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RESUMO

Introducao: A perda progressiva da filtracdo glomerular e a inflamagao crénica em
doentes renais cronicos resultam no acumulo de toxinas urémicas geradas pelo
metabolismo bacteriano no trato gastrointestinal (TGl). Assim, o objetivo desse
estudo piloto foi avaliar o efeito da administracdo de simbiético em marcadores de
toxicidade urémica e de perfil inflamatério de pacientes renais cronicos em
tratamento conservador.

Métodos: Foi um estudo piloto, prospectivo, randomizado, placebo controlado,
crossover, com duracdo de seis meses, em que se realizou a suplementacdo de
uma formulagdo de simbidticos em pacientes renais crénicos nos estadios 3 e 4.
Resultados foram comparados usando parametros bioquimicos, valores de toxinas
urémicas, como p-Cresilsulfato (pCS) e Indoxil Sulfato (IS) e citocinas inflamatérias.
Resultados: Dos 44 pacientes randomizados, 25 completaram o estudo (idade
média de 51 + 9,34, 64% mulheres, TFG média 36 + 14,26mL/min/1,73m2, média de
IMC 28,5 + 5,75kg/m?). Ap6s a analise de crossover verificou-se que ndao houve
alteragdes significativas em nenhuma das dosagens plasmaticas com o tratamento,
como IL-6 (p = 0,55), pCS (p = 0,57) and IS (p = 0,08).

Conclusao: O tratamento com simbidtico durante trés meses nao foi capaz de
alterar niveis plasmaticos de ureia, creatinina, toxinas urémicas e citocinas em
doentes renais crénicos em tratamento conservador nesta amostra.

Palavras-chave: Doenca Renal Crbnica, Simbiéticos, Inflamacgéo, Toxicidade

urémica.



ABSTRACT

Background & Aim: Bacterial metabolism contributes to the generation of uremic
toxins in patients with chronic kidney disease (CKD). Whether the use of symbiotics
could reduce the intestinal production of uremic toxins is not clear. So, the aim of this
pilot study was to evaluate the effect of symbiotic supplementation on uremic toxicity
and inflammatory profile of CKD patients.

Methods: We performed a 6-month randomized, placebo controlled, crossover study
on patients with CKD stages 3 and 4. The intervention was a symbiotic formulation
composed of Lactobacillus acidophilus strains given orally three times a day for 3
months. Change in uremic toxins and serum inflammatory cytokines were the primary
endpoint.

Results: Of the 44 patients randomized, 25 completed the study (mean age 51 *
9.34, 64% female, mean eGFR 36+14.26 mL/min/1.73m2, mean BMI 28.5+5.75
kg/m?). At 3 months, there were no significant changes in any of the studied
biomarkers including interleukin-6 (p = 0.55), p-Cresylsulphate (p = 0.57) and Indoxyl
sulphate (p = 0.08).

Conclusion: Lactobacillus acidophilus strains given as symbiotic were not able to
reduce serum levels of uremic toxins and biomarkers of inflammation in CKD patients
stage 3 and 4.

Keywords: Chronic Kidney Disease; Symbiotics; Inflammation; Uremic Toxicity.



1 - INTRODUCAO

1.1 DOENCA RENAL CRONICA (DRC)

A Doenca Renal Crénica (DRC) tem distribuicdo mundial, com taxa de
crescimento anual de 7 a 8%. A prevaléncia de DRC nos estadios 3 a 5 é
estimada em 7,2% em individuos com mais de 30 anos, traduzindo para a
populacdo global, de aproximadamente 6,8 bilhbes de pessoas, isso
representaria aproximadamente 490 milhdes de pessoas com DRC nos
estadios 3 a 5.

Essa doenca é caracterizada pela perda progressiva da filtracéo
glomerular, por meio da qual os rins perdem a sua capacidade de remover
compostos potencialmente tdxicos da corrente sanguinea para a urina,
resultando na sua acumulacdo no organismo. Conforme a doencga progride,
ocorre a reducao da Taxa de Filtracao Glomerular (TFG), e é a partir da TFG
que ocorre a classificacdo dos estadios de prognostico da DRC, essa
classificacao contempla seis categorias, conforme mostra a tabela 1 (Martinez-
Castelao A, et al., 2014).

Tabela 1. Classificacéo e descricao dos diferentes estadios da DRC

Estadio da . Descricao
TFG (ml/ min/1,73 m?)
DRC
Funcgéo renal normal, mas achados
anormais, urina ou anormalidades
1 > 90 . .
estruturais ou um trago genético
indicando doenca renal
Ligeira reducéo da fungao renal e outros
2 60 — 89 achados (como no estadio 1).
Indica doenca renal
3a 45 -59 B )
Funcgéo renal moderadamente reduzida
3b 30-44
4 15-29 Funcéo renal severamente reduzida
Insuficiéncia renal muito grave ou em fase
5 <15

terminal

A sindrome urémica é atribuida a progressiva retencdo de uma gama de

compostos que sob condigdes normais sdo excretados por rins saudaveis.
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Esses compostos sdo denominados solutos de retencao urémica, ou toxinas
urémicas, quando eles interagem negativamente com funcdes biolégicas. O
acumulo de tais compostos tem um impacto negativo em muitas funcoes
corporais, e resulta em uma gradual intoxicagdo enddgena. Entre os efeitos
téxicos, o dano cardiovascular € o principal, pois € responsavel pela alta
morbidade e mortalidade, até mesmo em estadios iniciais da DRC (Vanholder
et al., 2008; Glorieux e Vanholder, 2011).

O sistema de classificacdo das toxinas que atualmente é mais aplicado é
baseado nas caracteristicas fisico-quimicas das moléculas que influenciam na
remocéao do soluto pela didlise. Os trés maiores grupos sao identificados como:
pequenos compostos hidrossoluveis, moléculas médias e compostos ligados a
proteinas (tabela 2) (Vanholder et al., 2008).

Tabela 2. Atual classificacdo de solutos de retencao urémica

Classificacao Caracteristicas Exemplos Toxicidade
Pequenos Peso molecular < 500Da Urei Nao
reia
compostos Facilmente removidos por . necessariamente
) o o creatinina o
hidrossoluveis qualquer estratégia dialitica toxico
i Peso molecular > 500Da, ) ) Grande variedade
Moléculas . ] B2-microglobulina i
o removidos somente através de . de impactos
médias Leptina o
membranas com largos poros biologicos
Qualquer peso molecular, B Grande variedade
Compostos » _ Fendis )
) X ] dificuldade de remog&o com B de impactos
ligados a proteina L Indéis o
qualquer estratégia dialitica biologicos

Adaptado de: VANHOLDER, R.; VAN LAECKE, S.; GLORIEUX, G. Pediatr Nephrol, v. 23, n. 8,
p. 1211-21, Aug 2008.

A origem das toxinas urémicas é multipla, sendo a maioria originada do
metabolismo celular endégeno, como as de origem da microflora intestinal
(Wikoff et al., 2009). Sendo que as mudancas induzidas pela DRC na
composigao e fungédo da microbiota intestinal representam um estado disbiotico
que tem conseqléncias adversas como a geracao dos componentes toxicos e
reducao da producao de micronutrientes benéficos, podendo contribuir para a
inflamacao sistémica, progressdo da DRC e complicagdes cardiovasculares
(Vaziri, 2016).



Sinais de inflamagao crénica também sao observados em pacientes
portadores de doenca renal, mesmo antes do tratamento dialitico, € ha uma
associacao entre citocinas pré-inflamatorias e doenga cardiovascular (DCV)
(Pecoits-Filho et al., 2002). A inflamacao persistente € evidenciada por
elevados niveis plasmaticos de proteina C-reativa (PCR), e varias citocinas
pré-inflamatérias que agem como mediadores da inducdo de resposta
inflamatéria de fase aguda. A interleucina-6 (IL-6) é considerada a principal
citocina que influencia mudancgas nos niveis plasmaticos de PCR, e tanto IL-6
como PCR estao elevadas em pacientes com DRC, e predizem mortalidade de
pacientes em diferentes fases da doenca renal crénica (Pecoits-Filho et al.,
2002; Barreto et al., 2010)

1.2 MICROFLORA INTESTINAL E FORMACAO DE POTENCIAIS TOXINAS
UREMICAS

Além de servir como motor de processamento e entrada de nutrientes e
para a eliminacao de residuos formados pela digestao, o intestino serve como
uma barreira para impedir a entrada de micrébios e os seus produtos nocivos,
bem como outros compostos nocivos para o ambiente interno (Vaziri, 2012).

A microflora intestinal humana é um ecossistema complexo, com
contagens totais de 10''-10'? unidades formadoras de colénia (UFC) por grama
de fezes. Entre este grande numero de organismos, encontra-se pelo menos
400 espécies de anaerdbios e muitos organismos facultativos, no qual varias
espécies de Lactobacilos e Bifidobactérias. A microflora intestinal compreende
uma sociedade altamente ativa de organismos, possuindo diversas enzimas
que executam funcbes extremamente variadas, tanto benéficas como em
alguns casos prejudiciais. A simbiose mantida entre essa populacdo bacteriana
desempenha um papel importante na manutencdo nao sé a saude intestinal,
mas também a saude geral do hospedeiro. Até 80% do sistema imune do
organismo esta localizado no trato gastrointestinal (TGl), o que indica uma
enorme atividade biolégica no intestino. O intestino profere oportunidade de:
modular a resposta imune; prevenir ou tratar doencas que surgem neste 6rgao,
e remover ou modificar as toxinas urémicas em um regime terapéutico
(Ranganathan et al., 2010).



A DRC pode resultar em uma significativa alteragcdo na microbiota
intestinal (disbiose), e na estrutura e fungdo da mucosa colbnica, alterando a
funcdo de barreira intestinal, o que resulta na translocacdo de bactérias,
endotoxinas e outras toxinas (Figura 1) (Pahl, M. and Vaziri, N., 2015). O
comprometimento da funcdo de barreira intestinal pode contribuir para a
inflamacéo vigente, estresse oxidativo e toxicidade urémica (Ritz, 2011). A
uremia altera o meio bioquimico do TGl por varios mecanismos. Nesse
contexto, a reducdo da TFG e o consequente aumento de ureia nos
compartimentos de fluidos intra e extracelular, observado em pacientes com
doenca renal, resultam no seu grande afluxo para o TGI. Mudancas na
composicao do microbioma intestinal na DRC podem perturbar a relacao
simbi6tica normal e levar a formacdo e absorcdo de pré-oxidantes, pro-
inflamatérios e outros subprodutos nocivos que podem contribuir para a

toxicidade urémica (Vaziri, 2012).

Microbiota intestinal disbiotica na DRC
T Ureia e aménia intestinal
T Supercrescimento de bactérias patégenas

w Integridade da barreira intestinal
T Inflamacio

LFS Comsensal  Patogeno
)l\ & - X ¥ Limen
intestinal
IgG
PRR: - i
' Muco
1T - jEIYH MR 3N AiR ST MR 5 M
1
Barreira
epitelial
TNF-a, IL-1B, IL-5,
IL-12, IFMy & cmiras
citecinas .
pri-inflamatorias Lamina
propria

Resposta imune
desregulada

Figura 1. Efeito da DRC na microbiota (disbiose), estrutura e funcao da
mucosa
Adaptado de: Ramezani e Raj. J Am Soc Nephrol 25: 657-670, 2014.



Pacientes com DRC apresentam uma concentracao de ureia mais alta e,
consequentemente, aumento de aménia. Isso promove um aumento no pH que
leva ao crescimento de bactérias aerdbias no TGl e a subsequiente producéo
de toxinas urémicas. Por outro lado, bifidobactérias fermentam carboidratos e
produzem &acidos acético e latico, acidificando o intestino. Dessa forma, essas
bactérias previnem o crescimento de microorganismos aerébicos e normalizam
a alteracdo do microbioma intestinal em pacientes com DRC (Miranda Alatriste
et al, 2014). Sendo assim, modificacbes dietéticas e intervencdes
medicamentosas podem significativamente impactar o meio bioquimico do TGl
de pacientes com DRC avancada, o que exerce um papel decisivo no formato
da flora microbiana (Vaziri, 2012).

Toxinas urémicas produzidas no TGl incluem produtos de glicacdo
avancada (AGES) que compreende a glicacdo de proteinas, peptideos e
aminoacidos devido ao excesso de glicose (Hegab et al, 2012). Toxinas
urémicas também pode incluir fenodis, como por exemplo p-cresilsulfato (pCS),
que se formam pela fermentacdo no TGl dos aminoacidos fenilalanina e
tirosina (Bone et al., 1976; Macfarlane e Macfarlane, 2012). Da mesma forma,
ocorre a formacado dos compostos fendlicos, inddis, como exemplo o indoxil
sulfato (IS), que pode ser gerado pela microbiota do TGI (Macfarlane e
Macfarlane, 2012) (Figura 2), e tanto o pCS como o IS sao classificados como
compostos ligados a proteinas, caracterizados como moléculas de dificil
remocao por qualquer estratégia dialitica (Vanholder et al., 2008). O impacto
bioldgico dessas moléculas tem sido relatado por induzir respostas pro-
inflamatérias, estimulacao de leucécitos e disfuncédo endotelial (Charney et al.,
1993; Dou et al., 2004; Schepers et al., 2007). Assim o excesso de producao
de moléculas pro-inflamatorias no TGl pode desempenhar um papel importante
na manutencéao de um estado inflamatério ndo regulado neste local (Macfarlane
e Macfarlane, 2012). Se a disbiose do TGl inflamado segue (Vitetta et al.,
2012), a disseminagao sistémica dessas moléculas aumenta a probabilidade de
sobrecarga de eliminagdo sanguinea das toxinas urémicas (Hida et al., 1996).
Esta ligagdo entre a inflamacdo do TGI, disbiose, e toxinas urémicas
circulantes sugere intima relagao da disbiose do TGl vesus rim, particularmente

para o desenvolvimento de doenca renal crénica (Vitetta e Gobe, 2013).
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A fermentacdo protéica, portanto, gera um complexo conjunto de
diferentes metabdlitos, que além de sua origem comum, alguns destes
compostos compartiiham outras caracteristicas como a ligacdo a proteinas
(Meijers et al., 2008).

1.2.1 Fenois

Compostos fendlicos, tais como acido fenilacético, fenol, e p-cresol sao
gerados pela fermentacao colénica dos aminoacidos tirosina e fenilalanina por
uma ampla gama de bactérias intestinais anaerdbias facultativas (Evenepoel et
al., 2009). O p-cresol é o representante mais estudado dos compostos
fendlicos, e pacientes com DRC apresentam niveis séricos elevados desse
metabdlito em cerca de dez vezes, sendo que esse aumento ocorre
progressivamente durante o desenvolvimento da DRC, e esta envolvido no
processo de disfuncao endotelial, processo este que tem um importante papel
no desenvolvimento da doenga cardiovascular, a principal causa de
mortalidade em pacientes com DRC (Vanholder et al., 1999; Dou et al., 2004).

Apesar de ter um baixo peso molecular, o p-cresol faz parte do grupo de
solutos urémicos ligados a proteina, além de ser uma molécula parcialmente
lipofilica. Em humanos, ele ndo é detectado no plasma normal e urémico nessa
forma, pois, durante a sua passagem pela mucosa intestinal uma
sulfotransferase citosélica metaboliza p-cresol em p-cresilsulfato, ou seja,
existe predominantemente como o conjugado p-cresilsulfato (pCS) (Bammens
et al., 2006; Glorieux e Vanholder, 2011).

1.2.2 Indéis

O metabolismo bacteriano de triptofano no célon resulta na producao de
uma vasta gama de compostos inddlicos. As bactérias intestinais, tais como
Escherichia coli tém triptofanase que converte o triptofano em indol, que é
quantitativamente o principal produto final. Inddis sdo absorvidos e
metabolizados em indoxil sulfato no figado (Evenepoel et al., 2009). Indoxil
sulfato (IS) € uma das toxinas do grupo dos compostos ligados a proteina, esse
€ o composto indol mais abundante no corpo de pacientes urémicos, e tem sido
associado ao dano endotelial, a inibicio de regeneracdo e reparagao

endotelial, e a producao de radicais livres, induzindo ao estresse oxidativo.
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Além do mais, indoxil sulfato € um potente agonista endégeno para o receptor
hidrocarboneto aromatico, um fator de transcricdo envolvido na regulagdo de
multiplas vias celulares. Sua ativacao prolongada por IS pode contribuir para a
toxicidade celular observada em pacientes em didlise. Tem sido relacionado
também a fibrose renal e a progressao da insuficiéncia renal (Glorieux e
Vanholder, 2011). Em pacientes em hemodidlise, IS estd associado com
marcadores relacionados a aterosclerose (Raff et al.,, 2008). Um estudo de
coorte mostrou que IS esta associado a doenga cardiovascular e a mortalidade
em DRC (Barreto et al., 2009).
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Figura 2. Formagao de p-cresilsulfato e indoxil sulfato a partir da fermentacao de proteinas no colon
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1.3 USO DE PROBIOTICOS E SIMBIOTICOS NA DRC

Os efeitos benéficos da microbiota intestinal s&o atribuidos aos
probidticos que sao definidos como “microorganismos vivos que quando
administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saude do
hospedeiro” (FAO; WHO, 2001). Existem trés mecanismos gerais pelos quais
0s probidticos parecem exercer seus efeitos benéficos: efeitos antimicrobianos,
pelo aumento de moléculas antimicrobianas, pela inibicdo competitiva,
limitando o crescimento de patdégenos; aumento da integridade da barreira
mucosa, estimulando a sintese de mucina para manter a integridade do epitélio
intestinal, e melhorando a organizacdao das “tight junctions”; e, efeito
imunomodulador, reduzindo a secre¢cdo de citocinas proinflamatérias e
aumentando as antiinflamatérias (Patel e Dupont, 2015).

Um exemplo de probiético sdo os Lactobacilos, espécies Gram-positivas,
nao patogénicas e membros desejaveis do TGI. Os efeitos de promocao da
saude dos lactobacilos tém sido largamente explorados e inclui a protecao
contra infeccdo intestinal, aumento da biodisponibilidade de nutrientes,
reduzindo os sintomas da intolerancia a lactose e diminuindo a prevaléncia de
alergia em pessoas suscetiveis, redugdo dos niveis de colesterol sérico e
melhorias ndo especificas do sistema imune (Suvarna, 2005; Kim et al., 2008).

Varios lactobacilos que atuam como bactérias probiéticas estdo sendo
explorados como agentes terapéuticos biolégicos inovadores (Sullivan e Nord,
2005; Reid et al., 2006). Uma vez que nem todos os lactobacilos possuem a
capacidade de conferir beneficios a saude do hospedeiro, torna-se necessario
selecionar e caracterizar numerosas estirpes, a fim de obter probiéticos ideais.
A colonizacdo do TGI é desejavel para qualquer probidtico, que depende de
varios fatores, incluindo a capacidade da bactéria para tolerar o pH acido do
estbmago e bilis e com a adesdo de bactérias as células intestinais e muco
(Van Belkum e Nieuwenhuis, 2007). A capacidade para tolerar o pH acido e
bile, atividade antimicrobiana e uma boa capacidade de adesdo séao
propriedades principais desejaveis em potenciais probiéticos (Dunne et al.,
2001). Varios efeitos probidticos sdo mediados através da regulacdo imune,
principalmente através do estabelecimento e manutencdo de um equilibrio

entre citocinas pré e antiinflamatérias (Gaudana et al., 2010).
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Probiéticos ndo apenas equilibram a microbiota intestinal a favor das
bactérias que conferem beneficio a saude, mas também oferecem beneficios
na preven¢ao ou melhora de uma série de desordens. A regulacédo da funcéo
do sistema imune estd entre os mais documentados beneficios das bactérias
probidticas. Resultados de muitos estudos conduzidos nesse sentido tém
revelado que probidticos ndo estimulam o sistema imune apenas localmente,
mas também afetam as respostas imunes inata e adaptativa sistematicamente
(Delcenserie et al., 2008). Assim, eles afetam a producdo de citocinas
inflamatérias de uma maneira especifica. Sugere-se, portanto, que o0s
probidticos atuem no sistema imune por seus padrdes moleculares associados
a microrganismos (MAMPs) interagindo com os receptores de reconhecimento
padrao (PPRs), tais como receptores foll-like (TLR) nas células dendriticas
(DC) quer no lumen intestinal ou na regido da cupula do tecido linféide
associado ao intestino (GALT) (Delcenserie et al., 2008).

O uso de probidticos como suplementacdo mostrou uma redugdo na
incidéncia das manifestacoes sistémicas caracteristicas da artrite reumatoide,
uma doenca inflamatéria auto-imune, de etiologia desconhecida. Além do mais,
citocinas inflamatérias (IL-1b, IL-2, IL-6, IL-12, IL-17, IFN, TNF-a) reduziram
com o tratamento (Alipour et al, 2014). Matsumoto e colaboradores
observaram que o uso de Lactobacillus casei Shirota (LcS) induziu uma
melhora na doenca inflamatéria intestinal crénica, associado a redugédo de
citocinas pro inflamatérias, tais como IL-6 e em células mononucleares da
lamina propria isoladas de rato com colite cronica. Dessa forma, os autores
concluem que o uso do probiético LcS pode ser um potencial tratamento para a
doenca inflamatéria intestinal (Matsumoto et al., 2005).

Um dos requerimentos para 0 uso de probidticos como adjuvantes para
remover ureia ou toxinas urémicas é a capacidade dos microorganismos em
usar metabodlitos como substratos. Assim, probi6ticos ajudam o microbioma
intestinal a diminuir a producdo de toxinas urémicas (Miranda Alatriste et al.,
2014). Estudos demonstram que a bacterioterapia (suplementacao dietética
com determinadas cepas probibticas) pode adiar a progressdo da azotemia,
prolongar o tempo de vida de ratos urémicos e atenuar os niveis de ureia
sanguinea em animais urémicos e em pacientes em estadios 3 e 4 da DRC,

sem causar reacbes adversas, via extracao intestinal de residuos téxicos
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(Ranganathan et al., 2005; Ranganathan et al., 2006; Ranganathan et al., 2009;
Ranganathan et al., 2010).

Raganathan e colaboradores, em um estudo prospectivo, cego,
controlado com placebo, demonstraram que alimentando ratos nefrectomizados
(como modelo de insuficiéncia renal) durante 16 semanas com cepas de
Bacillus pasteurii (dose de 10°UFC/dia) e Lactobacillus sporogenes (dose diaria
de 10°UFC), niveis sanguineos de ureia foram reduzidos, diminuindo a
progressao da azotemia, o que pode ser correlacionado ao aumento do tempo
de vida dos ratos urémicos (Ranganathan et al., 2005).

Outros estudos em humanos, utilizando cepas e doses diferentes de
probidticos, alcancaram resultados positivos como a reducdo de uréia,
dimetilamina (DMA) e nitrodimetilamina (NDMA), indoxil sulfato (IS),
endotoxinas, citocinas inflamatérias como IL-6 e IL-5, TNF-a, e até o aumento
de IL-10 (citocina anti-inflamatéria) (Tabela 1).

Um prebidtico, por sua vez, € uma fibra dietética, ndo digerivel,
fermentativa, que permite mudancas especificas e benéficas na composicao
e/ou na atividade da microflora gastrointestinal, através do estimulo do
crescimento de certas bactérias intestinais. Apenas oligossacarideos
bifidogénicos (principalmente inulina, e seus produtos hidrolisados como
oligofrutose e galacto-oligossacarideos) preenchem todos os critérios para
classificarem-se como prebioticos. Alguns dos efeitos de prebidticos na saude
sao prevencao de diarréia ou obstipacao, modulacdo do metabolismo da flora
intestinal, prevengcdo de céancer, efeitos positivos no metabolismo lipidico,
estimulo da absorcdo de minerais e propriedades imunomodulatérias (De
Vrese e Schrezenmeir, 2008).

A producao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) ocorre no colon
pela fermentagdo de fibras dietéticas, tais como prebidticos. Esses AGCC
diminuem o pH local, estimulando a produgdo de mucina pelos colondcitos, e
induz a produgdo de citocinas imunomodulatérias (Krumbeck et al., 2016).
Entre os AGCC, o butirato parece ser o mais potente na inducado de efeitos
imunomodulatérios, ele influencia na atividade de histona desacetilases que é
responsavel pela secregdo das citocinas IL-12 e IL-6, e promove a atividade
regulatéria das células dendriticas, resultando na indugdo das células T
reguladoras e células secretoras de IL-10 (Frei et al., 2015).
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Tabela 3. Ensaios com probibticos em pacientes renais

Estudo Populacdao N9 de pacientes Tipo de probiético Dose (UFC) Duracao Resultado
Ranganathan, N., Humanos DRC L. aC|doph|.IIus 90 bilhdes 3 meses | uréia e ac.
et. al., 2009 estagios 3 e 4 13 S. termophillus (9x10") arico
T B. longum
L. acidophillus -
Ragtgagatgg?bN., I-elLéggir:)osssDeRf 46 S. termophillus 38 )kz|[|h(;)1%)s 3 meses | uréia
T B. longum
Dunn S, et. al,, Humanos tto , , 2 bilhdes .
1998 dialitico 19 L. acidophillus (2 x 109) 67 dias | DMA e NDMA
B. bifidum | endotoxinas
Humanos tto B. catenulatum 4 bilhdes ;
Wang et al., 2015 dialitico (DP) 39 B. longum (4x109) 6 meses TNF, IL-6 e IL-5
11L-10
L. plantarum
Takayama et. al., Humanos tto 3 bilhdes . .
5003 dialitico (HD) 11 B. longum (3 x 10°) 5 semanas | indoxil sulfato
Humanos tto 0 — 4 sem: 3 bilhdes | homocisteina e
Taki et. al., 2005 dialitico (HD) 27 B. longum 4 — 9 sem: 6 bilhdes 12 semanas indoxil sulfato
8 — 12 sem: 12 bilhdes 1 folato
Miranda-Alatriste Humanos DRC 30 Lactobacillus casei shirota 16 x 10° 2 meses | 10% da uréia

et. al., 2014 estagios 3 e 4

DP: Dialise Peritoneal; HD: Hemodialise; DRC: Doenca Renal Crénica; L. acidophillus: Lactobacillus acidophillus; S. termophillus: Streptococcus
thermophilus; B. longum: Bifidobacterium longum; B. bifidum: Bifidobacterium bifidum; B. catenulatum: Bifidobacterium catenulatum; L. plantarum:
Lactobacillus plantarum; UFC: Unidades Formadoras de Col6nias; DMA: dimetilamina; NDMA: nitrodimetilamina.
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Um estudo randomizado, placebo controlado, cruzado, com 20
voluntarios saudaveis, mostrou que a oferta de inulina enriquecida com
oligofrutose (IN-OF) como prebiédtico, durante quatro semanas, reduziu p-cresol
e nitrogénio urinario.

Quando administrados em uma combinacdo sinérgica, prebidticos
podem aumentar a sobrevivéncia de cepas probidticas, bem como estimular a
atividade das bactérias enddgenas do hospedeiro. A combinacdo de
prebidticos e probidticos denomina-se simbibticos (Anderson et al., 2004).

Um ensaio clinico controlado randomizado triplo-cego, conduzido com
70 participantes com idade entre 6 e 18 anos, investigou o efeito da
suplementacdo com simbibtico sobre fatores inflamatérios em criancas e
adolescentes com sobrepeso e obesidade (Kelishadi et al., 2014). O grupo que
recebeu a capsula de simbiético, cada uma contendo 2x10® UFC com uma
combinacdo de Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Streptococcus
thermophilus, Bifidobacterium breve, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
longum e Lactobacillus bulgaricus adicionado com o prebidtico fruto-
oligossacarideo, apresentou uma reducao significativa nos valores médios de
TNF-a e IL-6, sugerindo a influéncia positiva da suplementacao simbidtica
sobre fatores inflamatorios.

Outros ensaios com humanos saudaveis ou pacientes renais, mostraram
a reducdo de p-cresol e pCS com o uso de simbidtico com combinacdes
diferentes de probidticos e prebidticos, em doses e duragdo do tratamento
também variados (Tabela 2).

Rossi et. al. (2012), em uma metanalise com 19 estudos que avaliaram o
uso de pre, pro e simbiodticos na reducao de pCS e IS, concluiram que esses
produtos possuem um grande potencial na reducao de pCS e IS na populagéao
com DRC, que podem ser traduzidos em beneficios para o resultado clinico,
tais como reducao dos marcadores de doenga cardiovascular e progressao da
DRC (Rossi, M. et. al., 2012).

Na DRC um agravante importante € o acometimento do microbioma
intestinal que se apresenta debilitado, principalmente em pacientes em fase
avancada da doenca. Quase dois tercos dos individuos com uremia tém
anormalidades na mucosa gastrointestinal e um desequilibrio no ecossistema

intestinal. A maioria dessas mudancas acontece no ileo e colén, onde o

18



microbioma tem um papel importante. O aumento de bactérias aerdbias, tais
como Escherichia coli, resulta num desequilibrio do microbioma intestinal.
Essas bactérias produzem e liberam substancias téxicas, que ao se
acumularem no organismo do paciente passam a ter perfil de toxinas, e ainda,
como conseqliéncia desta alteragdo no microbioma intestinal, ocorre a reducao
das bactérias anaerobias, tais como bifidobactérias e lactobacilos (Miranda
Alatriste et al., 2014).

Ja que a flora intestinal € a maior fonte geradora de toxinas urémicas, a
administracdo de pré e probibticos poderia contribuir para o decréscimo de
niveis plasmaticos de p-cresilsulfato (Evenepoel et al., 2009). O novo conceito
de didlise entérica é uma estratégia alternativa para extragdo de solutos na
insuficiéncia renal, baseado no fato de que a parede intestinal funciona como
uma membrana semipermeavel. Dirigido pelo gradiente de concentracéo,
solutos de elevada concentracdo na circulacdo sanguinea, difundem-se do
plasma para o lumen intestinal, e uma grande porcédo de solutos urémicos sao
distribuidos por todo o intestino, onde os probidticos agem hidrolisando a ureia
luminal e reciclando a aménia pela sintese de novas células microbianas
(Ranganathan et al., 2005; Ranganathan et al., 2006; Bergen e Wu, 2009).
Sendo assim, a administracdo oral de uma formulagdo de cepas probibticas
pode estender a reno-protecao via extracao intestinal de residuos téxicos em
pacientes com DRC nos estadios 3 e 4 (Ranganathan et al., 2010).

Por fim, varios estudos evidenciam os efeitos benéficos da utilizacao de
pre, pro e simbidticos na DRC, auxiliando tanto na redugdo das toxinas
urémicas, como na modulagao de citocinas inflamatérias, ambos responsaveis
pelo aumento das complicacdes cardiovasculares e, conseqgientemente, da
mortalidade dessa populagéo.
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Tabela 4. Ensaios com simbiéticos em humanos

Estudo Populacdao N2 de pacientes Tipo de probiético Dose (UFC) Duracao Resultado
Nakabayashi et. Humanos tto L. casei Shirota e B. breve 3x10° (pro) i
al., 2011 dialitico (HD) 9 +GOS + 5,09 (pré) 2 semanas | p-cresol
L. casei Shirota e 13x 10° | p-cresol e
De Petggo\; et al, gatrggcgiz 20 B. breve 2x10° 4 semanas nitrogénio
Inulina com oligofrutose 20g urinario
9 diferentes cepas de 90 bilhGes
Humanos DRC Lactobacilus, (9x 10" .
Rossi et al., 2016 estaqios 3 e 4 31 Bifidobacterias e N 6 semanas | p-cresilsulfato
9 Streptococcus 15
GOS e FOS 9

HD: hemodialise; DRC: Doenga Renal Crénica; L. casei Shirota: Lactobacillus casei Shirota; B. breve: Bifidobacterium breve; GOS: Galactooligossacarideos;
FOS: Frutooligossacarideos, UFC: Unidades Formadoras de Colbnias.
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2 - JUSTIFICATIVA

Considerando que, mundialmente, o numero de pacientes com DRC
estd aumentando, e que tal doengca vem sendo reconhecida como um dos
principais problemas de saude publica global, ameacando chegar a proporcoes
epidémicas na proxima década, buscam-se alternativas para amenizar esse
processo (Lysaght, 2002; Alebiosu e Ayodele, 2005; Meguid El Nahas e Bello,
2005; Zhang e Rothenbacher, 2008; Ranganathan et al., 2010). Assim a
reducdo das toxinas urémicas e citocinas inflamatoérias, através das
intervencdes dietéticas, como por exemplo o uso de um simbibtico,
manipulando a composicao bacteriana da microbiota, representa uma
estratégia  terapéutica promissora na reducdo da disbiose e,

conseqlientemente, na melhora da toxicidade urémica e perfil inflamatério.
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3 - OBJETIVOS

3.1 — OBJETIVO PRIMARIO
Avaliar o efeito da administracdo de simbidtico sobre marcadores de
toxicidade urémica e de perfil inflamatério de pacientes renais cronicos em

tratamento conservador.

3.2 — OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Avaliar os parametros clinicos de controle da doenca renal (dosagem
de creatinina e ureia) antes e apds a oferta de simbidtico.

- Avaliar o perfil de citocinas (dosagem de IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10,
GM-CSF) antes e apds a oferta do simbiético.

- Dosar as toxinas urémicas p-cresilsulfato e indoxil sulfato no soro dos

pacientes antes e apos a oferta do simbiético.
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4 — DESENVOLVIMENTO

4.1 PARTICIPANTES

Foram abordados e convidados a participar do estudo 51 pacientes,
homens e mulheres, com diagndstico de Doenca Renal Cronica, em estagio 3 e
4, com taxa de filtracdo glomerular entre 59 a 15mL/min/1.73 m2, atendidos no
Ambulatério de Nefrologia situados no Hospital Nossa Senhora da Luz (HNSL),
com idade entre 18 e 60 anos, e que aceitaram assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (anexo 02). Com diagnéstico de DRC ha
mais de 2 anos, estaveis e com registro de acompanhamento nutricional por no
minimo 03 meses.

Os pacientes com as seguintes caracteristicas nao foram incluidos no
estudo: diagnéstico de cancer, doenga inflamatéria ativa, doenga periodontal,
que tivessem sido submetidos a qualquer procedimento cirdrgico ou que
apresentassem ferida por qualgquer motivo, quadro de infeccdo aguda,
transfusdo de sangue realizada com 1 més de antecedéncia, infeccdes
cronicas (hepatite B, hepatite C, virus da imunodeficiéncia humana,
osteomielite), doenca imunolbgica ativa (lUpus eritematoso sistémico, artrite
reumatoide), terapia imunossupressora ou com antiinflamatério e antibiético no
prazo de 3 meses antes da data de inclusdo no estudo, histérico de abuso de
alcool ou drogas Iilicitas, pacientes que apresentassem eventos
cardiovasculares tais como infarto do miocardio, angina instavel,
revascularizacao do miocardio, acidente vascular cerebral ou atague isquémico
transitorio, dentro de 3 meses antes da data da inclusdo no estudo,
insuficiéncia cardiaca congestiva moderada a grave, PTH acima de 1000ng/L,
perspectivas de transplante nos ultimos 6 meses e participagdo em outro
estudo com medicamento sob investigacao inferior a 4 semanas antes da data
de inclusé@o no estudo.

Dos 51 pacientes abordados, 6 nao aceitaram participar, € um foi
excluido devido a dificuldade na coleta de sangue. Os 44 restantes foram
incluidos no mesmo apds assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Anexo 02). Inicialmente, o estudo teve um nimero amostral de 44

individuos, 22 para o grupo placebo e 22 para o grupo controle nos trés
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primeiros meses, e para os trés meses restantes aqueles que fizeram parte do
grupo de intervencdo passaram para o grupo placebo e vice-versa. Dessa
forma, nenhum paciente deixou de receber a capsula com simbidtico.

Ao final da intervencao, 19 pacientes foram excluidos, sendo que nove
nao retornaram as consultas, seis deixaram de tomar as capsulas, trés
progrediram para o estagio V da DRC, sendo encaminhados para Terapia
Renal Substitutiva ou para ambulatério de transplante renal, e um paciente foi a
Obito. Dessa forma, foram avaliados os dados de 25 pacientes que finalizaram
o estudo.

4.2 DELINEAMENTO

Este foi um estudo piloto, experimental, randomizado, placebo controlado,
cruzado, de carater quantitativo, no qual os pacientes foram separados em dois
grupos: Grupo A que iniciou com a intervencdo, e recebeu 03 capsulas de
simbidtico para administracao diaria por 90 dias, e o Grupo B que iniciou com
placebo e recebeu 03 capsulas contendo amido para administracdo diaria por
90 dias. Ap6s o prazo de 90 dias o Grupo A passou a receber as capsulas com
placebo e o Grupo B iniciou a intervengcao com o simbiético.

As capsulas de simbiético eram compostas por 100mg de cepas de
Lactobacillus acidophilus (3,7 x 10° UFC) e 150mg de fruto-oligossacarideos
(FOS) por céapsula (Fornecido pela Farmacia Ativa de Manipulagdo). Foram
ofertadas 3 capsulas ao dia, e os participantes foram orientados a consumir
uma capsula pela manha, antes do desjejum, uma antes do almoco e uma
antes do jantar (totalizando a dose diaria de 11,1x10° UFC de L. acidophillus e
450mg de FOS). Durante o periodo de intervencao, foi avaliada a tolerabilidade
do paciente, eles foram questionados quanto a distensdao abdominal,
flatuléncia, freqiiéncia de evacuagéao e consisténcia das fezes.

O periodo total da intervencéao foi de 6 meses, sendo que o sangue do
individuo foi coletado nos dias zero (TO) (anterior ao inicio da suplementacao
com simbiético para o Grupo A, e com placebo para o Grupo B, ap6s os trés
primeiros meses (T3), quando o Grupo A passou do tratamento para o placebo
e o Grupo B iniciou o tratamento com simbiotico, € ao final dos seis meses
(T6), quando ambos os grupos finalizaram o periodo de intervencao (Figura 1).

Desses pacientes selecionados, foram coletados dados do prontuario
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eletrénico, e a andlise alimentar foi realizada por meio de Recordatério 24h
(R24H) em trés momentos: no inicio do estudo (primeiro dia de intervencéo —

T0), apos trés meses (T3), e apos 6 meses (T6).

Estudo Piloto Crossover Randomizado
Simbiotico x Placebo

Grupo A, Periodo 1 Grupo B, Periodo 2

(Simbidtico por 3 meses) (Simbidtico por 3 meses)

Selec3oe

randomizacdo Grupo B, Periodo 1 Grupo A, Periodo 2

(Placebo por 3 meses) (Placebo por 3 meses)

T0 T3 T6

____________ Seqléncial

Sequiéncia 2

Figura 3. Desenho do Estudo

Grupo de Intervencao com Simbidtico nos primeiros 3 meses passou para 0
Grupo Placebo, enquanto o Grupo Placebo, passou para o Grupo Intervencgéao.
O estudo foi finalizado apds 6 meses e as coletas de sangue e Recordatorio
foram realizados no Tempo 0 (TO — inicio do estudo); ap6s 3 meses (T3 — onde

ocorre a inversao dos grupos) e apos 6 meses (T6).

4.2.1 - Analise alimentar

A andlise alimentar foi realizada por meio de do Inquérito Alimentar
Recordatorio 24h (R24H) em trés momentos: no inicio do estudo (primeiro dia
de intervencdo — TO0), apds trés meses (T3), e apoés 6 meses (T6), as
quantidades de alimentos que os participantes relataram ingerir foram
registradas em medidas caseiras e convertidas em gramas (g) ou mililitros
(mL), utilizando uma tabela de composicdo de alimentos para o calculo do
consumo médio de energia, carboidrato, proteina, lipideo e fibras. Foi
elaborado um programa em planilha Excel/Microsoft com dados de varias
tabelas brasileiras de composicdo quimica de alimentos, para atender as

necessidades do estudo.
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4.2.2 Coleta de sangue periférico para obtencao do soro

As coletas foram feitas na parte de tarde (agendadas para as quartas-
feiras — ambulatério de rotina no HNSL), ndo necessariamente em jejum.
Foram coletados a cada etapa do estudo 15 ml de sangue em tubo contendo
citrato de sodio, e imediatamente apds as coletas, os tubos foram
encaminhados para o Laboratério Experimental Multiusuario 3 da Pés-
Graduacao em Ciéncias da Saude da PUCPR, para obtencdo do soro e o

mesmo foi armazenado em freezer -80°C até o momento de uso.

4.2.3 Dosagens de rotina no HNSL

Os pacientes que aceitaram participar do estudo tiveram os exames de
rotina avaliados na primeira consulta e em todos os periodos de retorno
determinados (T3 e T6). Os resultados importantes para este estudo foram
ur€ia, creatinina e albumina, dosados na Beckman Coulter equipamento
Au680. Os valores de uréia foram obtidos por método cinético enzimatico com
uréase, creatinina por método enzimatico com creatininase e albumina por

método colorimétrico com verde de bromocresol.

4.2.4 Dosagem de citocinas

O nivel sérico de IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, GM-CSF foi determinado
pela técnica de ELISA, com a utilizacdo kit comercial da Life Technologies
(Human Cytokine Magnetic 10-Plex Panel) de acordo com as instru¢des do
fabricante. A leitura foi feita em leitora de placas (Plataforma Luminex) e os
resultados comparados as curvas padrdes obtidas com concentracdes
conhecidas dos mediadores recombinantes.

4.2.5 Dosagem das toxinas urémicas p-cresilsulfato e indoxil sulfato

Foi realizada através de HPLC em parceria com o Laboratério de
Estresse Oxidativo liderado pela Profé. Lia Sumie Nakao do Departamento de
Patologia Basica da UFPR.
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Preparacédo da amostra

pCS e IS foram preparadas a partir de padrdes diluidos separadamente
em 4gua ultrapura (Milli-Q) e injetadas em HPLC para identificacdo. Os
padrdes foram pipetados de acordo com as concentracdes definidas no soro e
o volume final de 100uL foi completado até 360uL com agua ultrapura (Milli-Q).
Ap6s a diluicdo, as amostras foram aquecidas por 30 min até 95°C para
desnaturacao de proteinas e resfriado no gelo por 10 min. Elas foram
centrifugadas em 14000xg, 4°C por 20 min e o sobrenadante foi transferido
para tubos com filtro 30kDa (Amicon Ultra™ 0.5mL). Os tubos foram
novamente centrifugados em 8400xg, 4°C por 30 min e o material filirado

transferido para um novo tubo, 10 uL foram injetados no HPLC para analise.

Analise por HPLC

As toxinas foram separadas por uma coluna C8 (Phenomenex, Luna
5um, 100A, 150x4.6mm) usando um gradiente de concentracdao eluido com
50mM de formato de aménio (Sigma-Aldrich) pH 3.0 e metanol (Sigma-Aldrich)
variando entre 35% e 65% em 0.7 ml/min de fluxo. As toxinas foram detectadas
por fluorescéncia, e durante a execugdo os comprimentos de onda foram
comutadas da seguinte forma: IS Aexc comprimento de onda = 280nm e 383nm
to Aemi = 6.5 min (adaptado de Calaf et al., 2011) e, pCS comprimento de onda
Aexc = 265nm e 290nm Aemi = 6.51 a 10.0 min (Meert et al., 2012).

4.2.6 Analise estatistica

Variaveis continuas foram expressas como média e desvio padrao,
enquanto variaveis categoricas (ex.: género, presenca de diabetes, estadio da
DRC), foram expressas como freqtiéncias ou porcentagens. O teste t e por
ANOVA para dados pareados, ou teste de Wilcoxon para dados ndo pareados
foram usados para comparar as caracteristicas clinicas e demograficas.
Correlacoes foram realizadas usando teste de Pearson para dados
paramétricos e Sperman’s rho para dados ndao paramétricos. Essas analises
foram realizadas usando o programa SPSS Statistics 20.0, e o nivel de
significancia foi determinado pelo p < 0.05.

Mudancas do tempo TO para T3 foram expressas como médias e desvio

padrdo. A analise de crossover foi realizada usando um comando especifico
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Stata, que permite a analise de experimentos cruzados e fornece valores de
carryover, seqiéncia (valor que especifica a variavel que contém a sequiéncia
pela qual o tratamento foi administrado), periodo (especifica a variavel que
contém a informacdo do periodo) e os efeitos da intervengdo (pkcross).
Significancia estatistica foi definido por p<0,05. Todas as analises foram
realizadas usando STATA 13.0.
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ABSTRACT

Background & Aim: Bacterial metabolism contributes to the generation of
uremic toxins in patients with chronic kidney disease (CKD). Whether the use of
symbiotics could reduce the intestinal production of uremic toxins is not clear.
So, the aim of this pilot study was to evaluate the effect of symbiotic
supplementation on uremic toxicity and inflammatory profile of CKD patients.
Methods: We performed a 6-month randomized, placebo controlled, crossover
study on patients with CKD stages 3 and 4. The intervention was a symbiotic
formulation composed of Lactobacillus acidophilus strains given orally three
times a day for 3 months. Change in uremic toxins and serum inflammatory
cytokines were the primary endpoint.

Results: Of the 44 patients randomized, 25 completed the study (mean age 51
+ 9.34, 64% female, mean eGFR 36+14.26 mL/min/1.73m?, mean BMI
28.5+5.75 kg/m?). At 3 months, there were no significant changes in any of the
studied biomarkers including interleukin-6 (p = 0.55), p-Cresylsulphate (p =
0.57) and Indoxyl sulphate (p = 0.08).

Conclusion: Lactobacillus acidophilus strains given as symbiotic were not able
to reduce serum levels of uremic toxins and biomarkers of inflammation in CKD
patients stage 3 and 4.

Keywords: Chronic Kidney Disease; Symbiotics; Inflammation; Uremic Toxicity.
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Introduction

Chronic kidney patients suffer from a progressive loss of glomerular
filtration rate, resulting in the accumulation of uremic toxins in the body, such as
p-Cresylsulfate (pCS) and Indoxyl Sulfate (IS), produced by bacterial
metabolism of amino acids from the gastrointestinal tract (GIT) (Macfarlane and
Macfarlane, 2012). The beneficial effect on the intestinal microbiota by
probiotics, prebiotics, or a combination of both (termed symbiotics), has been
shown previously. The combination of three strains, namely Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium longum and Streptococcus thermophilus,
significantly decreased blood levels of urea, endotoxin and some cytokines (IL-
6, IL-5 an TNF- a) in patients with CKD stages 3 and 4 (Ranganathan et al.,
2009). In addition, symbiotics also increased the levels of IL-10 and preserved
residual renal function in patients on peritoneal dialysis (Wang et al., 2015). It is
not clear if different strains have different effects on the intestinal metabolism
and local generation of uremic toxins.

Therefore, the major aim of this study was to evaluate whether a
symbiotic composed only of strains of Lactobacillus acidophilus was able to
reduce blood levels of classical uremic markers (urea and creatinine); uremic

toxins (pCS and IS) and inflammatory mediators in CKD patients.

Methods

PATIENTS
Pre-dialysis patients on conservative treatment were recruitment between

September/2014 to June/2015 in a University Hospital (Curitiba, Brazil).
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Inclusion criteria: (1) adults aged 18 to 60 years, (2) a glomerular filtration rate
estimated according to the CKD-EPI formula between 59 to 15 mL/min/1.73 m2.
Exclusion criteria: (1) diagnosis of cancer, active inflammatory disease,
periodontal disease, acute infection, chronic infections, active immune disease,
(2) blood transfusion with 1 month in advance, (3) immunosuppressive therapy
or anti-inflammatory and antibiotic within 3 months before inclusion in the study,
(4) history of alcohol abuse or illicit drugs, (5) cardiovascular events within three
months prior to study entry and, (6) refusal to sign the informed consent form.
The sample size was determined by previous studies on the same subject.
Ethics committee of PUCPR approved this pilot study under registration number

746.114.

STUDY OUTLINE

Pilot experimental study, placebo controlled, crossover, quantitative, in
which the patients were randomized at the study center using the Random
Allocation Software® version 2.0. Patients were randomized into two study
arms: Group A, which received three capsules of Symbiotic and Group B,
started with three capsules of Placebo, both for daily administration; one
capsule in the morning, before breakfast, one before lunch and the last before
dinner. After three months, the crossover was made, when Group A received
the Placebo capsules and Group B the Symbiotic capsules, for more 3 months.

The symbiotic capsules were composed by 100mg of strains of Lactobacillus
acidophilus (3.7 x 10° CFU) and 150mg of fructo-oligosaccharides (FOS) per
capsule (provided by Ativa Manipulation Pharmacy), total daily dose of 11,1x10°

CFU and 450mg of FOS. During the intervention period, we evaluated the
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tolerability of the patient; they were asked about the bloating, flatulence, and
bowel movement frequency and also stool consistency.

The total time of the intervention was 6 months, and the blood samples
were collected on days zero (TO0) (prior to the beginning of supplementation with
symbiotic for group A, and placebo for group B), after the first three months (T3)
when the crossover started, and at six months (T6) when both groups

completed the intervention period (Figure 1).

BLOOD COLLECTION TO SERUM PREPARATION

The samples were taken in the afternoon, not necessarily in fast. Were
collected at each stage of the study 15 ml blood into a serum-separating tube,
and immediately, the tubes were sent to the Experimental Laboratory Multi-User

3 (PUCPR) to obtain the serum and it was stored at -80°C until use.

ROUTINE MEASUREMENT OF SERUM IN Hospital

Patients who agreed to participate in the study had the routine tests
assessed at the first visit and in all periods of their return (T3 and T6). The
important results for this study were urea, creatinine and albumin, measured in
Beckman Coulter Au680 equipment. The urea values were obtained by kinetic
enzymatic method with urease, creatinine by an enzymatic method with

creatininase and albumin by a colorimetric bromocresol green method.

MEASUREMENT OF CYTOKINES
The serum level of IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, GM-CSF was determined

by Luminex Platform, using a commercial kit from Life Technologies (Human
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Cytokine Magnetic 6-Plex Panel) according to the manufacturer's instructions.
The reading was done on the plate reader (Luminex platform) and the results
compared to standard curves obtained with known concentrations of

recombinant mediators.

HPLC CONDITIONS FOR SIMULTANEOUS ANALYSIS OF pCS AND IS BY
HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY
Bound and free pCS and IS were determined in serum as previously

described (Borges et al., 2016).

STATISTICAL ANALYSIS

Continuous variables were expressed as mean + SD, while categorical
variables (eg: gender, presence of diabetes and CKD stage) were expressed as
frequencies or percentages. The X% t test or Wilcoxon were used, as
appropriate, to compare demographic and clinical characteristics at baseline.
Correlations at baseline were accomplished using Pearson Correlation for
parametric data and Spearman's rho for nonparametric data. These analyses
were performed using SPSS Statistics 20.0. Changes from baseline to 3
months were reported as means and standard deviation. The crossover
analysis was performed using a specific Stata command (pkcross) that allows
investigating the effect of the intervention as well as if the sequence (starting in
one or other group) and the period (the first part of the study versus the second)
played any role in the results. Finally, this statistical approach also helps to
identify the occurrence of a carryover effect. Statistical significance was set at

the level of p<0.05. All analysis were performed using STATA 13.0.
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Results

As shown in the flow diagram (Figure 2), 51 patients were invited to
participate, of these 6 refused and one was excluded due to the difficulty in
collecting blood. Initially, the study had a sample size of 44 individuals, 22 for
the Group A and 22 in the Group B in the first three months, and for the
remaining three months those who took part in the Group A went to the placebo
group (Period 2) and vice versa. At the end of the intervention, 19 patients were
excluded, nine did not return to consultations, six stopped taking the capsules,
three progressed to the CKD stage V, being referred for renal replacement
therapy or kidney transplantation clinic and one patient died.

The mean age of participants was 51 + 9.34 years, and 64% were
women. The mean of glomerular filtration rate was 36 = 14.26 mL/min/1.73 m?2,
and in Group A prevailed patients belonged to stage 4 (46.2%) and in Group B,
41.7% belonged to stage 3A. Regarding nutritional status, BMI of the sample
mean (28.5 £ 5.75 kg/m?) showed overweight. In addition, six patients in Group
A (46.2%) were diabetic, and Group B, seven (51.3%) had this comorbid (Table
1). No description data was significantly different between the groups. Adverse
events were continuously reported during the study period to the first
investigator. The symbiotic was well tolerated in both groups and the patients
reported no adverse effects.

The crossover analysis showed that therapy with symbiotics had no
significant association in the concentrations of urea, creatinine, uremic toxins
(IS and pCS) and cytokines (IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, GM-CSF), not even the
sequence of the groups had influence on the results, and also there was no

carryover (Table 2).
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Discussion

This study showed that intervention with symbiotic (composed by 3
capsules/day with a total daily dose of 11.1x10° CFU of Lactobacillus
acidophilus and 450 mg of FOS) for a period of three months was not able to
influence the significant change of urea, creatinine, uremic toxins and cytokines
concentrations in stable CKD patients stage 3 and 4.

In contrast to Raganathan and collaborators in two different studies in
patients with CKD stages 3 and 4, prospective, double-blind, randomized,
crossover, placebo-controlled study found a significant decrease in blood urea
levels in two trials when administered for 3 months, capsules containing
Lactobacillus  acidophilus, Bifidobacterium longum and Streptococcus
thermophilus (1,5x10'°CFU), in two capsules three times a day, totaling a daily
dose of 9x10'°UFC (Ranganathan et al, 2009; Ranganathan et al., 2010).

Recently, Rossi et al. (2016) in a study called SYNERGY using symbiotic
composed of nine different types of strains of Lactobacillus, Bifidobacteria and
Streptococcus (90 billion CFU), and 15¢g of FOS and GOS during six weeks in a
randomized, double-blind, placebo-controlled, crossover study, observed pCS
decrease in 31 patients with CKD stages 3 and 4 associated with increased
relative abundance of the species Bifidobacterium spp. analyzed by fecal
samples. This result support the hypothesis that the species of bifidobacteria
regulates the growth of bacterial species with high enzymatic ability to produce
IS and pCS (Gibson and Wang, 1994). Nevertheless, the authors also found no
reduction of inflammatory cytokines (IL-1B, IL-6, 1L-10 and TNF-a) after the
intervention with the symbiotic. On the other hand, in a randomized, double-

blind, placebo-controlled study Wang and colleagues using probiotic capsules

36



(4x10° CFU with four types of strains of lactobacilli and bifidobacteria) for six
months showed a significant reduction in the endotoxin value and TNF-a, IL-6
and IL-5 suggesting the positive influence of probiotic supplementation on
inflammatory factors, in addition to increasing the level IL-10 and to preserve
kidney function in the treated group (Wang et al., 2015). Possibly the
composition of the probiotic or symbiotic, with different strains, can have a direct
influence on the expected outcome.

Our study presents some limitations, including: (a) patients were the only
responsible for the control of drug intake; (b) two patients reported the use of
antibiotics during the study period. However, in contrast to the SINERGY study,
the sensitivity analysis excluding these 2 patients did not change our findings
(Rossi et al., 2016); (c) even with our statistical approach take into account the
possibility of a carryover effect, the lack of a wash-out period is another
limitation. Nevertheless, our study has the important strength of being a
randomized placebo-controlled crossover trial that reduce inter-individual
variations of the intestinal microbiota (patients are their own controls) and the
fact of being the first to analyze the independent impact of the Lactobacillus
acidophilus.

In conclusion Lactobacillus acidophilus strains given as a symbiotic to
CKD patients stage 3 and 4 was not able to reduce serum levels of uremic
toxins and biomarkers of inflammation. New studies are necessary to better
understand what are the ideal strains to compose a symbiotic in the setting of

CKD patients.
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Figure 1 - Pilot clinical study design
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Figure 2 - Flow diagram of the recruitment, randomization and the follow-up of

study participants
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1 Difficulty in
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4 did not return to consultations
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1 progressed to the CKD stage V
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3 did not return to consultations
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(hemodialysis)

did not return to consultation

GROUP 1 GROUP 2
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1 did not return to consultation
1 stopped takingthe capsules
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25 PACIENTS
GROUP 1
13 ANALYZED AFTER 6 GROUP 2
MONTHS OF 12
FOLLOW-UP
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Table 1 - Baseline Characteristics of Participants

Characteristics Group 1 (n =13) Group 2 (n =12) P value
Age (years) 50.5+9.3 51.7+9.7 0.75
Gender, n° (%)

Man 4 (30.8%) 5 (41.7%) 0.68
eGFR(mL/min/1,73m?) 33.8+14.6 38.5+14 0.42
CKD stages, n® (%) 0.54

3A 4 (30.8%) 5 (41.7%)
3B 3 (23.1%) 4 (33.3%)
4 6 (46.2%) 3 (25%)
BMI (Kg/m?) 27.8+t44 2927 0.56
Diabetes, n® (%)
Yes 6 (46.2%) 7 (51.3%) 0.69

eGFR: estimated Glomerular Filtration Rate; CKD: Chronic Kidney Disease; BMI: Body Mass

Index.
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Table 2 - Change Scores for Primary and Secondary Outcome Measures from Baseline to Final Intervention

Mean (SD)
Baseline Period 1 (Changes at T3) Period 2 (changes at T6) p value
Group A Group B Group A Group B Group A Group B ) )
Outcomes Sequence Intervention Carryover Period
(n=13) (n=12) (n=13) (n=12) (n=13) (n=12)
IL-4 (pg/ml) 3.22 (0.45) 3.58 (1.11)  -0.16(0.39) -0.25(0.63) 0.24(0.45) 0.17(0.40) 0.55 0.92 0.55 <0.01
IL-5 (pg/ml) 1.76 (1.06) 1.49 (0.18) -0.13(0.54) -0.19(0.14)  -0.05(0.19) 0.75(2.88) 0.27 0.43 0.25 0.32
IL-6 (pg/ml) 4.22 (2.13) 5.36 (6.50) -0.24 (1.76) -1.44(1.54)  -0.18(2.00) 0.67(2.12) 0.33 0.55 0.38 0.48
29.50 28.81 - -5.63 -3.92
IL-8 (pg/ml) 5.84(8.53) 0.15 0.18 0.37 0.30
(11.15) (18.31) 2.39(16.10) (11.58) (13.61)
IL-10 (pg/ml) 8.49 (1.31) 8.61 (1.07) 0.29(1.47) 0.04(1.83) 2.10(7.50) 1.76(3.02) 0.81 0.97 0.81 0.17
GM-CSF (pg/ml) 8.26 (0.03) 8.33 (0.13) 0.00(0.04) -0.00(0.05)  -0.00(0.04) 0.12(0.26) 0.11 0.15 0.14 0.15
76.38 57.50 -
pCS (pM) 8.23(48.40) 11.20(32.40) 4.48(66.40) 0.60 0.57 0.78 0.71
(99.80) (40.50) 6.33(46.50)
21.15
IS (pM) (19.40) 9.08 (3.82) -1.21(8.37) 3.62(7.59) -1.87(5.23) 1.96(11.38) 0.84 0.08 0.84 0.63
74.69 64.67 -
Urea (mg/dL) 3.61(23.26) 4.58(17.34) -1.38(17.27) 0.53 0.48 0.56 0.13
(34.14) (20.97) 8.67(16.57)
Creatinine (mg/dL) 2.00 (1.08) 1.92 (0.79) 0.13(0.29) 0.16(0.43) 0.07(0.54) -0.02(0.29) 0.81 0.46 0.77 0.15
Albumine (g/dL) 3.92 (0.76) 3.75(0.75)  -0.01(0.69) 0.07(0.28) 0.05(0.26) 0.03(0.32) 0.57 0.83 0.68 0.96

SD: Standard Deviation; IL-4: Interleukin 4; IL-5: Interleukin 5; IL-6:
colony-stimulating factor; pCS: p-Cresylsulfate; IS: Indoxyl Sulfate.

Interleukin 6; IL-8: Interleukin 8; IL-10: Interleukin 10; GM-CSF: Granulocyte-macrophage
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6 — CONSIDERACOES FINAIS

A idéia de que alimentos poderiam prevenir doencas e serem usados
como tratamento surgiu ha milénios, Hip6crates ja dizia: “Que o teu remédio seja
o teu alimento e o teu alimento seja o teu remédio”. Nesse cenario, muitos
estudos tém demonstrado varios beneficios dos pre, pro e simbidticos a saude
humana, estudos mais consolidados mostram a influéncia benéfica desses
componentes nas doengas intestinais e na imunidade, e recentemente, outros
ensaios demonstram algum possivel beneficio no diabetes, obesidade, em
alergias, na encefalopatia hepatica, doenca renal e até no estado psicolégico
(Zhang, Q. et. al., 2016, Kobyliak et al.,2016, Patel, R.; DuPont. H.L., 2015; Liu,
Q. et. al., 2004; Islam, 2016).

Entretanto, o presente estudo, que investigou a influéncia de um
simbiético composto por 11,1 x 10° UFC de L. acidophilus e 450mg de FOS,
durante 90 dias, mostrou que a intervencdo nao foi capaz de influenciar na
mudanca significativa de ureia, creatinina, toxinas urémicas e citocinas em
pacientes renais crénicos em tratamento conservador nessa amostra estudada.

A dose de probiético utilizada nesse ensaio estd adequada quanto a dose
fisiologica recomendada para beneficiar o hospedeiro, que é de 10%'® UFC/dia
(Raizel et. al., 2011). Além disso, outros estudos citados utilizaram doses
similares a desse ensaio. Entretanto, a recomendacao dietética para o efeito
benéfico dos prebidticos é de 5 a 20 g/dia (Saad, 2006), constatando entao, que
a quantidade utilizada nesse estudo ficou muito abaixo da dose recomendada. O
tempo de administracdo do simbiético também foi similar ao tempo utilizado nos
estudos citados. Além disso, o simbibético foi bem tolerado, e os pacientes nao
relataram efeitos adversos. Um fator limitante para a confiabilidade dos
resultados pode ser em relacdo ao controle da ingestao das capsulas, que foi
controlada apenas pelo relato dos pacientes. Quanto ao uso de antibidtico
durante a intervencado, apenas dois pacientes fizeram uso do medicamento
durante o tratamento, e mesmo realizando a analise sem os dois participantes

nao houve diferenga significativa nos resultados.
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Quanto as analises dos recordatérios de 24h, observou-se que ndo houve
diferenca significativa na ingestao de fibra que pudesse justificar qualquer efeito
adverso, houve apenas a reducao da ingestao de fibra no grupo A de TO para T3
(Figura 4). A ingestéo protéica diminuiu significativamente apenas no periodo em
que o grupo A ingeriu as capsulas de simbiético (Figura 5), o que poderia ter
causado uma reducdo na producdo das toxinas nesse intervalo de tempo,
mascarando um possivel beneficio do simbiético. Entretanto, mesmo com a
reducado da ingestao protéica, ndo houve diferenca significativa nos resultados

das toxinas urémicas.

Figura 4. Ingestéo de fibras dos Grupos A e B nos tempos T0, T3 e T6
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Figura 5. Ingestao protéica dos Grupos A e B nos tempos T0, T3 e T6
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Concentracdes de IS e pCS sdo geralmente derivadas do metabolismo
protéico de bactérias intestinais, e a espécie das bifidobactérias regula o
crescimento de espécies bacterianas com alta capacidade enzimatica de
produzir IS e pCS (Gibson e Wang, 1994). Dessa forma, € possivel observar em
varios ensaios, a habilidade das formulac6es de probidticos ou simbidticos
compostos por bifidobactérias, em reduzir os niveis de pCS e IS, e isso parece
ser dependente do seu efeito bifidogénico. Assim, pode-se dizer que talvez o
efeito esperado em relagdo as toxinas urémicas nesse estudo nao foi alcangado
devido a composicado do simbidtico, que ndo levou em sua formulacao espécies
de bifidobactérias, apenas lactobacilos.

Portanto, mais estudos com diferentes cepas, principalmente
bifidobactérias, maior quantidade de prebibticos, controle rigido da ingestao das
capsulas, e um numero maior de participantes sdo necessarios para evidenciar
os possiveis beneficios do simbidtico na doenca renal crbnica e suas
complicagdes.
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7 — CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados no artigo, ndo € possivel
afirmar que o uso de um simbiético com uma dose diaria de 11,1 x 10° UFC de L.
acidophilus e 450mg de FOS, durante 90 dias, seja capaz de reduzir creatinina,
ureia, toxinas urémicas e melhorar o perfil inflamatério nessa amostra de
pacientes estudados. S&o0 necessarios mais estudos em larga escala,
randomizados, placebo-controlados e com ingestdo controlada das capsulas
para evidenciar os possiveis beneficios do simbibtico. Além disso, o uso de
diferentes cepas como bifidobactérias, e uma quantidade maior de prebidticos
poderia gerar resultados benéficos para a populacdo de doentes renais.
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ANEXO 01 — PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA

L _ |comité de Etica

B em Pesquisa da - ASSOCIAGCAO PARANAENSE = Plabaforma
DE CULTURA - PUCPR %m‘l

PUCPR

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EFEITO DA ADMINISTRAGAO DE SIMBIOTICO SOBRE A TOXICIDADE UREMICA E
MEDIADORES INFLAMATORIOS EM PACIENTES REMNAIS CRONICOS EM

ESTAGIO 3 E 4
Pesquisador: Andrea Movais Moreno
Area Tematica:
Versdo: 1

CAAE: 32870614.0,0000.0020
Instituicio Proponente: Associacio Paranaense de Cultura - PUCFPR
Patrocinador Prncipal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIAE INOVACAD

DADOS DO PARECER

Nomero do Pamecer: 745.114
Data da Relatoria: 0&/08/2014

Apresentagfo do Projeto:

Estudo experimantal, randomizado, placebo controlado, cruzado, de carater guantitativo cuja amostra sera
composta por Pacientas renais cronicos em tratamento conservador,

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar o efeito da administracio de simbidtico sobre a toxicidade uemica (p-cresilsulfato & indoxil sulfato) &
o pefil inflamatério (dosagem de IL-6 & PCR) de pacientes renais crdinicos em tratamento conservador,
Objetivo Secundano:

Avaliar os pardmetros clinicos de controle da doenga renal (dosagem da relagio albumina/creatinina e uneia)
antes e apbs a oferta de simbidtico.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A ingestio de simbidticos pode causar distensio abdominal, flatuléncia e a produgiio de gases devido &
morte dos patégenos no ambiente intestinal e a fermentagio dos carboidratos ndo digeriveis (prebidticos),
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Bairm: Frado Velho CEP: 80 215901
UF: PR Municipio: CURITIEA
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Beneficios:

A ingestio de probidticos @ responsavel por modular a flora intestinal, colonizando o trato gastrointestinal e
produzindo compostos antimicrobianos preservando a integridade intestinal, protegendo assim, contra
infecgdo intestinal, Aumenta a biodisponibilidade de nutrientes, reduzindo os sintomas da intoleréncia a
lactose e diminuindo a prevaléncia de alergia em pessoas suscetiveis, reduz os niveis de colesterol sérico e
promove melharias ndo especificas do sistema imune, Qutro efeito bastante descrito em pacientes renais,
em tratamento conservador, @ a redugio de niveis sanguineos de uréia, e algumas toxinas urémicas como
indoxil sulfato, A associacio de probidticos com prebidgticos (fibra dietética, ndo digerivel, fermentativa, que
estimula o crescimento @ aumenta a sobrevivéncia de bactérias probidticas no intestino) denomina-se
simbigticos. E, inOmeros efeitos sio propostos em decorréncia do consumo de simbidticos, dentre os quais,
destacam-se: a redugio de citocinas pré-inflamatarias, a melhora do sistema imune, redugdo das infecgbes
intestinais, aumento da massa magra & redugac da massa gorda. Além de beneficios descritos em
pacientes renais com a redugao de toxinas urémicas como p-cresol. Tendo em vista gue o estudo sera
cruzado, isto &, gue apds trés meses, 0s pacientes gue receberam placebo passarao a receber o simbidtico
e vice versa, ressalta-se gue ambos os grupos receberfo o simbidtico, garantindo assim o beneficio a todos
o5 componentes da amastra.

Comentarios e Consideragies sobre a Pesquisa:
Frojeto de pesquisa relevante, metodologicamente adequado.

Consideractes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
TCUD Adequado com datas bem definidas.
TCLE claro, objetivo, preserva o sujeito de pesquisa.

Recomendacdes:
nenhuma

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Frojeto de pesquisa aprovado,

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Mao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Endereco: Rua Imaculada Concescho 1155

Bairmo: Prado Velho CEP: 80 215-801
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3271-2202 Fax: (41)3271-2202 E-mail: nep@pucprbr
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Assinado por:
MNAIM AKEL FILHO
(Coordenador)
Enderego: FRua imaculada Concesgho 1155
Bairro:  Prado Velho CEP: 80 215-001
UF: PR Municipio: CURITIBA
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ANEXO 02 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu,

(nome  completo), (nacionalidade), anos,
(estado civil), (profissédo), portador do

RG , aceito participar do estudo denominado:

Efeito da Administracdo de Simbidtico sobre a Toxicidade Urémica e Mediadores
Inflamatérios em pacientes renais crénicos em estadio 3 e 4, cujos objetivos e
justificativas séo: avaliar o efeito da oferta de simbi6tico sobre a redugédo de
compostos toxicos e mediadores inflamatérios acumulados no sangue devido a
doencga renal em pacientes renais crénicos em tratamento conservador. Estou
ciente de que o consumo das capsulas contendo o simbidtico auxilia na protecéao
contra infeccao intestinal e melhora a freqiiéncia de evacuagao.

A minha participagao no referido estudo sera no sentido de consentir com a
coleta de dados do prontuario, fornecer dados reais referentes a alimentacao,
submeter-se a coleta de sangue na freqiéncia necessdria para as analises
estabelecidas e aceitar participar do tratamento, ingerindo obrigatoriamente a
quantidade estabelecida de céapsulas de simbibtico ou capsulas sem efeito
(placebo) durante o periodo do estudo, compreendido em 6 meses, mesmo
sabendo que a ingestdo dessas capsulas de pode causar distensdo abdominal e
flatuléncia. O estudo sera dividido em duas etapas de mesma duracao (irés
meses cada etapa): na primeira, um grupo recebera o tratamento com simbiético,
e o0 outro, apenas a capsula sem efeito. Na segunda etapa, o grupo que recebeu
o simbidtico recebera a capsula sem efeito, e 0 grupo que nao recebeu o
simbiotico, passara a receber, sendo que, ao final das duas etapas, todos os
participantes receberao a mesma dosagem de simbidtico.

Estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome
ou qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me

identificar, sera mantido em sigilo.
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Também fui informado de que posso me recusar a participar do estudo, ou
retirar meu consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e de, por
desejar sair da pesquisa, nao sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia que venho
recebendo.

Espaco para rubrica pesquisador paciente
Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sao Cristina Techy Roth,
mestranda do Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias da Saude, da Escola de
Medicina da Pontificia Universidade Catdlica do Parana, e Andrea Moreno
Amaral (orientadora), e com eles poderei manter contato pelos telefones (41)
99753498 (Cristina); (041) 88289718 (Andrea).

E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me é
garantido o livre acesso a todas as informacdes e esclarecimentos adicionais
sobre o estudo e suas consequiéncias, enfim, tudo o que eu queira saber antes,
durante e depois da minha participagao.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre
consentimento em participar, estando totalmente ciente de que ndao ha nenhum
valor econdmico, a receber ou a pagar, por minha participacao.

No entanto, caso eu tenha qualquer despesa decorrente da participacao
na pesquisa, haverd ressarcimento na forma seguinte de dinheiro. De igual
maneira, caso ocorra algum dano decorrente da minha participacdo no estudo,
serei devidamente indenizado, conforme determina a lei.

Em caso de reclamacgéo ou qualquer tipo de denuncia sobre este estudo
devo ligar para o CEP PUCPR (41) 3271-2292 ou mandar um email para
nep@pucpr.br

Curitiba, de de 2014.

Nome e assinatura do sujeito da pesquisa

Nome(s) e assinatura(s) do(s) pesquisador(es) responsdvel(responsaveis)
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