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Resumo

Introdugao: A microbiota intestinal esta
envolvida na geracdo de toxinas urémicas
presentes nos pacientes com doenga re-
nal cronica (DRC) em hemodidlise (HD)
como indoxil sulfato (IS), formado a partir
da fermentag¢io do aminodcido triptofano.
Objetivo: Avaliar a ingestio de triptofano
alimentar pelos pacientes renais cronicos
em HD e sua possivel relagio com os niveis
plasmaticos de IS. Métodos: Participaram
do estudo 46 pacientes com DRC em pro-
grama regular de HD (56,5% homens; 52,7
+ 10,3 anos; 63 (32,2-118,2) meses em HD;
IMC 25,6 + 4,9kg/m?). A ingestdo de tripto-
fano foi avaliada por meio do recordatério
alimentar de 24 (R-24h) realizado em trés
diferentes dias. Exames bioquimicos de ro-
tina, bem como a avalia¢io antropométrica
foram avaliados. Os niveis plasmaticos de IS
foram determinados por cromatografia li-
quida de alto desempenho (HPLC) com de-
tecgdo fluorescente e as concentragdes plas-
maticas de interleucina-6 (IL-6) pelo método
imunoenzimatico (ELISA, Engzyme Linked
Immunosorbent Assay). Resultados: A in-
gestdo média de triptofano estava dentro do
recomendado, ja os niveis plasmaticos de IS
(35,0 = 11,9mg/L) estavam elevados, porém
de acordo com os valores da EUTox para
individuos urémicos. Nao houve correlacao
entre a ingestao de triptofano e os niveis plas-
miaticos de IS. Contudo, houve correlacao
positiva entre ingestdo de proteina e tripto-
fano e variaveis que avaliam massa magra e,
além disso, os niveis IS foram positivamente
associados com os de IL-6 (r = 0,6: p = 0,01).
Conclusao: O presente estudo sugere que a
ingestdo alimentar de triptofano pode nio
ser um fator determinante dos niveis de IS.
No entanto, sugere que o intestino pode ter
importante papel na inflamagdo sistémica
presente nos pacientes com DRC.

Palavras-chave: didlise renal; faléncia re-
nal crénica; triptofano.

ABSTRACT

Introduction: Gut microbiota is involved
in generation of uremic toxins in chronic
kidney disease (CKD) patients on hemo-
dialysis (HD), like indoxyl sulfate (IS)
that is originated from tryptophan amino
acid fermentation. Objective: To evalu-
ate the tryptophan intake by chronic re-
nal failure patients on HD and its pos-
sible relationship with IS plasma levels.
Methods: Participated of the study 46
patients with CKD on HD regular pro-
gram (56.5% men; 52.7 = 10.3 years; 63
(32.2-118.2) months on HD; BMI 25.6
+ 4.9 kg/m?). The tryptophan intake was
evaluated by a 24-hours dietary recall
(R-24h) performed on 3 different days.
Routine biochemical tests and anthropo-
metric measurements were evaluated. IS
plasma levels were determined by High
Performance Liquid Chromatography
(HPLC) with fluorescent detection and
the interleukin-6 (IL-6) plasma levels
by immunoenzymatic method (ELISA,
Enzyme Linked Immunosorbent Assay).
Results: The average of tryptophan in-
take was according to recommendation,
but IS plasma levels (35.0 = 11.9 mg/L)
were elevated, however according to the
EUTox values for uremic individuals.
There was no correlation between the
tryptophan intake and IS plasma levels.
However, there was positive correlation
between protein intake and tryptophan
and variables used to evaluate lean body
mass, and moreover, IS levels were posi-
tively associated with IL-6 (r = 0.6: p =
0.01). Conclusion: The present study sug-
gests that tryptophan dietary intake may
not be a determinant factor to IS levels.
However, it suggests that gut microbiota
may play an important role in systemic
inflammation in patients with CKD.

Keywords: kidney failure, chronic; renal
dialysis; tryptophan.



INTRODUCAO

Pacientes em hemodidlise (HD) apresentam varios
fatores de risco para doenca cardiovascular (DCV)
e, de fato, a mortalidade cardiovascular é elevada
nessa populagio.* Adicionalmente aos fatores
de risco tradicionais (obesidade, hipertensio,
diabetes, dislipidemia, etc.) e as situagdes tipicas da
doenca renal (hipervolemia, anemia, altera¢bes no
metabolismo cédlcio-fosforo, etc.), esses pacientes
também apresentam alta prevaléncia dos chamados
fatores emergentes: hiperhomocisteinemia, elevados
niveis de lipoproteina (a), estresse oxidativo e
inflamagio."?

A partir da década de 90, pesquisas comecaram a
revelar o surgimento de um novo fator de risco que
poderia estar relacionado a inflamagio e aterosclerose:
o desequilibrio da microbiota intestinal

As bactérias intestinais possuem diversos papéis
metabolicos e sdo capazes de promover a conversao
de componentes dietéticos, levando a formagio de
grande variedade de substancias que podem ter efeitos
benéficos ou maléficos a satiide humana.” Assim, o
desequilibrio da composi¢io da microbiota intestinal
(disbiose) pode promover maior geracdo de toxinas
urémicas.

Alteracoes na microbiota intestinal estdo presentes
em pacientes com DRC, caracterizadas, por exemplo,
pela expansdo de espécies bacterianas que levam
a producdo aumentada de gases toxicos, toxinas
urémicas, aminas, amoénia € maior concentragiao
de substancias denominadas padrdes moleculares
associados a patogenos, como os lipopolissacarideos
(LPS).

Além disso, a disbiose compromete a fun¢do da
barreira intestinal, tornando-a mais permedvel a
elementos toxicos.!®!! O aumento da permeabilidade
da barreira intestinal pode permitir maior influxo
de ureia proveniente da circulagio sanguinea para
o limen intestinal, favorecendo o crescimento de
determinadas bactérias em detrimento de outras.'?

Pacientes com DRC sio frequentemente aconse-
lhados a seguir dietas com baixo teor de fibras ve-
getais fermentdveis, devido ao fato desses alimentos
serem também fontes de potdssio. Esta mudanca na
oferta de substratos considerados prebidticos poderia
contribuir para a disbiose na DRC."

Adicionalmente, tais pacientes estio constante-
mente expostos a diversos fatores como desnutri¢do,
edemas, estresse emocional (patoldgico, psicoldgico

Ingestéo de triptofano e niveis de IS na DRC

ou farmacoldgico), constipacdo intestinal e uremia,
comprometendo ainda mais a integridade dessa bar-
reira. Esse conjunto de fatores torna tais pacientes
susceptiveis a maior absor¢do de substincias promo-
toras de estresse oxidativo e inflamac¢do sistémica,
caracterizada por elevados niveis de citocinas infla-
matoérias como interleucinas (IL) e fator de necrose
tumoral o (TNF- a).'

Virias toxinas urémicas podem ser produzidas
pela microbiota intestinal, a partir da fermentagio
de alguns nutrientes que alcancam o intestino. Por
exemplo, a sintese de indoxil sulfato (IS) é iniciada
por enterobactérias a partir da conversio do
aminodacido triptofano a indol, o qual é absorvido no
trato gastrointestinal, e no figado, por hidroxilag¢do e
sulfatacdo, forma IS. Sabe-se que pacientes com DRC
possuem niveis séricos de IS elevados e a progressio
da doencga parece estar diretamente relacionada com
este aumento.'’

Na fase dialitica, os niveis dessas toxinas siao
maiores, uma vez que o procedimento dialitico nio
¢ eficiente para remové-las.’® O IS parece promover
a progressio da DRC devido aos seus efeitos pro-
fibroticos em glomérulos renais,''$ induzir a
disfuncdo endotelial e proliferacio de células do
musculo liso vascular,’ promover agravamento do
processo ateroscler6tico?®® e parece também estar
associado a doenca 6ssea na DRC."%*!

O triptofano é um componente alimentar
comumente presente na dieta e a quantidade
ingerida deste aminodcido pode estar relacionada a
determinagdo dos niveis plasmdticos de IS a partir de
sua metabolizacdo pelas bactérias intestinais.

Portanto, considerando que esta toxina urémica
esta relacionada ao risco de DCV em pacientes renais
cronicos, nos quais a principal causa de mortalidade é
a doenga cardiovascular, o presente estudo teve como
principal objetivo avaliar a ingestdo de triptofano
em pacientes com DRC em HD e sua relagio com
os niveis plasmaticos de IS. Adicionalmente, foram
investigadas possiveis correlagdes entre as varidveis
de ingestdo alimentar, antropometria e do marcador
inflamatério interleucina-6 (IL-6).

MATERIAIS E METODOS

CasuisTica

Foi realizado um estudo transversal envolvendo
46 pacientes com DRC em programa regular de
HD de ambos os sexos atendidos na Clinica Renal
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Vida (Rio de Janeiro, Brasil). Todos os participantes
foram previamente informados sobre a utilizagao
do material biolégico para realizacio do trabalho,
participaram como voluntarios e assinaram um Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido. Para participar
do estudo, os pacientes deveriam apresentar idade
entre 18 e 74 anos e possuir fistula arteriovenosa
(FAV) como acesso vascular.

A média de duracdo das sessoes de HD foi de
aproximadamente 3 a 4,5 horas trés vezes por semana,
com fluxo de sangue superior a 250 mL/min, fluxo de
dialisado 500 mL/min e tampdo de bicarbonato. Nao
foram incluidos pacientes com doengas autoimunes,
infecciosas, neoplasicas e AIDS; gestantes, pacientes
em uso de drogas catabolizantes, suplementos pré,
pré ou simbidticos e antibidticos nos ultimos 3 meses
antes do inicio deste estudo. Dados demograficos,
clinicos e bioquimicos de rotina foram obtidos pela
andlise do prontudrio, por entrevista ou coleta de
material biologico (sangue).

PROCEDIMENTOS ETICOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina/Hospital
Universitdrio Antonio Pedro, recebendo o ntimero

083/11.

ANALISE DA INGESTAO ALIMENTAR

A ingestdo energética didria de macronutrientes e
triptofano foi estimada a partir do recordatério
alimentar de 24 horas (R-24h) de trés dias diferentes,
sendo um dia de didlise, um dia sem didlise e outro
de final de semana. A média da ingestdo foi calculada
com o uso de software de avaliacdo dietética NutWin®-
UNIFESP. A ingestao didria de energia, proteinas e
triptofano foi normalizada para o peso dos pacientes.
A composi¢io de nutrientes dos alimentos nio
inclusos neste software foi obtida a partir da Tabela
Brasileira de Composicao de Alimentos.?

AVALIA(;/:\O DO ESTADO NUTRICIONAL

Oestadonutricional foiavaliado por meio dosseguintes
pardmetros antropométricos: peso corporal, estatura,
circunferéncia do brago, circunferéncia da cintura e
dobras cutineas. Todas as afericdes foram realizadas
apos a sessio de HD e foi utilizado o adipometro do
tipo Lange Skinfold Caliper (Cambridge Scientific
Industries Inc.). O indice de massa corporal (IMC)
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foi obtido pela razio entre o peso e o quadrado da
estatura, e sua classificacio seguiu o proposto pela
Organizacio Mundial de Saide (OMS).2324

Para melhor avaliar a reserva de tecido muscular,
devido a correcio da drea Ossea, foi calculada a drea
muscular do braco corrigida (AMBc) e, para avalia¢do
da reserva adiposa, foi calculado o percentual de
gordura corporal (%GC). Para estimativa deste,
considerou-se o somatdrio de quatro pregas cutaneas:
bicipital, tricipital, subescapular e suprailiaca, sendo
seu resultado empregado na equagio de Durnin e
Womersely para o cédlculo da Densidade Corporal
(DC).25

A partir dos valores de DC, a porcentagem de
gordura corporal total foi determinada utilizando
a féormula de Siri.?® Os valores de referéncia para
classificagio do %GC foram os pontos de corte
propostos por Lohman.?” Para analisar o perfil
de distribuicio de gordura corporal, foi aferida a
circunferéncia da cintura (CC) e a classificagao foi
realizada segundo os pontos de corte sugeridos pela
OMS.2

COLETA DE SANGUE

Amostras de sangue foram obtidas no periodo da
manha, estando os pacientes em jejum de 12 horas. O
sangue foi coletado em tubos Vacutainer® contendo
EDTA como anticoagulante (1 mg/mL). Em seguida,
o sangue foi centrifugado a 2500 rpm por 10 minutos,
a 4°C, para a obtencio do plasma. O plasma foi
acondicionado em tubos eppendorfs de polipropileno
de 1,5 mL, e conservado a -80°C para posteriores
analises.

DETERMINACAO DOS NIVEIS PLASMATICOS DE IL-6 E
INDOXIL SULFATO

Os niveis plasmaticos da citocina inflamatoéria IL-
6 foram determinados pelo teste imunoenzimati-
co Enzyme Linked Tmmunosorbent Assay (ELISA)
utilizando-se o kit Boster Immunoleader (Boster
Biological Technology Co. Ltda.).

Para determinar as concentragdes totais (fracdo
livre e fracdo ligada a proteinas) plasmadticas do
IS, as amostras foram processadas como descrito
previamente.”’ Brevemente, elas foram diluidas com
agua e aquecidas a 95°C durante 30 minutos. Depois
foram resfriadas (10 min em gelo) e ultrafiltradas
(Amicon Ultra 30 kDa - Millipore, Billerica, MA). O
ultrafiltrado (10ul) foi analisado.



Os niveis plasmdticos da toxina IS foram de-
terminados por cromatografia liquida de alto de-
sempenho (High-performance liquid chromato-
graphy - HPLC), Shimadzu Prominence, composto
por uma bomba (LC-20AD Shimadzu), controlada
pelo programa LC Solution e um detector de fluo-
rescéncia (RF-20A Shimadzu), além do injetor ma-
nual (7125 Rheodyne).

A separacdo cromatografica foi realizada por
uma coluna C8 (Phenomenex, Luna Spm, 100A,
150x4,6mm), eluida por 50 mM de formiato de
amoénio pH 3,0 e um gradiente de metanol, variando
de 35 a 70%, em um fluxo de 0,7 ml/min, a
temperatura ambiente. IS foi detectada por detector
de fluorescéncia (A, = 280 nm e A, = 383nm).
Curvas de calibragdo foram construidas para cada
conjunto de amostras processadas. Os calibradores
eram preparados em matriz plasma de doadores
sauddveis e processadas como as amostras.

A validagdo desta quantificacdo foi realizada com
0s seguintes pardmetros: precisao, exatiddo, curva de
calibracdo, efeito residual, efeito matriz, seletividade
e estabilidade, segundo diretrizes da resolucdo
Anvisa RDC 27/2012. A reteng¢do relativa do IS
foi avaliada pela razio M/N, em que M é a média
das concentragdes encontradas nos pacientes e N a
concentraciao normal utilizando o valor de referéncia

para individuos sauddveis (EUToX) (0,6mg/L).

ANALISE ESTATISTICA

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para
testar a distribuicdo das varidveis, sendo os resultados
expressos como média = DP (desvio-padrdo), mediana
(distancia interquartilica) ou percentual, conforme
adequado. O coeficiente de correlacdo de Pearson ou
Spearman foi considerado para avaliar a correlagio
entre as variaveis. Os testes foram fixados com valores
de confianca em 95% (p < 0,05), sendo considerados
significativos. As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando-se o programa SPSS (19.0).

REesuLTADOS

As caracteristicas gerais e parimetros antropométricos
dos pacientes se encontram na Tabela 1. Foram
incluidos no estudo 46 pacientes, 26 homens (56,5%),
com tempo de tratamento dialitico médio de 63 (32,2-
118,2) meses. O principal fator etioldgico que levou a
DRC foi a nefroesclerose hipertensiva (68,9%).

Ingestéo de triptofano e niveis de IS na DRC

TABELA 1 CARACTERISTICAS GERAIS E ANTROPOMETRICAS

DOS PACIENTES RENAIS CRONICOS EM HD

Parametros Pacientes (n = 46)

Idade (anos) 52,8 + 10,3

Tempo em HD (meses) 63 (32,2-118,2)

IMC (kg/m?) 25,6 +4,9

AMBc (cm?) 42,2 +11,2

MLG (Kg) 48,8 + 11,4

%GC 29,4 £ 79

CC (cm) 93,0 + 13,6

HD: Hemodidlise; IMC: Indice de massa corporal, AMBc: Area
muscular do braco corrigida; %GC: Percentual de gordura corporal;
CC: Circunferéncia da cintura; MLG: Massa livre de gordura.

Os valores médios de macronutrientes e triptofano
ingeridos encontram-se na Tabela 2. Todos os
pacientes avaliados apresentaram ingestdo energética
inferior a recomendacdo didria para manutencdo de
peso (30 kcal/kg a 35 kcal/kg). Nenhum paciente
alcangou a recomendacgio proteica para individuos
em HD (1,2 a 1,4 g/kg/dia). A ingestio média de
triptofano, por sua vez, foi de 8,5 mg/kg/dia, similar
as recomendagdes da Dietary Reference Intakes (DRI)
de 8 mg/Kg/dia.

INGESTAO DE ENERGIA, MACRONUTRIENTES E
TRIPTOFANO

TABELA 2

Pacientes (n = 46)
1.194,6 + 456,5

Parametros

Energia (kcal/dia)

Energia (Kcal/Kg/dia) 16,5 + 6,6
Proteina (g/dia) 62,7 + 23,5
Proteina (g/Kg/dia) 09+03
PNA (g/Kg/dia) 1,07 £ 0,3
Lipidio (g/dia) 30,0 £ 13,0
Carboidrato (g/dia) 165,2 + 66,8
Fibras totais (g/dia) 13,6 + 6,1
Triptofano (mg/Kg/dia) 85+4,1

Os niveis plasmaticos de parametros bioquimicos
de rotina, IL-6 e IS estdo apresentados na Tabela 3. A
média dos niveis plasmaticos de IS esta de acordo com
o esperado para individuos urémicos, descritos no
banco de dados europeu referente a solutos urémicos
(EUToX). A retengdo relativa do IS nos pacientes
deste estudo foi de 58,4 vezes o normal.

A avaliagio antropométrica revelou que, de
acordo com o IMC, a maioria dos pacientes (57,1%)
apresentou eutrofia (18,5 - 24,9 kg/m?), 28,6%
dos pacientes encontravam-se dentro da faixa de

] Bras Nefrol 2016;38(4):396-402

399



400

Ingestao de triptofano e niveis de IS na DRC

TABELA 3 PARAMETROS BIOQUIMICOS DOS PACIENTES
em HD

Parametros Pacientes (n = 46)
Ureia Pré-HD (mg/dL) 148,8 = 65,9
Creatinina (mg/dL) 10,4 + 3,3
Albumina (g/dL) 4,2+0,3
Hematocrito (%) 34,9 +£ 3,6
Hemoglobina (g/dL) 11,513
I-6 (pg/ml) 38,2 (21,3-571)
IS (mg/L) 35+ 11,9

HD: Hemodidlise; IL-6: Interleucina-6; IS: Indoxil Sulfato.

sobrepeso (25 - 29,9 kg/m?) e 14,3% estavam obesos
(> 30 kg/m?). Nenhum paciente estava desnutrido
(< 18,5 kg/m?) de acordo com este indice.

Apesar da maioria dos pacientes ter apresentado
eutrofia segundo 0 IMC, a avaliagio do % GC mostrou
que 35,5% dos pacientes apresentaram obesidade e
22,6% estavam acima da média esperada. A avaliag¢do
da CCrevelou que 51,6 % dos pacientes encontravam-
se dentro da faixa de normalidade, no entanto, 22,6 %
apresentaram CC elevada e 25,8% muito elevada. Na
andlise da reserva de tecido muscular pela AMBc,
78,8% dos pacientes encontravam-se com valores
normais, 15,2% apresentaram desnutri¢io moderada
e 6,1% apresentaram desnutri¢io grave de acordo
com essa variavel.

Nio foi encontrada correlagdo entre os niveis de
IS e ingestao de triptofano. No entanto, observou-se
que os niveis desta toxina urémica correlacionaram-
se positivamente com os niveis plasmaticos de IL-6 (r
=0,6; p = 0,011). Houve também associa¢ao positiva
entre ingestio de proteina e indices que avaliam a
massa magra destes individuos, como a AMBc¢ (r =
0,521; p = 0,008) e a MLG (r = 0,492; p = 0,017). O
mesmo ocorreu em relagdo a ingestdo de triptofano
e tais variaveis (triptofano x AMBc¢: r = 0,558; p =
0,004; triptofano x MLG: r = 0,470; p = 0,008).

DiscussAo

Uma vez que o triptofano é metabolizado pelas
bactérias intestinais como substrato para a sintese da
toxina urémica, indoxil sulfato, o presente estudo teve
como objetivo verificar se a ingestido deste aminodcido
pelos pacientes renais cronicos em HD apresenta
relagdo com os niveis plasmaticos totais desta toxina
urémica. Os resultados observados nio revelaram tal
correlagdo. No entanto, observou-se que os niveis de
IS apresentaram associagdo positiva com o marcador
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de inflamagdo IL-6 e que a ingestio de proteina e
triptofano correlacionaram-se positivamente com
varidveis que avaliam massa magra.

Apesar do baixo consumo alimentar relatado pelos
pacientes, a ingestdo média de triptofano estava den-
tro dos valores recomendados pela Dietary Reference
Intakes (DRI). Ressalta-se que a ingestao alimentar
foi avaliada pelo R-24h, que apesar de ser um méto-
do rapido, de baixo custo e facil aplicacdo, apresenta
limitages como a dependéncia da memoria e colabo-
racdo do entrevistado e a falta de precisio e acuricia
das informagoes sobre a quantidade ingerida.

Contudo, na auséncia de biomarcadores simples
e acessiveis para determinar a ingestio alimentar,
os métodos de avaliagio obtidos por autorrelato
sdo amplamente utilizados para acessar a ingestdo
energética em estudos clinicos e epidemiolégicos.
Deste modo, o R-24h foi aplicado em trés diferentes
momentos com o objetivo de se obter maior precisdo.

A andlise da ingestdo de triptofano revelou valores
dentro do recomendado, mesmo os pacientes tendo
apresentado baixa ingestdo proteica. Isso ocorreu, pois
as principais fontes alimentares deste macronutriente
eram as proteinas de alto valor biolégico (como
carnes e laticinios), sendo estas as principais fontes
de triptofano.

Inquestionavelmente, a ingestao de triptofano estd
envolvida na geragdo intestinal de IS, uma vez que
¢ substrato para sua formagio, todavia, este estudo
demonstrou que a ingestdo nio determinou os niveis
circulantes de IS, o que reforga a hipdtese do papel
predominante das bactérias intestinais na geragdo
deste e de outros solutos téxicos. Individuos com
DRC, além da dieta, apresentam diversas condi¢des
associadas a doenga que seriam capazes de interferir
nessas variaveis.'*

Osvalores correspondentes a ingestdo de proteina e
triptofano da dieta correlacionaram-se positivamente
com varidveis que avaliaram a massa magra destes
individuos, demonstrando a importancia da ingestao
proteica, mais especificamente da proteina de alto
valor biolégico, na manutencdo do estado nutricional
destes individuos que estio expostos a diversos
fatores catabdlicos.*

A correlagio observada entre os niveis plasmdticos
de IS e IL-6 sugere que o trato gastrointestinal, ao
gerar metabdlitos téxicos como IS, pode contribuir
para a inflamacdo cronica frequentemente encontrada
em pacientes com DRC.3!



Deste modo, os resultados deste estudo sugerem
que o manejo nutricional a ser adotado para esses
pacientes a fim de modular os niveis plasmaticos de IS
nio deve ser pautado na reducdo da oferta de fontes
alimentares de triptofano, uma vez que esta conduta
parece ndo ser eficaz na determinagio dos niveis
plasmadticos desta toxina e tal intervengdo poderia
ainda representar um risco para o estado nutricional
destes individuos.
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