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Resumen

Introduccion: El succinato, un metabolito producido por la microbiota intestinal y el
huésped, se encuentra aumentado en diversas enfermedades con inflamacién crénica. En
el contexto de las enfermedades inflamatorias intestinales (EII), término que abarca la
enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU), existe una asociacién entre los
niveles elevados de este metabolito en el intestino, la actividad de la enfermedad y la
disbiosis. Este estudio tiene como objetivo evaluar los niveles de succinato como
biomarcador de la actividad en EC y explorar su relacion con variables demograficas,
clinicas, de biomarcadores, tratamiento, dieta y actividad fisica.

Hipotesis: Los pacientes con EC tendran incrementado los niveles circulantes de
succinato y estos niveles se relacionaran con la actividad de la enfermedad, pardmetros
inflamatorios, clinicos y/o demograficos .

Materiales y métodos: Se realizd un estudio observacional transversal que incluy6 a
pacientes con EC en remision clinica (n = 5), EC activa (n = 10) y controles sanos (n = 8)
emparejados por edad, sexo e indice de masa corporal. Los criterios de remisién para la
EC incluyeron un indice de actividad Harvey-Bradshaw <6, proteina C reactiva (PCR)
<0.4 mg/dl, calprotectina fecal <250 pg/g e indice de actividad endoscédpica SES-EC <6.
Se registraron variables demogréficas y clinicas, tratamientos, cuestionario de adherencia
a la dieta mediterranea, cuestionario de actividad fisica y muestras de sangre de las cuales
se obtuvieron el plasma para estudiar niveles circulantes de succinato y se aislaron células
mononucleadas de sangre periférica para estudiar por expresion génica marcadores
inflamatorios, antiinflamatorios y metabdlicos. Se realiz6 una busqueda bibliogréfica de
las baterias implicadas en la produccién y consumo de succinato para relacionarlo con los
hallazgos encontrados en este estudio.

Resultados: Los niveles circulantes de succinato se encuentran significativamente
elevados en pacientes con EC activa y en remision en comparacion con los sujetos control.
Se encontré una correlacion positiva entre los niveles succinato y la expresiéon de su
receptor, SUCNR1. Ademas, mostrd correlaciones positivas con marcadores
inflamatorios como la calprotectina fecal y la proteina C reactiva. La expresion de I1L10
fue mayor en pacientes con EC en remisién, mientras que el TNFA mostré una
disminucion significativa en pacientes con EC activa. También se encontraron
correlaciones entre los niveles de expresion de genes y marcadores clinicos como el indice
de Harvey-Bradshaw, la PCR y la calprotectina fecal.

Conclusiones: Los pacientes con EC presentan niveles mas altos de succinato, y estos
niveles elevados estan asociados con la actividad de la EC.

Palabras clave: Enfermedad de Crohn, succinato, microbiota, expresion génica, PBMCs.
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Abreviaciones

ABREVIACION

NOMBRE

Ell
EC
CuU
IMC
SES-EC
PBMC
PBS
DSS
PCR
gPCR
SUCNR1
NOD2
TLR4
IL10
TNFA
SLC13A3
MCT1
CCL2
FMT
AGCC

Enfermedad inflamatoria intestinal
Enfermedad de Crohn
Colitis ulcerosa
indice de masa corporal
indice de actividad endoscépica
Células mononucleares de sangre periférica
Phosphate Buffered Saline
Sulfato de dextrano sodico
Proteina C reactiva
Reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa
Receptor de succinato 1
Dominio de oligomerizacion de nucleotidos
Toll-like receptor 4
Interleucina 10
Factor de necrosis tumoral alpha
Solute Carrier Family 13 Member 3
Transportador de monocarboxilato 1
C-C motif chemokine ligand 2
Trasplante de microbiota fecal
Acidos grasos de cadena corta
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1. Introduccion

1.1 La enfermedad de Crohn

La enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) incluye trastornos cronicos del tracto
gastrointestinal. Las patologias mas conocidas de la Ell son la colitis ulcerosa (CU) y la
enfermedad de Crohn (EC). La EC se caracteriza por la inflamacion de todo el tracto
gastrointestinal, desde la boca hasta el ano, y hoy en dia no existe un tratamiento efectivo
para combatir la enfermedad (Seyedian et al., 2019). Los pacientes con Crohn, padecen
sintomas como diarrea, dolor abdominal, sangrado rectal, pérdida de peso y, en casos
peores, fistulas y lesiones rectales. Esta situacion les afecta disminuyéndoles la calidad
de vida y, a largo plazo, aumentando el riesgo de hospitalizacion, complicaciones y
cirugia (Roda et al., 2020).

Existen dos periodos fisioldgicos en la EC, periodos de brote (EC activa) que se intercalan

con etapas en las que los sintomas estan en remision (EC en remision).

Crohn’s disease incidence per
100000 person-years, 1990-2016

[ Unknown
[ 000-080
[ 0-81-1.94
1:95-376
[ 377-638
B >6:38

Figura 1. Incidencia de la enfermedad de Crohn mundialmente en 2017 (Ng et al., 2017)

Desde el afio 2000, la EIl ha aumentado en todo el mundo y ahora afecta hasta 1 de cada
200 personas en paises occidentales. Se ha observado una mayor incidencia en judios
askenazies, poblaciones urbanas y en paises del norte. En cuanto a la enfermedad de
Crohn, en paises occidentales, la incidencia es similar entre hombres y mujeres, mientras
que, en Asia, es mas comun en hombres. La incidencia de EC varia de 0 a 20,2 casos por
cada 100.000 personas-afio en Norteamérica, y en Asia, la prevalencia de EC también ha
aumentado; por ejemplo, en Taiwan aumentd a 3,9 casos por cada 100.000 personas en
2015 y en Hong Kong fue de 18,6 casos por cada 100.000 personas en 2014. Hay pocos
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datos sobre la epidemiologia de EC en América Latina y Africa, pero la incidencia y
prevalencia son bajas en ambas regiones (Ng et al., 2017; Roda et al., 2020). A nivel
europeo, la incidencia de EC varia de 0,3 a 12,7 casos por cada 100.000 personas-afio en
Europa y, en Espafia, la incidencia es de 4,6 a 18,5 por 100.000 habitantes (Barreiro-de
Acosta et al., 2023) (Fig. 1).

Actualmente, a pesar de que la etiologia y el desarrollo de la EC alin no se ha comprendido
en su totalidad, se conoce que los factores genéticos, inmunologicos, ambientales y la
microbiota intestinal suponen un riesgo para la progresion de la enfermedad (De Souza,
2017; Petagna et al., 2020) (Fig 2).

SUCEPTIBILIDAD FACTORES
GENETICA AMBIENTALES

ETIOLOGIA
EC

DESREGULACION DISBIOSIS DE LA
DEL SISTEMA MICROBIOTA
INMUNE INTESTINAL

Figura 2. Principales factores desencadenantes de la enfermedad de Crohn. Estos
factores son susceptibilidad genética, defectos de la inmunidad innata, factores
ambientales (en particular el tabaquismo y la dieta) y alteraciones de la microbiota
intestinal. Adaptacion (Sadler et al., 2016; Ventham et al., 2016).

1.2 Microbiota intestinal
El microbioma intestinal estd compuesto por mas de 100 billones de microorganismos,

incluyendo bacterias, hongos, virus y protozoos. La mayoria de las bacterias intestinales
pertenecen a los filos Firmicutes (~ 20-50%), Bacteroidetes (~ 15-50%), Proteobacterias
(<10%) y Actinobacterias (<5%). ElI ndimero de bacterias varia en el tracto
gastrointestinal, siendo el colon el que mayor cantidad y diversidad de especies tiene en
comparacion con el estbmago y el intestino delgado. La microbiota intestinal es esencial
para la homeostasis del huésped en aspectos como la nutricién, el desarrollo inmunitario,

el metabolismo y la defensa contra patégenos como Clostridium difficile o Escherichia
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coli (Caparros et al., 2021; Glassner et al., 2020a; Silva et al., 2019). El estilo de vida
actual afecta directamente al perfil microbiano del intestino debido a factores como el uso
de medicamentos, dietas poco saludables, enfermedades, hospitalizaciones, cirugias,

tabaquismo y estrés cronico, entre otros.

En pacientes con EC, las interacciones entre el huésped y la microbiota intestinal son
perjudiciales causando cambios relevantes en el curso de la enfermedad. Numerosos
estudios han hallado un desequilibrio en la microbiota intestinal de los pacientes con EC
en comparacion con los individuos control, con una pérdida general de diversidad, un
agotamiento de las Firmicutes y un aumento de las Proteobacterias (Buffet-Bataillon et
al., 2022; Silva et al., 2019). Ademaés, los pacientes con EC tienden a tener una falta de
bacterias beneficiosas las cuales producen sustancias antinflamatorias como los acidos
grasos de cadena corta (AGCC) (Caparroés et al., 2021; Zheng et al., 2022). Estos cambios
en la microbiota intestinal también estdn presentes en pacientes pediatricos sin
tratamiento previo y en familiares sanos de primer grado de pacientes con EC. Del mismo
modo, se ha observado que la microbiota intestinal de pacientes con EC activa es mas
inestable en comparacion con pacientes con EC en remision o individuos sanos. Una red
microbiana bien interconectada est4 relacionada con una remision estable en la EC. Por
otro lado, una estructura de comunidad microbiana mas déebil y un aumento en la
abundancia de la familia Enterobacteriaceae estan presentes en casos recurrentes de la

enfermedad. (Caparros et al., 2021).

Finalmente, un aspecto importante que ain no se ha esclarecido es si la disbiosis es una
causa 0 una consecuencia de la inflamacion en la EC. Los datos de varios modelos
animales sugieren que un microbioma alterado o una respuesta inmunitaria anormal
juegan un papel importante en el desarrollo de la inflamacion intestinal. La colonizacion
de ratones con microbiota intestinal de pacientes con Ell agrava la colitis al alterar las
respuestas inmunitarias (Glassner et al., 2020) y la transferencia de bacterias
proinflamatorias de ratones enfermos a ratones sanos puede inducir inflamacién (Zheng
et al., 2022). En humanos, a causa de la disbiosis intestinal, se vieron incrementadas las
bacterias del filo Proteobacteria en el tejido adiposo que se encuentra alrededor del
intestino en los EC activos, llamado Creeping fat (Serena et al., 2020). Por todo ello, se
piensa que la inflamacion es capaz de interrumpir la estabilidad de la composicion
microbiana, al igual que el grado de disbiosis disminuye con la disminucion de la

inflamacion (Caparros et al., 2021).
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1.3 Succinato, su relaciéon con la microbiota intestinal y las Ell

El succinato es un metabolito clave tanto para el organismo huésped como para su propio
microbioma. En el caso del huésped, es un metabolito intermedio del ciclo del &cido
tricarboxilico (TCA) o ciclo de Krebs, el cual es una via esencial en la respiracion celular
y tiene lugar dentro de las mitocondrias. Por otro lado, para la microbiota intestinal, es un
subproducto de la fermentacion anaerdbica en el huésped (Connors et al., 2019;
Ferndndez-Veledo & Vendrell, 2019; Lavelle & Sokol, 2020).

La microbiota intestinal descompone diferentes nutrientes presentes en la dieta y
derivados del huésped, generando productos finales que el organismo puede absorber,
como el acetato, propionato y butirato (AGCC); y aniones organicos, como el lactato y el

succinato.

Las bacterias del filo Bacteroidetes son las principales responsables de la produccién de
succinato en el intestino de los mamiferos. No obstante, normalmente se encuentra en
concentraciones relativamente bajas en la luz intestinal debido a que se convierte
rapidamente en propionato. El succinato es utilizado como un intermediario en la
produccion de propionato, y esta via es la principal forma en la que se genera este
compuesto. Las bacterias del género Bacteroides spp. y Prevotella spp., asi como algunas
bacterias de la clase Negativicutes del filo Firmicutes, estan implicadas en esta via de
produccién de propionato a partir de succinato. Los AGCC tienen diversos efectos en la
fisiologia del organismo, pero principalmente desempefian un papel importante al
proporcionar energia a las células del colon, del intestino delgado y del higado, lo que
contribuye a mantener la salud y promover diversas funciones beneficiosas para el
organismo como la antiinflamacién (Connors et al., 2019; Fernandez-Veledo & Vendrell,
2019).

La microbiota intestinal y sus productos metabdlicos interactian con el huésped de
muchas maneras diferentes para influir en la homeostasis, la susceptibilidad a patdgenos
y enfermedades relacionadas con la inflamacién, como la Ell y la obesidad (Fernandez-
Veledo & Vendrell, 2019). En ciertas condiciones patologicas, especialmente en areas de
inflamacion y estrés metabdlico, se ha observado la acumulacion de succinato.
Numerosos estudios respaldan la idea de que el succinato no es solo un subproducto del
metabolismo, sino que desempefia un papel activo y puede tener efectos especificos tanto

a nivel de tejidos individuales como a nivel sistémico, actuando como un mediador
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proinflamatorio. Las alteraciones en el metabolismo y las relaciones de alimentacion
cruzada de la microbiota intestinal que interrumpen la fermentacion normal, pueden
resultar en la acumulacion de succinato, como se ha observado en casos donde se dan
cambios bruscos en la dieta, consumo de carbohidratos no digeribles y tratamiento con

antibioticos (Connors et al., 2019).

Actualmente, en las Ell, el metabolismo del succinato y su acumulacién en el lumen
intestinal es un tema de interés. Varios estudios metabolémicos de la mucosa y de materia
fecal en este tipo de pacientes han demostrado que el succinato aumenta en zonas
inflamadas en comparacién con tejidos sanos. Este aumento se ha comprobado en
modelos de raton de colitis inducida por sulfato de dextrano sodico (DSS), donde se ha
observado una correlacion con la actividad y la gravedad de la enfermedad (Connors et
al., 2019). Por otro lado, hay investigaciones que revelan que el aumento de succinato
circulante a nivel sérico también esta relacionado con un detrimento de la enfermedad y
el desarrollo de fistulas (Ortiz-Masid et al., 2020). Del mismo modo, se ha detectado una
disminucion significativa en los niveles de bacterias especificas que consumen succinato
y un aumento de bacterias productoras de succinato, empeorando la inflamacion. A pesar
de ello, atn no se comprende completamente en qué medida la disbiosis y el dafio
intestinal contribuyen al aumento del succinato en el intestino (Ferndndez-Veledo &
Vendrell, 2019). Por Gltimo, cabe destacar que, la disbiosis que generan las EIl aumenta
la susceptibilidad a la infeccion por patdgenos oportunistas, los cuales compiten por los
nutrientes y pueden provocar un aumento de los niveles de succinato si son patégenos

productores de este (Connors et al., 2019).
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2. Hipodtesis y objetivos

2.1 Hipotesis

Estudiar si en pacientes con EC los niveles circulantes de succinato estan elevados

dependiendo del grado de actividad e investigar si la disbiosis microbiana podria jugar un

papel clave en la alteracion de estos niveles en los pacientes.

2.2 Objetivos

Los propésitos principales de este estudio son:

1)

2)

3)

Determinar si el succinato podria ser un biomarcador para predecir la actividad en
la EC y si los niveles elevados de este se correlacionan con la disbiosis de la
microbiota intestinal. Para ello, se deben evaluar los niveles de succinato
circulante como un biomarcador de actividad en una cohorte bien caracterizada
de pacientes con EC activa y en remision y controles (pacientes sin EII).
Realizar un estudio bibliografico para valorar la funcion de la microbiota
intestinal especifica relacionada con la produccion o el consumo del metabolito
succinato en dicha cohorte. Esta parte se ha realizado bibliograficamente debido
a la falta de tiempo para realizarlo de forma experimental.

Estudiar si los niveles circulantes de succinato correlacionan con la expresion
génica de marcadores inflamatorios, antiinflamatorios y/o metabolicos en células

mononucleadas de sangre periférica aisladas de la misma cohorte.

3. Materiales y métodos

3.1 Cohorte de pacientes

En la cohorte del estudio han participado un total de 15 pacientes con EC muy

caracterizados en cuanto al estado de la enfermedad. Entre estos pacientes n=10 tienen la

EC activa, mientras que n=>5 estan en remision. Se considera que la EC esta en remision

cuando el indice de Harvey-Bradshaw, un indicador de la actividad de la enfermedad, es

menor que 6, cuando la proteina C reactiva no supera los 0.4 mg/dL en ensayo local, con

una calprotectina fecal menor de 250pg /g y con un indice de actividad endoscopica (SES-
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EC) menor a 6, 0 menor a 4 si se limita al ileon terminal. En el caso de no cumplirse

estos parametros, la EC se considera que esta activa.

Los sujetos de estudio son pacientes del Servicio de Aparato Digestivo del Hospital
Universitario Joan XXIII de Tarragona (HJ23). Los criterios de inclusién fueron:
pacientes de entre 18-70 afios, diagnosticados de EC segun los criterios de consenso

ECCO y con el consentimiento informado de participacion en el estudio.

Como criterios de exclusion se tuvo en cuenta que los sujetos no padecieran
comorbilidades graves, enfermedades sistémicas que provocaran actividad inflamatoria
(distinta de la EC), trastornos de la conducta alimentaria, - embarazo y lactancia, una dieta
vegetariana o- irregular, signos de infeccion en el mes anterior al estudio y que no

estuvieran en tratamiento antibiotico previo durante los ultimos 3 meses.

Para completar la cohorte, también participaron sujetos sanos sin Ell, Ilamados grupo
control (n= 8), apareados con los pacientes con EC activa y en remision por edad, sexo e
indice de masa corporal (IMC). EIl estudio estadistico entre los grupos mostrd solo
diferencias significativas en variables esperadas como niveles circulantes de succinato,
adherencia a la dieta mediterranea, nivel de actividad fisica o PCR, entre otras. Pero el
resto de variables clinicas no fueron significativas, por lo que no son variables de
confusion. Tanto de estos individuos como de la cohorte de pacientes EC se usaron
muestras de sangre y todos sus datos clinicos se muestran en la Tabla 1.

Este estudio sigue los principios establecidos en la Declaracion de Helsinki y la guia de
la Buena Préactica Clinica, ademas, esta aprobado por el CEIM del HJ23 (referencia CEIM
080/2021). Los datos personales de cada participante, tanto del grupo control como de la
cohorte de pacientes, estan protegidos de acuerdo con la ley LOPD 15/1999 y el RD
1720/2007 y el tratamiento de dichos datos se realizara segun establece la LOPD 15/1999
y el RD 1720/2007.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas, antropometricas y demogréficas de los
sujetos

CONTROL EC INACTIVO EC ACTIVO
N 8 5 10
Sexo (hombre/mujer) 3/5 2/3 4/6
45,62 +
Edad 1373 56,40 + 10,04 39,20 £ 22,19
IMC 23,87 £ 3,51 27,15+5,78 23,15 + 3,64
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Afos de evolucion

Tabaquismo, n (%)
Fumador
No fumador
Ex- fumador

Afio de diagnostico, n (%)

Al

A2

A3
Localizacion, n (%)

L1

L2

L3

Comportamiento, n (%)

Bl

Blp

B2

B2p

B3

B3p
indice Harvey-

Bradshaw

PCR (mg/dL)

Calprotectina fecal

(n9/9)
SES-EC
Adherencia dieta
mediterranea
Ejercicio fisico
Succinato (uM)

2 (25)

3 (37,5)
3 (37,5)

43,66
11,35

16,80 + 4,21

0
2 (40)
3 (60)

0
3 (60)
2 (40)

0
5 (100)
0

5 (100)
0

0
0
0
0
0,40 + 0,89

0,40 £ [0,40 - 0,70]

28,70 + [21,90 -37,70]

0,80+ 1,79
9,20+1,92

2,00+0,71
130,04 £44,85 %

590+732*

3 (30)
3 (30)
4 (40)

2 (20)
5 (50)
3 (30)

2 (20)
5 (50)
3 (30)

6 (60)
2 (20)
0
0
1 (10)
1 (10)
530 + 4,11 *

1,20 +[0,72 - 1,80]
*

464,90 + [215,95 -
667,50] *
12,50 + 6,28 *
6,50 + 1,43 *

1,60 0,84
159,50 £29,24 $

Abreviaciones: PCR: Proteina C reactiva; IMC: indice de masa corporal; SES-EC:
Indice de actividad endoscépica.

Edad de diagnéstico: A1 < 16 anos; A2 17-40 afios; A3 > 40; Localizacion: L1= ileon
distal; L2= Colon; L3= lleocoldnico; Comportamiento: B1 = Crohn no estenosante, no
fistulizante ; B1p = Crohn no estenosante, no fistulizante, con enfermedad perianal; B2=
Crohn estenosante; B2p = Crohn estenosante con enfermedad perianal; B3 = Crohn

penetrante; B3p = Crohn penetrante con enfermedad perianal.

Los grupos fueron comparados usando el pack “Tableone”, el cual, usa el test ANOVA
para analizar variables continuas normales, el test Kruskal para analizar variables
continuas no normales y el test chisg.test para analizar las variables continuas. *p < 0,05
diferencias significativas entre EC activo y en remision. $ p<0,05 diferencias
significativas respecto al control.
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3.2 Procesamiento de muestras de sangre
Inicialmente, la extraccion de sangre del paciente se conservo en frio a una temperatura

de 4 °C hasta procesarla. En primer lugar, se centrifugo la sangre 20 minutos a 1200 rpm
para separar sus componentes. Por una parte, se obtuvo el plasma y por otra las células
sanguineas. Estas Gltimas se dividen a su vez en tres tipos: los eritrocitos, los leucocitos
y los trombocitos. Los leucocitos se componen a su vez de diferentes grupos celulares y

nos referimos a ellas como células mononucleares de sangre periférica (PBMC).

3.2.1 Determinacién de los niveles de succinato circulantes en plasma sanguineo
Después de centrifugar la muestra de sangre, el plasma se almaceno en eppendorfs para
conservarlos en el Biobanco del 1ISPV a -80 °C. De este plasma se estudiaron los niveles
de succinato circulante usando el kit Succinato EnzyChrom™ Kit de ensayo de BioAssay
Systems.

3.2.2 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

La obtencion de las PBMCs consistié en la separacion por densidad de las células
sanguineas (Figura 3). Para ello, tras la centrifugacion de la muestra y la consiguiente
conservacion del plasma, se trabajo con la fraccion sanguinea restante. Se afiadio a un
tubo Leucosep™ de 12 ml con filtro (Ref. 163290) 3 ml de Ficoll-Paque™ PLUS (Ref.
17144002) y se centrifug6 1 minuto a 1200 rpm a temperatura ambiente. Este componente
es el que provoca el gradiente de densidad de las PBMCs con respecto al resto de
componentes de la sangre. Una vez centrifugado el Ficoll se afiadio la fraccion sanguinea
que contiene las PBMCs con una pipeta Pasteur y se rellend hasta los 9 ml del tubo con
Phosphate Buffered Saline (PBS). Se centrifugd a temperatura ambiente durante 15 min
a 800G para separarlo por fases. Una vez separadas, se extrajo con una pipeta Pasteur la
capa de monocitos y para depositarla en un tubo Falcon de 15 ml (Figura 3). A este se le
afiadio PBS hasta alcanzar los 10 ml y se centrifugd a temperatura ambiente durante 10
min a 250G para generar un pellet. Se descart6 el sobrenadante y se afiadié un 1 ml de
PBS para resuspenderlo y trasladarlo a un eppendorf. Se centrifugd el eppendorf a
temperatura ambiente durante 10 min a 250G para después descartar el sobrenadante y

conservar el pellet resultante a -80°C hasta que se realizo la extraccion del RNA.

A partir de las PBMCs se estudiaron las diferencias que existen en la expresion génica
entre pacientes con EC activo, EC en remision y controles a través de PCR a tiempo real
(gPCR).
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Figura 3. Separacion por densidad de los componentes de la sangre.

3.3 Extraccién RNA, cDNA y gPCR

3.3.1 Extraccién y cuantificacién de RNA

La extraccion y cuantificacion de RNA se hizo a partir de las PBMCs.

Para extraer el RNA, se afiladié 1 ml de TRIzol™ Reagent (Ref. 15596026) al eppendorf
para lisar las células durante 5 minutos. Posteriormente, se afiadieron 200 pl de
cloroformo y se agité vigorosamente durante 15 segundos, pudiendo apreciar un cambio
de color. Tras dejarlo 2-3 minutos a temperatura ambiente, la muestra se centrifugé a
12000G durante 15 min a 4°C. En otro eppendorf distinto, se transfirio la fase superior
acuosa resultante de la centrifugacion y se le afiadié 500 pl de isopropanol. Esta se
homogenizo y se dejé a temperatura ambiente 10 minutos. Més tarde, se centrifugd a
12000G durante 10 min a 4°C y se deshecho el sobrenadante, sometiendo al pellet dos
veces a un paso de lavado, que consistio en afiadir 1 ml de etanol al 75% (v/v) y
centrifugar a 7500G a 4°C durante 5 minutos. EI pellet resultante se dej6 secar. Por
ultimo, se agregd 30 pl de agua libre de RNasa al precipitado de RNA, se homogenizd y
se puso en un Termoblock a 65°C durante 10 min. Una vez pasado ese tiempo, se pusieron

las muestra en hielo para generar un contraste térmico, luego, se conservaron a -80°C.

Para la cuantificacion de RNA de la muestra, se uso una placa uDrop™ Plate (Ref.
N12391) de Thermo Fisher Scientific ™. Se colocd en la placa 1 pl de agua libre de

RNasa, la cual hizo funcién de blanco, y 1 ul de cada muestra, homogeneizandolas antes.
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Un lector Varioskan LUX multimode microplate reader (Ref. VL0O000DO0) de Thermo
Fisher Scientific TM mostré la absorbancia en 260 nm y 280 nm y la concentracion de
RNA (ug/ul) de cada muestra.

3.3.2 Obtencion cDNA

Para llevar a cabo la obtencion de cDNA se precisé de 1 ug de RNA de cada muestra.
Este RNA se someti¢ a transcripcion inversa utilizando el High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit with RNAse Inhibitor Kit de Applied Biosystems™ (Ref. 4374966) y
el ProFlex 3 x 32 - Well PCR System de Applied Biosystems™ (Ref. 4484073). Durante
el proceso de transcripcion inversa, las muestras de RNA se cebaron primero durante 10
minutos a 25°C, después, se procedié a la reaccién en cadena de la polimerasa de
transcripcion inversa (RT-PCR) durante 120 minutos a 37°C. Por altimo, se inactivo la

transcriptasa inversa durante 5 minutos a 85°C.

3.3.3gPCR
Las muestras de cDNA a una concentracion de 50 ng/ul son empleadas para la gPCR
utilizando el ensayo de expresion génica TagMan™ en placas de 96 pocillos de Applied
Biosystems ™ (Ref. AB0600) para evaluar el nivel de expresion de los genes
seleccionados. Cada placa contenia ensayos predefinidos de genes, que utilizaron sondas
TagMan™ como detectores (enumeradas en la Tabla suplementaria 1) obtenidas de

Applied Biosystems™.

El proceso se llevd a cabo en un QuantStudioTM Pro Real-Time PCR System de Applied
Biosystems™ (Ref. A43055). Los datos obtenidos de cada gen y muestra se analizaron
mediante el método 222, normalizando los valores de expresion respecto al RNA del

18S como control enddgeno.

3.4 Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron con el programa GraphPad Prism 8.0 y con Rstudio 4.1.1.
Las comparativas entre los tres grupos se realizaron mediante el test ANOVA y la
comparacion dos a dos de estos mediante el test T- student. Los valores p < 0,05 se
consideraron significativos. También se realizaron estudios de correlacion lineal entre dos
variables numéricas, graficadas con una linea de correlacion, y representaciones en

gréficos de barras de variables numéricas y categoricas.
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Los paquetes de R utilizados fueron: (T. Wei & Simko, 2021; Wickham, 2016; Wickham
etal., 2019, 2022)

3.5 Estudio bibliografico de la microbiota

Tanto de los pacientes con EC como de los controles se recogieron muestra de heces para
el estudio metagendmico y metatrascriptomico de la microbiota intestinal. Estas muestras
se conservaron en el Biobanco del ISPV a -80°C. A causa de la falta de tiempo para
obtener los resultados del analisis de los datos de la microbiota, pero habiendo participado
en la recoleccion y tratamiento de las muestras, se considerd interesante realizar un

estudio bibliografico de los posibles resultados que se podran obtener.

En primer lugar, se observo que enfermedades que conllevan un estado inflamatorio como
la obesidad, tienen una desregulacion de la microbiota intestinal asociada al succinato
(Serena et al., 2018). Es por ello que, en enfermedades como la de Crohn, el estudio de
este campo también se consider6 de utilidad de cara a un mejor entendimiento de esta
enfermedad y ofrecer posibles tratamientos al respecto.

Para la busqueda bibliografica se utilizaron bases de datos como Pubmed u Elsevier. En
primer lugar, se aplicé como filtro de busqueda, términos como (intestinal microbiota) y
(succinate). Con el resultado de esta blsqueda se encontraron bacterias relativas al
metabolismo del succinato, por lo que, se realizdé una segunda busqueda para relacionar
las bacterias productoras y consumidoras encontradas con las Ell. Toda la informacion

bibliogréafica se encuentra representada en la Tabla 2 en la seccion de resultados.
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4. Resultados

Este apartado del trabajo final de grado es confidencial. En él, se exponen los resultados
obtenidos de los niveles circulantes de succinato, las correlaciones con diferentes
variables clinicas y demograficas asi como la expresion génica de diferentes marcadores

en células mononucleadas de sangre periférica obtenidas de los tres grupos de estudio.

En resumen, se ha encontrado que los niveles circulantes de succinato se encuentran
significativamente elevados en pacientes con EC activa y en remisién en comparacion
con los sujetos control. Se encontrd una correlacion positiva entre los niveles succinato y
la expresion de su receptor, SUCNRL1. Ademas, también mostrd correlaciones positivas
con marcadores inflamatorios como la calprotectina fecal y la proteina C reactiva. La
expresion de IL10 fue mayor en pacientes con EC en remision, mientras que el TNFA
mostré una disminucion significativa en pacientes con EC activa. También se encontraron
correlaciones entre los niveles de expresion de genes y marcadores clinicos como el indice

de Harvey-Bradshaw, la PCR y la calprotectina fecal.
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4.3 Estudio bibliografico de la microbiota

El estudio bibliografico para determinar la relacion entre niveles de succinato y aumento
o disminucion de microbiota intestinal productora o consumidora de succinato reveld que
la disbiosis que acontece a pacientes con EC, puede ser responsable de la alteracion de
los niveles circulantes de succinato observada en estos pacientes. Especificamente, se
pudo ver en todos los estudios revisados que los pacientes con EC tienen siempre
disminuida las bacterias consumidoras de succinato y aumentadas la mayoria de bacterias
productoras de succinato (Tabla 2). Estos datos pueden explicar, porque los pacientes con

EC tienen aumentados los niveles circulantes de succinato.

Segun la bibliografia, hay mayor numero de especies productoras de succinato
pertenecientes al filo Bacteroidetes, a pesar de ello, también hay bacterias del filo
Firmicutes y Proteobacteria. En el caso de las bacterias consumidoras de succinato, la

gran mayoria se clasifican solo en el filo Firmicutes.

Tabla 2. Estudio bibliografico de la microbiota intestinal relacionada
con la produccién o consumo de succinato.

ESPECIES RESULTADO REFERENCIAS

Productoras de succinato

(Becker et al., 2021,
Fremder et al., 2021;
Weng et al., 2019)
(Connors et al., 2019;
Feng et al., 2022;

Aumenta en Ell, tanto en

Bacteroides fragilis CU como en EC.

Bacteroides vulgatus

Lactobacillus intestinalis

Bacteroides acidifaciens

Parasutterella
excrementihominis

Parabacteroides distasonis

Aumenta en Ell, en
modelos de ratén de CU
inducida por DSS.

Se reduce en modelo de
raton de CU inducida por
DSS.

Aumenta en modelo de
raton de CU inducida por
carragenina.
Aumentaen ECyen
modelos de CU inducida
por DSS.

Aumentas en Ell.

Fremder et al., 2021;
Gibiino et al., 2018;
Lee et al., 2022; Mills
etal., 2022; O Cuiv et
al., 2017)

(Osaka et al., 2017)

(Mi et al., 2020)

(Feng et al., 2022; Yan
etal., 2023)

(Fernandez-Veledo &
Vendrell, 2019;
Gibiino et al., 2018)
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ESPECIES

RESULTADO

REFERENCIAS

Consumidoras de succinato
Phascolarctobacterium
succinatutens

Phascolarctobacterium
faecium

GENEROS

Disminuye en EC y en
modelos de CU inducida
por DSS.
Disminuye en EC y en
modelos de CU inducida
por DSS.

RESULTADO

(Fremder et al., 2021)

(Fremder et al., 2021)

REFERENCIAS

Productoras de succinato

Parasutterella

Prevotella

Lactobacillus

Consumidoras de succinato

Phascolarctobacterium

Clostridium

FAMILIAS

Aumenta en modelo de
raton con CU inducida
por DSS.

Aumentaen ECy CU.
Aumentaen ECy
disminuye en modelo de

raton de CU inducida por
DSS.

Disminuye en ElI,
especialmente en EC.

Disminuye en EC.

RESULTADO

(Lietal., 2022)

(Gryaznova et al.,
2021; Lee et al.,
2022)

(Lee et al., 2022; Li et
al., 2022; Weng et al.,
2019)

(Connors et al., 2019;
Fremder et al., 2021;
Y. han Wei et al.,
2023)

(Lee et al., 2022)

REFERENCIAS

Productoras de succinato

Veillonellaceae

Prevotellaceae

Bacteroidaceae

Enterobacteriaceae
Consumidoras de succinato

Clostridaceae

Odoribacteraceae

Aumenta en Ell,
especialmente en EC.

Aumenta en Ell.

Aumenta en Ell, en modelos
de raton de CU inducida por
DSS.

Aumenta en Ell, en modelos
de CU inducida.

Disminuye en ElI.

Disminuye en ElI.

(Y. han Wei et al.,
2023; Xun et al.,
2018)

(Y. han Wei et al.,
2023)
(Osaka et al., 2017,
Y. han Wei et al.,
2023)

(Osaka et al., 2017)

(Y. han Wei et al.,
2023)

(Y. han Wei et al.,
2023)

17



Olga Soler Lopez Confidencial

5. Discusion

Este apartado del trabajo final de grado es confidencial. En él, se discuten los resultados

obtenidos de este estudio, tanto experimentales como bibliogréficos:

Se ha visto que los pacientes con EC activa tienen niveles elevados de succinato
circulante, lo cual se correlaciona con mayor inflamacion y peor pronostico de la
enfermedad. Ademas, se encontré una relacién entre niveles mas altos de succinato y
menor actividad fisica en los pacientes. Al mismo tiempo, se observé una disminucion de
la expresion de genes proinflamatorios en los pacientes activos, lo cual se atribuy6 al uso

de medicamentos antiinflamatorios.

Por otro lado, la disbiosis microbiana y una dieta rica en grasas aumentan los niveles de
succinato, empeorando la enfermedad. Se ha sugerido que regular la dieta y el trasplante
de microbiota fecal podrian ser soluciones para restaurar el equilibrio de bacterias y

reducir la inflamacion.

Finalmente, se han sugerido posibles terapias biotecnoldgicas a esta problematica.
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6. Conclusion

El succinato tiene un rol clave en la fisiopatologia de la enfermedad de Crohn. La cohorte
de pacientes con EC con la que se ha trabajado muestra niveles elevados de succinato
circulante respecto de los pacientes en remision o de los sujetos sanos, los cuales se han
podido relacionar con los dos periodos fisiologicos de la enfermedad y con el
empeoramiento de la sintomatologia y su calidad de vida. Es relevante destacar que esta
desregulacién con respecto al succinato puede ser consecuencia de la disbiosis de las
bacterias productoras y consumidoras de la microbiota en los enfermos de Crohn, siendo

este un campo que requiere mas estudio.
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8. Autoevaluacion

Durante este trabajo he podido aplicar y reforzar de manera préctica los conocimientos
adquiridos durante mis estudios de grado. Ademas, he tenido la suerte de recibir una
valiosa formacion al realizar experimentos con muestras de pacientes obtenidas
directamente del hospital, lo cual ha sido una gran oportunidad para mi. Sin embargo, no
solo he adquirido habilidades en el laboratorio, sino que también he desarrollado diversas
aptitudes cientificas y profesionales, como el anélisis de datos, la comunicacion y la

capacidad de trabajo en equipo.

Sumado a eso, he estado involucrada de manera activa en un proyecto de investigacion
biomédica, lo cual me ha dado la ocasion de trabajar en una de las ramas de la
Biotecnologia que mas me motiva para iniciar una carrera profesional como

investigadora.

Finalmente, agradezco mucho el haberme introducido a conocer la enfermedad de Crohn

y haber colaborado en una mejor comprensién de la etiologia de la enfermedad.

Haciendo una valoracion global, estoy muy satisfecha, no sélo con los resultados
obtenidos en este trabajo, sino también con la oportunidad de trabajar en el grupo de

investigacion Inflammatory Bowel Disease.
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9. Anexos

Tabla suplementaria 1: Sondas TagMan™ utilizadas en analisis de expresion génica

por gPCR.

SONDA

REFERENCIA

SUCNR1
NOD2
TLR4
IL10
TNF
SLC13A3
MCT1
CCL2

Hs00908230_m1
Hs01550753_m1
Hs00152939_m1
Hs00961622_m1
Hs00174128_m1
Hs00955744_m1
Hs01560299_m1
Hs00234140_m1
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