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Resumo

Introdugao: O desequilibrio da microbiota
intestinal associa-se a alta produgio de
toxinas urémicas tais como acido indol-
3-acético (AIA), em renais cronicos. Essa
toxina ativa o receptor aril hidrocarboneto
(AhR) - fator de transcricio ativado
por ligante, na inflamacio. Restaurar
o equilibrio da microbiota intestinal
associa-se a produgdo reduzida de AIA e
efeitos deletérios. Avaliamos os efeitos
da suplementagdo de amido resistente
prebiético (AR) sobre AIA sérico e
expressio de AhR mRNA em renais
cronicos em HD. Métodos: Estudo clinico
randomizado, duplo-cego, controlado por
placebo, com 42 pacientes em HD, nos
grupos AR (n = 22) ou placebo (n = 20).
Os pacientes receberam, alternadamente,
biscoitos e sachés com 16 g/dia de AR ou
polvilho - 4 semanas. Coletamos amostras
de sangue em jejum pré-didlise e medimos
niveis séricos de AIA por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Isolamos e
processamos as células mononucleares
do sangue periférico para avaliar
expressio AhR mRNA e NF-«B por PCR
quantitativo em tempo real. Avaliamos
parametros antropométricos, bioquimicos
e ingestdo alimentar. Resultados: 31
pacientes, 15 AR e 16 no placebo. Apesar
de nio apresentarem alteragdo significativa
nos niveis de AIA, nas expressdes de AhR
ou NF-kB mRNA péds- suplementagio
com AR, foi verificada uma correlacio
positiva (r = 0,48; p = 0,03) entre AIA
sérico e expressdo de AhR na linha basal.
Conclusao: Embora a suplementacio com
o prebiotico de AR ndo tenha influenciado
os niveis de ATA ou a expressio de AhR,
sua associagdo positiva reforca possivel
interagdo entre eles.

Palavras-chave: Prebidticos; Receptor aril
hidrocarboneto; Inflamagao; Doenga renal
cronica; hemodialise.

ABSTRACT

Introduction: Gut microbiota imbalance
is linked to high uremic toxins production
such as indole-3-acetic acid (IAA) in chronic
kidney disease patients. This toxin can acti-
vate the aryl hydrocarbon receptor (AhR), a
ligand-activated transcription factor involved
with inflammation. Strategies to restore gut
microbiota balance can be associated with re-
duced production of TAA and its deleterious
effects. This study aimed to evaluate prebiotic
resistant starch (RS) supplementation effects
on TAA plasma levels and AhR mRNA ex-
pression in CKD patients on hemodialysis
(HD). Methods: This randomized, double-
blind and placebo-controlled clinical trial
evaluated forty-two stable HD patients allo-
cated in RS (n=22) or placebo (n=20) groups.
Patients received, alternately, cookies and
sachets containing 16 g/day of RS (Hi-Maize
260®) or manioc flour for four weeks. Fast-
ing pre-dialysis blood samples were collected
and TAA plasma levels measured by high per-
formance liquid chromatography. Peripheral
blood mononuclear cells were isolated and
processed for AhR and nuclear factor kappa
B (NF-«B) mRNA expression analyzes by
quantitative real-time PCR. Anthropometric
and biochemical parameters, as well as food
intake were also evaluated. Results: Thirty-
one patients completed the study, 15 in the
RS group and 16 in the placebo group. Al-
though there was no significant alteration in
TAA plasma levels, neither in AhRR mRNA ex-
pression and NF-kB mRNA expression after
RS supplementation, a positive correlation
(r=0.48; p=0.03) was observed between IAA
plasma levels and AhR expression at baseline.
Conclusion: Even though prebiotic RS sup-
plementation did not influence TAA levels or
AhR expression, their positive association re-
inforces a possible interaction between them.
Keywords: Prebiotics; Aryl hydrocarbon

receptor; Inflammation; Chronic kidney
disease; hemodialysis.
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INTRODUCAO

O receptor aril hidrocarboneto (AhR) é um fator
de transcri¢do alocado no subgrupo hélice-loop-hélice
basico da familia de fatores de transcri¢io Per-Arnt-
Sim, uma classe de proteinas consideradas sensores
ambientais, amplamente expressa em nivel central e
sistémico'. O AhR foiidentificado primeiramente como
um fator de transcri¢do relacionado ao metabolismo
dos xenobidticos, sendo o principal ligante ativador
as dioxinas?. Desde entdo, tem sido extensivamente
estudado como mediador de respostas celulares contra
substincias toxicas ambientais. Os tltimos achados
mostram que, além das dioxinas, outros ligantes
enddgenos sio capazes de ativa-lo, associando o AhR
as varias vias fisioldgicas necessdrias para manter a
homeostase em diferentes tecidos e tipos de células de
animais e humanos®’. Entre esses ligantes enddgenos
estdo as toxinas urémicas derivadas do metabolismo
do triptofano, como o acido indol-3-acético (AIA)®.

O triptofano, um aminodcido essencial, estd
presente em alimentos de origem animal, como carne,
leite e ovos e, quando atinge o c6lon, o triptofano pode
ser fermentado pela microbiota e produzir ATA®,
Em um individuo saudéavel, as toxinas urémicas sio
facilmente excretadas pelos rins, mas na doenca renal
cronica (DRC) sua depuracio é prejudicada e a didlise
nio é capaz de filtri-las porque estio fortemente
ligadas a albumina sérica''.

As toxinas urémicas tém sido associadas a
inflamacio e estresse oxidativo, bem como a
progressio da DRC!P e maior incidéncia de
doengas cardiovasculares (DCV)'*', Entre as
toxinas urémicas, o AIA tem sido associado a
patogénese das DCV, estimulando a producio de
fatores teciduais procoagulantes!’ e pela ativacdo de
mecanismos pré-inflamatérios'®'s. De fato, o AIA -
um metabdlito do triptofano - é capturado na célula
pelos transportadores de dnions organicos e se liga
ao complexo AhR, ativando-o e desencadeando uma
resposta de sinaliza¢do inflamatdria através da ligagio
ao AhRY. Além disso, quando as toxinas urémicas
estdo ligadas ao AhR, o fator 2 alfa induzido por
hipoxia (HIF2a) ndo € translocado para o nucleo e a
expressdo do gene eritropoietina é reduzida, levando
a anemia®. E importante notar que a ativacio do
AhR também envolve muitas funcdes fisioldgicas,

como desenvolvimento fetal e diferenciacio de células
T CD4+%.
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O complexo da toxina urémica-AhR se
transloca para o ntcleo e se dissocia do complexo
proteico estabilizador para formar um complexo
heterodimérico com o translocador nuclear de aril
hidrocarboneto, induzindo a produgio de radicais
livres e citocinas inflamatérias?!22,

Estudos sugerem que a suplementacdo de fibras
alimentares com func¢do prebidtica, como o amido
resistente (AR), pode exercer um possivel efeito
modulador na microbiota intestinal em pacientes com
DRC, reduzindo a produgio de toxinas urémicas,
reduzindo a inflamacdo e o estresse oxidativo?*2’. Além
disso, relatamos recentemente que a suplementagio
de AR por 4 semanas pode melhorar os niveis de
toxinas urémicas, marcadores de estresse oxidativo e
IL-6%¢. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar os
possiveis efeitos da suplementa¢io de AR nos niveis
plasmaticos de AIA e na expressio do mRNA do AhR
na DRC.

MATERIAIS E METODOS

PoPULACAO ESTUDADA

As caracteristicas detalhadas dos pacientes foram
publicadas recentemente?s. Os pacientes receberam
uma prescri¢ao dietética de 1,2 a 1,4 g de proteina/kg/
dia e 30-35 kcal/kg/dia, conforme recomendado para
pacientes em HD, de acordo com suas necessidades.
O monitoramento da dieta foi realizado pelo
nutricionista da clinica e direcionado de acordo com
0s exames bioquimicos dos pacientes. As drogas
utilizadas pelos dois grupos foram semelhantes,
incluindo quelantes de ferro, eritropoietina, anti-
hipertensivos e fésforo. O cilculo do tamanho da
amostra foi realizado no software G-Power, com
poder de teste de 80%, considerando a PCR como
desfecho principal, nivel de significincia de 5%
(bicaudal) e 17 pacientes para cada grupo.

DEsIGN DO ESTUDO

Este ensaio clinico longitudinal, randomizado,
duplo-cego e controlado por placebo foi realizado
entre 2016 e 2017 no Rio de Janeiro, Brasil, e foi
uma andlise secundaria do estudo de suplementagio
com AR. Amostras de sangue de pacientes em HD,
recrutados para o estudo descrito anteriormente,?
foram analisadas quanto aos niveis plasmaticos de
ATA e a expressio do AhR mRNA.

Resumidamente, os pacientes foram randomizados
em dois grupos, AR e placebo, para receber durante



4 semanas a suplementacdo correspondente (16 g de
Hi-Maize 260®, ingrediente ou polvilho, Yoki). Os
pacientes receberam a respectiva suplementa¢io na
forma intercalada de biscoitos (1 embalagem/dia com
9 unidades, entregues durante a sessdo de didlise para
consumo no local) e p6 (1 saché/dia para consumo em
dias sem didlise). Biscoitos e sachés foram preparados
quinzenalmente no Laboratério de Nutricio e
Dietética da Faculdade de Nutricio - UFE, e eram
idénticos em cor, aparéncia, tamanho e forma, e
foram embalados em embalagens plasticas idénticas.

A coleta de sangue, a antropometria e a retirada de
alimentos foram realizadas no inicio e ap0s 4 semanas
do periodo de suplementagdo, conforme descrito
anteriormente?. A concepgao do projeto foi aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina e pelo Hospital Universitario Antonio Pedro
e recebeu a licenga n ° CAAE 47703315.6.0000.5243.
Este estudo também foi registrado no servico de
Ensaios Clinicos dos Institutos Nacionais de Satde
dos EUA (clinictrials.gov - NCT02706808). Todos os
procedimentos estavam de acordo com os principios
da Declaragio de Helsinque.

PROCEDIMENTOS ANALITICOS E ANALISES BIOQUIMICAS

Amostras de sangue em jejum foram obtidas antes
do procedimento de HD. As aliquotas de sangue total
foram divididas para obtencdo de plasma e soro e
para isolamento de células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs).

Para obter plasma e soro, o sangue foi centrifugado
(15 min, 3500 rpm, 4°C) e, em seguida, armazenado a
-80°C até analises posteriores. Os niveis plasmdticos
de ATA foram medidos por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, conforme descrito anteriormente?.
Os niveis séricos de fosforo, potdssio, creatinina
e albumina foram analisados usando os kits
Bioclin® (catdlogo # K020, K131, K016, K040,
respectivamente) pelo  analisador  bioquimico
automadtico. Os PBMCs foram isolados e anilises
da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real (rt-PCR) foram realizadas para avaliar a
expressio de AhR e NF-kB mRNA de acordo com
Cardozo et al.?® Os ensaios de expressio génica
TaqMan (Applied Biosystems®) foram utilizados para
a deteccio de mRNA de AhR (Hs00169233_m1),
mRNA de NF-xB (Hs00765730_m1) e o gene de
controle, GAPDH (Hs02758991_g1). A amplificaciao

por PCR foi realizada com o sistema de detecgdo de
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sequenciamento ABIPrism 7500 (Applied Biosystems®)
e padroes de condi¢do de ciclo. A expressio dos
niveis de AhR e NF-xB foi normalizada em funcio do
GAPDH e o nivel de expressdo foi calculado usando
o método do ciclo de limiar de detec¢io delta (AACT).
Além disso, os parametros bioquimicos de rotina,
incluindo hemoglobina, hematécrito e uréia pré e
pos-dialise, foram medidos de acordo com métodos
padrdo do laboratério clinico da clinica de HD.

ANALISE ESTATISTICA

De acordo com o teste de Kolmogorov-Smirnov,
os resultados foram relatados como média = desvio
padrio (DP) ou mediana (intervalo interquartil). O
teste-t de Student ou Mann-Whitney foi utilizado
para avaliar diferencas entre as médias; os coeficientes
de correlagdao de Pearson ou Spearman foram usados
para avaliar correlacdes. O efeito da suplementacdo
(A) para cada variavel foi definido como a diferenga
do préprio paciente entre o valor final e os valores
basais do AR ou suplementagio com placebo. Os
testes foram estabelecidos com intervalos de confianga
de 95% (p <0,05) e foram considerados significativos.
As andlises estatisticas foram realizadas no programa
Statistical Package for the Social Sciences versao 23.0.

ResuLtAaDOS

Dos 43 pacientes em HD selecionados para o
estudo, 22 foram alocados no grupo AR e 20 no grupo
placebo. Um paciente morreu antes da randomizagio
e 31 terminaram o periodo de suplementag¢io, 15 no
grupo AR (47% homens, 56,0 = 7,5 anos; 50,0 = 36,6
meses de HD) e 16 no grupo placebo (69%, 53,5 =
11,5 anos e 44,3 = 26,4 meses de HD). Os motivos
pelos quais os pacientes foram perdidos neste estudo
ja foram descritos?.

Caracteristicas clinicas e pardmetros bioquimicos
e antropométricos foram relatados anteriormente;
nem no inicio nem no final do estudo foram
observadas diferencas. Embora nio tenha havido
mudanga significativa nos habitos alimentares ap6s o
periodo de suplementagio nos dois grupos, o grupo
que consumiu AR aumentou a ingestio de fibras
(de 18,6 = 7,1 para 34,4 = 7,9, p = 0,0001)2¢,

Além disso, ndo houve diferenga significativa nos
niveis plasmdticos de ATA ou na expressio de AhR
mRNA nos dois grupos apés a intervencdo de 4
semanas. Houve uma tendéncia a reducdo da expressao
do mRNA de NF-xB no grupo AR (Tabela 1). No
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entanto, uma correlagio positiva (r = 0,48; p = 0,03)
foi observada entre os niveis plasmaticos de AIA e
a expressio de AhR mRNA no inicio do estudo
(pacientes incluidos nos dois grupos) (Figura 1).

DiscussAo

O presente estudo revelou que 4 semanas com
16g de suplementa¢io com AR ndo foram capazes
de reduzir os niveis plasméticos de AIA da toxina
urémica ou a expressio de AhR e mRNA de AhR
e NF-«xB em pacientes em HD. No entanto, foi
observada uma correlagido positiva entre os niveis
plasmaticos do AIA e a expressio do AhR mRNA, o
que reforca a ideia de que concentragdes mais altas de
toxinas urémicas, especificamente o ATA, podem estar
envolvidas na ativagiao do AhR.

O presente ensaio clinico foi o primeiro a avaliar
o efeito de um prebiético, especificamente o AR, pela
concentragio da toxina urémica AIA e pela possivel
ativacio do receptor AhR, que foi identificado
como um importante receptor de toxina urémica e,
portanto, poderia desempenhar um importante papel
central na ativacdo da via inflamatéria na DRC%. Em
nossa revisao anterior, discutimos a expressao de AhR
€ sua associa¢io com toxinas urémicas e inflamacio
em pacientes com DRC?,

Até onde sabemos, apenas um estudo examinou os
efeitos da suplementacio de fibra soldvel fermentativa
no estado inflamatério de pacientes em HD?, e apenas
dois estudos avaliaram o uso da suplementagio de
AR em pacientes em HD3'2¢,

No estudo de Khosroshahi®', a suplementac¢do
com AR foi capaz de reduzir significativamente os
niveis plasmaticos de TNF-a, IL-6 e malondialdeido.
Refor¢ando esses achados, nosso estudo piloto?®
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Figura 1. Correlagao entre niveis plasmaticos de AlA e expressao de
AhR mRNA em pacientes com doenga renal crénica em hemodidlise
(r=0,48; p=0,03).

observou uma reducdo dos niveis plasmdticos de
substancias reativas a IL-6 e do 4cido tiobarbitirico
(TBARS), bem como aos niveis plasmaticos de indoxil
sulfato apds quatro semanas de suplementagio com
16g de AR. Além disso, foi observada uma correlacdo
positiva entre IS e IL-6. Achados semelhantes, como
reduc¢do dos niveis de toxinas urémicas e, portanto,
marcadores de estresse oxidativo e de inflamacdo
foram encontrados em estudos anteriores em ratos
com DRC alimentados com AR?*?5, Além disso, no
presente estudo, houve uma tendéncia na reducdo
da expressio de NF-kB. Vaziri et al. (2014)*
observaram redug¢do da expressio do fator nuclear
kappa-B (NF-kB) apds suplementacio com amido
resistente 2 em ratos nefrectomizados. Os mecanismos
pelos quais o AR pode modular a expressio de NF-
kB ndo sdo claros; no entanto, a hipétese de que esse
prebidtico possa modular a microbiota intestinal,

TaBELA 1. EFermos DA SUPLEMENTACAO DE AMIDO RESISTENTE (AR) E PLACEBO SOBRE A EXPRESSAO DE AHR E NF-«kB MRNA
NOS VALORES PLASMATICOS DE AlA EM PACIENTES COM DOENGA RENAL CRONICA EM HEMODIALISE.
Grupo AR (n=15) Grupo placebo (n=16)
Pardmetros Valores , Valor Valores , Valor Valor
basais Pos de A basais Pos de A de p
P P de A
iﬁgessao 1105 11+05 084 03(04;05 1105 1005 029 -01(0703 019
Expresséo 1,35+ 0,97 = ) 1,16 = )
NE«B 0,81 037 0,06 -0,2 (0,6;0,19) 1,0 £ 0,54 0,64 0,49 0,04 (-0,61; 0,61) 0,18
2132,0 = 19170 = 6,6 (-4270; 2004,0 = 1840,0 = -194,0 (-1254,0;
AlA (mg/L) 11670 956,0 0.16 226,0) 1035,0 908,0 0.59 520,0) 0.89

AhR, receptor de aril hidrocarbono; NF-kB, Fator nuclear -kB; AIA, 4cido indole-3-acético. Os dados sdo presentados como média + DP ou mediana

(25°-75° percentil).
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reduzindo toxinas e aumentando a produgio de
acidos graxos de cadeia curta, pode ser aceita.

Estudos anteriores ji avaliaram os niveis de
toxinas urémicas e seu papel na patogénese da DRC e
eventos cardiovasculares, que sio uma causa de morte
entre os pacientes com DRC. Dentre essas toxinas,
o indoxil sulfato é o principal precursor de doengas
cardiovasculares, associadas a mortalidade geral e
cardiovascular®®, e 4 mortalidade por todas as causas
em pacientes com DRC, principalmente naqueles em
dialise'.

O AIA e a relagdo de toxinas urémicas foram
exploradas na DRC!%233233, Em um ensaio clinico,
o AIA foi associado a um aumento na mortalidade
e eventos cardiovasculares em pacientes com DRC
com niveis de AIA> 3,73 pM quando comparado a
pacientes com niveis mais baixos (AIA <= 3,73 uM).
Para confirmar essa associa¢do, observou-se pela
cultura celular que o AIA induzia o estresse oxidativo
aumentando a sintese e a inflamac¢do de ERO via
AhR/p38MAPK/NF-kB, aumentando as citocinas
inflamatérias e ativando o ciclo-oxigenase-21.

Embora nio tenha havido redugio significativa
nos niveis de TAA em nosso estudo, Sirich et al.??
relataram que, apds a intervenc¢dao com 15g de amido
de milho rico em amilose (Hi-milho 260) via sachés
por 6 semanas, o nivel plasmdtico livre de IS foi
significativamente reduzido quando comparado ao
grupo controle. Vale ressaltar que, embora nosso
estudo tenha tido um menor tempo de intervengio
(4 semanas), a quantidade de AR administrada por
dia foi maior (16g). Além disso, Ramos et al. nio
observaram redugdo do AIA apds a suplementagio
com um prebiodtico (FOS) em pacientes em pré-dialise,
concordando com nossos resultados®.

Nesse contexto, a reducdo da concentragdo
de toxinas urémicas na DRC, restabelecendo a
microbiota intestinal com suplementacdo prebidtica,
surge como estratégia ndo-farmacoldgica para
diminuir a ativacdo da cascata inflamatéria via
ativagio do AhR?**%*, Os mecanismos de ag¢do dos
prebidticos, especificamente a AR, no intestino
humano sio complexos e varias hipdteses foram
propostas para explicar seus efeitos benéficos
na sadde intestinal e sistémica de pacientes em
HD. O AR é fermentado no intestino grosso por
bactérias simbidticas (Firmicutes, Bacteroidetes e
Actinobacterium), que possuem atividade enzimatica
capaz de clivar as ligacdes a 1,4 e a 1,6 da AR,
resultando nos produtos dessa fermentac¢do, acidos
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graxos de cadeia curta (SCFAs) (metano, hidrogénio,
diéxido de carbono), 4cidos organicos (lactato,
succinato e fumarato) e dlcoois (metanol e etanol)*.
Vaziri et al.* relataram que ap6s a suplementacdo
com AR2 houve um aumento na populacio de
bactérias simbidticas, incluindo Bifidobacterium
e Faecalibacterium prausnitzii, que apresentam
potencial anti-inflamatério.

Os SCFAs promovem a reducdo do pH intestinal,
modulando a microbiota intestinal e reduzindo a
uremia*®?’. Além disso, os SCFAs sio substratos
energéticos para linfocitos T-reguladores, aumentando
assim a imunidade e para os colondcitos, restaurando
a integridade da barreira mucosa®’. Uma vez que essa
barreira esteja completa, ela se torna mais seletiva e nio
permite a passagem de toxinas urémicas, bactérias e seus
componentes da parede celular de lipopolissacarideos
para a corrente sanguinea, reduzindo a inflamacio
presente nos pacientes com DRC3.

Entre outros efeitos do AR estd a melhora da
sensibilidade a insulina®® e a reducio do perfil
lipidico* e adiposidade®.

Em relacdo as limitagdes do estudo, o pequeno
tamanho da amostra e o fato de alguns participantes
terem se retirado do estudo podem ter impedido o
surgimento de outros resultados com significincia
estatistica. Além disso, ndo foi possivel avaliar a
expressdo de genes conhecidos ativados pelo receptor,
como CYP1A1l, CYP1A2 e CYP1B1, ou mesmo
executar uma técnica de Western blotting para avaliar
o receptor AhR e a proteina NF-kB.

Embora esses estudos sugiram um possivel efeito
modulador da microbiota intestinal em pacientes
com DRC, reduzindo a produ¢ido de toxinas urémicas
e, com isso, diminuindo a ativacio da cascata
inflamatéria e diminuindo o estresse oxidativo, a
acdo prebiotica nesses pacientes ainda nio estd clara.
De fato, esta é a primeira evidéncia do impacto da
suplementacdo prebidtica, especificamente AR, na
expressdo de AhR.

ConcLusAo

Em resumo, os dados deste estudo sugerem que
a suplementagio com AR prebiético ndo influencia
os niveis plasmdticos de AIA, nem a expressio de
AhR e NF-xB mRNA. Além disso, o estudo sugere
que os niveis de AIA estdo associados positivamente
a ativacao do AhR. Mais estudos sao necessdrios para
explorar a suplementacdo prebidtica na reducdo da
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toxina urémica e sua relagdo com a possivel ativaciao
do AhR nessa populagio.
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