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RESUMEN

La colitis ulcerosa es una enfermedad intestinal inflamatoria (Ell) que cursa con pérdida
de peso, diarrea y sangrado rectal. Cuando se dafa la barrera intestinal, se van a
producir mediadores proinflamatorios en la zona, los cuales llegaran, via nervio vago o
via sanguinea, al sistema nervioso central (SNC) dando lugar a neuroinflamacidn. Esta
neuroinflamacién podria derivar en enfermedades neurodegenerativas, trastornos
cognitivos o de comportamiento. El objetivo de este trabajo fue estudiar si la colitis
crénica produce neuroinflamacion y como la creatina puede servir como neuroprotector
o disminuir la sintomatologia. Para ello, se utilizé un modelo de colitis crénica en ratas
mediante la administracion de tres ciclos de dextrano sulfato sddico (DSS) al 5%. Se
evalué diariamente la progresion de la enfermedad vy, al finalizar el tratamiento,
marcadores inflamatorios en el hipocampo y la corteza prefrontal mediante PCR en
tiempo real. Los resultados muestran que el DSS produjo colitis debido a las
manifestaciones clinicas que mostraron los animales. También se observé
neuroinflamacion, un aumento de la expresién de marcadores inflamatorios como la
interleuquina 6 (IL-6), el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), la interleuquina 1B (IL-1B)
y la dxido nitrico sintetasa inducible (iNOS). La suplementacion con creatina atenud las
manifestaciones clinicas y disminuyd la expresion de TNF-a, IL-18 e iNOS en el
hipocampo. Sin embargo, en la corteza prefrontal solo se observd una tendencia de la
creatina a disminuir la iNOS. Las conclusiones obtenidas en este estudio son
preliminares pero los datos apuntan a que la creatina podria proteger del desarrollo de

la colitis crénica y de la neuroinflamacidn, principalmente en el hipocampo.

PALABRAS CLAVE: Creatina, colitis ulcerosa, neuroinflamacién, neuroproteccién



INTRODUCCION

1. Enfermedad inflamatoria intestinal
Las enfermedades inflamatorias intestinales son unas afecciones crénicas e idiopaticas
caracterizadas por periodos de remisién y recaidas donde se destruye el tejido intestinal
(Ramos and Papadakis, 2018). Dentro de esta, se incluye la enfermedad de Crohn vy la
colitis ulcerosa. La colitis ulcerosa cursa con inflamacion sobre la mucosa del colon y el
recto, la cual puede llegar a extenderse por todo el intestino grueso con el paso del
tiempo (Figura 1). Los sintomas clinicos que se manifiestan son la pérdida de peso,
diarrea, sangrado rectal, fiebre, dolor abdominal, anemia y pérdida del apetito. La
patogénesis es multifactorial e incluye factores etiopatogénicos medioambientales, la
microbiota intestinal, la genética y el factor principal, la desregulacién de la respuesta
inmune. El tratamiento principal para la colitis ulcerosa son los acidos 5-aminosalicilicos,
esteroides e inmunosupresores. A veces, se requiere de colostomia cuando la patologia

es muy refractaria (Ungaro et al., 2018).
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Figura 1. Localizacion de la inflamacién en la

colitis ulcerosa (Duelo, 2020).

Cuando existe esta patologia, aumenta la permeabilidad de la barrera produciendo una
infiltracion de células inmunes innatas (macréfagos, neutroéfilos, células dendriticas y
natural killer) y adaptativas (linfocitos B y T) a la Idmina propia. Los macréfagos y las
células dafadas van a interaccionar, provocando una respuesta inmune excesiva y
haciendo que se secreten mediadores proinflamatorios como las interleuquinas (IL-6, IL-

1B), TFN-a, etc... (Lertnimitphun et al., 2019).



El tracto gastrointestinal es una amplia drea de exposicién a antigenos. La barrera
intestinal (Figura 2) tiene como funcidn evitar la entrada de sustancias nocivas o
patdégenos, asegurando, al mismo tiempo, la entrada de nutrientes para que la

homeostasis interna no se vea afectada.
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Figura 2. Componentes de la barrera intestinal. Dibujo esquematizado de los

componentes de la barrera intestinal. Realizado en BioRender.com.

Esta barrera esta compuesta por varias capas. El primer contacto con los antigenos se
produce en las capas de moco, donde se encuentra, entre otras, la microbiota intestinal
gue ayuda a mantener el epitelio y limita la colonizacion de microorganismo
patogénicos. Tras esta, se localizan los colonocitos o células epiteliales intestinales que
se sitlan en una sola capa de células polarizadas que se renuevan continuamente
ejerciendo funcidn de revestimiento e inmunolégica. En esta misma capa hay presente
otras células: Células de Goblet que secretan el moco, células Paneth que secretan
defensinas, células cromafines que secretan hormonas y neuropéptidos, células M

especializadas en la captacién de antigenos y las células madre, progenitoras de las



células epiteliales. Otro componente importante del epitelio son las uniones
intracelulares, cuya funcidén es controlar el paso de moléculas. Bajo el epitelio, se situa
la ldmina propria, donde se encuentran tanto las células linfoides inductoras como
células dendriticas, mastocitos o macroéfagos y poblaciones de leucocitos, que son los
efectores. Le sigue el tejido conectivo y el sistema nervioso entérico (SNE). El SNE
permite el control de la homeostasis intestinal, entre otras formas, gracias a la actividad
inmunolégica y la microcirculacién de neurotransmisores, citoquinas, factores de

crecimiento y diferentes moléculas reguladoras (Salvo-Romero et al., 2015).

La colitis ulcerosa es una enfermedad inflamatoria intestinal pero que, ademas, puede
manifestar sintomas extraintestinales con una prevalencia del 6-47% de los casos de Ell.
Estas manifestaciones son problemas asociados a la actividad intestinal (artritis, aftas
bucales, ... ) o a la no actividad (uveitis, pioderma gangrenoso, ... ), enfermedades
autoinmunes no especificas de las Ell (tiroides, anemia, vitiligo, diabetes mellitus, ... ),
complicaciones atribuidas a alteraciones metabdlicas y anatdmicas (osteopatia,
tromboembolismos, nefrolitiasis, ... ) (Vavricka et al., 2015) y por ultimo, alteraciones
en el cerebro, dando como resultado un aumento del riesgo de padecer depresidn,

ansiedad, estrés o déficits cognitivos (Abautret-Daly et al., 2017).

Para estudiar la colitis ulcerosa, existe un modelo animal de colitis inducido por la
administracion al 5% de DSS en agua. Este modelo es el mas utilizado y la enfermedad
transcurrird con una sintomatologia bastante similar a la de los humanos. El mecanismo
de accién de este compuesto se basa en el dafio al epitelio intestinal permitiendo asi la
diseminacion de elementos proinflamatorios. La utilizacién del modelo de colitis
inducido por DSS tiene como ventaja sobre otros modelos la rapidez de la induccién,
gue es un modelo simple, bastante reproducible y ademas facil de controlar (Eichele
and Kharbanda, 2017). De acuerdo con lo observado en humanos, la comunicacidon
intestino-cerebro también explicaria que en modelos animales de colitis aguda hay
alteraciones en la conducta en estos animales (Chen et al., 2015; Hassan et al., 2014;

Matisz et al., 2020; Nyuyki et al., 2018).



2. Eje intestino-cerebro
Entre el sistema nervioso central y el tracto gastrointestinal existe una comunicacion
bidireccional denominada “eje intestino-cerebro” (Figura 3) que va a tener relevante
efecto en el SNC sobre comportamientos y patologias de la funcién cognitivas. En esta
comunicacidn participa el sistema nervioso entérico, sistema nervioso auténomo, la
médula espinal y el eje HPA (hipotdlamo-pituitaria-glandula adrenal) (Maqsood and

Stone, 2016).

La senal eferente al intestino es mediada a través del sistema nervioso auténomo y el
eje HPA, modificando las secreciones, la motilidad del tracto digestivo o la
permeabilidad de la barrera intestinal, entre otras (Abautret-Daly et al., 2017). Las
sefiales aferentes del intestino se producen por dos vias: una neuronal, donde participa

el nervio vago, y una hormonal por circulacién sanguinea (Maqgsood and Stone, 2016).

Los sintomas extraintestinales como los trastornos de la conducta observados en
pacientes con Ell podrian explicarse por esta comunicacidn intestino-cerebro. Los
mediadores inflamatorios que se liberan en el intestino podrian llegar al SNC por via

vago o sanguinea (Do and Woo, 2018).
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Figura 3. Eje intestino-cerebro esquematizado. Se muestran la interaccion del eje

en caso de daiio en la barrera intestinal. Dibujo realizado en BioRender.com.



3. Inflamacion intestinal y neuroinflamacion
Si se produce una alteracidn de la barrera intestinal, es necesaria una rdpida respuesta
inflamatoria. El primer paso tras esto es la activacién del sistema inmune innato, dando
lugar a la respuesta inmune inespecifica llevada a cabo por las células epiteliales, células

dendriticas, macréfagos y células Natural Killer (Salvo-Romero et al., 2015).

En el caso de que se produzca un proceso inflamatorio intestinal, las moléculas
mediadoras de la inflamacién viajaran a través del nervio vago o la sangre (Figura 3)
hacia la barrera hematoencefdlica, para llegar al cerebro. En un modelo animal de colitis
cronica se ha observado un aumento de la expresién de IL-6, IL-1B, iNOS o TNF-a, en
hipocampo (Zonis et al., 2015). Cuando estos mediadores proinflamatorios llegan al
cerebro, se va a producir la activacion de los macréfagos del SNC, la microglia y los
astrocitos, los cuales produciran sobre todo IL-6 e INOS, dando lugar a neuroinflamacion.
Si este mecanismo de defensa sufre una activacién continuada, se produce un estado
de neurotoxicidad que conducira a dafo cerebral. Esta lesidon podria derivar en
alteraciones del sistema nervioso o enfermedades neurodegenerativas como es el caso

del Alzheimer o la enfermedad de Parkinson entre otras (Kempuraj et al., 2017).

4. La creatina (Cr)
La creatina es un compuesto organico nitrogenado que esta presente en el musculo
esquelético en mayor parte, pero también en el cerebro, 6rgano de alta actividad

metabdlica (Roschel et al., 2021).

Los niveles de creatina corporal se mantienen mediante sintesis enddgena o se obtienen
de la dieta (Figura 4): El primer paso de la sintesis endégena de creatina se produce
mayoritariamente en el rifidn, donde la enzima glicina-amidinotransferasa (AGAT)
transfiere el grupo amino de una arginina a una glicina, dando lugar a guanidinoacetato
(GAA) y L-ornitina. A continuacién, la enzima N-guanidinoacetato metiltransferasa
(GAMT) cataliza en el higado la reacciéon de metilacion de GAA, cuyo grupo metilo es
cedido por S-adenosilmetionina. Esta reaccidén dara lugar a la creatina (Brosnan and
Brosnan, 2016). Por otro lado, la mayor fuente de creatina en la dieta se encuentra en

la carne roja y el pescado. La creatina que llegue en esta forma se absorbera en el



intestino mediante el cotransportador electrogénico de creatina dependiente de Na*y

ClI(CrT1) (Wallimann et al., 2021).
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Figura 4. Esquema de la obtencion de creatina por via externa o sintesis endégena y
metabolismo. Arg: Arginina / Gly: Glicina / AGAT: glicina-amidinotransferasa / GAA:
guanidinoacetato / GAMT: N-guanidinoacetato metiltransferasa / SAM: S-

adenosilmetionina. Creado en BioRender.com.

La creatina de la dieta accede por via sanguinea hasta el musculo esquelético y por via
barrera hematoencefalica hacia el cerebro. Esta es capaz de entrar en la célula gracias
al Transportador Transmembrana de Creatina (CRCT) (Joncquel-Chevalier Curt et al,,
2015). Los niveles de creatina en el musculo dependen Unicamente de la dieta y de la
sintesis enddgena en otros érganos. Sin embargo, el sistema nervioso posee las enzimas
necesarias para su sintesis y transporte, por lo que, ademds de mediante la dieta y la
sintesis endégena en otros drganos, el cerebro podria sintetizarla por si mismo (Roschel

et al., 2021).
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Una vez la creatina llega a sus lugares de almacenamiento, puede ser fosforilada por la
creatina cinasa (CK) formando fosfocreatina de forma transitoria y reversible. Cuando
existe una demanda energética elevada, la fosfocreatina va a ceder el grupo fosfato al
ADP para regenerar ATP y este queda disponible directamente para su uso. La creatina
y la fosfocreatina (figura 5) pueden sufrir una conversion no enzimdtica, dando
creatinina. Este compuesto final difunde por la membrana celular y se eliminara por via

urinaria (Joncquel-Chevalier Curt et al., 2015).
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Figura 5. Conversiones de la creatina. Por una parte, se da la conversion
enzimdtica a fosfocreatina gracias a la creatina cinasa. Mediante una
conversion no enzimdtica con pérdida de una molécula de agua, se produce

la creatinina, molécula que se eliminard via renal.

Uno de los usos mas frecuentes de la suplementacién con creatina actualmente es en el
deporte. La ingesta va a incrementar los niveles de creatina y fosfocreatina en el
musculo. Esto hace que sea posible el aumento de la capacidad de realizar ejercicio
intenso y mejora la adaptacion en el entrenamiento ademas de ayudar a ganar masa

muscular y fuerza (Candow et al., 2008).

A parte de los beneficiosos efectos que produce la creatina en el dmbito deportivo,
podria usarse en forma de suplemento para multiples patologias. Se habia visto que la
administracion de creatina podria tener efectos neuroprotectores que supondrian una
contribucidn a la prevencién de multiples enfermedades neurodegenerativas. Estudios

realizados por Beal (2011), Wallimann and Harris (2016) y Roschel et al. (2021) han
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detectado una mejoria con el uso de creatina como suplemento en la enfermedad de
Huntington, Parkinson o Alzheimer, entre otras. Cuando existe dafo cerebral, una de las
caracteristicas es la alteracion de la demanda de ATP, lo cual, podria considerar a la
creatina una estrategia potencial para reducir la severidad o disminuir los sintomas de
la enfermedad (Roschel et al., 2021). La creatina va a facilitar una constante
regeneracion del ATP en el cerebro, mejorando asi la capacidad cognitiva (Marques and
Wyse, 2019). Ademds, tiene un posible papel coadyuvante en terapias en enfermedades
relacionadas con trastornos de la memoria, donde la creatina actia potenciandola y

atenuando la fatiga mental (Kreider and Stout, 2021).

Otros beneficios que produce la creatina son frente a la inflamacion. Algunos estudios
en modelos animales (Roy and Lee, 2016; Turer et al., 2017; Marques and Wyse, 2019
Wallimann et al., 2021) han demostrado que la creatina tiene efectos en la respuesta
inflamatoria. Esta molécula es capaz de inducir la reduccidn de citoquinas o marcadores
proinflamatorios, como por ejemplo algunas interleuquinas como el TNF-a, ejerciendo
un efecto antinflamatorio. Incluso es posible que la suplementacién con creatina

reduzca la muerte celular y como consecuencia estos procesos inflamatorios.

Esto podria apoyar la teoria de su funcién neuroprotectora en enfermedades del SNC u
otros casos, como seria la reduccién de la inflamacién en la mucosa del colon producida

por colitis aguda (Glover et al., 2013).

Aunque se esperen buenos resultados seglin los antecedentes, se necesitan mas
estudios de investigacion. Quizas sobre todo en modelos animales ya que los ensayos,
por ejemplo, en pacientes con enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad
de Parkinson, son mas complejos debido a que normalmente, estos no presentan
sintomas de neurodegeneracidn hasta que ha perdido al menos un 70% de sus neuronas

motoras alfa (Kreider and Stout, 2021).
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OBIJETIVOS

Como se ha descrito anteriormente, un proceso inflamatorio intestinal puede producir
un aumento de citoquinas en el SNC, origindndose neuroinflamacién. Debido a las
propiedades de la creatina, podria utilizarse como complemento para mejorar o reducir
estos procesos inflamatorios. Utilizando un modelo de colitis crénica en rata mediante

la administracion oral de DSS nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

o Describir la evolucion de las manifestaciones clinicas de la inflamacidn
intestinal producida por DSS.

o Evaluar el efecto de la colitis crénica en el hipocampo y la corteza prefrontal.

o Estudiar el efecto de la administracién de creatina sobre el desarrollo de la
colitis crénica y en los procesos inflamatorios producidos en el hipocampo y

corteza prefrontal.

13



MATERIALES Y METODOS

1. Aparatos

Se emplearon los siguientes aparatos en todo el procedimiento:

- Bafio termorregulable (Selecta, Precisdig).

- Cubeta de electroforesis para geles de agarosa (Sigma-Aldrich, SHU6).
- Espectrofotometro (Thermo Fischer, NanoDrop 1000).

- Fuente de alimentacion Power-Pac 200.

- Homogeneizador Politrén (Ystral, T-1500).

- Microcentrifuga (Eppendorf, 5415C).

- Termociclador para PCR en tiempo real (Bio-Rad, MJ MiniOpticon).

2. Animales de experimentacion y material biolégico
Para la realizacion de este trabajo se han utilizado ratas Wistar macho procedentes del
Centro de Produccidn y Experimentacién Animal de la Universidad de Sevilla. Tenian
aproximadamente 5 semanas y un peso inicial de 80-100 gramos. Todas las ratas se han
mantenido en el Animalario de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Sevilla en
condiciones adecuadas de humedad y temperatura. Ademas, han tenido ciclos de luz-
oscuridad de 12 horas y libre acceso a pienso (Global Rodent Diet) y agua durante todo

el dia.

La anestesia y el sacrificio de las ratas se realizé mediante una inyeccién intraperitoneal
de ketamina (50 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg) de acuerdo con la Directiva Europea
2010/63/UE y al Real Decreto 53/2013 que trata sobre las normas éticas de

experimentacién con animales.

Tras el sacrificio, se extrae el cerebro y se disecciona el hipocampo y la corteza
prefrontal. Se lavan con un poco de solucién salina fisiolégica fria. Las muestras se
congelan en nitrégeno liquido inmediatamente y se conservan a - 809C hasta su

posterior uso para PCR.
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3. Induccion de la inflamacion mediante DSS
Para ello, se administré sulfato de dextrano sddico (DSS, MW 40 KDa; PanReac
AppliChem) al 5% con el agua de bebida. Utilizando este compuesto sintético de alta

solubilidad se reproduce el modelo animal en rata de colitis ulcerosa.

La evaluacién de la inflamacién se realiza mediante registros del peso corporal y

valoracion de las manifestaciones clinicas de la colitis para determinar el DAI.

Se registré el peso corporal. La ganancia se calculé teniendo como peso referencia el
inicial de cada rata, siendo este el 100%. Ademas, se realizd un analisis diario de la
consistencia de las heces y el sangrado rectal para evaluar el desarrollo de Ia
enfermedad, asignandole valores de 0 a 3 (Tabla 1). Con la suma de estos tres valores,
se obtuvo el indice de actividad de la enfermedad (DAI) que se va a utilizar para evaluar

clinicamente la inflamaciéon (Wang et al., 2019).

VALOR | % GANANCIA DE PESO CONSISTENCIA DE LAS HECES SANGRADO RECTAL

0 Mayor del 75% Heces formes, normales. No hay sangrado.
1 50%-75% Heces blandas pero que no | Hay pequefias
quedan adheridas al ano. manchas de sangre en

las heces, pero Ia

region anal estd seca.

2 25 % -50 % Heces muy blandas que se | Las heces contienen
adhieren al ano. grandes manchas de
sangre. Ademas,

aparece sangre en el

orificio anal.

3 Menor del 25% Heces liquidas y ano humedo. Las heces son de un
rojo oscuro. La sangre
se extiende por zonas

alrededor del ano.

Tabla 1. Tabla para la valoracion del DAI. Explica cada valor que puede asignarse a los sintomas

provocados por el DSS.
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4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real
Se extrae el ARN total del hipocampo y la corteza prefrontal mediante el kit comercial
“RNeasy® Mini” (Método Quiagen). Mediante espectrofotometria con absorbancia 260
nmy 280 nmy electroforesis en gel de agarosa al 1% se obtiene la pureza, concentracién
e integridad del ARN total. Este ARN se somete a una transcripcion reversa. Para ello se
utilizara 1 pg de ARN total y el kit comercial “QuantiTect® Reverse Transcription”

(Método Quiagen), obteniendo asi el ADN complementario (ADNc).

Para la amplificacién se usé 1 ul de ADNc problema, 0,4 uM de cebadores especificos y
10 pl de la enzima SsoFastTM EvaGreen® Supermix (Bio-Rad). Se van a utilizar en todos
los casos blancos sin ADNc. El gen de referencia utilizado para normalizar los valores de

ARNm en las muestras fue la B-actina.

Utilizando el programa informatico PerlPrimer v1.1.14 (Parkville, Vic., Australia) y de
acuerdo con la secuencia de ADNc disponible en la base de datos Genbank, se disefiaron

los cebadores resumidos en la tabla 2.

Gen Sentido (5’ ... 3’) Antisentido (5’... 3’)
IL-6 ACAAGTCGGAGGCTTAATTACA GAAAAGAGTTGTGCAATGGCAA
IL-18 CTTTCGACAGTGAGGAGAATGAC CCACAGCCACAATGAGTGAC
TNF-a = CTCACACTCAGATCATCTTCTC TGGTATGAAATGGCAAATCGG
iNOS GATGTTGAACTACGTCCTATCTCC GTCTTGGTGAAAGCGGTGTTC
B-actina| ACCCACACTGTGCCCATCTA- CGGAACCGCTCATTGCC

Tabla 2. Cebadores especificos para PCR en tiempo real. El gen de 8-actina se utiliza como gen

de referencia.

La amplificacién realizada en el termociclador MiniOpticonTM (Bio-Rad) va a seguir el

siguiente protocolo:

= 3 minutos a 952C para desnaturalizar el ADN
= 35 ciclos de 40 segundos a 952C
= 40 segundos a 582C
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= 40 segundos a 72°C

* 3 minutos a 722C (etapa de elongaciodn).

Tras esto, se procede al andlisis de curvas de disociacion. Se calentd la muestra desde
los 652C hasta los 952C en intervalos de 12C y se monitorizé la fluorescencia. Esta curva
representa la temperatura de separacién de las cadenas de ADN o temperatura de
fusion frente a la fluorescencia emitida por el producto de PCR. Cada fragmento de ADN
amplificado tiene una temperatura de fusién especifica. Si solo se obtiene un pico

durante este ensayo, corresponde con un Unico producto de PCR.

La PCR se hace por triplicado para cada ADNc. Se determind para cada muestra el
numero de ciclos necesarios para alcanzar el nivel de fluorescencia umbral (Ct). Los
resultados se analizan usando el método comparativo de Ct en una hoja de calculo (Gene

Expression Macro) proporcionada por BioRad.

5. Disefo experimental
Las ratas fueron separadas en cuatro grupos (figura 6) de forma aleatoria:

» Grupo agua, donde solo se administra agua.

» Grupo agua + creatina. A este grupo se le administra a diario una cantidad de
0,5 g de creatina por cada kilogramo de peso. Esto se calcula segun el peso de
las ratas y el volumen bebido por estas.

» Grupo DSS. Este recibira tratamiento con DSS al 5% en agua. El dia 14 empiezan
con el tratamiento y se completan tres ciclos intercalandolos con una semana
de descanso.

» Grupo DSS + creatina. Este recibira tratamiento con DSS al 5% en agua. El dia
14 empiezan a tomar el tratamiento y se completan tres ciclos intercalandolos
con una semana de descanso a la vez que ingiere creatina a dosis de 0,5

g/kg/dia durante todo el periodo.

La ingesta de agua fue controlada a diario para realizar el clculo exacto de la dosis de

creatina y DSS.
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Figura 6. Procedimiento del ensayo. Imagen creada en BioRender.com.

6. Presentacion de los resultados y analisis estadistico
Los resultados fueron presentados como la media, acompafiada de su error estandar. La
comparacion estadistica entre los diferentes grupos experimentales fue realizada
mediante un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias y el test de Tukey (p<0.05). Para

el analisis estadistico se ha utilizado el programa informatico GraphPad Prism 8.4.2.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para llevar a cabo los objetivos planteados, se ha valorado: 12 - la evolucidn de la colitis
ulcerosa inducida por el tratamiento con DSS al 5% en ratas ; 22 - el efecto de la creatina
sobre el desarrollo de la colitis ulcerosa inducida por la administracion de DSS ; 32 - el
efecto de la inflamacién del colon sobre la expresién de IL-6, TNF-a, IL-1 y iNOS en
hipocampo y corteza prefrontal y 42 - el efecto neuroprotector de la creatina frente a la

neuroinflamacién provocada por la inflamacién intestinal.

1. Efecto de la creatina sobre el peso en el desarrollo de la colitis crénica
La evolucidon de la colitis crénica se analizdé mediante un registro de sintomas
caracteristicos de lainflamacién y con el calculo del indice de actividad de la enfermedad
(DAI). Este indice incluye la evaluacion de la ganancia de peso corporal junto con la
consistencia de las heces y el sangrado rectal. A continuacidn, primero se representan
los pesos relativos en la siguiente grafica (figura 7), que indican la ganancia de peso a lo

largo de todo el periodo de suplementacion con creatina y/o tratamiento con DSS.
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Figura 7. Evolucion del peso corporal de cada grupo experimental. Los datos se expresan como

ganancia de peso en % del peso corporal inicial (100%) de cada rata. Media + EEM (n=6). El
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ANOVA reveld un efecto del DSS sobre la ganancia de peso (p<0,001). Test de Tukey: p< 0,05, a

vs agua, b vs. agua+Creatina.

Segun la figura 7, en las ratas sin tratamiento de DSS, se observa que la suplementacion
con creatina no ha afectado a la ganancia de peso de las ratas. Comparando el grupo
agua, al cual solo se le suministra agua, frente al grupo con suplementacién con
creatina, se ve que ambos han ido aumentando su peso de forma constante hasta casi
seis veces su peso inicial (aproximadamente el 550%). Solo se podria destacar una ligera
diferencia en la ultima semana del tratamiento, donde se aprecia que el grupo
agua+creatina esta muy levemente por encima del grupo agua, aunque de forma no
significativa. Hay algunos estudios donde la suplementacion con creatina a corto plazo
produce un aumento extra de peso (Ferrante et al., 2000; Roy and Lee, 2016). No
obstante, y de acuerdo con nuestros resultados, Wallimann and Harris (2016), no

observan ninguna variacion en el peso corporal.

La primera semana, los cuatro grupos tienen un aumento practicamente similar. A partir
del dia catorce (cuando se comienza a tratar con DSS), empiezan a variar, haciéndose
notable la diferencia entre los grupos control (agua y agua+creatina) y los dos grupos
tratados con DSS. Si el aumento de peso en los grupos agua y agua+creatina es
alrededor del 550%, en los animales tratados con DSS solo llegara al 400% como pico
maximo. Esto se debe a que las ratas tratadas con DSS no ganan peso al nivel de los
grupos control debido a la colitis inducida. Ademas de que no existe tal ganancia normal

de peso, se puede observar una leve pérdida tras dos ciclos de tratamiento con DSS.

Segun describe Zaremba and Smolenski (1999), la menor ratio de ganancia de peso se
observa después del inicio de los sintomas. Cuando los sintomas desaparecen, el ritmo
de ganancia de peso serd algo mayor, pero seguiran siendo mas bajo que el de los grupos

control.

En el caso de los grupos de animales tratados con DSS, se observa una evolucion del
peso similar en ambos, siendo esta siempre inferior a los grupos control. Sin embargo,
la ultima semana (cuando la enfermedad ya se hace crdnica) se aprecia una leve

diferencia en el peso, donde el grupo DSS+creatina se encuentra ligeramente por encima
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del grupo DSS, aunque estos datos no fueron significativos. En modelos de colitis aguda
se ha visto que la suplementacidn con creatina disminuye la pérdida de peso (Glover et

al., 2013; Turer et al., 2017).

En relaciéon con el DAI, se obtienen los siguientes datos, donde se puede apreciar el

desarrollo de la patologia intestinal inducida (figura 8).

9 -
ab
8 - T ab
L
7 - t
ab T
6 - f % b/ X
— Agua
<L 5 - ab } ab
() I ab - Agua+creatina
4 1 - + ® Dss
3 - '|C' ab c DSS+creatina
ab ab '|'
) i /17
f ] 1 Py J.
i I T
1 - § 4 I
I 3 i
o Les L d ¥* \ ) DIAS
0 10 20 30 40 50
H,O DSS H,0 DSS H,0 DSS
Cr DSS + Cr Cr DSS + Cr Cr DSS + Cr

Figura 8. indice de Actividad de la Enfermedad durante el procedimiento. Media + EEM (n=6).
El ANOVA reveld un efecto del DSS y de la creatina en relacion con la sintomatologia (p<0,001).

Test de Tukey: p< 0,05, a vs agua, b vs. agua+Creatina, c vs. DSS.

Se diferencian claramente tres picos donde se observa un aumento de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad. Esto sucede durante los tres ciclos de
tratamiento con DSS, mas concretamente, alcanzando maximos en los dias 21, 35y 47
del tratamiento. Si comparamos la figura 7 con la figura 8, se aprecia que los puntos
donde existe pérdida de peso coinciden con aquellos dias en los que se alcanza un pico

maximo de sintomatologia de cada ciclo. El segundo pico que corresponde al segundo
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ciclo de tratamiento es el que alcanza mayor valor, lo que indica que se produjeron

sintomas mas severos.

Tras el primer ciclo, se van a recuperar rapidamente, volviendo a un DAl = 0 en dos dias.

Sin embargo, después de los siguientes ciclos, la recuperacién fue bastante mas lenta.

Durante la mayoria del periodo de tiempo que dura el ensayo, las ratas suplementadas
con creatina (grupo DSS+Creatina) van a tener un DAl o una manifestacion de la
sintomatologia menor que las no suplementadas (grupo DSS), siendo la diferencia
significativa en los dias 21, 35 y 47. Por tanto, se podria razonar que la suplementacién
con creatina disminuyd la severidad de los sintomas de la colitis crénica inducida con

DSS.

La atenuacién de los sintomas debida a la suplementacion con creatina es descrita por
Roy and Lee (2016) en un caso clinico, y en Wallimann et al. (2021) donde muestran

que ademas, disminuye el dolor abdominal y la inflamacién en el colon.

2. Efecto de la creatina sobre la neuroinflamacion en hipocampo y corteza
prefrontal

Para evaluar el efecto de la creatina sobre el SNC, se realiza un analisis de PCR a tiempo

real para medir la expresion relativa de las citoquinas IL-6, IL-1B, TNF-a y el marcador

inflamatorio iINOS en hipocampo y corteza prefrontal.

En la medida de expresion de la IL-6 en el hipocampo (figura 9) no se observan
diferencias significativas entre los grupos. Es decir, no hay diferencias entre grupos

control y DSS, ni la creatina ha producido ninguin efecto frente a la neuroinflamacién.

Sin embargo, en la corteza prefrontal, si se aprecian diferencias en la expresion de esta
citoquina. En el grupo DSS la expresion de IL-6 es aproximadamente el doble que la
expresion en el grupo agua y el grupo agua+creatina. Tampoco se observa un efecto de

la creatina.
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Figura 9. Expresion relativa de ARNm de la citoquina proinflamatoria IL-6 en el hipocampo y
corteza prefrontal. Media + EMM (n=6). El ANOVA reveld un efecto del DSS sobre la abundancia
relativa del ARNm de la IL-6 en la corteza prefrontal (p<0,001). Test de Tukey: p< 0,05, a vs agua,

b vs. agua+Creatina, c vs. DSS.

Al analizar el gen para la citoquina TNF-a en el hipocampo (figura 10), se detectan
diferencias significativas. Se observa un aumento en la expresién de esta citoquina en el
grupo DSS, indicativo de un proceso inflamatorio, que no se da en el caso de los grupos
controles (agua y agua+creatina). También se podria sugerir que la creatina ha
prevenido la neuroinflamacion derivada de la colitis inducida por DSS, ya que los niveles
de expresion relativa en el grupo DSS+creatina son significativamente inferiores al grupo
DSS. Ademads, a pesar de que el grupo DSS+creatina esta levemente por encima los
niveles de expresion respecto a los grupos en los que no se ha inducido la colitis, no

existen diferencias significativas.

En cambio, en la expresion relativa de TNF-a para la corteza prefrontal no hay ninguna

diferencia significativa respecto a ninguno de los grupos.
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Figura 10. Expresion relativa de ARNm de la citoquina proinflamatoria TNF-a en el hipocampo

y corteza prefrontal. Media + EMM (n=6). E| ANOVA reveld un efecto del DSS y de la creatina

sobre la abundancia relativa del ARNm de TNF-a en el hipocampo (p<0,001). Test de Tukey: p<

0,05, a vs agua, b vs. agua+Creatina, c vs. DSS.

Por otro lado, en el andlisis de IL-1B en hipocampo, se van a detectar diferencias

significativas entre varios grupos (Figura 11). En el grupo DSS se observa una expresion

relativa mayor que en el resto de los grupos. La expresion en el grupo DSS+creatina es

similar a los grupos controles indicando un efecto neuroprotector por parte de la

creatina.

Respecto a la expresion de IL-1B en la corteza prefrontal, no se aprecian diferencias

significativas entre los grupos experimentales.
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Figura 11. Expresion relativa de ARNm de la citoquina proinflamatoria IL1-8 en el hipocampo
y corteza prefrontal. Media + EMM (n=6). El ANOVA reveld un efecto del DSS y de la creatina
sobre la abundancia relativa de IL1-8 en el hipocampo (p<0,001). Test de Tukey: p< 0,05, a vs

agua, b vs. agua+Creatina, c vs. DSS.

Por ultimo, se midio la expresion del marcador inflamatorio y de estrés oxidativo iNOS
(Figura 12). Como se muestra en la grafica, la expresion de iNOS en hipocampo y corteza

prefrontal en el grupo DSS es significativamente superior al resto de grupos.

Ademas, en el hipocampo, la expresion relativa en el caso de las ratas del grupo
DSS+creatina es menor que en el grupo DSS y semejante a los grupos control, e incluso,
levemente inferior (aunque no es significativo). Esto supondria una proteccién por parte

de la creatina sobre la inflamacién, bajando la expresién a los niveles normales.

Sin embargo, a nivel de corteza prefrontal no existe esa diferencia. Solo hay una
tendencia a disminuir la expresidon de iNOS y, por tanto, no permite afirmar que la

creatina sea neuroprotectora en esta zona del cerebro.
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Figura 12. Expresion relativa de ARNm del marcador inflamatorio y de estrés oxidativo iNOS
en hipocampo y corteza prefrontal. Media + EMM (n=6). El ANOVA reveld un efecto del DSS y
de la creatina sobre la abundancia relativa de iNOS en hipocampo y del DSS en la corteza

prefrontal (p<0,001). Test de Tukey: p< 0,05, a vs agua, b vs. agua+Creatina, c vs. DSS.

En modelos experimentales de colitis se muestra que aumenta la expresion en el colon
de mediadores de la inflamacién como la IL-6, TNF-a o la IL-1 B (Eichele and Kharbanda,
2017; Han et al., 2018; Lertnimitphun et al., 2019) y segun lo expuesto anteriormente
en la Introduccién, mediante el eje intestino-cerebro, la inflamacidn llegaria al cerebro,

produciendo neuroinflamacién.

Zonis et al. (2015) observan que la colitis créonica inducida con DSS produce un aumento
de la IL-6 en hipocampo. En contraste con nuestro ensayo, no se observa aumento de
esta citoquina en esa zona del cerebro, pero si, en cambio, en la corteza prefrontal.
Segun Han et al. (2018) y de acuerdo con nuestros resultados, aunque en un modelo de
colitis aguda, describen un aumento de los niveles de IL-6 en la corteza cerebral sin
indicar que regidn fue la estudiada. Estos autores también observan que el aumento de
los factores proinflamatorios da lugar a la activacién de la microglia lo que podria causar
dafos neuronales. Ademas, también muestran un aumento en los niveles de expresiéon
de TNF- a. Sin embargo, en nuestro caso, esta citoquina solo se verd aumentada
significativamente en el hipocampo. Riazi et al. (2008) y Zonis et al. (2015) también han

detectado un aumento similar de TNF- a en el hipocampo.
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En relacién a la IL-1PB, solo se han apreciado diferencias en el hipotalamo, similares a los

estudios realizados por Abautret-Daly et al. (2017) y Zonis et al. (2015).

El aumento de estos tres marcadores proinflamatorios podria producir la activacién de
la microglia y afectar, por tanto, negativamente a la neurogénesis, dando lugar a
enfermedades neurodegenerativas (Kempuraj et al.,, 2017) y otros desdérdenes

neurolégicos (Magsood and Stone, 2016).

Por ultimo, de acuerdo con los resultados obtenidos, y tal como indica Mei et al. (2019),
en la colitis inducida por DSS, se observa un aumento de la expresién de iNOS en colon.
Asimismo, algunos autores han visto que el aumento de iNOS en el colon puede a su vez
inducir la produccién de este mediador inflamatorio en el hipotalamo (Abautret-Daly et
al., 2017; Lertnimitphun et al., 2019). La expresion de iNOS se ha visto aumentada,

debido a la colitis, en ambas regiones del cerebro estudiadas en este trabajo.

En relacidn a la suplementacion con creatina y en linea con nuestros resultados, algunos
autores han observado que la creatina disminuye la severidad de las enfermedad
inflamatoria intestinal, al atenuar los sintomas y la inflamacidn en el colon (Roy and Lee,
2016; Wallimann et al., 2021) Otros autores observaron efectos beneficiosos de la
creatina a nivel neuronal (Beal, 2011; Ferrante et al., 2000; Kreider and Stout, 2021;

Marques and Wyse, 2019; Roschel et al., 2021).

En nuestro estudio, los resultados muestran que el efecto de la creatina presenta
diferencias significativas en la expresion de marcadores inflamatorios en el hipocampo,
en concreto para la TNF-q, la IL-1B y la iNOS. Kreider and Stout (2021), en otros modelos
de inflamacidn, explican el efecto neuroprotector de la creatina debido a la disminucién
de la IL-6, que no fue significativa en nuestro caso, pero que también podria ser debido
a la disminucion de TNF-a, que si se da en nuestro caso. De igual forma, Marques and
Wyse (2019) revisan el efecto antinflamatorio de la creatina observado en varios tejidos
y modelos y concluyen que la creatina, podria proteger al cerebro al disminuir la

expresion de la TNF-a y de la IL-1.
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CONCLUSION

Las conclusiones que se obtienen en este trabajo son:

19. La colitis crénica inducida por DSS se manifestd con pérdida de peso, sangrado rectal

y heces blandas.

22, La inflamacién producida por la colitis, va a derivar en neuroinflamacién. Este efecto

podria producirse a través del eje intestino-cerebro.

32, La suplementacion con creatina atenua las manifestaciones clinicas de la colitis,

reduciendo los sintomas y la intensidad de la patologia.

42, La suplementacion con creatina reduce la inflamacion a nivel del sistema nervioso
central, disminuyendo la expresidn de citoquinas y marcadores proinflamatorios

principalmente en el hipocampo.

52, La suplementacion con creatina, utilizada como coadyuvante, podria servir como
neuroprotector, frente a enfermedades neurodegenerativas derivadas de Ia

neuroinflamacion.
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