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RESUMEN

La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) es una patologia que cursa con una inflamacién
cronica del aparato digestivo presentando deposiciones frecuentes y liquidas, dolor abdominal,
urgencia defecatoria y tenesmo, ademads de otras manifestaciones dependiendo de la gravedad
de la enfermedad. Dentro de la Ell estan englobadas dos patologias: la Enfermedad de Crohny
la Colitis Ulcerosa. El objetivo del presente trabajo es evaluar la inflamacién en un modelo de
colitis crénica y determinar si una suplementacidon con creatina, un compuesto organico que
puede ser producido de forma endégena u obtenerse con la dieta, puede reducir las
manifestaciones que se presentan en esta patologia o servir de protectora en el desarrollo de la
enfermedad. Para realizar dicho estudio se ha empleado un modelo experimental de colitis
cronica en ratas, inducida con DSS (Dextrano Sulfato Sddico), que ha demostrado que esta
relacionada con la enfermedad inflamatoria intestinal humana, y ademas, en algunos grupos
experimentales se ha empleado creatina como suplemento para comprobar el efecto protector
de la misma. A lo largo del tratamiento se han observado manifestaciones tanto clinicas como
histoldgicas en los grupos tratados con DSS y se ha comprobado que la suplementacidon con
creatina ejerce cierto papel protector en el desarrollo de la enfermedad, ya que atenua las
manifestaciones clinicas observdndose una reduccién del DAl y una menor expresién de la
citoquinas proinflamatorias medidas, e histoldgicas reduciendo la respuesta inflamatoria y, por
tanto, la gravedad de la enfermedad. Este estudio y otras investigaciones pueden servir para
que en un futuro se pueda incluir la creatina, junto con medicamentos ya desarrollados como

coadyuvante.

Palabras clave: inflamacion intestinal, colitis ulcerosa, creatina
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INTRODUCCION
Morfologia del colon

El intestino grueso constituye la ultima parte del aparato digestivo. Este se encuentra formado
por el ciego, el colon y el recto. El colon es la ultima parte del intestino donde se reabsorben
agua y electrolitos ayudando a mantener la homeostasis. Este, a su vez, se puede dividir en

cuatro partes: colon proximal o ascendente, transverso, descendente y sigmoide (Saladin, 2013).

La pared del colon estd formada por cuatro capas: serosa, muscular, submucosa y mucosa,
ordenadas desde la zona basal hasta la luz del colon. Son capas muy similares a las del intestino
delgado. La capa serosa es la mas externa. Es una membrana formada por células epiteliales
debajo de la que se localiza tejido adiposo y tejido conjuntivo. La capa muscular esta formada
por dos capas de musculo liso, una capa interna circular y un capa externa dispuesta de forma
longitudinal, entre las que se encuentra el plexo mientérico de Auerbach. La submucosa esta
formada por tejido conectivo, en la que se encuentra el plexo submucoso o plexo de Meissner.
Por ultimo, se encuentra la capa mucosa, compuesta por el epitelio, la [|dmina propia de tejido
conectivo laxo y la capa muscular de la mucosa. En ella se localizan las criptas del colon, que son
invaginaciones del epitelio. En la superficie estan las células epiteliales que le dan forma al
epitelio; y en la base, se encuentran células madre pluripotentes que producen distintos tipos
celulares como las células epiteliales o colonocitos, las células goblet o caliciformes y las células

enteroendocrinas, para favorecer la renovacion celular (Figura 1) (Seller y Morton, 2014).
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Figura 1. Representacion esquematica del intestino grueso y de una cripta intestinal con los
distintos tipos celulares que presenta (esquema modificado de Williams et al., 2016; Dutton

et al., 2019).

Barrera intestinal

La barrera intestinal es una unidad fisica y bioldgica que abarca el intestino y que separa el medio

interno del externo. Su funcidn es evitar la entrada de microorganismos patégenos y sustancias



Maria Blanca Lucena Leiva Trabajo Fin de Grado

téxicas y mantener la homeostasis. Se encuentra formada por la propia microbiota, moco y
péptidos antimicrobianos, células epiteliales y células inmunes, desde la zona mas externa a la

mas interna (Camilleri et al., 2012; Peterson y Artis, 2014).

El moco es la primera linea de defensa. En el colon, las células goblet o caliciformes, son células
del epitelio especializadas en mantener la funcién de la barrera intestinal, en este caso
produciendo moco (compuesto de proteinas glicosiladas de mucina, agua e iones), e IgA
secretora, ademads de péptidos antimicrobianos. La secrecion luminal de mucina previene que
se adhieran bacterias, actuando como parte de la respuesta inmune del organismo contra
patdgenos. Hay distintos tipos de mucinas, siendo la mas abundante la Mucina 2, que es esencial
para la organizacidn de la capa de moco intestinal en la superficie epitelial del colon. Tras la capa
de moco, se encuentran uniones estrechas que enlazan las células epiteliales formando una

barrera fisica (Peterson y Artis, 2014; Viggiano et al., 2015; Camara-Lemarroy et al., 2018).

Por ultimo, en la |ldmina propia, se encuentra la siguiente capa que es, en su mayoria,
inmunolégica, formandose lo que se conoce como tejido linfoide. Este estd formado por
foliculos linfoides y células inmunes con capacidad de proporcionar una respuesta inmune
frente a patdgenos y producir mediadores inflamatorios regulando asi la homeostasis (Viggiano

et al., 2015; Camara-Lemarroy et al., 2018).

La barrera es permeable al agua y a otras moléculas pequefias, pero cuando la permeabilidad se
altera moléculas mas grandes y bacterias comensales pueden penetrar, lo que puede conllevar
consecuencias patoldgicas, siendo las mas caracteristicas la enfermedad inflamatoria intestinal
(Ell) que incluye dos enfermedades: la colitis ulcerosa (CU) y la enfermedad de Crohn (Figura 2)

(Camara-Lemarroy et al., 2018).
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Figura 2. Disfuncion de la barrera intestinal (esquema modificado de Mehandru y Colombel,

2020).

Colitis ulcerosa

La colitis ulcerosa es una enfermedad inflamatoria intestinal crénica. Se caracteriza por una
inflamacidn de la mucosa que comienza en el recto y se extiende hasta el colon. La alteraciéon de
la mucosa intestinal y la perturbaciéon de la microbiota son factores de riesgo que pueden
desembocar en esta patologia. Los sintomas que presenta son diarrea, dolor abdominal,
urgencia defecatoria y tenesmo. Dependiendo de la severidad y localizacién de la enfermedad,
los pacientes ademds pueden presentar sangre en las heces y secrecién de moco; y en casos mas
extremos pérdida de peso y fiebre, anemia y, de forma ocasional, la muerte. Los sintomas suelen
comenzar de forma gradual y evolucionar durante varias semanas. Ademds, en algunos casos se
producen manifestaciones extraintestinales que pueden afectar a la piel, a los ojos, al higado y
a las articulaciones, siendo esta manifestacidn extraintestinal la mas frecuente (Solomon et al.,

2010; Vavricka et al., 2015; Ungaro et al., 2017; Feuerstein et al., 2019).

Histolédgicamente la inflamacidn se produce de manera superficial y puede afectar a la mucosa,
submucosay a la muscular de la mucosa. Es caracteristico la formacién de ulceras, la infiltracidon
de células inflamatorias, la pérdida de células goblet o caliciformes, la destruccion de las criptas

intestinales y los abscesos (Solomon et al., 2010).

Hay diferentes tratamientos para la colitis ulcerosa. Como farmacos de primera linea se
encuentran los aminosalicilatos que se emplean via oral y rectal para inducir la remisién de las
recaidas. También se emplean tiopurinas y corticosteroides como la budesonida. En pacientes
gue no responden a estos tratamientos se emplean fdrmacos biolégicos que son agentes que
dirigen su accidn hacia mecanismos inmunolégicos e inflamatorios que estan involucrados en el
desarrollo de la enfermedad. Uno de estos agentes terapéuticos son los anticuerpos anti-TNFa
(Factor Necroético Tumoral Alfa). TNFa es una citoquina proinflamatoria que tiene mucha
importancia en la activacién y mantenimiento del proceso inflamatorio, de manera que con este
tratamiento biolégico se puede bloquear la liberacién del TNF y neutralizar su accién y asi
conseguir una remision completa de la enfermedad (Hinojosa, 2000; Yamamoto-Furusho et al.,

2018).

De forma paralela, la respuesta inflamatoria puede estar asociada a cambios en el metabolismo

de los tejidos. En el tracto gastrointestinal sano las células epiteliales que recubren la mucosa
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forman una barrera con una vasculatura compleja donde esta disminuido el flujo sanguineo, de
manera que, estas células, trabajan en un entorno de baja oxigenacién. Cuando se produce una
inflamacién, como ocurre en la colitis ulcerosa, debido a la vasoconstriccion, edema vy al
aumento del consumo de oxigeno que conlleva la patologia, se produce hipoxia, por lo que el
tracto gastrointestinal ha tenido que desarrollar una serie de mecanismos para hacer frente a
su entorno metabdlico, produciéndose variaciones en la expresidn de enzimas, de genes, y otros
mecanismos para poder obtener energia ante una menor disponibilidad de oxigeno y mantener
la homeostasis del oxigeno, fundamental para la supervivencia (Karhausen et al., 2004; Colgan

et al,, 2017).

La respuesta a la hipoxia deber estar coordinada. De esta forma, a nivel celular, se regula por el
factor de transcripcion HIF, en concreto el HIF-1, que es esencial para mantener la homeostasis
del oxigeno. HIF-1 es un heterodimero compuesto por dos subunidades (HIF-1a y HIF-1B) cuya
actividad es mediada, fundamentalmente, por la estabilidad de la proteina de la subunidad alfa.
Cuando hay niveles normales de oxigeno, la subunidad a es expresada y rapidamente
degradada, pero en hipoxia, esta subunidad se estabiliza y se trasloca al nicleo, donde se une a
la subunidad B y a secuencias de ADN que expresan genes que responden a la hipoxia. Asi, por
ejemplo, aumenta la densidad mitocondrial, la mioglobina, y la activacién del metabolismo
anaerdbico para la produccidon de energia. Ademads, se reduce la produccion de citoquinas
proinflamatorias y aumenta la produccion de B-defensinas (Figura 3) (Aquino-Galvez y Gonzalez-

Avila, 2010; Colgan et al., 2017; Postovalova et al., 2020).
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Figura 3. Las funciones del Factor Inducible por Hipoxia HIF-1a en la enfermedad

inflamatoria intestinal (esquema modificado de Postovalova et al., 2020).
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Para poder estudiar la colitis ulcerosa, se puede emplear un modelo experimental en ratas o
ratones donde la colitis es inducida por DSS. El mecanismo por el que este complejo polimero
de glucosa produce la enfermedad inflamatoria intestinal se debe al dafio que realiza sobre las
células epiteliales del colon haciendo que la barrera intestinal sea atravesada por el contenido
intestinal hacia el tejido subyacente, provocando asi la inflamaciéon (Solomon et al., 2010; Marin

et al., 2016).

La colitis es inducida al administrar DSS en el agua de bebida. Dependiendo de la forma de
administracién (frecuencia, duracidn...), se producira una colitis crénica o aguda; asi, por lo
general, una colitis aguda se induce usando concentraciones altas de DSS administrado de forma
continua durante periodos cortos de unos 4-14 dias; y la colitis crénica, se consigue
administrando DSS en distintas concentraciones y de forma ciclica, es decir alternando dias de
tratamiento y dias de agua. Normalmente, a partir del 32 dia de tratamiento se dan las primeras
manifestaciones y la inflamacion puede establecerse en un plazo de unos 10 dias, pero cuando
se suspende el tratamiento los animales tienden a recuperarse (Solomon et al., 2010; Marin et

al., 2016).

Homeostasis de la creatina

La creatina es un zwitteridon, un compuesto organico nitrogenado que puede ser producido de

forma enddgena u obtenerse con la dieta (Joncquel-Chevalier Curt et al., 2015).

La mayoria de la creatina esta presente en el musculo esquelético, y el resto se reparte,
principalmente, entre el corazén, cerebro, testiculos, higado y rifidén. Esta es menos requerida
donde se puede sintetizar, y los tejidos que la necesitan, como el sistema nervioso, el musculo
esquelético o el corazén no son capaces de producirla o lo hacen de una manera muy limitada.
Por lo que la creatina tiene que ser transportada desde los lugares donde se sintetiza, a través
de la sangre, hasta los tejidos con alta demanda energética donde se absorbe (Braissant et al.,

2001).

La creatina estimula la funcidn muscular y energética contribuyendo al almacenamiento
intracelular de energia. Esta involucrada en el metabolismo celular a través de la reposicidn de

ATP (Joncquel-Chevalier Curt et al., 2015).
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- Sistema creatina/fosfocreatina/creatina kinasa
El sistema formado por creatina/fosfocreatina/creatina kinasa ayuda a mantener la homeostasis
energética de la célula sirviendo de almacenamiento y transporte de fosfocreatina en tejidos
que tienen alta exigencia metabdlica como el corazdn, el cerebro, los testiculos, la retina y el
musculo esquelético. La fosfocreatina contiene grupos fosfato de alta energia, y constituye una
reserva disponible para reponer niveles de ATP. Esto se realiza con diferentes isoenzimas de
creatina kinasa: creatina kinasa citosdlica y creatina kinasa mitocondrial que se localizan en
distintos sitios de la célula para generar o utilizar ATP, asi, por ejemplo, en las regiones celulares
donde se requiere energia, las creatinas kinasas asociadas utilizan la fosfocreatina almacenada
para restablecer ATP. Para la formacion de fosfocreatina a partir de la creatina kinasa
mitocondrial se consume ATP procedente de la fosforilacidon oxidativa; y cuando se realiza a
partir de la creatina kinasa citosdlica, se obtiene el ATP de la glucdlisis (Joncquel-Chevalier Curt

et al., 2015; Kazak y Cohen, 2020).

- Biosintesis y transporte de creatina
La mayor parte de la creatina se encuentra en el musculo esquelético, y otra gran parte, aunque
en menor proporciodn, se encuentra en el cerebro (Joncquel-Chevalier Curt et al., 2015). Los
pasos de la sintesis de la creatina y su transporte se encuentran detallados en la Figura 4. En la
sintesis enddgena, la creatina es producida a partir de arginina y glicina, junto con las enzimas
arginina-glicina amidinotransferasa (AGAT) y la guanidinoacetato-metil-transferasa (GAMT). La
enzima AGAT estd presente en el rifdn, en el cerebro y en el pancreas; y la enzima GAMT se

encuentra en el higado, en el cerebro y en el pancreas (Brosnan, 2016).

El primer paso lo lleva a cabo la enzima AGAT transfiriendo un residuo de la arginina a la glicina
para dar lugar a la formacion de L-ornitina y de guanidinoacetato (GAA). La segunda reaccién es
catalizada por la enzima GAMT, donde un grupo metilo de S-Adenosil-metionina (SAM) es
transferido al Guanidinoacetato. Esto ocurre sobre todo en el higado, siendo el resultado la
formacién de creatina y S-Adenosil-homocisteina. La creatina puede liberarse en el torrente
sanguineo y entrar en las células a través de un transportador especifico de membrana. Una vez
dentro de la células, esta puede ser fosforilada por las creatina kinasa (CK) y ATP dando lugar a
la fosfocreatina. Por ultimo, el recambio de creatina se produce de forma espontdanea mediante
una deshidratacién quimica no enzimdtica a creatinina que se elimina con la orina (Figura 4)

(Brosnan, 2016).
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Figura 4. Biosintesis y transporte de creatina. AGAT: arginina-glicina amidinotransferasa; GAA:

guanidinoacetato; SAM: S-Adenosil-metionina; GAMT: guanidinoacetato-metil-transferasa; CK:

creatina kinasa; CrT1: transportador creatina (esquema modificado de Brosnan, 2016).

La creatina también puede ser obtenida con la dieta, por ejemplo, a través de carne o pescado
gue son las fuentes de alimento mas ricas en esta molécula. El mecanismo por el que se absorbe
es de forma activa en el tracto gastrointestinal de forma similar a como lo hacen los aminodcidos
y péptidos. De esta forma, la distribucion de esta molécula estd determinada por
transportadores de creatina. Hay un transportador especifico, el CrT1, dependiente de Na*y CI
codificado por el gen SLC6AS8, que se encuentra en la membrana celular apical de las células
epiteliales intestinales (Peral et al., 2002). Como la funcién de este transportador depende de
Na*, la inhibicion de Na*/K*- ATPasa, impide la captacidn de creatina en las células. Se piensa que
cuando la creatina se acumula en el interior de las células del epitelio intestinal esta sale a la
circulacion a favor de gradiente a través del transportador MCT1 (Figura 5) (Takahashi et al.,
2020). Ademas de lo anteriormente mencionado, como tiene una estructura similar a los
aminodcidos basicos, también puede entrar en la circulacion sistémica a través del
transportador de aminoacidos o transportador de péptidos que se encuentra en el intestino
delgado. Una vez que la creatina pasa al plasma es captada también por las células que expresan
el transportador CrT1, de manera similar a como lo hacen con la creatina que se sintetiza de
forma enddgena (Persky et al., 2003; Joncquel-Chevalier Curt et al., 2015; Brosnan, 2016; Kazak
y Cohen, 2020; Wallimann et al., 2021).
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Figura 5. Absorcidn intestinal de creatina (esquema modificado de Wallimann et al., 2021).

Suplementacion con creatina

La mayoria de los estudios de suplementacion oral con creatina se han centrado en el beneficio
que produce sobre el rendimiento muscular en sujetos sanos; sin embargo, hay estudios que
sugieren que la creatina es, ademas, util en el tratamiento de diferentes patologias ya que puede
ejercer un efecto protector y actuar como agente antiapoptdtico, reduciendo los marcadores
inflamatorios, actuando como agente antidiabético, reduciendo los lipidos y modulando el

sistema inmune (Wallimann et al., 2017).

En los trastornos musculares, como miopatias, incluyendo algunas distrofias musculares,
citopatias inflamatorias y trastornos de neuropatia periférica, la suplementacion con creatina se
ha empleado como tratamiento al ser capaz de promover ganancia de fuerza y masa muscular.
Ademas, en trastornos de hueso y cartilagos se han realizado estudios in vitro y se ha
comprobado que la creatina aumenta la actividad metabdlica de células similares a los
osteoblastos e inhiben la diferenciacion de los osteoclastos, lo que se traduce en un aumento
de masa y densidad ésea. Por ello se ha propuesto su utilizacién para el tratamiento de

osteoporosis y osteoartritis (Gualano et al., 2011).

A nivel cerebral, la creatina ayuda a mantener las provisiones energéticas teniendo asi un efecto
positivo al emplearse en trastornos cerebrales. Ademas, puede mejorar la capacidad cognitiva

en jévenes y adultos, y aliviar la fatiga mental. De igual modo esta molécula se puede emplear
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en pacientes con trastorno del desarrollo intelectual o autismo, donde existe una disminucién
cerebral de creatina; y en otras patologias como la depresién, donde la suplementacién con
creatina aumenta los niveles de fosfocreatina en el cerebro (Roitman et al., 2007; Gualano et al.,
2011). A su vez, se puede emplear en la enfermedad de Huntington donde ralentiza la aparicidn
de sintomas (Jano, 2014). Sin embargo, estudios realizados en pacientes con esquizofrenia
demostraron que la creatina mejoraba los sintomas, pero no las funciones cognitivas, de forma
gue este estudio no obtuvo resultados concluyentes para emplear la creatina en esta patologia

(Levental et al., 2015).

A nivel pulmonar, algunos estudios también han sugerido un papel beneficioso de la
suplementacién con creatina en fibrosis quistica al mejorar la salud y el bienestar del paciente,
sin embargo en enfermedades pulmonares obstructivas se observé que se agravaba la
inflamacidn produciéndose un aumento de algunas citoquinas proinflamatorias (Vieira et al.,

2007).

Por otro lado, la creatina aumenta el catabolismo de los 4cidos grasos y disminuye su sintesis.
De esta forma, la incorporaciéon de los acidos grasos de nueva sintesis en triglicéridos y

fosfolipidos es menor en las células tratadas con creatina (Da Silva et al., 2014).

La suplementacién con creatina también se puede aplicar el control glucémico y la sensibilidad
a la insulina. Esta molécula acrecienta la capacidad de secrecién de insulina aumentando su
concentracién en sangre y haciendo que pueda unirse con su receptor, lo que conduce a la
traslocacion de GLUT (transportador de glucosa) a la membrana plasmatica para utilizar glucosa
como fuente de energia, reduciéndose asi la glucemia. Ademads, estimula AMPK, un complejo
enzimatico que se activa con el aumento de AMP-ATP, por lo que se considera un sensor de
energia que induce a la modulacién de la oxidacion de acidos grasos y de la glucosa (Pinto et al.,

2016).

En relacion con lo comentado anteriormente, hay otras enfermedades en las que la
suplementacion con creatina se estd estudiando, y se ha observado algunas en las que tiene un
papel probablemente beneficioso y posiblemente beneficioso; y otras, en las que es

improbablemente beneficioso (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de la creatina en diferentes patologias (Esquema modificado de Gualano et

al., 2011).

Ademas de todo lo comentado anteriormente, la creatina se puede emplear por su accién
antiinflamatoria. En 1976, Madan y Khana indujeron una inflamacién con carragenina en ratas y
con la suplementacién de creatina vieron que se reducia tanto la inflamacién como el edema
provocado. Asi siguieron estudiando la eficacia de la creatina en la inflamacién aguda y crénica
y su capacidad para actuar como analgésico (Riesberg et al., 2016). Tras diferentes estudios, se
ha descubierto que reduce los niveles plasmaticos de citocinas proinflamatorias y
prostaglandinas E2, y también puede disminuir la sensibilidad al dolor asociada a la inflamacion
porque antagoniza el canal idnico sensible al acido (ASIC3), que media la nocicepciény por tanto,
la sensacidn de dolor, por lo que se puede esperar que la suplementacién con esta molécula
tenga un efecto beneficioso y alivie el dolor abdominal relacionado con la inflamacidn intestinal,
hecho muy importante para mejorar la calidad de vida en pacientes con Enfermedad

Inflamatoria Intestinal (Ell) (Bassit et al., 2010; lzurieta Munoz et al., 2018).

Por ultimo, la creatina también tiene un efecto positivo frente al dafio tisular actuando como
antioxidante (Kreider et al., 2017) y protegiendo de las agresiones isquémicas mejorando la

energia de las células del epitelio y la inflamacidn intestinal (Wallimann et al., 2021).

De acuerdo con todo lo comentado anteriormente, trabajos recientes han descrito modelos de
colitis aguda en los que se suplementd con creatina ya que, segln las evidencias anteriores, esta
podria ejercer una funcidn protectora en el desarrollo de enfermedades inflamatorias

intestinales, como la colitis ulcerosa. De este modo, los animales deficientes en creatina son mas
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susceptibles de desarrollar una colitis aguda y una suplementacidn con creatina disminuye la

severidad de esta patologia (Glover et al., 2013; Turer et al.,, 2016; Kazak y Cohen, 2020;

Wallimann et al., 2021).

OBIJETIVOS

Segun lo expuesto anteriormente, la suplementacidn con creatina podria proteger del desarrollo

de inflamacidn crénica del colon. Para corroborar esta hipdtesis nos planteamos el siguiente

plan de trabajo:

1. Comprobar si en nuestro modelo experimental de rata se produce una colitis crénica.
2. Estudiar los efectos de la suplementacidn con creatina en el modelo experimental citado
comprobando si la creatina reduce la inflamacién en el colon analizando parametros
como el DA, la longitud del colon, dafio histoldgico y la expresidén de genes de citoquinas
proinflamatorias.
METODOLOGIA

DISPOSITIVOS

Para poder realizar este trabajo experimental se emplearon los siguientes dispositivos:

Se han empleado productos quimicos procedentes de Sigma-Aldrich (Espafia) salvo que se

Agitador rotativo “Orbit” (Selecta, 30022512).

Autoclave (Selecta, Autester-E).

Bafio termorregulable (Selecta, Precisdig)

Cabina de flujo laminar (Microflow, 25674).

Campana extractora (CRUMA).

Camara de fotos digital acoplada al microscopio (SPOT Insight V 3.5).
Cubeta de electroforesis para gel de agarosa (Sigma-Aldrich, SHU6).
Espectrofotometro (Thermo Fischer, NanoDrop 1000).

Fuentes de alimentacién Power-Pac 200

Homogenizador Politrén (Ystral, T-1500)

Microcentrifuga (Eppendorf, 5415C)

Microscopio éptico (Axioskop 40 Carl Zeiss)

Microtomo Reichert-Jung, Ultracut E.

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

REACTIVOS

indique otra procedencia.
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=  ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y MATERIAL BIOLOGICO

Se han utilizado ratas Wistar machos, de unos 20 dias de edad, con un peso inicial entre 50-70
gramos. Las ratas procedian del Centro de Produccién y Experimentacion animal de la
Universidad de Sevilla y se mantuvieron en el Animalario de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Sevilla en condiciones de luz, temperatura y humedad adecuadas y con acceso
libre a pienso (Global Rodent Diet). Durante las semanas de tratamiento para la induccién de
colitis, se controlé la ingesta de agua de cada grupo de ratas diariamente.

El sacrificio se realizd mediante una inyeccidn intraperitoneal de ketamina (50mg/kg) mas
xilacina (10mg/kg), de acuerdo a la Directiva Europea 2010/63/UE y al Real Decreto 53/2013 que

trata sobre las normas éticas de experimentacion con animales.

Tras el sacrificio de las ratas se extrae rapidamente el intestino grueso y se disecciona el ciego y
el colon, se lavan con solucion salina fisiologica fria (42C) y se procesan de distinta forma
dependiendo del uso experimental. El colon distal es dividido en segmentos que, o bien se
congelan en nitrégeno liquido, para realizar la PCR; o se incuban en paraformaldehido al 4% en
PBS (137mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10,1 mM Na;HPO, y 1,8mM KH,PO,4) durante toda la noche con

agitacién orbital, para el analisis histoldgico.

* DISENO EXPERIMENTAL

Se ha utilizado un modelo animal en rata que reproduce la enfermedad inflamatoria intestinal
con caracteristicas similares a la colitis ulcerosa humana (Cooper et al., 1993). Para ello se
administré en el agua de bebida dextrano sulfato sddico (DSS, MW 40KDA; Panreac Applichem)
diluido al 5%. Este compuesto es téxico para las células epiteliales del colon y altera la integridad

de la barrera epitelial.

Por otra parte, algunos grupos de ratas fueron suplementados con creatina (Best Medical Diet
S.L.). La administracion de esta se realiza a una dosis de 0,5g de creatina por Kg de peso corporal
de rata y dia. Para inducir la colitis crénica el tratamiento con DSS se realizd en tres ciclos, 2
ciclos de 14 dias en los cuales las ratas estuvieron 7 dias con tratamiento de DSS, seguidos de
otros 7 dias sin tratamiento; y un ultimo ciclo de 8 dias, en los que los 7 primeros dias recibieron

el tratamiento y el Ultimo dia estuvieron sin él, finalizando los ciclos con el sacrificio de las ratas.

Las ratas fueron divididas en cuatro grupos, asignadas aleatoriamente:
- Grupo agua: sin tratamiento ni suplementacion.

- Grupo creatina: con suplemento de creatina en el agua de bebida.
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- Grupo DSS: con tratamiento de DSS en el agua de bebida.

Trabajo Fin de Grado

- Grupo DSS + creatina: con tratamiento de DSS y suplemento de creatina en el agua de

bebida.

Antes de comenzar el tratamiento con DSS, los grupos de ratas con suplemento de creatina

(agua + creatina y DSS + creatina), estuvieron dos semanas Unicamente con suplemento de

creatina en el agua de bebida, y, a partir del dia 14 comenzé el tratamiento con DSS. Asi los

grupos DSS + creatina y agua + creatina se encuentran con este suplemento a lo largo de todo

el tratamiento.

Durante el tratamiento, y de forma diaria se registré el peso corporal de las ratas, la consistencia

de las heces y el sangrado. Al dia siguiente de finalizar el tratamiento se sacrificaron las ratas de

cada grupo experimental y tras el sacrificio se procedié al estudio macroscépico del intestino

grueso e histoldgico del colon; y se realizaron los ensayos de PCR en tiempo real (Figura 7).

del colon

DiAs
0 7 14 21 28 35 42 49 50
. T T T T T T T 1
Grupo AGUA AGUA
Grupo AGUA Agua + Cr Agua +Cr | Agua+Cr | Agua+Cr | Agua+Cr Agua + Cr
+ Creatina
Grupo DSS AGUA DSS AGUA DSS AGUA DSS A
Grupo DSS Agua + Cr DSS+Cr | Agua+Cr | DSS+Cr | Agua+Cr | DSS+Cr |C
+ Creatina
Analisis
macroscopico del
colon )
B — ~ ~ /]
Analisis histologico SACRIFICIO

-~

PCR en tiempo real

J

Figura 7. Disefio experimental del tratamiento en cada grupo experimental. Se representa

como se llevd a cabo el tratamiento en los diferentes grupos experimentales.

= EVALUACION DE LA INFLAMACION

O

Peso corporal e indice de actividad de la enfermedad (DAI)

/
£

La severidad de la enfermedad se evalud por las manifestaciones clinicas que se presentaban

como el cambio del peso corporal, la consistencia de las heces, y la sangre en heces a lo largo

del tratamiento (Yan et al., 2018), estableciendo un valor de 0 a 3 siguiendo la Tabla 1 que se
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describe a continuacién. Estos pardmetros se registraron diariamente durante todo el
tratamiento. De este modo la ganancia de peso se calculé considerando que el peso inicial de la
rata como el 100% y el DAl como la suma de las puntuaciones obtenidas de las tres medidas
indicadas.

Tabla 1. Criterios de evaluacion del DAL.

Valor Peso

Consistencia de las heces

Sangrado rectal

0 Mayor de 75%

Consistentes o bien formadas

Sin sangrado

1 50-75% Heces blandas que no se adhieren al Pequefias manchas de sangre en
ano heces. Region anal seca
2 25-50% Heces muy blandas adheridas al ano | Grandes manchas de sangre en las

heces. La sangre aparece a través del
orificio anal. Se observa inflamacién

del ano

3 Menor de 25%

Heces liquidas con region anal

humeda

Heces de color rojo oscuro. La sangre
se extiende en gran medida
alrededor de la region anal. Se

observa inflamacién del ano

o Andlisis macroscépico
Para el andlisis macroscépico del intestino grueso de las ratas, se determina la presencia de

sangre y se mide la longitud del colon indicativo del grado de inflamacion.

o Anadlisis histolégico
Los segmentos de colon se fijan con paraformaldehido al 4% en PBS y se deshidratan con
soluciones de alcohol a concentraciones crecientes del 70, 80, 90 y 100%. A continuacion, se
someten a xilol en campana a temperatura ambiente con agitacién orbital. Una vez que estan
deshidratados los segmentos se incuban a 602C en una mezcla de xilol:parafina (1:1) y se
incluyen en parafina a 602C donde permanecen toda la noche. Para terminar, se montan los

bloques de parafina con el tejido y se dejan solidificar a temperatura ambiente.
Una vez que estan solidificados los bloques de parafina con el tejido, con ayuda de un microtomo
se realizan cortes de colon de 5 um de espesor y se adhieren a un portaobjetos que contiene un

adhesivo (StarFrost® adhesive slides, Knittle, Glaser, Alemania) y conservan a temperatura
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ambiente hasta su utilizacién. Las secciones de colon sobre el portaobjetos se tifien con
hematoxilina-eosina, colorante que pigmenta las estructuras acidas con un color granate, como
son los nucleos; y las bdsicas con un tono rosado, como el citoplasma, respectivamente. Cuando
se finaliza la tincién para poder observar las muestras al microscopio se utiliza pegamento de
montaje EUKITT®. El analisis de las muestras se llevd a cabo con el microscopio éptico Axioskop
40 Carl Zeiss equipado con una camara fotografica digital SPOT Insight V3.5 y un programa de

tratamiento de imagenes SPOT Advanced 3.5.4.1.

Para poder evaluar el dano histolégico de las muestras se empled el método descrito por Gaudio
(Gaudio et al., 1999) en el que los pardmetros que se indican en la Tabla 2 se puntuan del 0-3
segun las caracteristicas mostradas. Asi, la evaluacion se lleva a cabo por 3 observadores
diferentes que dan una puntuacion ciega y la valoracion final que se obtiene es la suma de

puntuacién que se atribuye a cada parametro y la media de los datos obtenidos por cada

observador.

Tabla 2. Evaluacién de las alteraciones histoldgicas en inflamacion.

VALOR | Destruccion | Dilatacion | Reducciéony | Infiltraciéon Edema Abscesos en las
del epitelio de las pérdida de de células criptas
y glandulas criptas células inflamatorias
glandulares goblets
0 Morfologia Aspecto Aspecto Ausencia de Ausencia Ausencia
normal normal normal infiltracion
1 Destruccién | Dilatacién | Disminucidn Infiltracién Local Local
local de la local ligera de lee enla zona
superficie células subepitelial y
epitelial y/o goblets [dmina propia
cripta o base de las
criptas
2 Destruccién Criptas Disminucidn Infiltracién Zonal y/o Zonal
zonal dela dilatadas en algunas alcanza la extendida
superficie en algunas zonas o muscular de moderada
epitelial y/o zonas moderada la mucosa mente
cripta en general
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de células
goblet
3 Destruccién Criptas Disminucidn Infiltracién Extendiday | Extendido por
que se dilatadas | extendida o | severa que se severa todo el tejido
extiende enla mayor | completa extiende
por mucosa parte del de células hasta la
y/o tejido goblets submucosa
submucosa y/o muscular
y/o pérdida propia
de criptas

= REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) EN TIEMPO REAL

El ARN total se extrae del colon distal mediante el Kit comercial “RNeasy® Mini” (Método
Quiagen). La concentracidn, pureza e integridad del ARN total obtenido se determinan mediante
espectrofotometria (absorbancia a 260nm y 280nm) y electroforesis en gel de agarosa al 1%. El
ARN obtenido se somete a una transcripcién reversa, usando 1ug de ARN total y el kit comercial
“QuantiTect® Reverse Transcription” (Método Quiagen) para obtener el ADN complementario

(ADNCc). En ambos casos se siguieron las instrucciones del fabricante.

Para la reaccion de amplificacidon se utiliza: 1ul de ADNc problema, 0,4uM de cebadores
especificos y 10ul de la enzima SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad). En todos los casos se
incluyen blancos que no tienen ADNc. Se utiliza B-actina como gen de referencia para la

normalizacion de los valores de ARNm de las diferentes muestras.

La secuencia de los cebadores fue disefiada de acuerdo a la secuencia de ADNc disponible en la
base de datos Genbank y utilizando el programa informatico PerlPrimer v1.1.14 (Parkville, Vic.,

Australia). Los cebadores utilizados se resumen en la tabla 3.

La amplificacidn se realiza en el termociclador MiniOpticon™ (Bio-Rad) utilizando el siguiente
protocolo: 3 minutos a 952C para desnaturalizar el ADN, seguido de 35 ciclos de 40 segundos a
959, 40 segundos a 582C y 40 segundos a 72°C vy, por ultimo, una etapa de elongacion de 3

minutos a 729C. Posteriormente se realiza un analisis de curvas de disociacion calentando la
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muestra desde los 652C hasta los 952C en intervalos de 12C y monitorizando la fluorescencia.
Esta curva representa la temperatura de separacion de las cadenas de ADN o temperatura de
fusion frente a la fluorescencia emitida por el producto de PCR. La temperatura de fusién es
especifica para cada fragmento de ADN amplificado. La obtencién de un Unico producto de PCR

fue confirmado por la aparicidn de un Unico pico en la curva de disociacidn obtenida.

Para cada ADNCc, la reaccidén de PCR se hace por triplicado. En cada muestra, se determiné el
numero de ciclos necesarios para alcanzar un 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 (Vandesompele et al., 2002).

Tabla 3. Cebadores especificos para PCR en Tiempo Real.

GEN SENTIDO (5’ ... 3’) ANTISENTIDO (5’ ... 3’)
IL-1B CTTTCGACAGTGAGGAGAATGAC | CCACAGCCACAATGAGTGAC
IL-6 ACAAGTCGGAGGCTTAATTACA | GAAAAGAGTTGTGCAATGGCAA
TNFa CTCACACTCAGATCATCTTCTC TGGTATGAAATGGCAAATCGG
B-actina ACCCACACTGTGCCCATCTA- CGGAACCGCTCATTGCC

* PRESENTACION DE LOS RESULTADOS Y METODOS DE ANALISIS DE DATOS

Los resultados se muestran como el error estandar de la media (EMM). El nimero de animales
utilizados en cada condicidon experimental fue de 6 (n=6). Para realizar comparaciones de
multiples medidas se utilizé el test ANOVA, un anlisis de varianza de dos vias, seguido del test

de Bonferroni o Tukey segun el caso.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Efecto de la suplementacion de creatina en ratas sin tratar y tratadas con DSS, sobre

el peso corporal y el DAI (indice de Actividad de la Enfermedad)

Se ha evaluado el efecto de la creatina en un modelo de colitis crénica en ratas tratadas con DSS.
Tal como se explica en Métodos el tratamiento consistié en un periodo de suplementacion solo

con creatina seguido de 3 ciclos con DSS-agua.
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Para evaluar el efecto de la creatina se mide el peso corporal de las ratas a lo largo de todo el
periodo de estudio. Los resultados recogidos en la Figura 8 muestran que las ratas tratadas con
DSS, a partir del séptimo dia desde el comienzo del tratamiento con DSS, es decir, en torno al
dia 21, ganan menos peso que las ratas que solo toman agua. Este efecto se ve reducido en las

ratas con colitis que ademas recibieron el suplemento de creatina.
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Figura 8: Peso corporal relativo de las ratas a lo largo del estudio experimental
Se representa el porcentaje de peso corporal respecto al del dia de inicio del estudio. Media +
EMM (6 ratas en cada grupo experimental). Test de Tukey: a p<0,01 vs. agua, b p<0,01 vs. agua

+ creatina.

En relacidn con la disminucidn de la ganancia de peso observada en los grupos de ratas tratados
con DSS, un estudio en el que se demostrd que los animales suplementados con creatina eran
menos susceptibles a la pérdida de peso en una colitis aguda inducida con DSS. Por otro lado,
en el mismo estudio, para corroborar este hecho se indujo una colitis con acido TNBS
(trinitrobencenosulfénico) donde también se observé una menor ganancia de peso del grupo
tratado, a diferencia del que, ademas de TNBS, llevaba suplemento de creatina (Glover et al.,

2013).
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También se evalué el indice de Actividad de la Enfermedad (DAI). Este evalta los signos que
indican la presencia de inflamacién en el colon a lo largo del tratamiento con DSS. Como se
observa en la Figura 9, el DAl aumenta los dias 21, 37 y 49 en aquellas ratas tratadas con DSS
siendo menor en las suplementadas con creatina en los dias 21y 49.

g9 -

ab

Agua

DAl

Agua + Creatina
—+—D55

—&— DS5 + Creatina

AGUA
Agua + Cr Agua+ Cr | Agua+ Cr | Agua +Cr | Agua+Cr Agua + Cr
AGUA DSS AGUA DSS AGUA DSS A
Agua + Cr DSS+Cr | Agua+Cr | DSS+Cr Agua + Cr DSS+Cr | C

Figura 9: indice de actividad de la enfermedad (DAI) a lo largo del estudio experimental.
Media + EMM (6 ratas en cada grupo experimental). Test de Bonferroni: a p<0,05 vs. agua, b

p<0,05 vs. agua + creatina, ¢ p<0,05 vs. DSS.

Algunas publicaciones afirman que la suplementacion oral con creatina en ratones inflamados
con DSS reduce la severidad que se produce en la enfermedad inflamatoria intestinal
(Wallimann et al., 2021). Esto se puede ver corroborado en la enfermedad de Crohn donde se
realizd un estudio en una persona joven para comprobar si el suplemento con creatina podia
aliviar los sintomas de la enfermedad. Para ello se empled 1,5 g/dia de creatina durante 6 meses,
mostrandose un efecto positivo al atenuar el indice de actividad de la enfermedad vy, por tanto,
la sintomatologia y las alteraciones histoldgicas de esta patologia (Roy y Lee, 2016). Otro
ejemplo mas reciente es el ensayo clinico que se ha llevado a cabo en los ultimos cinco afios
(2016 —2021) en la Universidad de Colorado (Denver) en el que a 6 pacientes con colitis ulcerosa

leve — moderada se les administrd 21 g/dia de creatina durante 8 semanas, tras las cuales se
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observd una disminucién de la inflamacién de la mucosa, propia de la colitis ulcerosa, y una

reduccion de la permeabilidad intestinal (Wallimann et al., 2021; NCT02463305).

2. Efecto de la suplementacion con creatina sobre la longitud y el dafo histolégico del

colon inducido por DSS.

El acortamiento del colon es considerado un signo de colitis. De esta forma, al finalizar el
estudio, se midid la longitud de este en las ratas que solo tomaban agua, en las ratas tratadas
con DSS y en aquellas suplementadas con creatina mostrandose diferencias significativas
(Figuras 10 y 11). Como era de esperar, las ratas que recibieron DSS presentan menor longitud
del colon respecto a las ratas no tratadas, y las ratas que ademds recibieron creatina junto a DSS

presentan una reduccion menor del colon.
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Figura 10: Fotografias representativas del ciego y del colon.
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Figura 11: longitud del colon. Se representa la longitud del colon de cada grupo de ratas.
Media + EEM (6 ratas en cada grupo experimental). El ANOVA revel6 un efecto del DSS y de la
creatina sobre la longitud del colon (p<0,001). Test de Tukey: a p<0,05 vs. agua, b p<0,05 vs.

agua + creatina, ¢ p<0,05 vs. DSS.

En relacién con nuestros resultados, muchos estudios en los que se administré DSS para inducir
una colitis en los que se observd que los animales no tratados tenian una longitud normal del
colon a diferencia de los que si recibieron un tratamiento de DSS en los que se observé un
acortamiento del mismo (Li et al., 2018). Ademas, los animales suplementados con creatina
vieron reducida su susceptibilidad a la colitis inducida por DSS, al no presentar la misma
inflamacidn ni el colon tan acortado como los que solo tenian tratamiento con DSS (Glover et

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

El andlisis histolégico del colon de las ratas con DSS y DSS + creatina se realizé para confirmar
que la colitis estaba siendo inducida correctamente, y para estudiar el efecto de la
suplementacion con creatina sobre los dafios causados por el DSS. De igual forma y, a modo de

control, se realizé el mismo andlisis en el colon de las ratas que bebieron agua y agua + creatina.

Tal como se explica en Métodos, el andlisis se realiza sobre cortes histolégicos de colon de ratas
pertenecientes a cada uno de los grupos experimentales, que han sido tefiidos con
Hematoxilina/Eosina y asignando un valor numérico a cada uno de los parametros establecidos
(Tabla 2 de Métodos) obteniendo finalmente una puntuacion global del dafio histoldgico.

En la Figura 12 se muestran fotografias representativas de los tejidos tefiidos de los cuatro
grupos experimentales, y en la Figura 13 se representa la puntuacion del dafio histoldgico. Como
era de esperar las ratas tratadas con DSS presentan una puntuacion de 7,2 + 2,1 indicando que
el DSS ha causado dafio que se aprecia en la mucosa y submucosa del colon. Estos dafos fueron
revertidos, al menos en parte, en las ratas que, ademas de DSS, fueron suplementadas con
creatina donde la puntuacion obtenida fue de 4,7 + 1,1. Las imagenes recogidas en la Figura 12,
muestran que las ratas tratadas con DSS tienen, principalmente la mucosa y submucosa, con
pérdida de la estructura normal de las criptas, de las células caliciformes, y de los colonocitos,
presentando, ademas, edema e infiltracion de células inflamatorias. También se observa que
aquellas ratas que ademas del DSS recibieron creatina presentan una estructura de la pared del
colon casi normal, manteniendo cierta integridad en el epitelio (colonocitos y criptas) y
practicamente sin edema ni infiltracion. Estos resultados nos confirman que el efecto protector

de la creatina también ocurre a nivel histoldgico.
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Figura 12: Tincidn de hematoxilina-eosina de seccién del colon de ratas.
Fotografias representativas de los tejidos de los cuatro grupos de ratas. Barra de escala 400

um. (Mu: muscular, SM: submucosa, M: mucosa).
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Figura 13: puntuacidn histolégica del dafio en el colon. Se representa la puntuacién del dafio
histoldgico en los cuatro grupos de ratas. Media + EMM (6 ratas en cada grupo experimental).
El ANOVA reveld un efecto del DSS y de la creatina sobre el dafio del colon (p<0,001). Test de
Tukey: a p<0,01 vs. agua, b p<0,01 vs. agua + creatina, c p<0,05 vs. DSS.
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En cuanto al dafo histoldgico, se han realizado estudios que han demostrado que las ratas con
suplemento de creatina no mostraban alteraciones histoldgicas tan excesivas como las que
presentaban animales sin este suplemento en una colitis inducida por DSS (Glover et al., 2013),
hecho que también se puede observar en el presente trabajo, donde las ratas tratadas con DSS
presentan una destruccién del epitelio con edema e infiltracion de células inflamatorias, a
diferencia de las que ademas de DSS, estan suplementadas con creatina, como se ha comentado

anteriormente.

Con relaciéon a este hecho se realizd un estudio en humanos donde se relaciond la
suplementacién con creatina con el balance de energia de las células del epitelio intestinal, la
integridad epitelial y la funcion de la barrera en personas con colitis ulcerosa. Como se acaba de
comentar, en esta enfermedad hay una disfuncién de la barrera intestinal que puede estar
relacionada con una alteracién de la energia celular. Para corroborar este hecho, los utores
realizaron biopsias a 27 pacientes con esta patologia donde se mostré una disminucién de la
expresion del transportador especifico de creatina, CrT1, debido a que en la colitis ulcerosa el
epitelio de las células, donde se localiza dicho transportador, esta dafiado. Esto podria contribuir
a una reduccién de la funciéon de la barrera intestinal, ya que ademas de regular la concentracion
intracelular de creatina, este transportador también modula la formacién de la barrera
intestinal. De esta forma se llegd a la conclusién de que una suplementacién con creatina puede
servir de proteccién ya que, junto con la creatina kinasa y la fosfocreatina, regula el equilibrio
energético y con ello la integridad epitelial y la funcion de la barrera en pacientes con esta

patologia (Hall et al., 2020).

3. Efecto de la suplementacion de creatina sobre la abundancia del ARNm de IL-6, TNF-

a e lL-1B en el colon.

Para evaluar si la inflamacion intestinal modificaba los niveles de ARNm de las citoquinas
proinflamatorias Interleuquina-6 (IL-6), Factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) e Interleuquina
1-beta (IL-1B), se realizd una PCR en tiempo real. Los resultados recogidos en las Figura 14
muestran que aquellas ratas que recibieron DSS presentan mayores niveles de las tres citoquinas
medidas, siendo la IL-6 la que mas aumenta respecto a las ratas que recibieron agua (87,9 +
17,66). La suplementacion con creatina en las ratas inflamadas redujo significativamente la
abundancia de la IL-6 (29,23 + 7,69), pero no mostrd ninglin cambio significativo en los niveles

de TNF-a (6,06 + 3,19 vs. 6,46 + 2,47) y de IL-1B (10,59 + 3,21 vs. 11,31 + 4,98).
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Estos ensayos nos indican que la induccién de la inflamacién por el DSS en el colon esta siendo

mediada por las citoquinas IL-6, TNF-a e IL-1[, y que la creatina estaria ejerciendo su efecto

protector, principalmente, a través de la reduccién de la IL-6.

Trabajo Fin de Grado

ab

ab 18 -
16
£ 141
o
=y
E 12 4
<
2@ 10 -
g4
2w 3
abc g
g °
=
2 4
<
2_
o | i -
Agua Agua + Cr Dss DSS+Cr Agua Agua +Cr
10 ~ ab ab
g_
£
[ 8 -
<
a 7
S
Euo 6
L2
II.ll- 5_
o w
< ©
G i
g 4
g
S 31
o
< 5
0
Agua Agua + Cr DSsS DSS+Cr

Figura 14: efecto de la suplementacion de creatina sobre la abundancia del ARNm de IL-6,
TNF-a e IL-1pB. Se representa la abundancia relativa de ARNm de las citoquinas
proinflamatorias en el colon tras la administracion de DSS, y el efecto que tiene sobre estas la
suplementacién de creatina. Media + EEM (6 ratas en cada grupo experimental). El ANOVA
reveld un efecto del DSS sobre la abundancia relativa de ARNm de las tres citoquinas (TNF-a,
IL-1B e IL-6), pero reveld un efecto de la creatina sélo sobre la abundancia relativa de ARNm de

la IL-6 (p<0,001). Test de Tukey: a p<0,01 vs. agua, b p<0,01 vs. agua + creatina, ¢ p<0,05 vs.

DSS.

Diversos estudios indican que en la enfermedad inflamatoria intestinal, y por ello en la colitis

ulcerosa, las citoquinas inflamatorias TNF-a, IL-1B e IL-6 se encuentran elevadas. De hecho se
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han realizado estudios en diferentes modelos de colitis inducidos por DSS donde se pueden
observar cdmo aumentan los niveles de estas tres citoquinas (Kim et al., 2012; Shijie et al., 2013;

Li et al., 2018).

El Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) es una citoquina que estd relacionada con la
inflamacidn intestinal y la disfuncién de la barrera, y se ha demostrado que aumenta la
permeabilidad intestinal en pacientes que tienen esta enfermedad. Diversos estudios han
demostrado que TNF-a se encuentra elevada en personas con Colitis ulcerosa y enfermedad de
Crohn (You et al., 2008), al igual que se puede ver en el presente trabajo, donde las ratas con
tratamiento de DSS tienen TNF-a elevada en comparacion con el grupo agua y el grupo de

suplementacién con creatina.

Por otro lado, diferentes estudios han mostrado que la IL-6 se encuentra también bastante
elevada, en comparacidn con las otras citoquinas, cuando se administra un 3% de DSS para
inducir la colitis (Xiao et al., 2016). Esta tiene multiples acciones proinflamatorias: modula las
uniones estrechas del epitelio intestinal y actia como el principal estimulo para la produccién
de proteina C reactiva, un biomarcador seroldgico relacionado con la inflamacién, siendo muy
importante en la patogenia de la enfermedad inflamatoria intestinal (You et al., 2008; Mawdsley

et al., 2008; Xiao et al., 2016).

De igual forma hay estudios que explican que la IL-1B es una de las citoquinas proinflamatorias
mas importantes relacionadas con la patogénesis de la enfermedad inflamatoria intestinal, cuya
produccién se basa en la activacién de la inflamacién (Gong et al., 2018). Ademas, en situaciones
inflamatorias, la activacién de IL-1B puede contribuir sustancialmente a la inflamacién de los
tejidos, por lo que un aumento de sus niveles en plasma estd correlacionado con la severidad de

la inflamacion intestinal y con la actividad de la enfermedad (Latz et al., 2013).

Nuestras observaciones confirman los resultados obtenidos por otros estudios que muestran un
aumento significativo de estas citoquinas proinflamatorias en pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal, en concreto con la colitis ulcerosa. De forma analoga, un ensayo
demostré que cuando la actividad de la creatina kinasa se encuentra restringida aumenta el nivel
de algunas citoquinas, de ahi que la suplementacién con creatina disminuya el nivel de algunas
de estas (Ebermann et al., 2009; Wallimann y Harris, 2016). De hecho, en nuestro estudio se
puede observar una disminucidn de la expresion de IL-6 en el grupo experimental con

suplemento de creatina, lo que indica el efecto protector que tiene esta molécula.
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Por ultimo, seria conveniente comentar que la inflamacidn crénica asociada a colitis conlleva un
mayor riesgo de padecer cancer de colon. La creatina, al favorecer la renovacion del epitelio y
reducir la inflamaciéon crénica podria evitar la aparicién de este tipo de cancer (Glover et al.,
2013). Por otra parte, diversos estudios indican que tanto la creatina, como el ciclo de la creatina
inhiben el crecimiento tumoral. Algunos autores han observado que en las células tumorales el
sistema creatina-creatina kinasa estaba dafiado lo que llevd a pensar que las enzimas AGAT y
GAMT estaban inhibidas, hecho que podia apoyar el metabolismo de las células cancerosas. Por
ello, una suplementacidn con creatina puede ser una de las razones que ayude a disminuir el
riesgo de este tipo de cdncer, ya que restaura el sistema creatina-CK y mejora los niveles de

AGAT y GAMT (Wallimann y Harris, 2016).

Todas estas observaciones contribuyen a proporcionar un argumento convincente de que la
suplementacién con creatina ayuda a restaurar el epitelio intestinal, atenuar la inflamacién de
la mucosa y mejorar la energia de las células del epitelio, lo que se traduce en un efecto

protector.

CONCLUSIONES

1. La colitis crénica inducida con DSS produce manifestaciones clinicas como histoldgicas
en el colon.

2. Lasuplementacion con creatina reduce las manifestaciones clinicas y el dafio en el colon
inducido por DSS, proporcionando un efecto protector frente a la enfermedad vy
disminuyendo la severidad de la patologia.

3. La suplementacion con creatina no evita la disminucién de la ganancia de peso que
ocurre en el grupo experimental tratado con DSS.

4. La suplementacidn con creatina disminuye la inflamacién en el colon reduciendo la
expresion relativa de ARNm de la IL-6.

5. Serian necesarios mas estudios para determinar el efecto de otras concentraciones de
DSS, como promotor de la colitis ulcerosa; y de otras concentraciones de creatina, para
estudiar su efecto protector sobre la enfermedad.

6. Este estudio y futuras investigaciones pueden ayudar a que en un futuro la aplicacion
de creatina se convierta en un coadyuvante para la colitis ulcerosa, pudiendo
combinarse con otros medicamentos que ya se encuentren establecidos para tratar este

tipo de patologia.
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