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RESUMEN

Introducciéon: Una disponibilidad reducida de
triptéfano en la interfaz de la mucosa puede resultar en
una menor formacion de derivados de indol a través de
la microbiota capaz de provocar una desregulacion de la
barrera epitelial fuertemente asociada a la etiologia de
Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII). Materiales y
métodos: 36 pacientes participaron del estudio, discriminados
en grupo control, Colitis Ulcerosa (CU) y Enfermedad de
Crohn (EC). El consumo diario de triptéfano se calculé en
base a una encuesta alimentaria, los niveles de triptéfano
plasméitico se midieron usando cromatografia liquida de
alta eficacia (HPLC) y los metabolitos del triptéfano en
orina usando cromatografia gaseosa acoplada a detector de
masas (GC-MASA). La actividad de la EII en los pacientes
fue estimada clinicamente usando el indice Mayo (CU) o el
indice Harvey-Bradshaw (EC). Resultados: Los niveles de
triptéfano dietario y plasmatico son comparables en todos
los grupos del estudio. La cantidad de triptéfano consumido
se correlaciona directamente con los valores de excrecion
del metabolito de triptéfano 1H-indol-2,3-diona (r=0.7631,
p=0.0168). Ademas, metabolitos no derivados del triptéfano
como el acido citrico o acido 2-hidroxibutirico fueron capaces
de discriminar pacientes con EII del grupo control. Aunque
la cantidad de triptéfano consumida no guarda relacion
con la actividad de la EII en pacientes con CU, se relaciona
inversamente con el estadio de la EII en pacientes con EC
(r=-0,6971, p=0.0251). Conclusion: Los niveles de triptofano
y sus metabolitos en pacientes con EC estan directamente
relacionados con la actividad de la EII.
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ABSTRACT

Introduction: A reduced availability of tryptophan
at the mucosa interface could result in reduced formation
of indole derivatives by the microbiota that can cause
dysregulation of the epithelial barrier strongly associated
with the ethiology of Inflammatory Bowel Diseases (IBD).
Materials and methods: 36 patients participated in the study,
discriminated as control, Ulcerative Colitis (UC) or Crohn’s
Disease (CD) groups. Daily tryptophan consumption was
calculated based on a dietary survey, plasma tryptophan
levels were measured using high performance liquid
chromatography (HPLC) and urine tryptophan metabolites
using mass detector coupled gas chromatography (GC-
MASA) . IBD activity in patients was clinically estimated
using the Mayo index (UC) or the Harvey-Bradshaw index
(CD). Results: Dietary and plasma tryptophan levels are
comparable in all study groups. The amount of tryptophan
consumed is directly correlated with the excretion values of
the tryptophan 1H-indole-2,3-dione metabolite (r = 0.7631,
p = 0.0168). Furthermore, metabolites not derived from
tryptophan such as citric acid or 2-hydroxybutyric acid are
capable of discriminating IBD patients from the control
group. Although the amount of tryptophan consumed is
unrelated to the IBD activity in UC patients, it is inversely
related to the stage of IBD in CD patients (r = -0.6971, p
= 0.0251). Conclusion: The levels of tryptophan and its
metabolites in patients with EC are directly related to the
activity of IBD.

Key words: Diet, Tryptophan, Metabolites, Microbiota,
Inflammatory Bowel Disease.
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INTRODUCCION

La superficie de la mucosa intestinal se encuentra conti-
nuamente expuesta a bacterias que forman parte de la microbiota
e inciden en el desarrollo de todo el sistema inmune a través de
interacciones con el epitelio intestinal (1). El influjo continuo
de nutrientes proveniente de la dieta, resulta en la formacion de
metabolitos que impactan en las células de la mucosa intestinal
modulando respuestas inmunes no sélo en tejidos locales (2),
sino también en tejidos distantes como el sistema nervioso (3).
En particular, los metabolitos derivados del triptofano dietario
generados por la microbiota promueven la homeostasis de la ba-
rrera intestinal (4, 5) aunque el entendimiento de como lo hacen
es incompleto.

El triptéfano que proviene de la digestion de las pro-
teinas de la dieta es catabolizado por la microbiota intestinal en
metabolitos como los indoles y sus derivados (6). Estos meta-
bolitos son considerados ligandos tanto del receptor de radica-
les de arilo (AhR) (4) como del receptor de pregnano X (PXR)
(5). Estos receptores una vez activados inducen la produccion
de IL-22, una citoquina que mantiene la homeostasis intestinal
promoviendo la defensa inmune y la reparacion de los tejidos
(7). Esto sugeriria que una disponibilidad reducida del triptéfano
dietario en la interfaz de la mucosa podria resultar en una menor
formacion de derivados de indol a través de la microbiota, lo que
a su vez alteraria la activacion de AhR o PXR y la secrecion de
IL-22 ocasionando un aumento de permeabilidad de la barrera
intestinal (8). Es por ello que resulta relevante entender cual es
la influencia del triptéfano dietario en el estado de salud intesti-
nal de las personas.

La desregulacion de la barrera intestinal esta fuerte-
mente asociada al desarrollo de enfermedades inflamatorias
intestinales (EII) tales como la enfermedad de Crohn (EC) y
la colitis ulcerosa (CU) (9,10). Aunque la etiopatogenia de las
mismas es actualmente desconocida, la hipotesis mas aceptada
es que las interacciones complejas entre los factores genéticos,
ambientales y microbianos desencadenan alteraciones en las
respuestas inmunes que resultan en una inflamacion intestinal
cronica (11). A partir del siglo XX la incidencia y prevalencia
de las EIl aumento en los paises occidentales, principalmente
en el norte de Europa y Canada (12). Esta tendencia también
ha impactado en Asia y en los paises en desarrollo donde hasta
hace 20 anos estaba ausente (13). Esto hace pensar, que el estilo
de vida sedentario sumado a los alimentos de bajo costo y altos
en calorias podrian ser cofactores importantes en la etiologia de
la EII (14). Debido a esto, modificar la dieta se ha convertido en
una novedosa propuesta tanto para la prevencion como para el
tratamiento de la EII (15).

El perfil metaboélico de un paciente refleja tanto la com-
posicion de la microbiota como los nutrientes presentes en su
dieta. Definir los mecanismos de accion de ciertos metabolitos
dietarios representa una gran oportunidad para poder manipu-
lar la respuesta inmune en ciertos procesos patologicos para los
cuales atin no hay terapias efectivas. En este trabajo estudiamos
el contenido de triptofano en la dieta diaria, los niveles séricos

Triptéfano en Enfermedad Inflamatoria Intestinal

de este aminoacido esencial y la presencia de metabolitos en ori-
na de pacientes con distintos estadios de EII con el objetivo de
evaluar la hipétesis de que los metabolitos de triptéfano dietario
influyen en las respuestas inmunes de la mucosa intestinal y por
ende en la actividad de las EII.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio: Este estudio clinico de corte
transversal se llevo a cabo con pacientes reclutados por el servi-
cio de Gastroenterologia del Hospital Privado Centro Médico de
Cordoba S.A. (HPCMC) segtin los siguientes criterios:

-Criterios de Inclusion:

a) Grupo de pacientes con EII: Pacientes de edad superior a 18
afios con diagnoéstico de EII definida por criterios clinicos, ra-
diolégicos y endoscopicos. A los pacientes se les explico sobre
su participacion en el estudio y se les proporcioné un consenti-
miento informado para firmar.

b) Grupo control: Pacientes mayores de 18 afios sin antecedentes
de EII, u otra patologia activa del tracto digestivo diagnosticada
durante los 6 meses previos (ej. hemorragia digestiva, gastroen-
teritis, diverticulitis).

-Criterios de Exclusion: Embarazo, tratamiento antibidtico ma-
yor de 7 dias los 2 meses previos a la inclusion, cirugia abdo-
minal dentro de los 6 meses previos, presencia de neoplasia en
cualquier localizacion.

Este estudio fue aprobado por el Departamento de Do-
cencia e Investigacion del HPCMC y luego por el Comité Insti-
tucional de Etica de la Investigacion en Salud del HPCMC. To-
dos los participantes de este estudio firmaron el consentimiento
informado correspondiente.

Manejo de Muestras: Las muestras de sangre (plasma
con EDTA) y orina (muestra aislada) de cada paciente codifi-
cados con niimeros y letras fueron almacenadas en freezer -20
°C en la Unidad de Enfermedades Inflamatorias Intestinales del
Centro de Investigaciones en Medicina Traslacional “Severo
Amuchastegui” (CIMETSA) del Instituto Universitario de Cien-
cias Biomédicas (IUCBC).

Encuesta alimentaria: Los pacientes seleccionados
completaron una encuesta alimentaria de forma prospectiva, de-
tallando todos los alimentos consumidos en el transcurso del dia,
durante una semana. Para lo cual, la nutricionista, a cargo del es-
tudio, les explicé como llevar a cabo el registro, para que pudie-
ran hacerlo de forma correcta. El consumo diario de triptéfano
se calcul6 usando una herramienta del sitio MyFoodData.com
que compila las bases de datos del Departamento de Agricultura
de Estados Unidos de América (15).

Medicion de triptofano por HPLC: Para medir los ni-
veles de triptofano en sangre se optimizd y valido una técnica
cromatografica con alta sensibilidad y especificidad (16) en el
Laboratorio de la Fundacion Para el Progreso de la Medicina.
Brevemente, se utilizd un cromatografo liquido de alta resolu-
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cion (HPLC) Agilent Technologies 1260 Infinity con detector
de rearreglo de diodos. La separacion cromatografica se realizo
en columna Eclipse XDB-C18.5 um y 4.6 x 250 mm de Agi-
lent Technologies. Se utilizé acido perclorico calidad analitica
como agente desproteinizante en el pre tratamiento del plasma
y como estandar interno Tiramina. Se trabajo con una fase mo-
vil de composicion Buffer Acetato (pH=4.5) -Acetonitrilo, con
un flujo isocratico de 1 ml/min. Los datos fueron recolectados
mediante el software ChemStation y analizados a 280 nm del
espectro.

Perfil metabolico urinario: El perfil metabolico uri-
nario de los participantes de este estudio fue medido seglin ha
sido reportado previamente (17). Las muestras de orina fueron
tomadas por la mafiana, alicuotadas y almacenadas en freezer
-20 °C. Se determinaron los niveles de creatinina para correla-
cionar la excrecion de acidos organicos con el volumen de orina
correspondiente a 100 pg de creatinina. Acido undecanedoico
fue agregado a la muestra de orina como estandar interno. Los
alfa cetoacidos fueron oximados a 80 °C por 30 min usando hi-
droxilamina y el pH fue ajustado a 14.0 usando hidroxido de
sodio. Para favorecer la extraccion de acidos organicos de cade-
na corta, el pH fue ajustado a 2.0 usando acido hidroclérico. La
extraccion liquida-liquida se realizo dos veces usando acetato de
etilo, tomando la fase organica para ser evaporada mediante co-
rriente de nitrégeno. La reaccion de derivatizacion para obtener
derivados volatiles de trimetilsilil fue hecha a 60°C durante una
hora agregando 50 ul de N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroaceta-
mide- trimethylchlorosilane) (BSTFA) y 50 pl de acetonitrilo.

Cromatografia gaseosa acoplada a detector de masa:
Las muestras fueron inyectadas en el sistema de cromatografia
gaseosa Clarus SQ 580 (Perkin Elmer, USA) usando un inyector
automatico. Se utilizé una columna Agilent J&W DB-5 (Agilent,
Santa Clara, CA, USA), de 30 m de largo, 0,25 mm de diametro
interno y un espesor del film de 0,25 mm. Las muestras fueron
inyectadas en modo split usando un volumen de inyeccion de 1
ul con una fraccion de split de 1:25. La temperatura del inyector
fue de 275°C, la fuente i6nica fue de 230°C y el cuadrupolo
estuvo a 130°C. La temperatura inicial fue de 70°C, se mantuvo
por 5 min, subiendo 4,5° C/min hasta una temperatura final de
300° C con un tiempo de corrida total de 61.0 min. La ionizacion
se realiz6 con un modo de impacto electrénico, determinando el
espectro de masa cada 0,25 s en el intervalo entre 50 y 480 m/z.
Para el analisis de los metabolitos detectados fueron utilizados
Total Chrome 6.3.1 (Perkin Elmer) y TurboMass 5.4.2 (Perkin
Elmer). El analisis bioinformatico de los datos fue realizado
usando Morpheus (Broad Institute, Boston, MA, USA) (18).

-Estadio clinico de la EII en pacientes: El estadio cli-
nico de los pacientes con EII fue calculado usando los indices
de actividad de enfermedad Mayo (19) para CU y los indices de
Harvey-Bradshaw (20) para EC.

Analisis estadistico. El analisis estadistico de nuestros
resultados fue realizado usando Prism (GraphPad, San Diego,
CA, USA). Los métodos utilizados fueron: Shapiro-Wilk para la
normalidad de los datos, ANOVA de una via con analisis poste-
rior para comparacion de grupos usando el método de Tukey y
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para la medicion de correlacion entre valores se utilizo la corre-
lacion de Pearson.

RESULTADOS

El contenido de triptofano consumido y plasmatico es
comparable entre controles y pacientes con EII.
Este estudio fue llevado a cabo en 36 participantes, de los cuales
11 correspondieron al grupo control, 15 pacientes con CU y 10
pacientes con EC catalogados segtn el Servicio de Gastroente-
rologia del HPCMC. 25 participantes fueron del sexo femenino
y 11 del sexo masculino, con un rango de edades comprendidos
entre 22 y 73 afos y una edad media de 40 afios. Para validar los
valores de triptofano estimados en las encuestas, se compararon
los patrones alimentarios y nutricionales entre participantes eva-
luando el cumplimiento de los mensajes 3, 6, 7 y 8 establecidos
por Guias Alimentarias para la Poblacion Argentina (GAPA) en
cada participante (21) (Figura 1a).

El mensaje fue considerado cumplimentado o no por el
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Figura 1: Contenido de triptéfano en la dieta. a) Adherencia a los mensajes
determinados por Guias Alimentarias para la Poblacion Argentina (GAPA)
Mensajes evaluados 3, 6, 7 y 8 (variedad) respectivamente. Cada columna
representa la adhesion (circulo) o no (punto) a cada mensaje para cada
grupo, b) Porcentaje de carnes, lacteos o granos vs condiciones, ¢) Conte-
nido de triptéfano (mg) en dieta consumida en una semana, d) Niveles de
triptéfano (ug) en plasma medido por HPLC. e) Correlacién entre niveles de
triptéfano en dieta vs niveles en plasma. Correlacién de Pearson r=0,3165,
r2=0,1002, p=0,0727. Grupos Control (C), Colitis ulcerosa (CU) y Enferme-
dad de Crohn (EC).
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participante si lo hizo durante 4 de los 7 dias encuestados (circu-
lo negro). Caso contrario, fue considerado como no cumplimen-
tado (punto). La adherencia al mensaje 3 de las GAPA (Figura
la, primera columna) fue nula para todos los grupos estudiados,
en tanto que solo un participante de todos los encuestados cum-
plimentd con el mensaje 6 (Figura la, segunda columna). Es
decir, fue escasa la incorporacion de las porciones aconsejadas
de frutas, verduras y lacteos por dia. Por el contrario, la mayoria
de los participantes consumid carnes segun lo requerido por el
mensaje 7 (Figura la, tercera columna). En cuanto al mensaje
8 (Figura la, cuarta columna), gran parte de la poblacion es-
tudiada consumio cereales y legumbres. Sin embargo, como se
considero la variedad de legumbres consumida, el cumplimiento
observado fue esporadico para cada grupo del estudio. En lineas
generales, los comportamientos alimentarios y nutricionales en-
tre los grupos fueron equivalentes. Ademas, en base a la misma
encuesta, se pudo percibir que los pacientes en estudio tienen
similares patrones dietéticos ricos en triptdfano con un consumo
relativo de alimentos ricos en este aminoacido como carnes, lac-
teos y granos que fue comparable entre grupos (Figura 1b). La
unica diferencia significativa se observo entre los niveles rela-
tivos de carnes entre los grupos control y los pacientes con CU.
Sin embargo, de manera interesante para nuestra hipétesis, no
hubo diferencias significativas en el triptéfano consumido esti-
mado (Figura 1c) ni en los niveles de triptéfano plasmaticos me-
didos por HPLC que permanecieron estables en todos los grupos
(Figura 1d). Ademas, se determind una baja correlacion entre
la cantidad de triptofano consumida y los niveles de triptdéfano
biodisponibles (Figura le, r=0,3165).

Perfiles de metabolitos en orina reflejan el estado de la
microbiota y el metabolismo en la EII.
Los perfiles metabdlicos en orina reflejan tanto la composicion
de la microbiota como el estado metabolico del organismo (22).
En un estudio preliminar, analizamos 3 muestras representativas
de cada grupo en base a la actividad de la EIl usando cromatogra-
fia gaseosa y espectrometria de masa. El analisis bioinformatico
permitié determinar patrones complejos de presencia, ausencia
o distintos niveles que caracterizan a cada grupo (Figura 2a).

En base al estudio metabolomico, evaluamos si las es-
timaciones de la cantidad de triptéfano consumida a través de
encuestas tenian relacion con los metabolitos del triptdfano pre-
sentes en orina. Encontramos una alta correlacion entre los va-
lores del metabolito derivado del triptéfano 1H-indol-2,3-diona
y los del triptofano consumidos estimados (Figura 2b, r=0,7631,
p=0,0168). Por otro lado, el estudio preliminar mostr6 cambios
en la concentracion de metabolitos no derivados del triptofano
como acido citrico y 2-hidroxibutirico en pacientes con EII con
respecto a los controles (Figura 2 c y d).

Figura 2: Perfiles de metabolitos en orina reflejan el estadio de disbiosis de
la Enfermedad Inflamatoria Intestinal. A) Comparacion por cluster entre los
niveles de metabolitos detectados entre controles, CU (indice Mayo) y EC
(indice HBI). Flechas rojas indican los metabolitos analizados. b) Correla-
cién entre Triptéfano consumido y 1H-indol-2,3-diona (r=0,7631, p=0,0168)
¢) Acido Citrico como marcador de paciente sano, d) Acido 2-hidroxibutirico
como marcador de EII.
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La cantidad de triptofano consumido esta relacionada
al estadio de la EII en pacientes con EC
Para evaluar si la cantidad de triptéfano consumido o en circula-
cion tiene alguna relacion con el estadio de la EII, se represento
el contenido de triptofano en dieta o plasma en funcion de la
actividad de la enfermedad evaluada con el score Mayo para
pacientes con CU y el indice de Harvey Bradshaw (HBI) para
pacientes con EC. Mientras que en CU los niveles de triptofa-
no (consumido y circulante) no se correlacionan con el estadio
de la enfermedad (Figura 3a y b), en pacientes con EC activa
estos niveles fueron mas bajos (Figura 3¢ y 3d). En particular,
los niveles de triptofano consumido mostraron una correlacion
negativa significativa con el indice HBI (Figura 3c, r=-0,6971,
p=0,0251) con una disminucion significativa en aquellos pacien-
tes con indices HBI de 8-16 (Figura 3e).
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Figura 3: La cantidad de triptéfano en dieta correlaciona con la actividad de
la Enfermedad de Crohn. Contenido de triptéfano en a) dieta o b) plasma
vs score CU. Contenido de triptéfano en c) dieta o d) plasma vs score

EC p=0.0251, e) Triptéfano en dieta vs actividad de Enfermedad Crohn
p=0,0203.

DISCUSION

En este estudio se evalud en grupos de pacientes con
EIl y en un grupo control, el contenido de triptéfano en dieta,
los valores de triptéfano en circulacion, los metabolitos de trip-
tofano en orina y su relacion con el estadio de la EIl. La cantidad
de triptéfano presente en la dieta estimada usando una encuesta
de 7 dias estuvo significativamente relacionada con los valores
del metabolito de triptofano 1H-indol-2,3-diona cuantificados
por cromatografia gaseosa y espectrometria de masa en orina.
En efecto, los niveles de triptofano libre en el organismo estdn
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determinados por la relacion entre la ingesta de alimentos y la
actividad de distintas vias metabdlicas; s6lo una pequena frac-
cion de triptofano libre es utilizado para la sintesis de proteinas
y la produccion de neurotransmisores y mas del 95% es sustrato
para la degradacion que genera varios metabolitos con distintas
actividades bioldgicas (23).

En principio, nuestro hallazgo principal sugiere una asociacion
entre el estadio de la EIl en los pacientes con EC y la cantidad de
triptofano consumido. En este sentido, si bien varias publicacio-
nes han descripto alteraciones en el metabolismo de triptofano
intestinal en EII (24), nuestros resultados confieren validez a la
cantidad de triptofano consumida y plantean la posibilidad de
que aumentando la cantidad de triptéfano consumido se pueda
disminuir la actividad de la EII en pacientes con EC.

En concordancia con datos obtenidos en modelos de inflamacion
en animales (25), nuestro estudio ademas muestra cambios en
metabolitos que denotan alteraciones en el metabolismo ener-
gético y en el estrés oxidativo. Aunque la disminucion de acido
citrico en orina de pacientes con EII no ha sido reportada pre-
viamente, en biopsias de mucosa de pacientes con CU se detec-
to6 una disminucion de acido citrico (26), lo que produciria una
consecuente menor excrecion en orina. Por otro lado, el aumento
del metabolito 2-hidroxibutirico en orina esta asociado a estrés
oxidativo o detoxificacion de compuestos xenobidticos que cau-
san un aumento de sintesis de glutation (27). El aumento de este
metabolito en orina es indicativo de estrés metabolico cronico
y ha sido encontrado recientemente en niveles aumentados en
orina de pacientes pediatricos con EII (28). Los resultados pre-
liminares del analisis de muestras representativas de cada grupo
de nuestro estudio permiten suponer que el perfil metabolomico
de los pacientes con EII puede proporcionar herramientas para
mejorar la calidad de vida y las complicaciones evolutivas de
dichos pacientes.

CONCLUSION

Nuestros resultados aportan una evidencia significativa
en cuanto al rol del metabolismo del triptofano en las EIl en
nuestro medio y sientan las bases para una nueva herramienta
de medicina de precision en el manejo de la EII para mejorar la
calidad de vida y desarrollar nuevas terapias que puedan inducir
la reparacion de la mucosa intestinal de estos pacientes.
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