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RESUMO

Permeabilidade Intestinal (PI) ¢ conceituada como a propriedade da membrana
intestinal em se deixar atravessar por determinadas substdncias em um dado periodo de
tempo. A Barreira Intestinal ¢ formada por diversos componentes imunoldgicos € nao
imunologicos que visam evitar a exposi¢do do organismo a elementos potencialmente
nocivos. A integridade da Barreira Intestinal pode ser estimada quantitativamente pela PI a
macromoléculas. A PI pode ser verificada in vivo de modo ndo invasivo através do uso de
substancias-teste que sao ingeridas, recuperando-se, depois, uma fragdo na urina. Uma dessas
substdncias ¢ o radio-farmaco 4cido etilenodiaminotetracético marcado com cromo’' (*'Cr-
EDTA).

Existem diversas sugestdes de que uma alteracdo na Barreira Intestinal pode estar
relacionada a um dos principais fendmenos fisiopatoldgicos da cirrose: a translocacao
bacteriana, que pode contribuir para complicagdes infecciosas importantes como por exemplo,
a peritonite bacteriana espontanea.

O objetivo do presente estudo foi verificar a PI ao >'Cr-EDTA em ratos com cirrose
induzida por Tetracloreto de Carbono (CCly).

Foram utilizados ratos machos, com pesos entre 150 e 180 gramas, mantidos em

gaiolas de pléastico com ambiente controlado. A cirrose foi induzida através de CCly
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0,25mL/kg diluido em o6leo de oliva, semanalmente, por gavagem, por 10 semanas. Foi
utilizado fenobarbital adicionado a 4gua de beber e realizada restricdo alimentar de
12g/ragdo/rato/dia. O grupo controle foi subdividido em dois grupos: o primeiro formado por
ratos que receberam somente 6leo de oliva e também sofreram também restri¢ao dietética, e o
segundo por ratos que sofreram inflamacdo intestinal induzida por Indometacina, como
controle positivo para a técnica de deteccao da PI.

Quarenta e seis animais foram utilizados ao todo. Vinte ¢ um ratos com cirrose
confirmada por andlise histoldgica, 12 ratos ndo expostos ao CCls e 13 ratos no grupo
Indometacina foram submetidos ao estudo da PI ao °'Cr-EDTA. Os valores observados de PI
no grupo de ratos cirroticos foram: mediana 0,90% (percentil 25: 0,63 e percentil 75: 1,79%);
e nos ratos ndo expostos ao CCly foram: mediana de 0,90% (percentil 25: 0,60 e percentil 75:
1,52) sem haver diferenca estatisticamente significativa (p= 0,65, Teste U de Mann-
Whitney). Ndo houve diferenga significativa na PI ao >'Cr-EDTA entre os ratos cirroticos
com ¢ sem ascite: mediana: 0,75% (0,46 — 1,32%) nos ratos com ascite ¢ 0,90% (0,70 —
1,95%) nos ratos sem ascite, (p =0,295, Teste U de Mann-Whitney). O grupo Indometacina
apresentou PI ao °'Cr-EDTA significativamente maior do que os outros dois grupos (p<0,001
Teste de Kruskall-Wallis)

Conclusdes: o modelo experimental utilizado para induzir cirrose ¢ a técnica de
verificagdo da PI ao *'Cr-EDTA foram padronizados. Nio houve diferenca estatisticamente
significativa na PI ao SICr-EDTA entre ratos com cirrose induzida por CCls e ratos ndo
expostos ao CCly, mas houve quanto ao grupo com inflamagdo intestinal induzida por

Indometacina.
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ABSTRACT

Intestinal Permeability (IP) is the property of the intestinal membrane to be crossed by
some substances in a given period of time. The Intestinal Barrier is formed by several
immunological and non-immunological components that aim avoiding the exposition of the
organism to potentially hazardous elements. The integrity of the Intestinal Barrier can be
quantitatively estimated by IP to macromolecules. IP can be verified in vivo non invasively
using probes that must be ingested and recovered in urine after some time. One of these
probes is >'Cr-EDTA. There are suggestions that alterations in Intestinal Barrier can be related
to one of the most important physiopathogenic features of cirrhosis: Bacterial Translocation,
that contributes to important infections complications like Spontaneous Bacterial Peritonitis.

The objective of the present study was to verify IP to >'Cr-EDTA in rats with Carbon
Tetrachloride (CCly) induced cirrhosis.

Male Wistar rats weighting 150-180 g were kept in plastic cages in a controlled
environment. Cirrhosis was induced using CCly 0.25mL/kg diluted in olive oil weekly by
gavage for ten weeks. Phenobarbital was added to drinking water (350mg/L) and food was
restricted to 12g/rat/day. Control animal were divided in two groups: the first formed by rats

that suffered dietary restriction and received the same volume of olive oil and Phenobarbital.
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Rats in the other group used Indomethacin to induce intestinal inflammation and to be
positive controls for PI detection method.

Overall forty six animals were used. IP to >'Cr-EDTA was performed in twenty one
rats with cirrhosis confirmed by histological analysis, twelve rats not exposed to CCly and
thirteen rats exposed to Indomethacin. IP values for cirrhotic rats were: median 0.90% (25"
percentile 0.63 and 75% percentile 1.79%). For rats no exposed to CCly values were: median
0.90% (25" percentile 0.60 and 75™ percentile 1.52%). There was no statistical significant
difference between these groups (p=0.65 Mann-Whitney U test). There was no statistical
significant difference between rats with or without ascites: median 0.75% (0.46-1.32%) and
median 0.90 (0.70-1.95%) respectively (p= 0.295 Mann-Whitney U test). Indomethacin
exposed rats had IP to °'Cr-EDTA significantly higher than the other two groups (p<0.001
Kruskall-Wallis test). The experimental approach used to induce cirrhosis and to measure IP
to °'Cr-EDTA were both established. There was no statistical significant difference in IP to
SICr-EDTA in rats with cirrhosis induced by CCly and rats non exposed to CCly, but there was

difference when compared to Indomethacin induced intestinal inflammation rats.



1 INTRODUCAO

1.1 PERMEABILIDADE INTESTINAL

1.1.1 Conceito

O conceito de Permeabilidade Intestinal (PI) se refere a propriedade da membrana em
se deixar atravessar por determinadas substancias em um periodo de tempo, por difusdo nao
mediada (Travis & Menzies 1992; Bjarnason, MacPherson, Hollander 1995). Difusdo nao
mediada significa a passagem de moléculas sob um gradiente de pressdo ou concentragao,
porém sem o auxilio de qualquer sistema carreador, tanto ativo quanto passivo. A PI
relaciona-se com a passagem de moléculas com massa molecular maior do que 150 Daltons
(Da), evitando-se este termo quando héd referéncia a permeabilidade da membrana,
relacionada a passagem de ions como sodio ou cloro (Travis & Menzies 1992). Assim,
também, muitas vezes, o termo PI ¢ empregado erroneamente como Absor¢do, a qual ¢
mediada ou ndo por carreador, porém objetiva a nutricdo celular (Bjarnason, MacPherson,

Hollander 1995).



O trato gastrointestinal constitui o maior local de exposi¢cdo ao ambiente externo do
organismo humano (DeMeo et al. 2002; Farhadi et al. 2003). O epitélio intestinal funciona
como uma barreira seletiva, permitindo a passagem de substancias nutritivas, eletrdlitos e
dgua, mas impedindo a entrada de elementos potencialmente nocivos, como antigenos,
toxinas ou microorganismos (Hollander 1992; DeWitt & Kudsk, 1999; DeMeo et al. 2002;

Farhadi et al., 2003). Esta fun¢@o do intestino é conhecida como fun¢do de Barreira Intestinal.

A Barreira Intestinal é formada por muitos componentes que constituem mecanismos
de defesa imunoldgicos e ndo imunologicos (Hollander 1992; Uil et al. 1997) — tabela (1). Os
mecanismos nao imunoldgicos consistem nos intraluminais como a acidez gastrica, a digestao
proteolitica e a peristalse, e nos fatores da superficie da mucosa como a mucina e a membrana
microvilositaria. Os mecanismos imunologicos incluem a resposta humoral, através da acao
da IgA secretoria e as células mediadoras da resposta celular (tecido linfoide associado ao
intestino, do original: Gut-associated lymphoid tissue-GALT). O GALT contem
aproximadamente 70 a 80% de todas as células produtoras de imunoglobulinas do organismo
e ¢ um dos maiores tecidos linféides do corpo humano. O GALT ¢ formado pelas placas de
Peyer, os linfocitos da lamina propria e os linfécitos intraepiteliais. (DeWitt & Kudsk 1999).
As células do Sistema Reticulo Endotelial do figado e do baco atuam como um sistema de

reserva para filtrar e apreender componentes que conseguem penetrar a Barreira.



Tabela 1 - Componentes da Barreira Intestinal
1. Mecanismos nao imunologicos

Fatores intraluminais: pH intragastrico
Proteolise
Peristalse intestinal
Fatores de superficie: Mucina

Membrana microvilositaria
2. Mecanismos imunolégicos
Resposta humoral: IgA secretoria
Resposta celular: Macrofagos
Sistema Linféide (linfécitos intraepiteliais,
linfécitos da lamina propria, placas de Peyer,
foliculos linfoides solitarios)
3. Sistema de Reserva Sistema Reticulo Endotelial (figado e baco)

Fonte: Adaptado de Sawamura, Fernandes e Troncon, 1994.

Existem evidéncias de que tais mecanismos formadores da Barreira Intestinal agem de
maneira integrada e sinérgica, objetivando uma maior protecdo contra a penetragdo de agentes
nocivos. A formagdo de complexos antigeno-anticorpo, por exemplo, aumentaria a liberacao

de muco pelas células caliciformes (Walker 2002).

A integridade da Barreira Intestinal pode ser estimada pela PI a macromoléculas (Uil et
al. 1997). As discussdes em torno da PI geralmente se limitam a um componente da Barreira
Intestinal que ¢ a camada epitelial. Esta camada forma a por¢do fisica mais superficial da
Barreira (Hollander 1992; DeMeo et al. 2002) e ¢ composta por estruturas distintas: a
membrana celular lipoprotéica da borda em escova dos enterdcitos e o espaco paracelular
com suas jungdes firmes. As jungdes firmes (tight junctions) sio um espago ativo e dindmico
entre as células que se abrem ou fecham e permitem a entrada de quantidades relativamente
grandes de fluidos, nutrientes e compostos de tamanho médio na lamina prépria do intestino

(Hollander, 1992).



1.1.2 Vias de Permeabilidade Intestinal

A hipdtese classica que explica as diferencas entre as taxas de permeabilidade ¢ a de
que poros de diferentes dimensdes poderiam existir através do epitélio intestinal. Um grande
nimero de poros menores € um menor numero de poros maiores poderia explicar a maior
permeabilidade a substdncias menores e vice-versa. Existiriam pelo menos 3 vias distintas de
PI: para-celular, transcelular através dos poros lipofilicos e transcelular através dos poros
hidrofilicos ou aquosos. O *'Cr-EDTA e a lactulose utilizariam a via para-celular, ou seja,
atravessariam a membrana através dos espacgos entre as células (Bjarnason, Peters, Levi, 1986;
DeMeo et al. 2002; Thomson et al. 2003); a L-ramnose utilizaria a via transcelular através de

poros aquosos € o0 PEG 400 utilizaria a via transcelular através de poros lipofilicos — figura 1.

L-amamnose  LMCTULOSE FEE 48
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Figura 1 - Esquema demonstrando as vias de permeabilidade de acordo com a teoria dos poros
Substancias-teste e suas provéaveis vias de permeabilidade: L-Ramnose: via transcelular, poros hidrofilicos; >'Cr-
EDTA: via para-celular; PEG 400: via transcelular, poros lipofilicos.

Fonte: adaptado de Bjarnason, MacPherson, Hollander, 1995

Hollander, em 1992, propds uma hipdtese alternativa, mais consistente com o0s

conhecimentos das estruturas e das fungdes do epitélio intestinal, em que as vias de



permeabilidade, através da camada epitelial, devem ser representadas pelas jungdes firmes dos
espacos paracelulares e ndo por poros. O autor argumentou que a natureza lipofilica da
membrana celular dificilmente permitiria a penetragdo de moléculas hidrossoluveis. Baseado
no fato de que as jungdes firmes do epitélio das vilosidades tém um niimero maior de corddes
estruturais e uma maior resisténcia elétrica do que as jungdes firmes das criptas, o autor
propds que a permeabilidade nessas duas regides deveria ser diferente. As jungdes firmes das
vilosidades, sendo mais acessiveis a componentes luminares, mas ao mesmo tempo, mais
“firmes” e mais seletivas, deveriam ser atravessadas somente por moléculas de baixo peso
molecular, enquanto que substincias de maior peso molecular poderiam penetrar a Barreira
epitelial somente através das jungdes firmes mais frouxas do epitélio das criptas que, por
estarem em area de acesso limitado, permitiriam apenas a absor¢do de pequenas quantidades
dessas moléculas (figura 2). Essa teoria foi confirmada pelo estudo de Fihn, Sjoqvist e Jodal

em 2000.

LUMEM IMTESTIMNAL

CElula do topo
vilostéario

Figura 2 - Modelo proposto de diferencas entre as jungdes firmes do epitélio das vilosidades e
das criptas intestinais

Fonte: adaptado de Hollander por Sawamura, Fernandes e Troncon, 1994.



As jungdes firmes sdo visualizadas em estudos de microscopia eletronica de
transmissdo como séries de conexdes focais entre as membranas plasmaticas das células

(Mitic, Itallie e Anderson 2000) — Figura 3.

saligncias de particulas
Face membrana transmernbrana formando
externa plasmatica lateral pontes de unido

conexdo
focal

conexao
focal

membrana
plasmética

microvilos Iarnen
inkestinal

Figura 3 - A estrutura das jungdes firmes entre as células epiteliais do intestino delgado
a) esquematicamente; b) em uma eletro-micrografia de crio-fratura e ¢) microscopia eletronica
convencional.
Fonte: adaptado de: Alberts et al. 2002.

J4 a microscopia eletronica de crio fratura demonstra que esses contatos correspondem
a fibrilas ramificadas e continuas de particulas transmembrana que circundam o segmento
apical da superficie lateral de cada célula — Figura 4. As fibrilas de uma célula provavelmente
interagem com as fibrilas da célula adjacente para fechar o espaco paracelular e definir as
caracteristicas da Permeabilidade para-celular (PP). Essas fibrilas agora sdo conhecidas como
sendo formadas por pelo menos dois tipos de proteinas transmembrana: as Ocludinas e as

Claudinas (familia de proteinas formada por pelo menos 20 membros). A Ocludina ¢ uma



fosfoproteina adesiva de 65 kDa, originalmente considerada como a principal proteina

seladora (Mitic, Itallie e Anderson, 2000).
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Figura 4 - Proteinas formadoras das jungdes firmes

Fonte: adaptado de: Alberts et al. 2002.

1.1.3 Métodos de verificacdo da Permeabilidade Intestinal

A PI ¢ verificada por método ndo invasivo in vivo medindo-se a excreg@o urinaria de
substancias-teste administradas oralmente (Hollander 1992). Uma molécula ideal para testar a
PI nos seres humanos deve acumular certas caracteristicas: ser hidrossoluvel, inerte, atoxica,
ndo degradavel por bactérias intestinais, ter excre¢do urindria rapida e completa e ndo ser
metabolizada pelo organismo antes, durante e apds a sua permeacdao (Hollander 1992;
Bjarnason, MacPherson, Hollander, 1995). A substancia teste deve ser ingerida, uma fracao

deve penetrar a Barreira epitelial e atingir a circulacdo sistémica, sendo captada rapidamente



pelos rins e excretada para a urina em proporcao direta a quantidade que penetrou a Barreira
epitelial. Deve apresentar, portanto, um alto clearance renal, de modo que a excregdo renal

reflita a absor¢do intestinal desses marcadores.

As substancias-teste mais comumente utilizadas sdo: agucares (lactulose, manitol, 1-
ramnose, etc.); polimeros de etileno glicol (PEG 400) e marcadores radioativos: >'Cr-EDTA e

#M_Tc-DTPA - tabela (2).

Tabela 2 - Substancias-teste mais comumente utilizadas na verificacdo da Permeabilidade
Intestinal

TIPOS DE SUBSTANCIAS- EXEMPLOS: Massa

TESTE: Molecular (Da)

Acucares lactulose, 342

manitol, 182

[-ramnose, 164

celobiose 342

rafinose 504

Polimeros de Etileno-glicol PEG 400 194 - 502
Radioativos >'Cr-EDTA 359
®¥M_Tc-DTPA 549

Fonte: adaptado de Travis & Menzies 1992

1.1.4 Fatores que alteram a Permeabilidade Intestinal

Os principais mecanismos que afetam a PI estdo listados na tabela 3.

A manutencdo da integridade e da natureza dindmica da Barreira intestinal ¢ um
processo que requer energia. Assim, além do dano fisico que pode lesar as células epiteliais e
alterar a fun¢do da Barreira, a diminui¢do de trifosfato de adenosina (ATP) também pode

comprometer a fun¢do de Barreira intestinal (DeMeo et al. 2002).

Um outro possivel mecanismo envolve as citocinas pro-inflamatorias. Estudos in vitro
sugerem que as citocinas podem mediar esses efeitos na permeagdo através de alteracdes na

producdo de 6xido nitrico (DeMeo et al. 2002).
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Existem evidéncias sugerindo que o sistema imune tem um papel importante na
modulag¢do da PI. Duas citocinas, o interferon-gama (IFN y) e o fator de necrose tumoral-a
(TNFa) s3o encontrados em altos niveis na mucosa intestinal envolvida na doenga
inflamatoéria intestinal. Essas mesmas citocinas também diminuem a fungdo da Barreira em
cultura de células intestinais. Tais alteracdes na permeabilidade para-celular causadas pelo
TNFa e IFN-gama sdo associadas com aumento na fosforilacdo da cadeia leve da miosina

(Nusrat, Turner ¢ Madara 2000; Clayburg, Shen e Turner, 2004).

Baixos niveis de 6xido nitrico seriam importantes para a manuten¢do da funcdo de
Barreira intestinal. Os mecanismos pelos quais uma superproducdo de oOxido nitrico
induziriam disfungdo da Barreira intestinal seriam: oxidagdo de proteinas, S-nitrosilacao,

ativacao do GMP ciclico (GMPc) e deplecao de ATP celular (Farhadi et al, 2003).

Os mastocitos parecem ter um papel muito importante na regulagao da PI, induzida por
varias condigdes clinicas (Farhadi et al, 2003). Tais células estariam envolvidas na patogénese
da alteragdo da PI induzida por estresse, alergia alimentar e processos inflamatdrios

intestinais.

Também existem sugestdes de que as espécies reativas de oxigé€nio (estresse oxidativo)

estejam envolvidas na alteracdo da funcdo de Barreira Intestinal (Farhadi et al, 2003).

O alcool pode afetar a integridade da mucosa gastrointestinal através de citotoxicidade
direta (especialmente em doses maiores, ocorrendo no limen imediatamente apds a ingestao)
ou por alteragdes na fung¢do de Barreira intestinal em doses ndo citotoxicas. O etanol parece
afetar as jungdes firmes através de lesdo ao citoesqueleto. Existem sugestdes de que a
citoxicidade induzida pelo uso de alcool seja mediada através do excesso de 6xido nitrico e

seus metabolitos como o peroxinitrito (Farhadi et al, 2003).

O aumento na PI que resulta do uso de varios oxidantes pode ser prevenido com o uso
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de EGF (fator de crescimento epidérmico) e TGF-a (fator de crescimento transformador alfa).

A protegdo dos microtibulos e da Barreira intestinal necessita da ativacdo da
transducdo do sinal da proteina kinase C e da normalizagdo da concentragdo de calcio
citoplasmatico. A ativacdo da proteina kinase C pode aumentar a permeabilidade
transepitelial, talvez através da modulagdo do estado de fosforilagdo da ocludina. O peptideo
semelhante ao glucagon-2 (GLP-2) aumenta a funcdo da Barreira intestinal afetando tanto as

vias para-celular quanto transcelular (Thomson et al. 2003).

Tabela 3 - Fatores possivelmente envolvidos em alteragdes da Barreira Intestinal

MECANISMO/SUBSTANCIA REFERENCIAS Efeito sobre a PI
Alcool Farhadi et al, 2003 1
EGF Thomson et al. 2003 !
Estresse Meddings & Swain 2000 1

Sdderholm & Perdue 2001
Thomson et al. 2003
Estresse oxidativo Farhadi et al, 2003 i
Giardiase Scott et al. 2002 1
GLP-2 Benjamin et al. 2000 !
Thomson et al. 2003
Glutamina DeWitt & Kudsk, 1999 !
Thomson et al. 2003
IFNy Nusrat, Turner e Madara 2000 1
Thomson et al. 2003
Clayburg, Shen e Turner, 2004
IGF-I Nusrat, Turner e Madara 2000 1
Thomson et al. 2003
IGF-11 Nusrat, Turner e Madara 2000 i
IL-1 Nusrat, Turner e Madara 2000 1
IL-13 Nusrat, Turner e Madara 2000 1
IL-4 Nusrat, Turner e Madara 2000 1
Thomson et al. 2003
Infeccdo por Rotavirus Dickman et al. 2000 i
Mastdcitos Santos et al. 2001 1

Farhadi et al, 2003
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Oxido nitrico Farhadi et al, 2003 1
TGF-a Nusrat, Turner e Madara 2000 1
TGF-f1 Nusrat, Turner e Madara 2000 !

Thomson et al. 2003
TNF a Schmitz et al. 1999 1
Nusrat, Turner e Madara 2000
Thomson et al. 2003
Clayburg, Shen e Turner, 2004

Onde:

IFN v : interferon-gama
TNFa: fator de necrose tumoral-alfa

TGF-B1: fator de crescimento transformador-beta 1
IL-1: interleucina 1

IL-4: interleucina 4

IL-13: interleucina 13

TGF-a: fator de crescimento transformador-alfa
EGF: fator de crescimento epidérmico

IGF-I: fator de crescimento semelhante a insulina I
IGF-II: fator de crescimento semelhante a insulina II
GLP-2: peptideo semelhante ao glucagon

1: aumento na PI (piora da Barreira intestinal)

|: diminui¢do na PI (promoc¢édo da Barreira intestinal)

1.1.5 Utilidade clinica da verificacdo da Permeabilidade Intestinal

Virias entidades clinicas ja foram estudadas em relagdo a PI. Existem indicios de que
alteracdes na Barreira Intestinal podem favorecer a entrada desproporcional de antigenos. Isto
somado a uma alteracdo na regulagdo imune, poderia iniciar uma super ativagdo do sistema
imune levando a desordens gastrointestinais ou inflamatérias sistémicas. Portanto, ¢
compreensivel que uma grande variedade de doengas gastrointestinais e sistémicas sejam
associadas com alteragdes na PI — tabela (4). Ainda ndo se sabe se a PI anormal ¢ a causa ou

um efeito de muitas dessas situagdes (Farhadi et al, 2003).
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Numerosos estudos em humanos demonstram que uma ruptura na Barreira Intestinal
poderia mimetizar Doenga de Crohn em atividade e se correlaciona com achados em modelos
animais. Também ja se observou que, em pacientes assintomaticos clinicamente, um aumento
na PI pode anteceder uma reagudizagdo da doenga em até um ano, indicando que um defeito
na PI poderia ser um evento precoce na reativacdo da doenga (Clayburgh, Shen e Turner
2004). Alguns trabalhos também demonstraram um aumento na PI em familiares

assintomaticos de pacientes com Doenga de Crohn (Peeters et al. 1997).

Defeitos na PI associados a ma absor¢do sdo também relatados na Doenga Celiaca
sintomatica. Os primeiros estudos de PI e Doenca Celiaca iniciaram na década de 80 com
Bjarnason e colaboradores, introduzindo o uso do >'Cr-EDTA para verificagio da PI. Schulze
et al. (1998) estudaram a estrutura das jungdes firmes em criangas com Doenga Celiaca aguda
e tratada. Verificaram uma diminui¢do no numero de pontes de unido das jungdes firmes em
todas as regides ao longo do eixo vilo-cripta nos pacientes com doenca aguda. Nos pacientes
em tratamento, o nimero de pontes de unido ndo retornou completamente ao normal, apesar
de ser considerado como minima alteragdo. Alteracdes nas jung¢des firmes em pacientes com

Doenga Celiaca ja haviam sido descritas por Madara e Trier, em 1980.

Em 2004, Secondulfo et al. descreveram altera¢des na PI e na mucosa intestinal de 46
pacientes com Diabete Melito Insulino Dependente, sem Doenca Celiaca. Eles verificaram
aumento estatisticamente significativo na relagdo lactulose/manitol em 22 dos 46 pacientes
com Diabete, porém ndo encontraram alteragdes na microscopia Optica dos intestinos. Em
microscopia eletronica, entretanto, os autores encontraram alteracdes na por¢ao apical dos
enterocitos caracterizada por rarefagdo e desaparecimento parcial dos microvilos e microvilos
aberrantes. Também verificaram vactiolos no citoplasma e mitocondrias edemaciadas, assim

como aumento nos espagos intercelulares acompanhado por alteragdes nas jungdes firmes.



Tabela 4 - Entidades clinicas estudadas em relagdo a Permeabilidade Intestinal

ENTIDADE CLINICA TECNICA EMPREGADA REFERENCIA
Alcoolismo >ICr-EDTA Bjarnason et al. 1984
Lactulose/Manitol Hirsch et al. 1997

Keshavarzian et al, 1999
Thomson et al. 2003

Diabete Melito tipo | Lactulose/Manitol Secondulfo et al. 2004
Diarréia persistente >'Cr-EDTA Sawamura et al. 1997
Doenca Celiaca *1Cr-EDTA Menzies et al 1979

Madara & Trier 1980
Bjarnason et al. 1983a
Martin et al. 1994
Schulze et al. 1998

Doenca Inflamatéria Intestinal  *'Cr-EDTA Bjarnason et al. 1983b
Troncon et al. 1996
Peeters et al. 1997

Doencas diarréicas Glicosamina, Manitol, Barboza Jr et al. 1999

Melibiose e Lactulose

Inositol, Sorbitol, Glicose e

Lactose
Estrongiloidiase *'Cr-EDTA Werneck-Silva et al. 2001
Fibrose Cistica Lactulose/Manitol Van Elburg et al. 1996
Kwashiorkor Lactulose/L-ramnose Brewster et al. 1997
Sindrome de Behcet *1Cr-EDTA Fresko et al. 2001
Urticéria crdnica Sacarose, Buhner et al. 2004

Lactulose/Manitol
Uso de AINES (antiinflamatoérios nao esteroéides)
Naproxeno *ICr-EDTA Aabakken et al. 1990
Aspirina, indometacina e *ICr-EDTA Bjarnason et al. 1986

ibuprofeno
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1.2 >!CR-EDTA

O 4cido etilenodiaminotetracético marcado com Cromo”' (°'Cr-EDTA) é um marcador
radioativo utilizado em estudos de perfusdo intestinal e taxas de filtragdo glomerular. E uma
molécula inerte, hidrossoluvel, estavel e possui propriedades fisico-quimicas que a confinam a
localizagdes extracelulares (Aabakken & Osnes 1989). E uma molécula que reproduz, em
varios aspectos, as caracteristicas de uma substancia-teste ideal para a avaliacao da PI. Possui
uma meia-vida de 27 dias e peso molecular de 359 Daltons (Da). Uma vez alcancada a
circulacdo sistémica, o °'Cr-EDTA ¢ integralmente excretado por via glomerular renal. E um
teste simples, bastante sensivel, com radioatividade baixa (Sawamura et al. 1997). O °'Cr-
EDTA nao interfere no metabolismo do intestino. Em estudos com ratos, ¢ recomendado que
o tempo de coleta de urina seja de 5 horas, para evitar a contaminag¢io com o °'Cr-EDTA
oriundo das fezes (Bjarnason et al., 1985). Esses autores também verificaram nao haver

influéncia do tempo de transito intestinal sobre a excre¢io urinaria do °'Cr-EDTA.

O 4cido dietilenotriaminopentacético marcado com Tecnécio” (*"Tc-DTPA) ¢é
similar em forma e caracteristicas ao >'Cr-EDTA e os comentarios sobre as propriedades de

permeacao sdo aplicaveis a ambas as substancias (Hollander 1992).

1.3 CIRROSE EXPERIMENTAL

Cirrose ¢ definida do ponto de vista histoldgico pela presenga de septos fibrosos que
difusamente envolvem o figado e subdividem o parénquima em nédulos (Wanless, 1999). Ha
necrose do parénquima, seguida por proliferagdo nodular dos hepatédcitos remanescentes. A
fibrose ¢ uma resposta comum a lesdo cronica, de diferentes causas, definida por um aumento
nos constituintes da matriz extracelular que coletivamente irdo formar a cicatriz hepéatica

(Friedmann 1993).
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Dentre os varios modelos de indugao de cirrose em animais, Cameron ¢ Karunaratne
descreveram em 1936 as alteragdes histoldgicas decorrentes do uso cronico do Tetracloreto de
Carbono (CCly), em ratos. Desde entdo muito foi acrescentado na melhora do entendimento
sobre os mecanismos de lesdo e regeneracdo do figado, utilizando-se essa e outras
hepatotoxinas. Nenhum modelo experimental , porém, ¢ totalmente fidedigno a doenca em

seres humanos (Tsukamoto, Matsuoka e French, 1990).

O Tetracloreto de Carbono (CCls) € um hidrocarboneto halogenado, sendo uma das
mais antigas e conhecidas toxinas usadas na indu¢do experimental de fibrose hepatica e
cirrose (Tsukamoto, Matsuoka e French, 1990). Pode ser administrado por via inalatéria
(Cremonese et al. 2001), por injecao subcutanea (Zhang et al. 2003) ou intraperitoneal
(Rhoden et al. 1991) ou, ainda, por gavagem (Proctor & Chatamra 1982; Rosa et al. 1991).
Pensa-se que seu mecanismo de acdo seja através da sua bioativagdo pelo sistema
microssomal da citocromo P-450 para o radical livre Triclorometil (CCls;) e depois sua
conversao para o radical Triclorometil peroxi (CCl;0;). Os radicais livres, entdo, reagiriam
com os acidos graxos poliinsaturados para propagar uma reagdo em cadeia levando a
peroxidagdo lipidica (Rao, Mangipudy, Mehendale, 1997; Tsukamoto, Matsuoka, French,
1990; Losser & Payen 1996). A lesdo primadria ¢ caracterizada por necrose em zona 3, sendo
dose-dependente. O fenobarbital, por ser um indutor da citocromo P-450 ¢ amplamente

utilizado para acentuar os efeitos toxicos do CCly (McLean et al. 1969).

Proctor e Chatamra, em 1982, apresentaram um modelo de cirrose experimental, até
hoje utilizado como referéncia, em que os acréscimos as doses de CCly sdo definidos pelo
ganho ou ndo de peso dos animais, de modo que haja toxicidade suficiente para gerar uma
resposta sem levar a morte. Infelizmente, ndo foi definido por esses autores os niveis criticos
de variagdes de pesos para serem seguidos. Em 1991, Rosa et al., em nosso pais, apresentaram

uma sugestdo mais pratica de modelo, utilizando niveis definidos de varia¢des de pesos para
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ajuste das doses e dispensando o uso de anestesia para a administragdo da toxina aos ratos.

1.4 PERMEABILIDADE INTESTINAL E CIRROSE

Cirrose representa o estdgio final de qualquer hepatopatia cronica (Garcia-Tsao e
Wiest, 2004). Infeccdes bacterianas sdo mais comuns em pacientes com cirrose € sao
responsaveis por mais de um quarto dos oObitos nesse grupo (Ramachandran &

Balasubramanian 2001).

Dois fatores sdo preditivos do desenvolvimento de infec¢des bacterianas na cirrose: a
gravidade da hepatopatia e a presenca de hemorragia gastrointestinal (Garcia-Tsao & Wiest,
2004). Pacientes com cirrose descompensada apresentam uma maior incidéncia de infec¢des

do que cirroticos compensados.

O espectro de bactérias que causam infecgdes em pacientes cirroticos em trabalhos
mais recentes mostra uma maior taxa de infec¢des por cocos Gram positivos, provavelmente
devido a um aumento no niamero de procedimentos mais invasivos € ao uso de profilaxia
antimicrobiana. Entretanto, as infec¢des mais comuns, a Peritonite Bacteriana Espontanea
(PBE) e a infeccao do trato urinario, ainda sdo causadas principalmente por bacilos Gram

negativos (Garcia-Tsao & Wiest, 2004).

Estudos recentes tém sugerido um papel central para a disfuncdo intestinal na
patogénese da sepse relacionada a cirrose e a hipertensdo porta. Trés fatores, muito
provavelmente agindo em conjunto, t€m sido implicados: a alteracdo da motilidade intestinal,

o supercrescimento bacteriano e a translocagdo bacteriana (Quigley, 1996) (Figura 5).

Translocacdo Bacteriana (TB) ¢ definida como a passagem de bactérias viaveis
oriundas do lumen intestinal para linfonodos mesentéricos e outros locais extra-intestinais

(Garcia-Tsao, 2001). A TB ¢ considerada como o principal mecanismo patogenético da PBE.
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O intestino parece ser a principal fonte de bactérias na PBE, dada a predominancia de germes
Gram negativos isolados de liquidos de ascite e a significativa melhora apds o uso de

antimicrobianos orais ndo absorviveis.

Motilidade
ipertenséo porta intesting

Alteracdo na Pl Supercrescimento
bacteriano

Translocacéo Bacteriana

nite Bacteriana

Esponténea, outras
infeccdes g

Figura 5 - Possiveis inter-relagdes responsaveis pelas complicagdes infecciosas na cirrose

A presenca de bacteremia em metade dos casos de PBE e a ocorréncia de bacteremia
isolada em pacientes cirroticos sem um foco primario evidente de infec¢do (bacteremia
espontanea) sugerem que as bactérias atingem a circulacdo sistémica antes de infectarem o

liquido peritoneal (Garcia-Tsao & Wiest, 2004).

A prevaléncia de PBE, segundo Strauss (2003), varia entre 7 e 25%, enquanto o
conjunto de infec¢des bacterianas, em geral, atinge prevaléncias entre 15 a 47% em pacientes
cirrdticos. Em nosso meio, Vieira et al. (2005), estudando 31 pacientes pediatricos com ascite
por hipertensdo porta, na sua maioria cirréticos, verificaram uma prevaléncia de PBE de

19,5%, sendo os patdogenos mais comumente encontrados Escherichia coli e Klebsiella
patog
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pneumoniae.

Um estudo realizado em ratos com cirrose induzida por CCly; demonstrou que 56% dos
animais cirrdticos com ascite apresentaram TB, o que ndo aconteceu com o0s animais
cirrdticos sem ascite e controles (Garcia-Tsao et. al, 1995). Os animais com ascite
demonstraram menores niveis séricos de albumina e maiores niveis séricos de bilirrubinas em
comparagdo com 0s animais cirréticos sem ascite, sugerindo uma pior fungdo hepatica.
Garcia-Tsao & Wiest (2004) sugerem que, devido a falta de aumento significativo nas taxas
de TB em ratos com hipertensdo porta com figados normais e em animais cirrdticos sem
ascite, a hipertensdo porta ndo seja um fator fundamental na patogénese da TB na cirrose e
sim a insuficiéncia hepatica. Os autores lembram, também, que os pacientes com cirrose
descompensada apresentam maiores alteracdes da imunidade, como por exemplo: diminui¢ao
da atividade bactericida pelas células fagociticas, menores niveis de complemento sérico e
alteracdo na atividade do Sistema Reticulo Endotelial (representado nas células de Kupffer do

figado).

Estudos experimentais demonstraram que ratos com cirrose, ascite ¢ TB apresentam
maiores taxas de supercrescimento bacteriano em comparacdo com animais sem TB (Pérez-
Paramo et al. 2000). Na auséncia de supercrescimento bacteriano, a TB acontece raramente —
0-11% (Garcia-Tsao & Wiest, 2004). Entretanto, a TB nao ocorre em mais de metade dos
animais com supercrescimento bacteriano, o que sugere que o supercrescimento bacteriano
seria necessario porém nao suficiente para o aparecimento de TB e que algum outro fator, por
exemplo, uma diminui¢do na imunidade, possa representar um papel importante. O
supercrescimento bacteriano tem sido relacionado com diminui¢do do transito intestinal, o
que foi demonstrado em ratos cirrdticos € em pacientes com cirrose, em particular aqueles
com doenca mais grave (Reilly et al, 1991; Madrid, Cumsille e Defilippi, 1997;

Ramachandran & Balasubramanian, 2001; Garcia-Tsao & Wiest, 2004).



20

1.4.1 Alteragdes Intestinais na Cirrose

Tem-se demonstrado que o trato gastrointestinal ¢ afetado na vigéncia de cirrose e
existem anormalidades na mucosa secundarias a hipertensdao porta (Norman et al., 1980;
Nagral et al, 1993; Hashimoto e Ohyanagi, 2002; Xu, Wu e Li, 2002). O transporte de
nutrientes através do intestino também ¢ alterado, como verificado no estudo de Castilla-
Cortézar et al. (1997), em que a absor¢cdo de D-galactose foi significativamente menor em
ratos com cirrose induzida por CCls (modelo inalatério) em relagdo aos ratos do grupo
controle. Também verificaram um aumento no comprimento dos microvilos. Tais alteracdes
foram revertidas com o uso de fator de crescimento semelhante a insulina I (IGF-1). O IGF-1
estimula a sintese protéica ¢ de DNA nas células intestinais e evidéncias sugerem que este
hormonio exerce atividades tréficas no intestino. Existem relatos de que os niveis de IGF-1

estao diminuidos na vigéncia de cirrose.

Mais recentemente, em 2004, esse mesmo grupo de pesquisa realizou um estudo
utilizando ratos com cirrose avangada (Castilla-Cortazar et al. 2004). Eles pesquisaram a
captacdo da D-Galactose e varios aminoacidos na borda em escova dos enterdcitos em ratos
cirrdticos, cirroticos tratados com IGF-1 e controles. Também realizaram analise de
microscopia eletronica dos jejunos. Encontraram alteragdes ultraestruturais semelhantes ao
que ja foi relatado no pardgrafo anterior, porém 30% dos ratos cirrdticos com ascite
apresentaram microvilos mais curtos, irregulares, parcialmente fusionados. Estas alteracdes

também foram normalizadas com o uso de IGF-1.

Na década de 60, ja havia interesse em se pesquisar as alteracdes histoldgicas da
mucosa intestinal em pacientes com cirrose. Astaldi e Strosselli (1960) realizaram biopsias
intestinais por cdpsula em 10 pacientes com cirrose avangada e descreveram algumas

alteragdes: intensa estase, principalmente no eixo dos vilos; edema dos vilos, com
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degeneracdo da membrana basal e separacdo do epitélio de seu estroma; degeneracao do
epitélio e seu estroma; inflamagdo intersticial; substituicao fibrosa do estroma; destrui¢ao das
paredes dos vasos ¢ dilatacdo das criptas de Galeazzi-Lieberkiihn, com degeneragdo e atrofia
do epitélio criptico e fibrose. Eles ja sugeriram naquela €época que esta estase da mucosa

intestinal poderia ser resultado da estase portal.

Em 1974, Portela-Gomes et al., estudando bidpsias jejunais de pacientes cirrdticos, na
sua maioria por uso cronico de alcool, encontraram poucas alteragdes na microscopia Otica
com aumento da infiltragdo celular, principalmente de linfocitos e plasmocitos, edema e
congestdo vascular em alguns casos. Porém, ao estudo de microscopia eletronica, todos os
casos demonstraram irregularidades na distribuicdo dos microvilos que eram esparsos,

distorcidos, encurtados ou edemaciados.

Posteriormente, em 1997, Misra et al. estudaram as caracteristicas histologicas dos
intestinos delgados de 58 pacientes com cirrose e 30 controles, obtendo bidpsias de duodeno e
jejuno por endoscopia. Todos os pacientes apresentavam varizes de esdfago e 46%
apresentava gastropatia hipertensiva. Os principais achados foram: vasos dilatados com
paredes espessadas, sendo o espessamento mais freqiiente do que a dilatacdo; edema da
lamina propria; diminui¢do da razao vilo/cripta e espessamento da muscular da mucosa. Esse
espessamento ¢ o aumento do tecido fibroso na ldmina propria mostraram um aumento da
quantidade de coldgeno através da coloragdo de van Gieson. Isso se deve, mais

provavelmente, segundo os autores, a isquemia cronica da mucosa em pacientes com

hipertensao porta.

Ramachandran et al. (2002), estudando ratos com cirrose induzida por CCly,
verificaram que a mucosa intestinal mostrou areas de dano epitelial vilositario, e as células
cobrindo os topos dos vilos mostraram encurtamento, desarranjo nuclear e mudangas

degenerativas em seus citoplasmas. Ocorreu uma diminui¢cdo da viabilidade das células de
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todas as populacdes de enterdcitos nos animais cirréticos, em comparagdo com os controles.
Os radicais livres de oxigénio sdo conhecidos como tendo um papel importante no dano
epitelial intestinal, o que pode alterar a funcdo de Barreira Intestinal e facilitar a translocagao
bacteriana e a liberacdo de endotoxinas. A enzima xantina oxidase ¢ uma das principais fontes
de radicais livres na mucosa intestinal e estava significativamente elevada nos ratos cirrdticos
e quase indetectavel nos controles. Também foi detectado um aumento na peroxidagdo de
lipidios nos enterodcitos dos ratos cirroticos, assim como uma diminui¢do na forma reduzida
da glutationa e nos niveis de catalase, indicando a presenca de estresse oxidativo. Os autores
também verificaram uma diminui¢do do transporte de glicose pela membrana da borda em

€scova.

Estudando microscopia eletronica em espécimes de bidpsias de duodeno distal de
pacientes com cirrose avangada, Such et al. (2002) encontraram um espago extra-celular
marcadamente dilatado entre os enterdcitos e um reduzido niimero de microvilos, que eram

mais curtos e mais largos, apesar de ndo encontrarem alteragdes nas jungdes firmes.

Maksan et al. (2005) recentemente publicaram um estudo da microcirculagdo intestinal
em ratos com cirrose induzida por CCly através da técnica de videomicroscopia intravital.
Com esta técnica, ¢ possivel quantificar-se o fluxo sangiliineo da mucosa e a cinética das
hemacias e o contato dos leucocitos com o endotélio. Eles verificaram marcada vasodilata¢do
arterial no figado e no mesentério. Entretanto, ndo foi evidenciada alteracdo no fluxo das

arteriolas centrais dos vilos.

1.4.2 O papel da Hipertensdo Porta nas alteracdes intestinais na Cirrose

Segundo Xu, Wu e Li (2002), na hipertensdo porta, o fluxo sangiiineo intestinal se da

de uma forma mais lenta, e os capilares e veias submucosos estdo ectasicos e congestos. O
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tempo de transporte de oxigénio e de nutrientes para a mucosa ¢ prolongado. A
microcirculagdo da mucosa intestinal ¢ perturbada e ocorre isquemia da mucosa da parede.
Essa mudanga no fluxo sangiiineo leva a hiperemia, ao edema e a erosdo na mucosa. As
células epiteliais da mucosa e da submucosa demonstram alteracdes patologicas que
enfraquecem a funcdo de Barreira do intestino e aumentam a PI. Eles estudaram a PI a
lactulose e ao manitol e a taxa lactulose/manitol em 20 pacientes cirrdticos com hipertensao
porta. Foi verificado um aumento significativo na excre¢do de lactulose e lactulose/manitol
nos pacientes cirroticos em relacdo aos controles. Nao houve diferencas na excre¢do do
manitol. Esse aumento na excre¢do urindria dos marcadores de PI melhorou apos tratamento

cirargico para a hipertensdo porta. Foi encontrada uma correlagdo entre a pressao porta e a P1.

Nagral et al., em 1993, estudaram 26 pacientes com hipertensdo porta de diversas
etiologias. Quatorze pacientes apresentavam ascite ¢ 16 apresentavam circulacdo colateral.
Todos os pacientes foram submetidos a endoscopia digestiva alta e a bidpsias de jejuno
através de capsula de Watson. Eles observaram aumento no tamanho dos vasos do fundo
gastrico, do antro e do jejuno. No jejuno também observaram um aumento no nimero dos
vasos (mais de 6 por vilo) em 84% dos pacientes. Houve uma correlagdo positiva entre a
presenga de jejunopatia congestiva com a gastropatia congestiva do fundo histologica. Nao
houve correlagdo entre o calibre da veia porta e a presenca de jejunopatia congestiva ou
evidéncia histologica de gastropatia do fundo ou do antro. Também ndo foi encontrada
correlacdo no subgrupo de pacientes cirroticos da jejunopatia congestiva com escore de Child-

Pugh.

Hashimoto e Ohyanagi (2002), estudando translocagdo bacteriana em ratos com
hipertensdo porta aguda (ap6s dois dias), verificaram aumento da excrecdo urinaria de
fenolftaleina e na analise histologica encontraram congestdo venosa, edema, isquemia com

atrofia da mucosa e diminui¢ao da altura dos vilos. A translocacdo bacteriana ocorreu em 15%
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dos animais no grupo controle e em 92% dos ratos com hipertensao porta. Os autores também
verificaram a atividade da fosfatase alcalina da borda em escova dos enterdcitos, um teste que
indica a presenga de supercrescimento bacteriano, e verificaram ser esta diminuida nos ratos
com hipertensdo porta. O supercrescimento bacteriano resulta em uma perda da atividade de

tal enzima na borda em escova.

1.4.3 Estudos clinicos e experimentais evidenciando altera¢des na Permeabilidade

Intestinal na Cirrose

Em 1985, Budillon et al. utilizando diferentes aclicares com varias rotas de
permeabilidade, estudaram 12 pacientes com cirrose ¢ 8 controles e ndo encontraram

diferengas quanto a PI nos dois grupos.

Romiti et al., em 1990, estudaram 25 pacientes com cirrose, sendo 12 com escore de
Child-Pugh A, 12 com escore B e um com escore C quanto a excre¢do urinaria e a dosagem
sérica dos marcadores: D-xilose, 3-0-metil-D-glicose, L-ramnose e lactulose. Quinze
pacientes apresentavam ascite e/ou varizes de esofago. Os pacientes com ascite foram tratados
previamente a entrada no estudo, de modo que no momento do estudo da PI ndo apresentavam
ascite clinicamente significativa. Os pacientes foram avaliados do ponto de vista nutricional e
foi realizada dosagem da al—antitripsina fecal e esteatdcrito. Esteatorréia foi verificada em 8
dos 13 pacientes com evidéncias de ma nutri¢do e em apenas 3 dos 12 pacientes com estado
nutricional normal, o que coincidiu com a classificagdo de Child-Pugh: estaetorréia foi mais
freqliente nos grupo B e C. A presenca de hipertensdo porta ndo influenciou a presenga da
esteatorréia. A excre¢do urindria da lactulose foi levemente maior nos pacientes cirrdticos (no
limite superior da normalidade), tornando a taxa lactulose/L-ramnose também mais elevada

nos pacientes cirrdticos do que nos controles. O clearance da ol-antitripsina fecal foi
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semelhante nos dois grupos. Os autores concluiram que os pacientes apresentaram fungao
intestinal normal, apesar da presenca de esteatorréia.

Estudando a PI a fenolftaleina em pacientes cirrdticos e pacientes submetidos a
diversas cirurgias abdominais e controles, Toh et al (1997) encontraram uma maior excre¢ao

renal deste marcador nos pacientes com cirrose.

Fuchs et al., em 1997, publicaram uma série de 66 pacientes com cirrose e verificaram
a PI a celobiose/manitol e verificaram que 33% dos pacientes com PBE e 46% dos pacientes

sem PBE apresentaram aumento da PI.

O estudo de Piquet et al., (1997) em que 51 pacientes com cirrose ¢ 46 pacientes sem
cirrose tiveram a PI verificada através da taxa lactulose/manitol, é bastante citado na
literatura. Eles encontraram aumento significativo da PI no grupo de pacientes com cirrose
(somente em 29% dos pacientes) € ndo encontraram correlacdo entre a PI e o gradiente de
hipertensdo porta. No grupo de pacientes cirroticos com aumento na PI, o escore de Child-
Pugh foi significativamente maior do que em relagdo ao grupo de pacientes cirroticos com PI

normal.

Campillo et al. (1999) estudaram 80 pacientes cirroticos, quanto a PI a lactulose, ao
manitol e a taxa lactulose/manitol. Muitos desses pacientes apresentavam complicagdes
sépticas como bacteremia e PBE. A excrecdo de manitol estava significativamente menor nos
pacientes cirroticos; e a excre¢do de lactulose ndo apresentou diferencas entre os dois grupos.
Naturalmente, a taxa lactulose/manitol foi significativamente maior no grupo de pacientes
cirréticos. No grupo de pacientes cirrdticos sépticos, a excre¢do de manitol foi ainda menor
do que nos cirrdticos ndo sépticos e nos controles; enquanto a excre¢do de lactulose também
ndo apresentou diferengas entre os grupos. A taxa lactulose/manitol foi significativamente
maior no grupo de cirroticos sépticos em relacdo aos ndo sépticos e controles. Também houve

uma tendéncia de maior taxa de lactulose/manitol nos pacientes com ascite, mas sem
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diferenca estatisticamente significativa.

Verificando a excrecdo urinaria ao "

-Tc-DTPA em 44 pacientes com cirrose €
comparando com um grupo controle de 10 voluntarios saudaveis, Erséz et al. (1999)
verificaram um aumento significativo na excre¢do do raio-farmaco no grupo de pacientes
cirréticos e ndo houve diferengas quanto a divisdo dos pacientes de acordo com o escores de
Child-Pugh. Nesse trabalho, ndo foram encontradas diferencas quanto a PI e a presenca ou
nao de TB.

O estudo de Pérez-Paramo et al (2000), ja citado anteriormente, demonstrou uma

#™Tc-DTPA em ratos com cirrose induzida por CCly significativamente

excre¢do urinaria ao
maior do que no grupo controle e similar nos animais cirréticos com ou sem supercrescimento
bacteriano. Entre os ratos com supercrescimento bacteriano, a alteragdo na PI foi de maior
magnitude nos animais com TB em relagdo aos animais sem TB. A TB aos linfonodos

mesentéricos necessitou da presenga simultanea de supercrescimento bacteriano e grave

distirbio na Barreira Intestinal.

Em 2001, Fujii et al. verificaram a PI a lactulose e a l-ramnose em 35 pacientes com
cirrose ¢ 6 controles, dosando esses marcadores na urina € no sangue. As concentragdes
sangiliineas e urindrias da lactulose e a taxa de excre¢do lactulose/l-ramnose foram
significativamente maiores no grupo com cirrose. Nao houve diferenca entre os grupos em
relacdo a classificagdo de Child-Pugh. A PI também diferiu significativamente entre os
pacientes cirroticos com e sem colopatia portal, indicando uma extensdo dos efeitos da

hipertensdo porta no trato gastrointestinal inferior.

Taylor et al. (2002) estudaram a PI de criangas com hepatopatia cronica e hipertensao
porta extra-hepatica utilizando como substancia teste uma solugdo contendo 3-O-metil-D-
glicose, D-Xilose, L-ramnose ¢ melibiose. Encontraram uma significativa ma-absor¢do de

monossacarideos em ambos os grupos, sugerindo que a hipertensdo porta tenha sido o
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principal fator para o seu desenvolvimento. Eles também constataram um aumento na PI
indicada pela taxa de excregdo urinaria da melibiose/L-ramnose no grupo de hepatopatia

cronica.

Pascual et al. (2003) estudaram 79 pacientes cirrdticos e 25 controles quanto a PI
utilizando a relagdo lactulose/manitol. Entre os pacientes, 55 apresentaram ascite, 15
apresentaram encefalopatia e 5 ja haviam apresentado PBE previamente. O percentual de
recuperagdo urindria de lactulose e a taxa lactulose/manitol foram significativamente maiores
nos pacientes cirréticos em relagdo ao controles. Nao houve diferenca quanto a PI em relagao
ao escore Child-Pugh, porém houve uma tendéncia a uma menor excre¢do de manitol com a
piora da fun¢do hepatica, e os autores sugerem que isso seja devido a uma diminui¢do da
superficie de absorg¢do. Os pacientes com ascite ou encefalopatia apresentaram maiores

valores de PI do que os pacientes cirroticos sem essas complicagoes.

Zhang et al. (2003a), realizaram um estudo verificando a PI ao **™-Tc-DTPA em ratos
com cirrose induzida por CCly subcutaneo. No dia seguinte aos experimentos, verificavam o
tempo de transito intestinal, através do >'Cr. Os animais sacrificados tinham os linfonodos
mesentéricos retirados para pesquisa de translocagdo bacteriana, ¢ o conteudo jejunal
puncionado para pesquisa de supercrescimento bacteriano. Os niveis séricos de endotoxina
também foram determinados. Quarenta e oito por cento dos animais cirrdticos apresentaram
translocagdo bacteriana e 80% apresentaram supercrescimento bacteriano. Os maiores niveis
de endotoxina também foram encontrados nos animais com cirrose, sendo ainda maiores nos
animais com translocac¢do bacteriana e supercrescimento bacteriano. O transito intestinal foi
retardado nos animais com cirrose ¢ ainda mais nos com translocacao bacteriana. A excrec¢ao

99m

urinaria ao =~ -Tc-DTPA foi significativamente maior nos animais cirroéticos do que nos

controles, sendo ainda maior nos animais com translocacdo bacteriana. Alguns animais foram

99m

tratados com lactulose, € a PI ao ~ "-Tc-DTPA foi menor nesses ratos. Posteriormente, em
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outro trabalho (Zhang et al. 2003b), foi verificado o efeito da cisaprida na translocagao
bacteriana e no supercrescimento bacteriano, sendo ambos diminuidos ap6s o tratamento em

relagdo ao grupo que recebeu placebo.

Zuckerman et al. apresentaram em 2004 um estudo da PI e absor¢do em 66 pacientes
com cirrose, sendo 48 deles com ascite. As substancias-teste utilizadas foram: D-xilose, 3-0-
metil-D-glicose, L-ramnose e lactulose, em uma solugdo iso-osmolar. A taxa
lactulose/manitol foi significativamente maior nos pacientes cirréticos com ascite, em relagao
aos cirrdticos sem ascite ¢ aos controles (estes dois ultimos grupos nao diferiram), porém,
esse aumento foi considerado modesto. Os autores lembram que a dimensdo das bactérias
relacionadas com translocagdo bacteriana ¢ muito maior do que a dos dissacarideos, como a
lactulose, e portanto, uma maior permeabilidade a lactulose pode ndo necessariamente
significar que a translocag@o bacteriana se dé pela mesma via e que esteja aumentada. Nao se
sabe se o aumento da taxa lactulose/ramnose representa um fator de risco para o
desenvolvimento de PBE ou outras infec¢des causadas por germes entéricos nos pacientes

cirrdticos. Sugerem, portanto, mais estudos com maior nimero de pacientes.

1.4.4 Estudos Clinicos utilizando o >*Cr-EDTA para acessar a Pl em vigéncia de

Cirrose

Sdo raros os trabalhos disponiveis na literatura que utilizaram o *'Cr-EDTA para

verificar a PI na cirrose.

Em 1993, Bac et al. verificaram a PI ao °'Cr-EDTA em oito pacientes cirroticos (2
com classificacdo de Child-Pugh A, 4 com Child B e 2 com Child C) e ndo encontraram
aumento na excre¢do do radiofarmaco. Estudaram, também, o clearance intestinal da o-1-

antitripsina visando verificar a perda protéica do intestino em 16 pacientes do mesmo grupo e
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encontraram aumento nos niveis em apenas dois pacientes. Os autores sugeriram que a fungao
de Barreira Intestinal estaria preservada nesses pacientes. Cabe salientar que a pesquisa de
supercrescimento bacteriano em todos os pacientes estudados foi dentro dos limites normais.

Em 2001, Huglo et al. verificaram a PI ao >'Cr-EDTA, assim como a Permeabilidade

Pulmonar ao ™

Tc_ DTPA em 35 pacientes cirrdticos por uso cronico de alcool e nao
encontraram diferenga significativa na PI entre os grupos. O grupo de pacientes cirroticos
consistiu em um paciente com escore Child-Pugh A, 19 com escore B e 15 com escore C. A
Permeabilidade Pulmonar foi significativamente maior nos pacientes do grupo cirrdtico e nao
houve diferencas na PI ou na Permeabilidade Pulmonar em relagdo ao escore Child-Pugh, a

presenga ou ndo de ascite, encefalopatia ou hipertensdo porta. As complicagdes da cirrose nao

foram atribuiveis a um aumento na PI, de acordo com esses autores.
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2 JUSTIFICATIVA

Infecgdes bacterianas sdo mais comuns em pacientes com cirrose € sdo responsaveis
por altas taxas de morbimortalidade. S3o mais freqiientes em pacientes com cirrose avancada
e que apresentam ascite ¢ hemorragia gastrointestinal. Uma das principais e mais graves
infeccdes apresentada por pacientes cirroticos € a Peritonite Bacteriana Espontanea (PBE). O
intestino parece ser a principal fonte de bactérias na PBE, dada a predominancia de germes
gram negativos isolados de liquidos de ascite e a significativa melhora apds o uso de
antimicrobianos orais ndo absorviveis. A propria hipertensdo porta pode gerar alteracdes
histoldgicas no intestino e colon de pacientes cirroticos, tais como edema de mucosa,
congestao, etc. Estudos recentes t€ém sugerido um papel central para a disfungdo intestinal na

patogénese das infecgdes relacionadas a cirrose e a hipertensao porta.

Existe a necessidade de melhor compreendermos as inter-relagdes entre a disfungao da
Barreira Intestinal, o supercrescimento bacteriano e a translocacdo bacteriana, levando a
complicagdes infecciosas tdo graves quanto a bacteremia, PBE e sepse. O melhor
entendimento desses mecanismos ira auxiliar, em um futuro préximo, o aprimoramento das

técnicas terapéuticas e uma diminuicao das taxas de morbimortalidade.

O °'Cr-EDTA tem sido considerado o marcador que requer a técnica mais simples e ¢
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de facil reprodutibilidade, além de ser bastante sensivel. Ja foi utilizado em estudos de PI em
pacientes com Doenca de Crohn, alcoolistas, em uso de AINEs, com Doenga Celiaca ¢
diarréia persistente. Sdo poucos os estudos utilizando esse marcador com cirrose € 0s

resultados sdo contraditorios (Bac et al. 1993; Huglo et al.2001).

O presente trabalho pretende estudar a PI ao *'Cr-EDTA em ratos cirrdticos e

compara-la com ratos ndo expostos ao CCly.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Verificar a PI ao °'Cr-EDTA em ratos com cirrose induzida por CCly e

compara-la com um grupo de ratos nao expostos ao CCly.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver um modelo de cirrose em ratos utilizando CCls por gavagem e

restricao dietética,
e Implantar a técnica de verificacdo da PI ao °'Cr-EDTA nos animais.

e Verificar eventuais alteragdes intestinais nos ratos com cirrose, por anélise

histologica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA

Devido a escassez de dados na literatura sobre a utilizagio do °'Cr-EDTA para
investigacdo da PI em ratos com cirrose foi realizado um estudo piloto. A partir dos dados
obtidos e considerando-se um tamanho de efeito de 1,0, um poder de teste de 90% e a de 0,05,

foi calculada uma amostra de 23 ratos para cada grupo (cirroticos e ndo expostos ao CCly).

4.2 DELINEAMENTO

Estudo experimental, cujo fator em estudo foi a presenga de cirrose, e o desfecho foi a

alteracdo da PI.

4.3 LOCAL DE REALIZACAO

Este estudo foi realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, no Centro de
Pesquisas. Os experimentos foram realizados no Laboratdrio de Hepatologia Experimental, e

os procedimentos com animais foram realizados na Unidade de Experimentacdo Animal. As
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analises histoldgicas foram realizadas no Laboratorio de Anatomia Patoldgica. As analises
bioquimicas foram realizadas na Unidade de Pesquisa Clinica, e as contagens do °'Cr-EDTA

foram realizadas na Unidade de Radioimunoensaio do Servico de Patologia Clinica.

4.4 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizados ratos Wistar, machos, provenientes do Centro de Reprodugdo e
Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL) do Instituto de Ciéncias Basicas da
Satde da UFRGS, com idades entre 45 e¢ 50 dias e pesos entre 150 e 180 gramas. Os ratos
foram mantidos em gaiolas de plastico, em niimero de cinco animais por caixa, com ciclos de
claro-escuro de 12 horas e temperatura ambiente constante (18-22°C). Foi respeitado um
periodo de observagdo dos animais de sete dias antes do inicio de todos os experimentos. Os
cuidados com os animais seguiram as normas do Guide for the care and use of laboratory
animals, National Institutes of Health (NIH), Maryland, National Research Council/Public

Health Service, 1996.

4.5 INDUCAO DE CIRROSE

O modelo experimental utilizado foi baseado no estudo de Proctor & Chatamra (1982),
modificado por Rosa et al. (1991), com adaptag¢do da dose e inclusdo de restricdo dietética. A
indugdo de cirrose foi feita através da administragao de CCly (Merck, Alemanha, 99,8% de
pureza) na dose de 0,25 mL/kg diluidos em 6leo de oliva extra-virgem, em um volume final
de 1 mL. O CCl, foi administrado semanalmente, sempre no mesmo dia, por gavagem, por 10
semanas. O processo de gavagem consistiu na passagem de uma sonda de aspiragdo traqueal
nimero 6 até o estdmago e a administracdo da solugdo de CCly foi seguida pela injecdo de

aproximadamente 1 mL de ar, o suficiente para eliminar a maior parte do residuo restante na
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sonda. A solugdo de CCly foi sempre preparada no méximo uma hora antes da administragao.
Todos os ratos foram pesados nos dias em que eram submetidos ao experimento e receberam
fenobarbital na concentragdo de 350 mg/L na agua ingerida, ad libitum, a partir de uma

semana antes do inicio da indugdo (Proctor & Chatamra, 1982).

Os animais receberam dieta padronizada (Nuvilab CR-1®, Nuvital nutrientes SA —
Colombo - Parana), baseada em recomendagdes do National Research Council ¢ NIH
(http://www.nuvital.com.br/produtos_laboratorio camundongos.php) fornecendo 2900 cal/kg.
A partir de dados obtidos em estudos prévios (Goldani et al. 2005, submetido) foi considerado
como ingestdo média ad libitum 22 gramas por rato por dia. Para potencializar o efeito toxico
do CCly (Seki, Kasama e Imai, 2000) foi realizada uma restri¢do de 44,5%, isto €, os animais

receberam 12 gramas/rato/dia (60 gramas/caixa).

4.6 GRUPO CONTROLE

O grupo de ratos nao expostos a CCly foi constituido por dois subgrupos: o primeiro
grupo ¢ o chamado de nao expostos ao CCls que consistiu de ratos Wistar machos, com pesos
iniciais entre 150 e 180 gramas que foram submetidos a restricdo dietética, receberam
fenobarbital na agua de beber e uma vez por semana receberam 1 mL de 6leo de oliva por

gavagem, por 10 semanas, simulando a indu¢ao de cirrose.

O segundo grupo (grupo Indometacina) foi constituido para obter-se um controle do
método utilizado para verificagdo da PI ao °'Cr-EDTA. Foi utilizado um modelo de
inflamacgao intestinal proposto por Antony et al (1993) que utiliza Indometacina via oral,
produzindo inflamacao intestinal aguda com ulcera¢ao. Ratos Wistar machos com pesos entre
200 e 230 gramas, em uso de ragdo ad libitum, receberam uma dose tnica de 15mg/kg de

Indometacina por gavagem, diluida em uma solucdo de bicarbonato de sédio a 1,25%, sendo
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administrado 1 mL para cada 250 gramas de peso. Apos 48 horas da administracdo da
Indometacina os ratos foram submetidos ao ensaio com °'Cr-EDTA juntamente com ratos

cirréticos e ndo expostos ao CCly.

A tabela 5 exemplifica como foi a logistica do estudo e¢ a tabela 6 demonstra a

avaliacdo laboratorial a que os ratos foram submetidos.

Tabela 5 - Logistica dos experimentos.

Grupo de Grupo de néao Grupo
expostos ao expostos ao Indometacina
CCly CCl,
N 25 12 13
Periodo de observacédo (quarentena) v v v
Fenobarbital, restricdo dietética v v
CCl, v
Indometacina v
Sacrificio v v v
Tabela 6 - Avaliagdo laboratorial
Grupo de Grupo de nao Grupo
Expostos ao expostos Indometacina
CCl, ao CCl,
Avaliacao da funcao renal antes e apos o v
CCly
Estudo da Permeabilidade Intestinal (PI) ao v v v
*ICr-EDTA

Avaliac&o histolégica v v v
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4.7 CONTROLE DA FUNCAO RENAL

Os ratos expostos ao CCly realizaram testes de func¢do renal que consistiram em:
dosagem de creatinina sérica e urindria, e calculo da Depuragdo da Creatinina Endégena

(DCE), através da formula da figura 6.

Vv Cr
X
1.440 Cr,

Sendo:

Cr, crestining urindris em miligramas por decilitro;

v wolume urinério em miliitros &

Cr_ crestining s&ice em miligramas por decilitro sendo o
resultado expressa em mililitros por minuto.

Figura 6 - Formula para o calculo da Depuragao da Creatinina Endégena (DCE)

Fonte: Adaptado de (Rhoden et. al. 1997)

A coleta de sangue foi realizada através de pungao do plexo retro-ocular sob anestesia
com Quetamina 10% (Dopalen ®) na dose de 50mg/kg e Xilazina 2% (Rompum®) na dose
de 20 mg/kg, e a coleta de urina de 24 horas foi realizada em gaiolas metabodlicas. Essas
coletas eram realizadas aproximadamente uma semana antes do inicio da indugdo da cirrose e

no dia do ensaio com *'Cr-EDTA.
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4.8 TESTE DO °'CR-EDTA

Foi utilizada uma adaptagdo da técnica inicialmente proposta por Bjarnason (1983) e
modificada por Bernardes-Silva (2002) . O *'Cr-EDTA foi cedido pelo Servico de Medicina
Nuclear do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. A partir de uma solugdo padrao contendo
100 uCi de >'Cr-EDTA em 40 mL de 4gua, foram feitas aliquotas de 1 mL para cada rato,
em seringas de 3 mL (figura 7). Um volume igual da mesma preparagdo foi utilizado como
padrao. As seringas foram pesadas antes e apds a administragdo para cada rato e o seu peso
em gramas foi utilizado para os céalculos de PI. Os ensaios para verificagdo da PI foram
realizados na décima primeira semana ap6s o inicio da inducdo de cirrose. Todos os ensaios
foram iniciados pela manha, entre 9:30h e 11:00h e finalizados a tarde. Os animais eram
colocados em jejum na noite anterior ao ensaio e durante todo o dia anterior permaneciam nas
respectivas gaiolas metabolicas, para ambientacdo. Durante esse periodo de 24 horas, era

coletada urina para medida da DCE.
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Figura 7 - Esquema dos ensaios de Permeabilidade Intestinal ao °'Cr-EDTA

Nos dias estabelecidos para os testes de PI, os ratos recebiam a dose de *'Cr-EDTA e
em seguida eram novamente colocados em gaiolas metabdlicas individuais, e a urina coletada
em tubos tipo Falcon® de 15 mL. Apds 5 horas, os ratos eram sacrificados através da injecao
de Quetamina 10% (150 mg/kg) e Xilazina a 2% (60 mg/kg) intraperitoneal. Eram realizadas
laparotomia e toracotomia com puncdo cardiaca para retirada de sangue (para dosagem de
creatinina) e puncao vesical para coleta do volume urinério residual. A presenca de ascite era
documentada, o volume de liquido medido e considerado somente a partir de 1 mL (Garcia-
Tsao et al., 1995). O volume urinério residual era adicionado aos respectivos tubos Falcon. Os
volumes urindrios eram medidos e igualados até um volume final de 4 mL, sendo retiradas 3

aliquotas de 1 mL para serem medidas em contador gama. O contador utilizado foi o
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Autogamma Cobra modelo 5002, Packard (Meriden, USA), com janela para Cromo entre 240
e 400 KeV. A PI foi calculada através da relagdo entre o valor da contagem de radioatividade
do *'Cr-EDTA presente na urina de 5 horas (média das trés contagens) (item numero 2 da
figura 8), sobre o valor da radioatividade da dose administrada (férmula numero 3), vezes

100 e expressa em porcentagem item 4 da figura 8 (Bernardes-Silva, 2002).

1 } P inicial da sernga - P final da =seringa - P dose administrada 7Y P dose padrao (3]
2) R ameostra B R doze padrao (contadar gama) (CPA)
P dose administrada
3) R i = X R yoce oo ccr
dose administrada P oze padrao (TR
dose padrao
R amostra
4) Pl = x 100
Y] R
dose administrada

* P peso; gi gramas; Ry radioatividade; CPM: contagens por minuto & PI:Permeabilidade intestinal,

Figura 8 - Formulas para o célculo da Permeabilidade Intestinal (%)

Fonte: Bernardes-Silva, 2002.

4.9 AVALIACAO MORFOLOGICA

Ao final dos testes de PI ao >'Cr-EDTA, apds a coleta de sangue e urina, eram
retirados e pesados: figado, bago e rins, para posterior fixagdo. Estes 6rgaos eram fixados em
formalina tamponada a 10%. Também era retirada a por¢do proximal do intestino delgado e
do ceco, sendo realizado corte longitudinal pela borda anti-mesentérica, lavagem com solugdo
salina e fixacdo. Apds pelo menos 24 horas de fixacdo em formalina tamponada, dois
fragmentos de figado de aproximadamente 2 mm de espessura eram retirados e encaminhados
para o setor de Patologia. Os tecidos eram embebidos em parafina e realizados cortes de 4 um

de espessura, corados com hematoxilina - eosina e picrosirius. A analise histoldgica do
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figado de todos os animais foi realizada utilizando-se um escore para semiquantificagdo de
fibrose (METAVIR, Bedossa et al., 1994) por patologista experiente e sem conhecimento dos

grupos experimentais. Este escore consistiu:
- grau 0: sem fibrose;
- grau 1: fibrose portal sem septos;
- grau 2: poucos septos;
- grau 3: numerosos septos sem cirrose;
- grau 4: cirrose.

Os animais do grupo Indometacina tiveram a por¢ao proximal do intestino delgado e
do colon (ceco) retirados, os fragmentos foram lavados com solucdo salina e fixados em

formalina tamponada a 10%, para posterior analise histoldgica com coloragdo HE.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram organizados em planilha EXCEL® versao 2003, e para andlise
estatistica foi utilizado o programa SPSS® versao 12.0. Os pesos finais dos animais foram
expressos em médias e desvios-padrao e comparados usando-se ANOVA one way. Os valores
percentuais de PI foram expressos em medianas e percentis 25 ¢ 75 e comparados utilizando-
se o teste U de Mann Whitney. Os percentuais de PI entre os grupos de ratos cirréticos, nao
expostos a0 CCly e Indometacina foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis. Os valores
ranqueados foram comparados entre si, utilizando-se o teste de Tukey. Os percentuais de PI
quanto a presenca ou nao de ascite foram comparados através do teste U de Mann-Whitney.
Os valores de funcao renal antes e apds a indugdo de cirrose foram comparados por teste t

para amostras pareadas, e os valores do peso dos 6rgaos foram estudados usando-se o teste t
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para amostras independentes. Os valores de PI em relagdo a semiquantificacdo de fibrose
foram comparados, utilizando-se o teste de Kruskall Wallis. Foram considerados como

significativos os valores p < 0,05.

4.11 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo foi submetido a apreciagio do Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, sendo aprovado com o nimero 03-010 no Grupo de

Pesquisa e P6s-Graduacao (GPPQG).
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5 RESULTADOS

Foram utilizados no total 90 ratos, sendo que 25 ratos foram controles (12 do grupo de
nao expostos ao CCly e 13 do grupo Indometacina). Nao houve dbitos entre os controles. Dos
ratos alocados para receber CCls, 25 completaram o estudo, sendo submetidos ao ensaio com
*ICr-EDTA para verificagdo da PI. Os demais 40 animais ndo completaram o estudo devido a
obito, ¢ em 37 ratos o exame pOS mortem identificou necrose hepatica submaciga. Os outros 3
animais morreram por complicagdes ligadas a gavagem. Portanto, entre o grupo que recebeu

CCly a mortalidade foi de 47%.

5.1 ANALISE HISTOLOGICA

5.1.1 Anadlise histoldgica hepatica

A analise histolégica do figado dos 25 ratos que receberam CCly por 10 semanas
revelou que 21 animais (84%) desenvolveram franca cirrose micronodular (F4 pelo escore

METAVIR de fibrose) (figuras 10.c e d), 3 ratos apresentaram escore F3 (figura 10. f) e
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somente 1 animal apresentou escore F2. Figura (10.e). A partir dessa constatagdo, todas as
analises estatisticas foram realizadas com base em 21 ratos com cirrose em relagdo aos dois

grupos controle. A figura 9 ilustra a distribui¢do dos animais quanto ao escore de fibrose.

100

21

80

60

%o Percentual

40

20

2 3 4

Escore de Fibrose

Figura 9 - Distribuicdo dos ratos em relacdo ao escore para fibrose (METAVIR)
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Figura 10 - Aspectos histoldgicos dos figados dos animais cirroticos e ndo expostos ao CCly

a e b: figado de rato controle, 100X, hematoxilina-eosina (a) e picrossirius (b);

¢ e d: figado de rato que recebeu CCly por 10 semanas, evidenciando cirrose micronodular, 50X, hematoxilina-
eosina (c) e picrossirius (d);

e e f: figado de rato que recebeu CCl, por 10 semanas evidenciando fibrose: a esquerda F2 e a direita F3, 50X,
picrossirius.
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5.1.2 Andlise histolégica intestinal

Foram realizadas andlises histologicas dos intestinos delgado e grosso em 18 dos
animais cirréticos e em 6 dos nao expostos ao CCly. Em 3 dos animais cirroticos foi verificada

necrose do tipo isquémica superficial dos vilos. Nao foram constatadas outras alteragdes nos

intestinos delgado e grosso (figura 11).

Figura 11 - Aspectos histologicos dos intestinos dos ratos cirroticos

a) necrose em topo dos vilos de intestino delgado em rato cirrotico (HE, 100X)
b) e c¢) aspecto histologico normal de intestino grosso (b) e delgado (c) em rato cirrotico, HE, 100X e 50X
respectivamente.

Quanto aos ratos do grupo Indometacina, foram realizadas analises histoldgicas de
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todos os animais. Os achados mais comuns foram: inflamagao aguda com erosdes com ou sem
ulceragdes, rarefagdo de células caliciformes, alteragdes regenerativas e em um animal a

presencga de ulceragdo transmural (figura 12 a e b). Em trés animais ndo foram evidenciadas

alteragoes.

Figura 12 a e b - Aspectos histoldgicos dos intestinos dos ratos do grupo Indometacina

ulceragdo extensa em intestino delgado e colon, respectivamente. HE, 50X

5.1.3 Anadlise histoldgica renal

Foram realizadas analises histoldgicas dos rins em uma subamostra de 10 ratos (cinco
cirrdticos e cinco nao expostos ao CCly). Nao foram encontradas anormalidades em ambos os

grupos (figura 13).
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Figura 13 - Aspecto histoldgico normal de rim de rato cirrético
(HE, 50X).

5.2 PESO DOS ANIMAIS

O peso dos ratos cirréticos e dos nao expostos ao CCly esta descrito na tabela 7. Nao
houve diferenca entre os grupos de ratos cirrdticos € nao expostos ao CClsy quanto ao peso
inicial e final (p = 0,257 e p = 0,055 respectivamente) (teste t para amostras independentes).
Também nao houve diferenca intra-grupo quanto a peso final e inicial no grupo de ratos
cirréticos (p=0,263). No grupo de ratos ndo expostos ao CCly, houve um ganho de peso
significativo durante o experimento, (p = 0,014) (teste t para amostras pareadas). Entretanto, o
ganho de peso que os animais ndo expostos ao CCly apresentaram foi muito pequeno, ficando
muito aquém do esperado para animais de experimentacdo desta idade, sugerindo que a

restricdo dietética aplicada foi bastante importante.
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Tabela 7 - Peso em gramas (g) dos animais cirréticos € do grupo de nao expostos ao CCl4, no
inicio e no final do experimento

Ratos N Peso Inicial Peso Final
(média e desvio (média e desvio
padréo) padrao)
Cirréticos 21 182,2+13,0 188,3+24,4
N&o expostos ao CCl, 12 189,0+21,1 205,5+16,1

teste t para amostras pareadas

O peso final dos grupos de cirréticos e de ndo expostos ao CCly também nao diferiu do
peso dos ratos do grupo indometacina (p= 0,055) (ANOVA), conforme demonstrado na figura

14.
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Cirroticos Mao expostos Indometacina
ao CCIl,

Figura 14 - Peso dos animais ao final do experimento
ANOVA, p= 0,055
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5.3 PESO DOS ORGAOS

Os valores de peso absoluto e relativo (peso do 6rgdo em relacdo ao peso corporal
total) dos ratos cirrdticos e ndo expostos ao CCly estdo representados na tabela 8.

O peso do bago, tanto absoluto quanto relativo, foi estatisticamente diferente entre os
cirrdticos e ndo expostos ao CCly, sendo maior no grupo de ratos cirréticos (p<0,001). O peso
dos rins direito e esquerdo também foi significativamente superior no grupo de ratos cirroticos
(p<0,001 para o peso relativo e 0,013 e 0,004 respectivamente para peso absoluto de rim
direito e esquerdo) (teste t para amostras independentes).

Em relacdo ao peso do figado, ndo houve diferenca significativa entre os grupos (p =
0,069 para o peso absoluto e p=0,861 para o peso relativo e isto confirmou-se retirando-se da
analise os quatro ratos que apresentaram ascite (p= 0,157 para peso absoluto e p=0,899 para o
peso relativo) (teste t para amostras independentes).

Tabela 8 - Pesos em gramas dos 6rgdos dos animais dos grupos de cirroticos e de ndo
expostos ao CCly

n Peso absoluto p Peso relativo p
(média e desvio (média e desvio
padrao) padrao)
Peso figado
Cirréticos 21 8,33+1,59 4,43+0,61
N&o expostos ao CCl, 12 9,10+0,73 0,069 4,47+0,57 0,861
Peso baco
Cirroticos 21 0,91+0,18 0,49+0,11
N&o expostos ao CCl, 12 0,60+0,08 <0,001 0,30+0,04 <0,001

teste t para amostras independentes
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5.4 FUNCAO RENAL

Os valores de creatinina sérica ¢ Depuragdo da Creatinina Endégena (DCE) antes ¢
apods a inducdo de cirrose estdo apresentados na tabela 9. Houve perda de material em um
animal, ndo sendo possiveis as dosagens.

Houve diferenga significativa entre os valores de creatinina sérica antes ¢ depois da
inducdo de cirrose (p =0,019), sendo que os valores apos a indugdo foram menores do que os
valores antes da indugdo. Também houve um aumento na DCE dos ratos apods as 10 semanas

de utilizagdo de CCly (p = 0,005) (teste t para amostras pareadas).

Tabela 9 - Valores de creatinina sérica e DCE dos ratos cirréticos
n =20 Pré-inducdo  Poés-inducéo P
Creatinina (mg/dL) 0,57+0,06 0,51+0,10 0,019
DCE (ml/min) 0,32+0,13  0,500,26 0,005

legenda: mg/dL: miligramas por decilitro
mL/min: mililitros por minuto
teste t para amostras pareadas

5.5 PERMEABILIDADE INTESTINAL AO °'CR-EDTA

Os valores da PI medida pela eliminagio urinaria do °'Cr-EDTA nos grupos de ratos
cirrdticos e ndo expostos ao CCly estdo apresentados na tabela 10 e figura 15. Nao houve

diferenca significativa entre os grupos (p=0,65) (teste U de Mann Whitney).
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Tabela 10 - Permeabilidade Intestinal ao °>'Cr-EDTA nos ratos cirréticos e ndo expostos ao
CCly

Ratos n Pl: mediana Pl: percentil 25: Pl: percentil 75:
Cirroticos 21 0,90% 0,63% 1,79%
Nao expostos ao CCl, 12 0,90% 0,60% 1,52%

teste U de Mann Whitney, p=0,65
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Figura 15 - Permeabilidade Intestinal ao °'Cr-EDTA nos ratos cirroticos e ndo expostos ao

CCly

teste U de Mann Whitney, p=0,65

5.5.1 Pl ao>'Cr-EDTA nos ratos cirréticos em relacdo a presenca de ascite

Dos 21 ratos com cirrose, quatro apresentaram ascite com volumes entre 1,0 ¢ 9,0 mL.

51 o .
Comparando-se o percentual de PI ao * Cr-EDTA entre os ratos cirrdticos com e sem ascite,
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ndo houve diferenca significativa (p=0,295) (teste U de Mann Whitney), conforme

demonstrado na tabela 11 e na figura 16.

Tabela 11 - Distribuicio dos valores percentuais de Permeabilidade Intestinal ao °'Cr-EDTA
entre os ratos cirrdticos, considerando-se a presencga ou nao de ascite

Ratos cirréticos n Pl: mediana Pl: percentil 25 PI: percentil 75
Com ascite 4 0,75% 0,46% 1,32%
Sem ascite 17 0,90% 0,70% 1,95%

teste U de Mann Whitney, p=0,295

%0 Permeabilidade

T T
Com ascite Sem ascite

Figura 16 - Permeabilidade Intestinal ao >'Cr-EDTA em relagio a presenca de ascite nos ratos
cirrdticos

teste U de Mann Whitney, p=0,295
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5.5.2 Pl ao*'Cr-EDTA no grupo Indometacina

Em relacdo ao grupo de ratos expostos a Indometacina, a mediana dos valores de PI
foi de 7,3 com percentis 25 e 75 de 5,1 e 14,7 respectivamente, havendo diferenca entre este
grupo e os outros dois grupos, de ratos cirroticos € ndo expostos ao CCly, com p<0,001, (teste

de Kruskal —Wallis), conforme demonstrado na tabela 12 e figura 17.

Tabela 12 - Distribuigdo dos valores percentuais de Permeabilidade Intestinal ao °'Cr-EDTA
entre os grupos de ratos cirréticos, nao expostos ao CCly e Indometacina

Grupos de Tratamento n PI: mediana Pl: percentil 25 Pl: percentil 75
Ratos cirrGticos 21 0,90% 0,61 1,78%
Ratos nédo expostos ao 12 0,90% 0,60 1,52%
Ccl,

Ratos Indometacina 13 7,3% 51 14,7%

teste de Kruskal —Wallis, p<0,001
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Figura 17 - Permeabilidade Intestinal ao >'Cr-EDTA nos grupos de ratos cirroticos, ndo
expostos ao CCly e Indometacina

teste de Kruskal —Wallis, p<0,001
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6 DISCUSSAO

6.1 MODELO EXPERIMENTAL

O modelo de cirrose experimental utilizado neste estudo foi uma adaptagdo de modelos

ja descritos na literatura (Proctor & Chatamra, 1982; Rosa et al. 1991).

Nosso grupo de pesquisas (Zim et al. 2002) ja havia utilizado o modelo de Rosa et al.
(1991) com sucesso. Iniciamos o trabalho utilizando este modelo, que usa a variagdo semanal
de peso dos ratos para o célculo da dose subseqiiente de CCly. Porém, em projeto paralelo,
apos as dez semanas preconizadas pelo modelo, nenhum rato apresentou cirrose. Inicialmente
verificou-se a pureza do CCl, utilizado e confirmou-se ser esta de 99,8% em laboratorio
independente. Visando melhorar o resultado final, passamos a utilizar fenobarbital como
indutor enzimatico (McLean, McLean e Sutton, 1969) ¢ iniciamos uma restri¢ao dietética,
relatada como um fator auxiliar na inducdo de cirrose (Seki, Kasama, Imai, 2000). O préximo
passo foi determinar qual a dose de CCly a ser ministrada. Realizamos um estudo piloto
utilizando varias doses (0,5, 0,4, 0,3 e 0,25mL/kg uma vez por semana, por dez semanas)

verificando que alguns ratos morriam devido a necrose hepatica submaci¢a. A dose de CCly
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capaz de induzir cirrose com a menor mortalidade foi a de 0,25mL/kg, o que equivaleria,
utilizando um rato com peso inicial de 180 gramas a 45 microlitros, com bastante semelhanca
a dose inicial de Rosa et al. 1991, que era de 40 microlitros. Houve uma variagdo na

concentragdo das solu¢des de CCly, o que poderia contribuir para a variavel resposta a droga.

O modelo experimental para a inducdo de cirrose proposto neste estudo, demonstrou
uma mortalidade bastante significativa (47%), porém semelhante a alguns trabalhos
encontrados na literatura. Wensing et al. em 1990, Runyon et al em 1991 e Pérez-Paramo et
al. em 2000, todos baseados no modelo classico de Proctor & Chatamra que consiste em
administracdo de CCly por gavagem verificaram respectivamente 40%, 52,9% e 57% de
mortalidade. Rosa et al. (1991) utilizando também CCls por gavagem, obtiveram somente
20% de mortalidade, porém convém salientar que estes autores ndo utilizaram fenobarbital
como indutor enzimatico, o que talvez, tenha contribuido para tal resultado. Zhang et al.
(2003) aplicando um modelo de inducdo de cirrose utilizando CCls por via subcutanea
verificaram 51,8% e mortalidade. Cremonese et al. (2001) utilizando um modelo com CCly
inalatério obtiveram somente 20% de mortalidade. O modelo inalatério apesar de apresentar
menor mortalidade, implica em 15 semanas de indugdo, ou seja, 50% de tempo a mais para a
obtencdo de cirrose e necessita de um aparato especifico, com camara de inalagcdo, compressor
de ar, capela de fluxo laminar, que ndo dispinhamos. Jiang et al. (2001), utilizando um
modelo com CCly intraperitoneal, obtiveram 25% de mortalidade. Tal modelo utiliza
aproximadamente 25 aplicagdes intraperitoneais de CCly, o que pode contribuir para a
morbidade destes animais. Em nosso estudo observamos em alguns animais necrose de parede

abdominal apos inje¢ao intra abdominal para anestesia.

Em projeto paralelo (Goldani et al. 2005, submetido) verificou-se o efeito da restri¢ao
alimentar sobre a mortalidade e a ocorréncia de cirrose em ratos recebendo CCls na mesma

dose de 0,25mL/kg e testaram-se varios niveis de restrigdo. A restrigdo que demonstrou
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melhores resultados foi a de 16,5 gramas de ragdo por rato por dia (25% de restricdo em
relagdo ao ad libitum), atingindo uma mortalidade praticamente nula. Este modelo ¢ o que

sera adotado nos proximos trabalhos de nosso grupo.

6.2 ALTERACOES MORFOLOGICAS

O escore semi-quantitativo utilizado para avaliagao de fibrose foi o de Bedossa et al.
(1994) (METAVIR). Escolhemos utilizar esse escore por ser o utilizado em nosso servico de
Patologia, estando os profissionais mais familiarizados com tal escore. Em outro estudo (Zim
et al. 2002), nosso grupo utilizou o escore de Jiang et al. (1992), que foi desenvolvido em
ratos e ¢ bastante semelhante ao de Bedossa et al. (1994). Ele utiliza os seguintes parametros:
Grau zero: normal ou aumento inconclusivo no tecido fibrotico; grau 1: aumento definido no
tecido fibrotico, sem formagdo de septos; grau 2: aumento definido no tecido fibrotico com
septos incompletos; grau 3: aumento definido no tecido fibrotico e septos finos e completos
dividindo o parénquima em fragmentos separados; grau 4: aumento definido com septos

completos e espessos ou com evidéncia de cirrose (Jiang et al., 1992).

Apesar de nao haver uma diferenca significativa entre o peso inicial e o final dos ratos
cirréticos e dos controles, os ratos nao expostos ao CCly ganharam um peso consideravel, o
que sugere uma acao direta do CCly sobre o ganho de peso. Isto também foi observado no
estudo de Jiang et al. (1992) utilizando um modelo com CCly por via intraperitoneal. No
presente estudo, os animais nao expostos ao CCly demonstraram uma tendéncia (p=0,055) a

serem mais pesados do que os ratos cirrdticos.

Quanto ao peso dos 6rgaos, tanto o absoluto quanto o relativo do figado nao foram
diferentes entre os grupos de animais cirroticos € nao expostos ao CCly, mesmo excluindo-se

os 4 animais que apresentaram ascite, sendo esta pouco volumosa.
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O peso absoluto e o peso relativo do bago foram significativamente maiores no grupo
de ratos cirrticos, o que sugere ja existir um quadro de hipertensdo porta. Entretanto, no
estudo de Pérez-Paramo et al. (2000) o peso absoluto médio do bago dos animais cirroticos foi
1,794+0,4g (o dos nossos animais foi 0,91+0,18g) em comparagdo com os animais do grupo
controle que foi 0,61+£0,1g (o dos nossos animais foi 0,60+0,08g). Esse grupo utilizou animais
Sprague-Dawley, diferentemente do nosso grupo que utilizou ratos Wistar, e com peso inicial
um pouco menor do que o dos nossos: 120-150g, enquanto nossos animais possuiam 150-
180g no inicio do experimento. Esses resultados, porém, vao ao encontro da hipotese de que
provavelmente os animais utilizados no presente estudo apresentaram um quadro de cirrose
menos intensa e apesar de o peso do bago ser significativamente maior do que o do grupo
controle, sugerindo a presenca de hipertensdo porta, isto ndo teria sido suficiente para induzir

uma alteracao na PI.

Nao foram encontradas altera¢des significativas nos intestinos dos animais cirréticos.
As lesdes necroticas de topo dos vilos podem dever-se a situacdo de isquemia decorrente do
sacrificio. Essa auséncia de lesdes caracteristicas pode ser explicada pela auséncia de doenca
descompensada. Também convém lembrar que varios estudos mostram poucas alteragdes em
nivel de microscopia Otica, e alteracdes mais significativas sdo visualizadas em nivel de
microscopia eletronica. (Portela-Gomes, Martins e Correia, 1974; Castilla-Cortazar et al.
2004). Entretanto, Ramachandran et al. (2002) utilizando um modelo experimental
semelhante ao presente estudo, encontraram areas de dano epitelial no intestino delgado e as
células cobrindo o topo dos vilos demonstraram encurtamento, desarranjo nuclear ¢ mudancas
degenerativas no citoplasma. Extrusdo de células mortas foi também visto com freqiiéncia. No
estudo citado, os animais foram mortos apds 10 dias da décima primeira dose, ou seja, eram
expostos aos danos do CCly por 17 dias a mais do que os animais do presente estudo, o que

poderia, talvez, explicar a escassez de achados intestinais do ponto de vista histolégico.
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6.3 FUNCAO RENAL NOS ANIMAIS CIRROTICOS

No presente estudo ndo foi evidenciada piora dos niveis de creatinina sérica e
Depuragdo da Creatinina Enddgena (DCE) nos ratos submetidos a indugao de cirrose pelo
CCly. Ao contrario, houve diminuicao significativa dos niveis de creatinina sérica apds as dez
semanas de inducao ¢ um aumento na DCE. Esses resultados coincidem com os de Rhoden et
al. (1991), que ndo encontraram diferenga entre os valores de uréia, creatinina e eletrolitos em

ratas com cirrose induzida por CCly intraperitoneal e seus controles.

Os estudos a respeito de funcdo renal em ratos com cirrose apresentam resultados

diversos e muitas vezes contraditorios.

No estudo de Wensing et al., (1990a), utilizando o modelo de Proctor & Chatamra
(1982), houve uma correlagdo positiva entre a perda de fun¢ao hepatica, medida pelo teste
respiratorio da aminopirina ¢ a diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular, neste estudo
medida pelo clearance do **Tc-DTPA. Esses autores afirmam que, em ratos tratados com
CCly, a aminopirina permanece constante nas primeiras semanas de tratamento, para entdo ir
diminuindo linearmente at¢ o final do experimento. Em cada rato, esse declinio ¢
relativamente constante, porém costuma-se observar uma grande variacdo entre os animais.
Eles também afirmam que a determinacio da taxa de filtracio glomerular pelo *'Tc-DTPA é
mais precisa do que pelo clearance de creatinina, que tende a superestimar a filtragao

glomerular.

Posteriormente, esses autores (1990b) utilizando a mesma técnica de indugdo de
cirrose ¢ mantendo os animais em uso de CCly até apresentarem sinais clinicos de ascite,
observaram que os animais nao apresentavam alteragcdes no teste respiratorio da aminopirina
até a nona semana de uso do CCly e a partir deste ponto, apresentavam piora progressiva e

linear da fungdo hepatica. O tempo do inicio da reteng¢ao de sdédio nestes animais variou entre
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9 e 19 semanas. Ao chegar a esse ponto, a taxa de eliminacdo da aminopirina estava
marcadamente reduzida. Os autores nao encontraram diferengas no sddio sérico, na creatinina
sérica ou na DCE entre os ratos controles e os tratados com CCly quando iniciou-se a retengao
de sédio, entretanto, o peso dos figados dos animais cirroticos era significativamente menor
do que o dos controles. Apesar do inicio da ascite, o peso final dos ratos cirréticos e controles
ndo era diferente, provavelmente devido a perda de massa muscular, aparentemente visivel

nesses animais e ocorrendo concomitantemente com a retencao de sodio.

E possivel que os nossos animais submetidos a indugio de cirrose por CCly ndo
tenham apresentado piora dos niveis de creatinina sérica e DCE devido a provavel perda de
massa muscular. Dos 21 ratos que foram submetidos a indugdo de cirrose por CCly e tiveram
o diagndstico de cirrose confirmado por estudo anatomo-patologico, 9 animais tiveram um
peso final inferior ao peso inicial de 10 semanas antes. Os outros 12 animais apresentaram

acréscimos de peso bastante modestos, em média 22,7 gramas (3 -62 g).

6.4 VERIFICACAO DA PERMEABILIDADE INTESTINAL

O tamanho da amostra inicialmente calculado apds estudo piloto foi de 23 ratos no
grupo de cirrédticos e 23 no grupo de ndo expostos ao CCly. Entretanto, verificamos que face a
nao existéncia de diferenga entre os grupos de cirrdticos € nao expostos ao CCly o numero de
animais necessario para a demonstracdo de diferenga estatisticamente significativa seria de
pelo menos 114 animais para cada grupo, o que tornaria o estudo inviavel, tanto do ponto de
vista econdmico quanto €tico. Optamos entdo em manter o numero de animais e criar um
terceiro grupo como controle positivo para a técnica de verificacio da PI ao °'Cr-EDTA. Esse
grupo consistiu de animais submetidos a inflamagao intestinal induzida por um AINE, a

Indometacina. Em estudo recentemente publicado, Bernardes-Silva et al. (2004), utilizando
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também Indometacina para indu¢do de inflamacao intestinal, verificaram um percentual de PI
de 7,9+£1,3% no grupo tratado contra 2,3+0,2% no grupo controle (p<0,0001). O efeito
protetor do metronidazol sobre a enteropatia induzida por AINE também utilizando
Indometacina foi verificado por Leite et al. (2001). Esses autores encontraram um percentual
de PI de 8,9% contra 2,0% do grupo controle. Ambos os grupos, apesar de algumas diferencas
quanto a dosagens e formas de aplicagio da droga, obtiveram resultados macro e
microscopicos bastante semelhantes. Em nosso trabalho, utilizamos o modelo proposto por
Antony et al. (1993), que utiliza uma dose unica de 15 mg/kg de Indometacina por gavagem,
com sacrificio do animal apds 48 horas, periodo este em que se espera que ocorra ulceragao
grave do intestino delgado. Em nosso grupo de 13 animais submetidos a este modelo de
inflamacdo intestinal, somente trés apresentaram mucosa intestinal sem alteragdes. Esses
mesmos ratos apresentaram valores de PI de 3,6%, 5% e 30%. Em nossos experimentos, apos
o sacrificio, o intestino delgado dos animais era retirado em bloco, lavado com solugao salina
e identificadas lesdes macroscopicas a olho nu. Ha a possibilidade de areas menos atingidas
terem sido utilizadas para a andlise histoldogica, uma vez que um rato apresentou um
percentual de PI de 30%, valor bastante elevado. Os outros dois ratos, com valores de 3,6 ¢
5%, talvez tenham apresentado um quadro de enteropatia menos intensa. Cabe lembrar que
esses valores continuam sendo mais elevados do que o dos nossos animais cirroticos € nao
expostos ao CCly, sendo dificil crer que pudessem pertencer a animais completamente

normais.

A PI ao >'Cr-EDTA nos ratos do grupo cirrdtico (n=21) néo diferiu da PI nos ratos do
grupo nao exposto ao CCly (n=12): p=0,65, teste U de Mann-Whitney: as medianas foram
iguais (0,90%), os percentis 25 foram respectivamente 0,63 ¢ 0,60% e os percentis 75 foram
respectivamente 1,79 e 1,52%. A partir desses resultados, formulamos algumas hipoteses para

a auséncia de diferencga entre os grupos de tratamento:
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A) Os ratos cirrdticos poderiam apresentar um quadro pouco intenso, demonstrado
pelo pequeno numero de animais com ascite. Ou tivessem um quadro de cirrose instalado ha
pouco tempo, sem ter desenvolvido um quadro de alteragdao da PI que pudesse ser detectado.
Isso poderia ser confirmado através de um novo estudo, em que os animais recebessem CCly
por mais tempo (15 semanas) e com uma restricao dietética de 25%, esperando-se obter, com
essas medidas, maior niimero de animais com cirrose descompensada e com menor

mortalidade.

B) Os ratos cirréticos poderiam apresentar uma queda da fungdo renal, mascarada
pelos valores normais de creatinina, impedindo a plena detec¢ao de um aumento de excregdo
do °'Cr-EDTA. Esses valores de creatinina poderiam ser reduzidos devido ao quadro de
desnutricdo que esses animais apresentaram, resultante da restricdo dietética que sofreram
durante o andamento do estudo. Esperariamos que com uma restri¢do dietética menor os ratos
ndo perdessem tanto peso ¢ a dosagem da creatinina sérica fosse mais confidvel. Também
poderiam ser utilizadas outras técnicas de verificagdo da fun¢do renal, como a taxa de

filtragao glomerular pelo 91-Tc-EDTA.

C) O °'Cr-EDTA nio seria a substancia-teste ideal para detectar alteragdes na PI em
situacdes de cirrose, devido 4 sua via de permeabilidade. O *'Cr-EDTA de acordo com os
conhecimentos atuais atravessaria livremente a camada epitelial do intestino delgado
utilizando a via para-celular, através das jungdes firmes. Esta passagem segundo Hollander
(1992) se daria principalmente nas jungdes firmes localizadas proximo as criptas, onde os
corddes estruturais seriam menos espessos. Essa teoria foi ratificada pelo estudo de Fihn,
Soqvist e Jodal (2000) que confirmaram a diferenca de raio dos poros localizados na por¢ao
apical dos vilos (menores), e localizados nas criptas (maiores). Os poros localizados na por¢ao
basal do vilos apresentariam poros de tamanho intermedidrio. A permeacio do *'Cr-EDTA

através das jungOes firmes das criptas confirmaria os achados de varios estudos em que em
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situagoes de agressdao profunda da mucosa, como Doenca Inflamatéria Intestinal e Doenca
Celiaca levariam a um aumento na sua excrec¢ao urinaria. Talvez a lesdo intestinal associada a
cirrose ndo se associe com alteragdes grosseiras da mucosa, que atinjam as jungdes firmes das
criptas. No estudo de Campillo et al., (1999) a excre¢do de lactulose (que utiliza a mesma via
de permeacdo do >'Cr-EDTA) ndo estava alterada. Por outro lado, a excregdo de manitol
estava diminuida nos pacientes cirrdticos, o que causou um aumento da taxa
lactulose/manitol. Devido ao manitol ser uma molécula menor e poder permear a camada
epitelial tanto pela via transcelular quanto pela via para-celular, ¢ mais influenciado pelas
mudangas na area de superficie do intestino delgado. Os autores sugeriram que uma
diminui¢do da superficie absortiva seria o principal mecanismo envolvido nas anormalidades

da PI em pacientes cirroticos.

Alguns estudos utilizando o M. DTPA (Pérez-Paramo et al., 2000; Zhang et al.,
2003a) demonstraram aumento da PI a esta substancia, que se assemelha do ponto de vista
fisico-quimico ao SICr-EDTA. Cabe lembrar, que em ambos os estudos, os animais cirroticos
apresentaram maiores percentuais de PI relacionados a presenga de supercrescimento
bacteriano. A diversidade de resultados nos varios estudos de PI e cirrose também pode se
dever a variabilidade dos quadros clinicos e da gravidade da hepatopatia. A presenga de
hipertensdo porta e do supercrescimento bacteriano parecem ter um papel importante na

disfuncao da Barreira Intestinal na cirrose, como demonstrado nos estudos de Campillo et al.,

1999; Pascual et al., 2003 e Zuckermann et al., 2004.

Finalmente, um melhor entendimento das varias interagdes de citocinas pro-
inflamatorias, hormonios, substancias oxidantes e/ou 6xido nitrico poderia esclarecer melhor

o papel da Barreira Intestinal nas complicagdes infecciosas da cirrose.

Em resumo, padronizamos o método de verificagdo da PI ao SICr-EDTA,

demonstrando uma elevagdo dos valores percentuais utilizando um modelo de inflamagao
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intestinal induzida por um AINE, a Indometacina. Entretanto, a utilidade deste método para

identificar alteragdes na PI em ratos com cirrose nao pode ser demonstrada.
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7 CONCLUSOES

e Nio houve diferenca significativa na PI ao °'Cr-EDTA entre ratos cirroticos por CCly

e ratos ndo expostos ao CCly,

¢ O modelo de indugado de cirrose através do uso do CCl4 por gavagem foi implantado

com sucesso em 84% dos ratos.

e A técnica de verificagio da PI ao °'Cr-EDTA foi implantada com sucesso e
ratificada, confirmando-se sua elevagdo, em um modelo de inflamagdo intestinal

induzida por Indometacina.

e Nao foram encontradas alteragdes histologicas significativas nos intestinos delgado e
grosso dos animais cirroticos e ndo expostos ao CCly, com excegdo de 3 animais que

demonstraram necrose isquémica focal do topo dos vilos.
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