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RESUMO | INTRODUCGAO: A permeabilidade intestinal (PT) aumentada pode contribuir para a patogénese da cirrose hepatica (CH)
por aumento da translocacao bacteriana e endotoxemia, com consequente elevacao dos mediadores inflamatérios. OBJECTIVOS: Ava-
liar em doentes com CH se existe aumento da PI, e como este se correlaciona com a endotoxemia, resposta imunolégica e a sua in-
fluéncia no risco de desenvolvimento de complicacoes. M ETODOS: 19 doentes com CH, sem consumo alcodlico activo, e 19 contro-
los sem evidéncia de CH. PI avaliada pelo teste da lactulose-manitol (Lac-Man). Niveis séricos de IL - 1, IL - 6 e TNFa e endotoxemia.
RESULTADOS: Permeabilidade intestinal: LAC/MAN: 0,16 + 0,11 VS 0,40 + 0,38, p=0,02 e endotoxemia: 0,38 + 0,29 vs 0,28 + 0,15
EU/mL, ns, nos doentes e controles respectivamente, sugerindo permeabilidade intestinal aumentada em ambos os grupos. A PI
nao se correlacionou com os niveis de endotoxemia e individuos com varizes esofagicas nao apresentaram maior aumento da PI. IL
-1:2,3 + 0,3 vs. 1,8 £ 0,4 pg/mL,p = 0,03, IL - 6: 4,1 £+ 3,4 vs.1,9 £+ 2,2 pg/mL, p = 0,01; e TNF«: 6,2+2,1 vs. 3,7+3,7 pg /mL, p =
0,001, nos doentes em relacdo aos controlos. CONCLUSOES: Na cirrose hepética compensada, verificou-se PI e endotoxinemia au-
mentada, sem correlacdo com a presenca de varizes esofagicas. Observou-se aumento significativo das citocinas circulantes, sem con-
tudo se correlacionarem com o grau de PI ou endotoxemia. GE — J Port Gastrenterol 2011;18:66-72
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ABSTRACT | INTRODUCTION: Increased intestinal permeability (IP) may contribute to the pathogenesis of liver cirrhosis (LC), allowing
for an increase in bacterial translocation and endotoxemia, with subsequent rise in inflammatory mediators. AIMS: To evaluate IP in pa-
tients with LC and its correlation with endotoxemia, cytokine response, and risk of complications. METHODS: 19 patients with LC, without
active alcohol consumption, and 19 controls, without evidence of LC. IP was evaluated with the lactulose-manitol test (Lac-Man), and se-
rum levels of endotoxaemia, IL - 1, IL - 6, and TNFa. RESULTS: Intestinal permeability: LAC/MAN: 0.16 + 0.11 Vs 0.40 + 0.38, p=0.02,
and endotoxaemia: 0.38 + 0.29 vs 0.28 + 0.15 EU/mL, ns, in patients and controls respectively, suggesting increased permeability in both
groups. PI did not correlate with endotoxinemia and individuals with oesophageal varices did not present increased intestinal permeabi-
lity. IL - 1: 2.3 £ 0.3 vs. 1.8 + 0.4 pg/mL, p = 0.03, IL- 6: 4.1 £ 3.4 Vs. 1.9 + 2.2 pg/mL, p = 0.01; TNF&: 6.2 + 2.1vs. 3.7 + 3.7 pg /mL, p =
0.001, in patients and controls respectively. CONCLUSIONS: In compensated liver cirrhosis, intestinal permeability and endotoxaemia are
increased, with no correlation with the presence of portal hypertension, although with a significant increase in circulating cytokines which
did not correlate with the degree of intestinal permeability or endotoxaemia. GE —J Port Gastrenterol 2011;18:66-72
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INTRODUCAO

Os individuos cirréticos apresentam multiplas alteragoes in-
testinais, que parecem ser provocadas pelo agente causador da
doenca hepatica (em especial o etanol) e/ou pelas alteragoes
metabolicas provocadas pela doenca. Sdo reconhecidas alte-
ragdes da permeabilidade intestinal', da motilidade e da flora
bacteriana do intestino®3, bem como dos niveis de endotoxe-
mia3 e mediadores inflamatorios circulantes.

A hipertensao portal em individuos com ou sem cirrose he-
patica associa-se a alteragoes do intestino delgado que sao ob-
servadas na endoscopia digestiva alta, enquadrando-se no es-
pectro da duodenopatia hipertensiva, nomeadamente eritema,
erosoes, tlceras, angiectasias entre outras, e na enteroscopia
por capsula com a presenga de varizes e de areas de mucosa
com um padrao reticulados. Tém sido também descritas nos
individuos com hipertensao portal, alteracoes histologicas da
mucosa duodenal, das quais as mais comuns sao o edema e a
congestao capilar4, e ainda alteracoes na ultra-estrutura das cé-
lulas endoteliais®. O significado deste achado é incerto e o
tema ndo esta suficientemente estudado em individuos cirré-
ticos sem hipertensao portal.

Foi ainda observado, em individuos cirréticos, a presenca de
translocacgdo bacteriana apenas em individuos da classe C de
Child-Pugh?, e hiperproliferacio bacteriana, correlacionando-se
com a inibigao 4cidas.

Os trabalhos em humanos e em animais existentes até ao
momento, em particular na doenca hepética de etiologia eta-
nolica, parecem favorecer a seguinte sequéncia de eventos: hi-
perproliferacao bacteriana, aumento da permeabilidade in-
testinal; aumento da translocagao de toxinas bacterianas e/ou
de outras endotoxinas para o sistema circulatério; aumento
dos mediadores pré-inflamatoérios, nomeadamente TNF-«,
Interleucinas (IL) 1 e 6 e espécies reactivas de oxigénio pelas
células de Kupffer; lesdo celular no figado e, provavelmente,
noutros 6rgaos, provocada pela producao crénica desses me-
diadoress-u. (Fig. 1)

A translocacao bacteriana poderia ser ndo apenas conse-
quéncia da doenca hepatica, mas também responsavel por
uma parte das lesoes celulares observadas e pelo agravamento
da patologia inicial. Parecem confirmar esta hip6tese os es-
tudos efectuados em ratos que demonstraram uma redugao da
gravidade da endotoxemia e da doenca hepatica alcodlica
ap6s administragdo de antibioterapia oral®. Nao foi no en-
tanto ainda demonstrado um efeito na evoluc¢ao da doenca he-
patica, apesar de se ter observado uma reducio dos niveis sé-
ricos de endotoxina e de translocacio bacteriana em humanos
ap6s a administracao oral de antibi6ticos de largo espectro’.
Alguns estudos tém sugerido que o consumo activo de alcool
é um dos factores de manutencao da lesdo da parede intesti-
nal, que podera condicionar a translocacao bacteriana e en-
dotoxemia'>s.

De facto, e apesar do modelo anteriormente descrito ser
o mais aceite, os estudos apresentam resultados contradi-
térios e nao existe nenhum trabalho que tenha avaliado si-
multaneamente a totalidade das alteracoes propostas. Va-
rias dividas permanecem: a translocagdo bacteriana/en-
dotoxemia esta sempre presente na cirrose de etiologia al-
codlica, ou depende da existéncia de hipertensao portal ou
do consumo mantido de 4lcool? Por outro lado, a presenca
de translocacao bacteriana/endotoxemia contribui para um
risco aumentado de complicac¢bes da cirrose hepatica, ou
para um agravamento da progressdo da doenca? O pre-
sente trabalho nao podendo seguramente dar resposta a to-
das estas questoes, pretende contribuir para um melhor
esclarecimento, através de um estudo caso-controlo. Fo-
ram avaliados em individuos com cirrose hepéatica de varias
etiologias, sem consumo activo de 4alcool, com e sem hi-
pertensao portal, a permeabilidade intestinal, os niveis de
endotoxemia circulante e a resposta imunoldgica a este es-
timulo. Foram ainda correlacionados os resultados obti-
dos com a possibilidade de desenvolver complicacoes du-
rante os 24 meses seguintes.
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Fig. 1. O Intestino na Cirrose Hepatica.
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DOENTES E METODOS

I — Doentes e Controlos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica do Hospi-
tal de Santa Maria e todos os doentes forneceram o seu con-
sentimento informado por escrito.

I a) Doentes

Foram incluidos 19 doentes com idade superior a 18 anos e
com cirrose hepatica de qualquer etiologia confirmada por da-
dos clinicos ou histolégicos, internados na Unidade de Hepato-
logia ou seguidos em consulta externa de Hepatologia. Foram ex-
cluidos os individuos com insuficiéncia renal grave (creatinina
> 2 mg/dl), encefalopatia hepatica > grau II, neoplasias com ex-
cepcao do carcinoma hepatocelular e os medicados com lactu-
lose nas 48 horas que antecederam a inclusao no estudo.

1b) Controlos

Foram incluidos 19 controlos com idade superior a 18 anos
e inferior a 70 anos, submetidos a Endoscopia Digestiva Alta
solicitada pelo médico assistente por ser considerada neces-
saria para esclarecimento da sua situagao clinica. Foram ex-
cluidos os individuos com doenca hepéatica aguda/cronica,
consumo de etanol superior a 20 g/dia, diagndstico ou sus-
peita de sindroma de m4 absor¢ao, neoplasias e toma de lac-
tulose nas 48 horas que antecederam o estudo.

II — Métodos

II a) Avaliacao da permeabilidade intestinal

Efectuada através do teste da lactulose/manitol (Lac-Man).
Este é um teste bem estabelecido e previamente utilizado para
avaliar a permeabilidade intestinal em varias patologiass, que
se baseia na razao de absor¢ao de duas substancias que diferem
entre si pelas dimensdes das suas moléculas e que, por serem
inertes e nao metabolizadas pelo organismo, sdo excretadas na
urina. A absorc¢do do Manitol est4 essencialmente dependente da
area de superficie intestinal, enquanto a absorc¢ao da lactulose,
uma molécula de grandes dimensdes, ¢ um marcador funcional
da permeabilidade intestinal paracelular e da superficie absor-
tiva. Procedeu-se da seguinte forma: apds jejum durante a noite,
foi efectuada recolha da urina da manha que serviu de controlo.
Posteriormente, foi administrada, por via oral, uma solugio
contendo 5 g de Lactulose, 2 g de Manitol e 22,3 g de glicose
(para tornar a substancia hipertonica), diluidos em 100 ml de
agua. Foi efectuada a recolha de urina por um periodo de 5 ho-
ras. Durante este periodo os individuos permaneceram em je-
jum. A quantificacdo do manitol e lactulose na urina foi efec-
tuada por técnica de cromatografia liquida de alta definicao
(high performance liquid chromatography -HPLC). A razao das
duas percentagens da o valor Lac/Man, que tem sido conside-
rado um indice de permeabilidade intestinal, considerando-se
que valores mais elevados correspondem a maior grau de per-
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meabilidade intestinal. Um valor de Lac/Man inferior a 0,03
tem sido considerado por alguns autores como o valor normal,
com base no apurado em diversos estudos de individuos sau-
daveis'4°.

II b) Avaliacdo da endotoxemia

Foi efectuada colheita de sangue com material esterilizado
e livre de pirogéneos no mesmo dia em que for feito o estudo
da permeabilidade intestinal. A endotoxemia foi avaliada por
Ensaio Imunoenzimatico (EIA)Y.

II ¢) Avaliacdo da resposta imunolbgica do organismo

Foram estudados como marcadores de resposta inflamaté-
ria as seguintes citocinas: TNF-«, IL - 6 (quimioluminescén-
cia) e IL - 1 (EIA).

IT d) Endoscopia digestiva alta

Todos os doentes efectuaram endoscopia digestiva alta no
mesmo dia em que foi efectuado o teste Lac/Man. Foram re-
gistadas todas as alteracoes endoscopicas detectadas, no-
meadamente no que diz respeito a presenca de varizes esofa-
gicas, varizes gastricas, gastropatia hipertensiva portal e
alteracoes duodenais. As varizes esofagicas foram classificadas
em inexistentes, pequenas ou grandes. Foram efectuadas bi6-
psias duodenais.

II e) Avaliacao da doenca hepatica
A gravidade da doenca, nos doentes cirroéticos foi avaliada
utilizando a classificacao de Child-Pugh.

II e) i- Avaliagdo inicial — consulta dos processos clinicos
para colheita de dados referentes a etiologia da doenga hepa-
tica, classificacdo da gravidade da cirrose (classificacoes de
Child-Pugh), complicacoes anteriores atribuiveis a doenca
hepética, nomeadamente ascite, encefalopatia porto-sisté-
mica, hemorragia digestiva, peritonite bacteriana espontanea
ou outras infecgdes.

II e) ii- Avaliacdo aos 24 meses ap6s a inclusao -
Reavaliada a gravidade da cirrose (classificagcao de
Child-Pugh) e o aparecimento de complicacoes atri-
buiveis a cirrose hepatica 24 meses apds a inclusao no
estudo.

III - Estudo estatistico

A anélise dos dados foi efectuada recorrendo aos testes
do x2 e exacto de Fisher para variaveis discretas e ao
teste t de Student para variaveis continuas e utilizando o
programa estatistico Stata (versao 8.0, Stata, College
Station, TX).

RESULTADOS
1 - Caracteristicas da amostra
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Quadro 1. Dados demograficos de doentes e controlos.

Doentes Controlos P
N 19 19
Sexo (Homens/Mulheres) 17/2 10/9 0,01
Idade (anos) + DP 59,4 + 10,0 58,7 + 12,8 0,9

Os dados demograficos dos doentes e controlos estao des-
critos no Quadro 1.

Observou-se uma diferenca na distribuicao por sexos entre
casos e controlos. A média de idades dos individuos incluidos
em ambos os grupos é semelhante.

O nosso grupo controlo consistiu num grupo de individuos
com queixas dispépticas a quem tinha sido pedida uma En-
doscopia Alta para investigacao. Optamos por este grupo dada
a necessidade de realizacdo de biopsia duodenal. Nao consi-
deramos ético realizar Endoscopia Alta a individuos normais
apenas para efeitos do estudo.

Todos os individuos do grupo controlo estavam medicados
com inibidores da bomba de protoes, em doses variando entre
20 e 80 mg/dia. Em relac¢ao ao grupo dos doentes apenas 3 es-
tavam a fazer esta medicacao.

2- Caracterizacao da cirrose hepética

Nos individuos com cirrose hepatica a etiologia da doenca
foi alcodlica em 8, associada a infecgdo cronica por VHC em
8, associada simultaneamente a infeccao por VHC e alcool em
1 doente, co-infec¢ao pelo VHC e VHB em um doente e asso-
ciada farmacos (Metotrexato) em uma doente.

A maioria dos doentes apresentava cirrose hepatica com-
pensada na altura da inclusao no estudo (Classificagao de Child-
Pugh A em 15 doentes, B em 3 doentes e C em um doente).

Quatro doentes apresentavam complicagoes prévias da cir-

Quadro 2. Avaliagao endoscopica dos doentes.

rose hepéatica, nomeadamente retencao hidrossalina (2), he-
morragia digestiva por rotura de varizes esofagicas (2) acom-
panhada de retencao hidrosalina e encefalopatia hepatica.

As alteragoes endoscopicas observadas nos individuos com
cirrose hepética estao descritas no Quadro 2. Destaca-se que
12 doentes apresentavam alteracoes endoscopicas atribuiveis
a hipertensao portal (varizes esofigicas, gastricas ou gastro-
patia hipertensiva portal).

3 - Avaliacao histologica das bidpsias duodenais

Na anélise histol6gica das biopsias duodenais apenas foram
observadas alteracgoes inflamatorias ligeiras e inespecificas
pelo que se optou por nao efectuar a analise comparativa en-
tre os grupos em estudo.

4 — Avaliacao da Permeabilidade Intestinal

Os resultados da taxa de recuperacao de lactulose e de ma-
nitol na urina as 5 horas é apresentado no Quadro 3.

O resultado do teste Lac/Man foi de 0,16 + 0,11 nos casos e de
0,40 * 0,38, nos controlos (p = 0,02). Os individuos com evi-
déncia endoscopica de hipertensao portal (presenca de varizes eso-
fagicas na endoscopia digestiva alta) ndo apresentaram valores
mais elevados de permeabilidade intestinal. O mesmo se verificou
quando se compararam os individuos com varizes esofagicas pe-
quenas e grandes. Também nao se encontraram diferencas de
acordo com a etiologia alcodlica ou ndo da cirrose hepatica.

Varizes esofagicas Ausentes
Pequenas
Grandes

Gastropatia hipertensiva Ligeira
Grave

Bulbite/duodenite

Outras alteragoes Gastrite

Ulcera esofago

Ectasia vascular

7/19
8/19
4/19
7/19
4/19
4/19
4/19
1/19
1/19
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Quadro 3. Percentagem de Excrecao urinaria de Lactulose, Manitol e razao da percentagem de excrecao de
Lactulose e da percentagem de excrecdo Manitol (Lac/Man) em individuos com cirrose hepéatica e em con-

trolos.

Doentes
Média + DP [min - max]

Controlos P
Média + DP [min - max]

% Excrecio de Lactulose 6,1+ 5,9 [0,49 - 31,7]

% Excrecio de Manitol 24,5+13,1[1,41 - 79,6]

Lac/Man (v.r. < 0,03'419)

0,16 £ 0,11 [0,02 - 1,49]

9’2i8’4 [0775 - 31’7] ns

38,1+22,4 [6,19 - 48,0] 0,03

0,40 + 0,38 [0,05 - 1,49] 0,02

5 — Avaliagdo da endotoxemia e da resposta inflamatéria

Os dados referentes ao doseamento de endotoxinas, inter-
leucinas e TNF-a encontram-se no Quadro 4. Nao se obser-
varam diferencas nos valores de endotoxemia entre casos e
controlos, verificando-se no entanto que em ambos os casos o0s
resultados eram superiores aos valores considerados de refe-
réncia. Os individuos com cirrose hepatica apresentaram valo-
res significativamente mais elevados de IL - 1, IL - 6 e TNF-c.

Nao foi observada qualquer correlagio entre a avaliacao
da permeabilidade intestinal, os niveis de endotoxemia cir-
culante e os niveis circulantes das citocinas, como marcadores
da resposta imunoldgica.

6 - Avaliacao das complicacoes — 24 meses

Um dos doentes classificado previamente como Child-Pugh
C e um como Child-Pugh A pertenciam a classe B de Child-
Pugh aos 24 meses. Todos os restantes individuos mantiveram
a classificagao da data de inclusdo; apenas um doente (com
permeabilidade intestinal e niveis de endotoxemia normais)
desenvolveu complica¢ées da CH aos 6 meses, tendo vindo a
falecer.

DISCUSSAO
O principal resultado deste estudo foi a confirmacao da

permeabilidade intestinal aumentada nos doentes cirréticos,
assim como uma elevacao significativa das citocinas circu-
lantes, nomeadamente IL - 1, IL - 6 e TNF-«. Inesperada-
mente, verificAmos no entanto que o grupo considerado de
“controlo” apresentava também um aumento da permeabili-
dade intestinal, apesar de nao ter elevagao das citocinas.
Poem-se contudo problemas na interpretacao destes resul-
tados, sobretudo em relacao ao teste de permeabilidade in-
testinal utilizado. De facto, o teste Lac/Man tem sido consi-
derado como um teste sensivel e reprodutivel de avaliacao da
permeabilidade intestinal em multiplas patologias, e varios au-
tores demonstraram um aumento da permeabilidade intesti-
nal em individuos cirréticos, sobretudo na presenca de con-
sumo etandlico e/ou hipertensdo portal'2. No entanto, os
resultados por nds obtidos sdo extremamente dificeis de in-
terpretar, pela extrema variabilidade encontrada, pela ausén-
cia de um padrao e pela diferenga em relacao aos valores des-
critos na literatura. No que diz respeito a taxa de recuperacgao
do manitol na urina, os resultados médios que encontramos
estio acima da média habitualmente descrita de 10 e 15%, ob-
servando-se uma grande dispersao nos valores encontrados,
que variou de 1,4% a 79,6%, variagdo que se verificou da
mesma forma nos doentes e nos “controlos”. Quanto a taxa de
recuperacdo da lactulose esta foi também muito superior a ha-

Quadro 4. Doseamento da endotoxemia e dos mediadores inflamatorios.

Doentes Controlos P
IL - 1 (pg/mL) (Vr: 0,1 - 4,0) 2,3+1,6 1,8 + 0,4 0,03
IL - 6 (pg/mL) (Vr: 0,1-10) 4,1+ 1,4 1,9 + 2,4 0,01
TNF -« (pg/mL) (Vr: <20) 6,2 £ 2,1 3,7+3,7 0,001
Endotoxinas (EU/mL) (Vr: <0,025) 0,38 £ 0,29 0,28 + 0,15 0,5

70 == Vol 18| Marco/Abril 2011



Susana Mao de Ferro | et al

bitualmente descrita, também com uma enorme dispersao, va-
riando entre 0,49% a 31,7%. Resultou assim que a razao
Lac/Man, apresentou resultados muito superiores aos habi-
tualmente descritos e uma enorme dispersao de valores.

O nosso achado paradoxal de elevada permeabilidade in-
testinal nos “controlos”, podera explicar-se pelo facto de a
maioria se encontrar a fazer tratamento com inibidores da
bomba de protées (IBP’s), que foi ja descrito como uma causa
de hiperproliferacao bacteriana em cirréticoss, e que podera
ter condicionado aumento da permeabilidade intestinal e
também justificar a endotoxemia. De facto, verificou-se muito
recentemente que o uso dos IBP’s aumentava de forma muito
significativa o risco de peritonite bacteriana espontanea,
sendo posto como hip6tese explicativa o aumento da prolife-
racdo bacteriana nos doentes a realizar este tipo de terapéu-
tica's. Quanto aos doentes, é de notar que os valores de per-
meabilidade intestinal, nao foram influenciados pela presenca
de varizes esofagicas ou de gastropatia hipertensiva portal,
como evidéncia endoscopica de hipertensao portal. Admiti-
mos que estes resultados se possam dever ao facto de os
doentes se encontrarem, na sua maioria, numa fase com-
pensada da doenga e por terem sido excluidos os individuos
com consumo etandlico activo, ja que o consumo de &lcool s6
por si podera ser responséavel por um aumento da permeabi-
lidade intestinal.

E também interessante notar que néio encontramos dife-
rencas significativas em relacao aos valores da endotoxemia.
Os doentes e os controlos apresentavam resultados seme-
lhantes, e em ambos os casos superiores aos valores de refe-
réncia. Podemos assim mais uma vez considerar que os nos-
sos controlos teriam um aumento da endotoxemia justificado
pelo aumento da permeabilidade intestinal associado ao con-
sumo dos IBP’s.

No que diz respeito as citocinas, nomeadamente a IL - 6,
IL - 1 e TNF-«, encontramos valores significativamente au-
mentados, em relacio aos controlos. Poder-se-ia especular a
este respeito, que a permeabilidade intestinal aumentada e en-
dotoxemia em individuos sem cirrose hepatica, nao leva a
uma reacgao inflamatéria com producao aumentada de cito-
cinas, enquanto nos cirrdticos, provavelmente pela reducao da
capacidade de desintoxicacao do figado, resulta no aumento
destes mediadores inflamatoérios.

Assim, em conclusao, identificAmos nos doentes cirroticos
evidéncia de aumento da permeabilidade intestinal, ainda
que nao mais intensa que num grupo de individuos sem cir-
rose, endotoxemia e padrao de elevagdo de citocinas pro-in-
flamatorias, ndo se correlacionando no entanto estas altera-
¢Oes entre si, e ndo parecendo ter implicagcdes em termos de
sobrevivéncia ou de frequéncia de complicagdes. O achado
inesperado de uma permeabilidade intestinal aumentada num
grupo de individuos dispépticos, na sua maioria a fazer trata-
mento com inibidores da bomba de protoes, merece estudos
posteriores para melhor esclarecimento.
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