razões que nos levam a pensar que 

esta mutação é causal são: o aminoácido que é substituído é altamente conservado, 

nenhum dos 100 indivíduos controlo estudados apresenta esta alteração e a 

sequenciação directa das regiões codificadas do gene UGT1A1 não ter detectado a 

presença de alterações adicionais. 

A mutação c.488_491dupACCT foi encontrada pela primeira vez no doente descrito por 

nós. Esta mutação do tipo frameshift, condiciona uma paragem prematura na síntese da 

proteína ao nível do aminoácido 183 (Fig. 14). Não foi possível o estudo familiar neste 

caso. No entanto, dado tratar-se de uma mutação que condiciona alterações tão drásticas 

a nível proteico, estar localizada no local de ligação da enzima ao substrato, não ter sido 

encontrada em nenhum dos 100 indivíduos controlo estudados e se associar à inserção 

[TA] podemos concluir tratar-se da alteração causal. 
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MAVESQGGRPLVLGLLLCVLGPWSHAGKILLIPVDGSHWLSMLGAIQQLQQR 
MAVESQGGRPLVLGLLLCVLCiPVVSHACifcfLLIl>VDGSHWLSM[.GAIQQLQQR-

GHEIWLAPDASLYIRDGAFYTLKTYPVPFQREDVKESFVSLGHNVFENDSFLQR 
GIIIJVVLAPI)ASLYIRDGAFYTIXTYPVPFQRI:DVKKSÍ'VS[,GIÍNVFÍ:NI)SFLQR 

VIKTYKKIKKDSAMLLSGCSHLLHNKELMASLAESSFDVMLTDPFLPCSPIVAQY 
VÍKTYKKIKKDSAMI.I.SGCSHLI I Í N K E L M A S L A E S I F D V M L T D P F L P C S P I V A Q Y 

LSLPTVFFLHALPCSLEFEATQCPNPFSYVPRPLSSHSDHMTFLQRVKNMLIAFS 
LPVSAHCILLACTAMQPGI Stop 

QNFLCDVVYSPYATLASEFLQREVTVQDLLSSASVWLFRSDFVKDYPRPIMPN 

MVFVGGINCLHQNPLSQEFEAYFNASGEHGIVVFSLGSMVSEIPEKKAMAIADA 

LGKIPQTVLWRYTGTRPSNLANNTILVKWLPQNDLLGHPMTRAFITHAGSHGV 

YESICNGVPMVMMPLFGDQMDNAKRMETKGAGVTLNVLEMTSEDLENALKA 

VINDKSYKENIMRLSSLHKDRPVEPLDLAVFWVEFVMRHKGAPHLRPAAHDLT 

WYQYHSLDVIGFLLAVVLTVAFITFKCCAYGYRKCLGKKGRVKKAHKSKTH 

Fig. 14- Sequência da proteína normal (letras pretas) e a sequência da proteína truncada resultante da 

mutação c.488_491dupACCT (letras vermelhas). 

Em conclusão, a inserção [TA] na região promotora do gene UGT1A1 é a causa mais 

frequente de SG na população portuguesa. A presença de outras alterações podem 

também associar-se com SG. A mutação c.923G>A em heterozigotia revelou-se como a 

segunda causa mais frequente de SG na nossa população. Dado que se trata de uma 

mutação que anula a actividade do enzima, a sua pesquisa poderá ser de extrema 

importância tanto em termos de diagnóstico, como de aconselhamento genético e 

mesmo de diagnóstico prénatal. 
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VI - Perspectivas Futuras 

A contribuição da biologia molecular para o diagnóstico do SG revelou-se de extrema 

importância, particularmente quando foi identificada a inserção [TA] no promotor do 

gene UGT1A1 como o principal marcador genético desta patologia. Efectivamente, a 

pesquisa desta inserção, efectuada por técnicas de biologia molecular simples, permite-

nos estabelecer o diagnóstico de SG de forma rápida, eficiente e económica. A 

identificação de outras mutações, eventualmente mais graves, pode ser útil não só para o 

diagnóstico, como também no aconselhamento genético. A identificação da alteração 

genética associada com SCN, para além da confirmação do diagnóstico, permite o 

aconselhamento genético e o diagnóstico pré-natal. 

A identificação de outros factores, hereditários ou adquiridos, que possam influenciar a 

relação genótipo/fenótipo é sem duvida a questão de maior importância a investigar no 

futuro. Neste sentido, a curto prazo pensamos tentar estudar a frequência do alelo c.l-

3263T>C na nossa população e a sua influência nos níveis de bilirrubina tanto nos 

doentes com SG cujas alterações causais não tenham ainda sido identificadas, assim 

como a sua influência nos níveis de bilirrubina em doentes homozigóticos para a 

inserção [TA]. 

O estabelecimento do perfil mutacional dos doentes com SG na população portuguesa 

possibilitará estudar a sua associação com outras patologias, nomeadamente 

oncológicas. 
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