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INFLUENCIA DO FENOTIPO HLA E
DA RAZAO CD4/CD8 NA EXPRESSAO
DA DOENCA HEPATICA EM BEBEDORES
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' RESUMO

- Estudos antenor% erh doentes com hemocro
clinica da doenca é

matosehefedlt r:é(‘
[influenciada pelo fenétipo HLA e pela razio CD4/CDS8. Face 2 conhecida

- emonstrdrquueaexpressaﬁ.

heterogeneidade da e Xpressao clinica da doenca hepdtica ligada a ingestdo de dlcool este estudo teve

como objectivo avaliar se os mesmos parimetros influenciam essa expressao clinica. Para isso foi
estudada uma populacdo de 48 mdwxduos, grandes bebedores, da regido de Montalegr_e, nos quais os
parametros bioquimicos de leséio hepatica e parimetros bioquimicos do metabolismo do ferro foram
analisados em funca do fenotipo HLA-A3'e'u_ a0 CD4/CDS. Os resultados demonstrardm que -

CD4/CD8 normais. O impacto do dlcool na les
. pardmetros claramente mﬁunolégxco‘;
. ABREVIATURAS: - ’

 MHC complexo maior e hrstocompaab_' dad'e‘ -
. HIA a;mgémos leucocminos kumarws e

individuos com fenéupo HLA-A3+ apresentam alte
que ndo possuem aquele fendtipo e que na auséncia do fendtipo HLA-A3+, siio os individuos com razao

CD4/CD8 anormalmente elevadas que possuem al lteracBes mais severas, relativamente aos que tém razio

goes bmquimlcas mals sé veras do que mdmduos

epdtica parece assim ser influenciado por dois

INTRODUCAO

Estudos realizados em doentes com
hemocromatose hereditaria (HH) demonstraram
que, nestes doentes, a severidade da sobrecarga
de ferro, esta correlacionada com baixa propor¢ao
de células CD8 (') e que essa correlacdo
depende do fendtipo HLA (?), isto ¢, individuos
com fendtipo HLA-A3+ apresentam formas
clinicamente mais severas de doencga. Estes
estudos vieram assim contribuir para a
identificagdo do envolvimento de factores
imunolégicos na heterogeneidade clinica da
HH.

E hoje aceite que noutras formas de doenga
hepdtica crénica, nomeadamente na doenga
hepdtica alcodlica, a expressao clinica da doenca
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¢ também varidvel. O facto de apenas 10 a 15%
dos alcodlicos desenvolverem cirrose, sugere
que outros factores devem afectar o impacto do
dlcool na lesdao hepdtica (*). Entre os factores
descritos como provavelmente implicados na
patogénese da doenga hepdtica, encontra-se a
sobrecarga de ferro (*°) embora, clinicamente,
o seu papel ainda ndo esteja completamente
esclarecido.

Com o objectivo de avaliar a influéncia do
fendtipo HLA e do perfil de linfécitos T na
expressio de doenga hepdtica alcodlica, foi
estudada uma populagio de grandes bebedores
da regiao de Montalegre, nos quais os parimetros
bioquimicos de lesdo hepdtica foram analisados
em fungdo do fenétipo HLA-A3 e da razio
CD4/CD8, parametros associados a sobrecarga
de ferro.

MATERIAL E METODOS
Populacio Estudada

Para o presente estudo foram seleccionados
48 individuos (42 homens e 6 mulheres),
naturais da regido de Montalegre, com idades
compreendidas entre 27 e 73 anos, classificados
como grandes bebedores, segundo o critério
de ingestdo didria de dlcool superior a 100g
durante pelo menos 10 anos. Como controlo foi
também estudado um grupo de 15 individuos
(7 homens ¢ 8 mulheres) do mesmo grupo
etdrio e oriundos da mesma regido, cujo consumo
didrio de dlcool ndo excedia 40g nos homens
e 20g nas mulheres. Os individuos participaram
voluntariamente no estudo, apés lhes ter sido
explicado o objectivo pelos médicos assistentes
no Centro de Satide de Montalegre. Todos os
participantes foram entrevistados tendo sido
preenchido um questiondrio com informagao
sobre o seu estado geral de satde, hdbitos
alimentares ¢ consumo de dlcool. Para
determinagao do consumo de dlcool foi avaliada
a quantidade, o tempo de ingestdo e o tipo de
bebidas ingeridas (cerveja, vinho verde, vinho
maduro, vinho americano ou bebidas brancas).

A todos os individuos foram colhidas
amostras de sangue venoso periférico para
determinagdo de parimetros bioquimicos de
les@o hepdtica, ou seja, gamaglutamiltransferase
(GGT), aminotransferase do aspartato (AST) e
aminotransferase da alanina (ALT), e parimetros
bioquimicos do metabolismo do ferro (ferro,
ferritina e transferrina séricos). Adicionalmente
foram avaliados os parimetros imunolégicos
que anteriormente demonstramos estarem
associados & expressdo clinica da doenga hepética
na HH, ou seja, a razdo CD4/CDS e o fen6tipo
HLA (%. Todos os individuos incluidos no
estudo eram seronegativos para marcadores de
infecgao por HBV, HCV e HIV 1 e 2 (dados
ndo apresentados).

Parametros Bioquimicos

As enzimas GGT, AST, ALT, o ferro e
transferrina séricas foram analisadas por métodos
standard em analisador automdtico (Olimpus
System) e a ferritina sérica por teste
imunoenzimdtico (Cobas Core Ferreitin EIA).
A saturagdo da transferrina foi calculada pela
razao entre o ferro sérico e a transferrina.
Utilizando como limites de referéncia os dados
da populagio controlo, valores de GGT superiores
a 54 U/L, de AST superiores a 75 U/L e de
ALT superiores a 72 U/L, ou seja, duas vezes
o limite superior da normalidade, foram
considerados indicadores de lesdo hepitica. Os
valores de ferritina sérica foram considerados
anormalmente elevados de acordo com os valores
de referéncia previamente estabelecidos para a
populacdo portuguesa (°).

Parametros Imunolégicos

A tipagem HLA foi feita pelo teste standard
de microlinfotoxicidade de Terasaki. A
quantificacdo de linfécitos T CD4+ e CD8+ foi
realizada por citometria de fluxo (FACScan
Becton & Dickinson) utilizando anticorpos
monoclonais contra os antigénios CD4 ¢ CDS§




(CD4 tri-color, Caltag Laboratories - San Fran-
cisco; CDS8-PE, DAKOPATS-Denmark). De
acordo com dados publicados anteriormente
razoes CD4/CD8 superiores a 3.0 foram
consideradas anormalmente elevadas (7).

Anilise Estatistica

A andlise estatistica teve como objectivo
avaliar o impacto das varidveis: fenétipo HLA
e razdo CD4/CDS8, nos parametros bioquimicos
de lesdo hepdtica e parametros bioquimicos do
metabolismo do ferro na populagio de bebedores.
Para a andlise do fenétipo HLA os bebedores
foram classificados de acordo com a positividade
ou negatividade para o antigénio A3, antigénio
associado a severidade da lesao hepética na HH
(*). Uma vez que ndo se encontraram diferengas
significativas entre bebedores classificados de
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acordo com positividade ou negatividade para
todos os outros antigénios HLA classe I, esses
resultados ndo sdo apresentados. Para a andlise
da razao CD4/CD8 os bebedores foram
classificados segundo razdes CD4/CDS§
anormalmente elevadas (>3.0) ou normais (<3.0).
Em relacdo ao perfil bioquimico de lesdo
hepdtica, os bebedores foram classificados em
trés grupos: 1. com perfil bioquimico normal;
2. com GGT elevada e AST e normal; 3. com
AST elevada sendo a AST>ALT.

Para a andlise estatistica foi usada a
transformagio logaritmica nas varidveis GGT,
AST e ALT, que teve como objectivo obter
uma distribuicdo dos valores compativel com
a distribui¢ao normal (Gaussiana). Em contraste
com a populacdo normal de referéncia (%), a
distribuicio dos valores da ferritina sérica na
populag@o de bebedores ndo € logaritmica por
isso ndo foi usada transformacdo (figura 1).

6 1

frequéncia

HISTOGRAMA DE FREQUENCIAS DA FERRITINA
EM BEBEDORES

|
—
3~

FERRITINA (ng/ml)

Fig. I - Histograma de frequéncias dos valores da ferritina na populagao de bebedores estudada.

(x 100)
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As médias dos grupos foram comparadas
utilizando o teste "T Student". A independéncia
entre varidveis categéricas foi analisada pelo
teste Chi-quadrado com a correc¢do de Yates
para pequenas amostras.

O nivel de significancia considerado nas
estatisticas realizadas foi de 0,05. Todos os
dados foram analisados usando o programa
informdtico Statgraphics-Statistic Graphics System
- STSC.

RESULTADOS
1. Caracterizaciio da populagio estudada

O grupo dos bebedores estudados apresenta
uma média de consumo didrio de dlcool de 200
¢ (entre 100 g e 400 g) com um tempo médio
de consumo de 35%x14 anos. Como estd
sumarizado na Tabela I, os bebedores diferem
dos controlos nos pardmetros bioquimicos de
lesdo hepitica apresentando, em média, valores
significativamente mais elevados de GGT
(108 U/1, AST (52 U/L) e ALT (39 U/L). Os
valores da ferritina sérica sio também, em
média, significativamente mais elevados nos
bebedores do que nos controlos (p=0.005).

Como foi referido na andlise estatistica (ver
material ¢ métodos) a distribui¢do dos valores
da ferritina na populagdo de bebedores nio é
uma distribui¢do logaritmica, mas antes uma
distribui¢do bimodal que sugere a existéncia de
duas populagdes de bebedores uma das quais
com valores de ferritina anormalmente elevados
e a outra com valores normais (figura 1). A
saturagdo da transferrina ndo difere
significativamente entre os dois grupos

2. Distribuiciio dos bebedores de acordo
com o perfil bioquimico de lesao hepitica e
do metabolismo do ferro, em fun¢io do
fenétipo HLA A3 e da razio CD4/CD$8
(tabela 2)

Para a caracterizacio quanto ao perfil
bioquimico de lesdo hepidtica, os bebedores
foram divididos em trés grupos: 1. perfil
bioquimico normal; 2. perfil bioquimico com
GGT elevada e AST normal; 3. perfil bioquimico
com AST elevada sendo AST>ALT. A distribui-
¢io dos bebedores pelos trés grupos de acordo
com o fenétipo HLA e razio CD4/CD8, esta
representada na tabela 2.

Dos bebedores com fendtipo HLA A3+,
57% apresentam perfil bioquimico do grupo 3,
43% pertencem ao grupo 2 ¢ nenhum tem perfil

Tabela 1. Populagio estudada: parametros bioquimicos de lesio hepitica e do metabolismo do ferro
em bebedores e controlos caracterizados por consumo de ilcool*

Bebedores Controlos
(n=48) (n=15)

Consumo didrio de dlcool (g) 200 <40 (Homens)

[100-400) <20 (Mulheres)
Tempo de consumo (anos) 35+14
Idade (anos) 56&13 4913
Homens/Mulheres 42/6 7/8
GamaGT (U/L) 108+132 18+14 p=0.00001
AST (U/L) 52448 25411 p=0.00558
ALT (U/L) 39428 24+12 p=0.04506
Ferritina (ng/ml) 335+165 200130 p=0.005
Saturacio da Transferrina (%) 44x16 36+10 n.s.

*Amostras comparadas utilizando o teste “T Student”
p=nivel de significincia
n.s.=ndo significativo
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bioquimico normal. Dos bebedores com HLA
A3-, apenas 15% tém perfil bioquimico do
grupo 3, 42.5% pertencem ao grupo 2 e 42.5%
tém perfil bioquimico normal. Assim a frequéncia
de alteragdes da fungdo hepdtica ¢ signi-
ficativamente mais elevada nos individuos com
fenétipo A3+ do que nos individuos com
fenétipo A3- (p=0.0003).

Dos bebedores com razio CD4/CDS8
anormalmente elevada, 57% pertencem ao grupo
3, 29% ao grupo 2 e 14% ao grupo 1. Dos

que tém razio CD4/CD8 normal, apenas 14%
pertencem ao grupo 3, 46% ao grupo 2 e 40%
ao grupo 1. Assim a frequéncia de alteragdes
da fungdo hepética ¢ também significativamente
mais elevada nos individuos com razio CD4/
CD8 anormalmente elevada, do que nos
individuos com razio CD4/CD8 normais
(p=0.0013). Este resultado € ainda mais
significativo (p=0.0002) se as razdes Cd4/CD8
forem comparadas entre individuos HLA A3-
apenas (ver tabela).

Tabela 2. Distribuigio dos bebedores de acordo com o perfil bioquimico,
em fungio do fenétipo HLA e da razio CD4/CD8*

Perfil Bioquimico

Normal GGT elevada GGT elevada
AST normal AST>ALT

HLA-A3+ (n=7) 0 (0%) 3 (43%) 4 (57%)
HLA-A3- (n=40) 17 (42.5%) 17 (42.5%) 6 (15%)

p=0.0003
CD4/CD8>3 (n=7) 1(14%) 2 (29%) 4 (57%)
CD4/CD8<3 (n=37) 15 (40%) 17 (46%) 5(14%)

p=0.0013
Individuos HLA-A3-
CD4/CD8>3 (n=7) 1(14%) 2(29%) 4 (57%)
CD4/CD8<3 (n=32) 15 (47%) 15 (47%) 2 (6%)

p=0.0002

*Amostras comparadas utilizando o teste Chi-quadrado
p=nivel de significincia

Tabela 3. Comparacio de parametros bioquimicos de lesao hepitica e do metabolismo do ferro
entre bebedores caracterizados de acordo com o fenétipo HLA-A3%

" HLA-A3- HLA-A3+
(n=40) (n=7)
Idade (anos) 5713 53+12 n.s.
Tempo de consumo (anos) 34%15 37%13 n.s.
GamaGT (U/L) 88x105 219220 p=0.0097
AST (U/L 44135 104181 p=0.0031
ALT (U/L) 35427 55430 p=0.0505
Ferritina (ng/ml) 309+142 5023206 p=0.0030
Saturagio da Transferrina (%) 43%12 53+30 ns.

*Amostras comparadas utilizando o teste "T Student”
p=nivel de significancia
n.s.=ndo significativo
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3. Comparac¢iio de pardametros bioqui-
micos, entre bebedores caracterizados de
acordo com o fenétipo HLA A3 (tabela 3)

Conforme apresentado na tabela 3, os
bebedores com fenétipo HLA A3+ diferem
significativamente dos bebedores com fenétipo
HLA A3-, apresentando valores médios mais
clevados para as varidveis GGT (p=0.0097),
AST (p=0.0031), ALT (p=0.0505) e ferritina
(p=0.0030). A saturagao da transferrina ndo
apresenta valores significativamente diferentes
entre os dois grupos.

4. Comparacio de parametros
bioquimicos, entre bebedores HLA A3-
caracterizados de acordo com a razao CD4/
CDS8 (tabela 4).

Conforme apresenta na tabela 4, verifica-
se que entre o grupo de bebedores com fenétipo
HLA A3-, os que apresentam razdes CD4/CD8
anormalmente elevadas tém, em média, valores
significativamente mais elevados para os
pardmetros GGT (p=0.0156), AST (p=0.0026),
ALT (p=0.0101) e ferritina (p=0.0363) do que
os que apresentam razdes CD4/CD8 normais.
A saturagdo da transferrina ndo apresenta valores
significativamente diferentes entre os dois grupos.

DISCUSSAO

A existéncia de interacgdes reguladoras
entre o sistema imunolégico e o metabolismo
do ferro € um facto hoje bem documentado (*1°).
No caso da hemocromatose essa interacgio estd
demonstrada pela correlag@o entre a sobrecarga
de ferro e a baixa propor¢do de células CD8+
circulantes no contexto do HLA (?). Num
estudo de distribui¢do do ferro em tecidos de
ratinhos deficientes no gene para a 2-micro-
globulina ("knock out" B2m-/-) confirmou-se
existir sobrecarga de ferro hepatico semelhante
a encontrada na hemocromatose (11). Estes
ratinhos ndo expressam os antigénios do MHC-
classe I e por isso, ndo possuem linfécitos T
CD8+. Os estudos descritos constituem forte
evidéncia do envolvimento de subpopula¢des
de linfécitos T, no contexto do MHC-classe I,
na regulacio da sobrecarga de ferro e,
consequentemente, na regulagdo da expressio
clinica da hemocromatose. A recente descoberta
de duas mutagdes num mesmo gene HLA,
HLA-H, associadas & hemocromatose ('?), veio
dar um novo impacto a compreensdo do papel
do MHC na patogénese da sobrecarga do ferro.

Neste estudo foi avaliado o impacto do
fendtipo HLA e da razdo CD4/CD8 na expressiio

Tabela 4. Comparacio de parametros bioquimicos de lesdo hepitica e do metabolismo do ferro
entre bebedores HLA-A3- caracterizados de acordo com a razao CD4/CD8*

CD4/CD8>3 CD4/CD8<3
(n=7) (n=32)

CD4 (%) 5247 4248
CDS8 (%) 1343 28+10
CD4/CDS8 4.3%1.2 1.6+0.5
Idade (anos) 53%14 5713 n.s.
Tempo de consumo (anos) 2919 36£16 ns.
GamaGT (U/L) 140173 78£110 p=0.0156
AST (U/L) 79449 36127 p=0.0026
ALT (U/L) 59441 30420 p=0.0101
Ferritina (ng/ml) 410166 2864130 p=0.0363
Saturagio da Transferrina (%) 44%14 42+12 ns.

*Amostras comparadas utilizando o teste "T Student"
p=nivel de significincia
n.s.=ndo significativo
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da doenga hepdtica em bebedores. Os resultados
demonstraram que individuos com fenétipo
HLA-A3+ apresentam alteracdes bioquimicas
mais severas do que individuos que ndo possuem
aquele fendtipo. Na auséncia de fendtipo HLA-
-A3+, verificou-se que sdo os individuos com
razao CD4/CD8 anormalmente elevadas que
apresentam alteracdes bioquimicas mais severas,
relativamente aos individuos com razoes normais.
Poder-se-4 assim considerar que o fendtipo

HILA-A3 e razio CD4/CD8, constituem factores
predisponentes para a gravidade da lesdo hepética.
Este resultado € bem ilustrado nas figuras 2 e
3 onde estdo apresentados respectivamente, 0s
valores da AST e ferritina nos bebedores em
funcdo do fenétipo HLA e razio CD4/CDS
(figuras 2 e 3). Fica assim demonstrado que
estes dois parametros imunolégicos influenciam
a expressdo da doenga hepitica. Isto contribui
para alargar a evidéncia de que células do
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sistema imunolégico, particularmente as célulasT,
através da sua fung@o na regulagio do
metabolismo do ferro, podem influenciar a
expressao clinica de doengas até hoje ndo
consideradas de natureza imunoldgica.
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