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Introduccion

El gluten es el factor ambiental desencadenante de la en-
fermedad celiaca (EC). Sin embargo, un pequeio porcenta-
je de la poblacion genéticamente susceptible desarrolla EC
al ingerir gluten. Se ha especulado que otros factores am-
bientales —tales como patrones de lactancia materna, in-
fecciones microbianas o alteraciones de la microbiota in-
testinal (disbiosis)— pueden tener un papel importante’.
Varias son las evidencias que apuntan a la microbiota intes-
tinal como un componente clave en el desarrollo de la en-
fermedad. Por ejemplo, se ha descrito una asociacion entre
el riesgo de sufrir EC con el consumo de medicamentos
como inhibidores de la bomba de protones, el uso de cesa-
rea durante el parto, asi como con la presencia de infeccio-
nes virales durante la infancia?*. Todos estos factores van
acompanados de una alteracion de la microbiota intestinal.
Ademas, se ha descrito una disbiosis en pacientes celiacos
caracterizada por un incremento del grupo Proteobacteria®.

Nuestros estudios han mostrado que la sensibilidad al
gluten es dependiente de la composicion bacteriana del in-
testino en un modelo murino descrito en nuestro laborato-
rio, produciéndose una modulacion tanto positiva como ne-
gativa a la respuesta al gluten. La sensibilizacion de ratones
libres de bacterias con gluten y toxina colérica durante 3
semanas, seguida de una exposicion al gluten durante 2 se-
manas, produjo un incremento en el numero de linfocitos
intraepiteliales del duodeno y de anticuerpos séricos anti-
gliadina, asi como una reduccion de la proporcion vellosidad/
cripta en ratones con una predisposicion genética (NOD/DQ8).
Sin embargo, este fenotipo desaparece cuando la sensibi-
lizacion y exposicion al gluten se lleva a cabo en ratones
colonizados con una microbiota definida y libre de Proteo-
bacteria. En cambio, la presencia de Proteobacteria en co-

munidades microbianas libres de patogenos (SPF, del inglés
specific pathogen free) facilita el desarrollo de la inmuno-
patologia en ratones NOD/DQ8 después de la sensibilizacion
y la exposicion al gluten. Ademas, la expansion de Pro-
teobacteria tras la exposicion de dichos ratones SPF NOD/
DQ8 a antibidticos (vancomicina) durante el periodo neona-
to incremento la respuesta frente al gluten. Por uUltimo, la
suplementacion de una cepa de Escherichia coli (ENT CAI:5)
—representante caracteristica del filo Proteobacteria— que
se aisldé de muestras fecales de pacientes celiacos, también
hace a los ratones originalmente libres de Proteobacteria
mas susceptibles al gluten en nuestro modelo murino de
sensibilizacion al gluten®. Sin embargo, los mecanismos me-
diante los cuales la microbiota intestinal puede afectar al
desarrollo de la EC han sido una incégnita durante mucho
tiempo. Nuestro laboratorio ha estado trabajando en varias
lineas independientes con el objetivo de dilucidar los meca-
nismos que se esconden tras esta compleja asociacion entre
la EC y las alteraciones de la microbiota intestinal.

La microbiota intestinal y la activacion
del sistema inmune humano

El papel de la microbiota intestinal en la salud y la enfer-
medad ha sido una de las areas mas estudiadas en la Gltima
década y su contribucion en la sensibilidad a alimentos y en
trastornos autoinmunes como la EC esta emergiendo. Varios
modelos de activacion/inactivacion del sistema inmune por
la microbiota han sido descritos en otras enfermedades di-
gestivas, como las enfermedades inflamatorias intestinales.
Sin embargo, en EC no hay muchos trabajos centrados en
este punto. Se ha especulado que las infecciones, como la
producida por el hongo Candida albicans, pueden ser un fac-
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tor desencadenante de la EC. Los autores describieron una
proteina fungica de dicho hongo con una secuencia aminoa-
cidica analoga a la gliadina, y sustrato a su vez de la enzima
transglutaminasa-2 humana, que podria llevar a una reac-
cidn cruzada en pacientes con EC’. Sin embargo, este mo-
delo no ha sido completamente demostrado. Por otro lado,
varios trabajos insisten en la asociacion entre la EC con in-
fecciones virales®. Se ha mostrado una relacion entre la in-
feccion por rotavirus y el riesgo de padecer EC en nifios. Los
rotavirus son una de las causas mas frecuentes de infeccio-
nes gastrointestinales en nifos y son capaces de inducir pro-
cesos inflamatorios, cambios estructurales en el intestino y
un aumento de la permeabilidad intestinal. A nivel bacte-
riano se ha descrito que una disbiosis intestinal —liderada
muchas veces por un incremento de Proteobacteria, asi
como un sobrecrecimiento bacteriano en el intestino delga-
do— puede participar en la aparicion de la EC*™. Ademas,
algunos trabajos han descrito una mayor expresion de genes
de virulencia procedentes de la microbiota de pacientes
con EC". Un reciente trabajo muestra que un miembro de
Proteobacteria como Neisseria flavescens, el cual esta in-
crementado en pacientes celiacos, es capaz de generar un
fenotipo proinflamatorio en celulas dendriticas y producir
un incremento de citocinas proinflamatorias en mucosas
duodenales de pacientes celiacos. Los autores especulan
con el proceso de captacion de hierro por la bacteria desde
el hospedador como el factor mediante el cual la bacteria
puede generar su virulencia®.

En esta direccion, nuestro laboratorio ha llevado a cabo
trabajos con Pseudomonas aeruginosa, una cepa bacteriana
aislada en pacientes celiacos. Estudios preliminares han
mostrado que la ingesta de gluten en ratones se acompana
de la proliferacion de dicha bacteria en el intestino delgado.
P. aeruginosa es capaz de digerir y utilizar el gluten dietéti-
co mediante su elastasa bacteriana. Esta proteasa especifi-
ca es capaz de producir un incremento de linfocitos intrae-
piteliales en ratones tanto con como sin susceptibilidad
genética a la sensibilidad al gluten. Sin embargo, P. aerugi-
nosa solo induce una enteropatia caracterizada por un des-
censo en la relacion vellosidad/cripta en ratones NOD/DQ8
con susceptibilidad. Estos resultados, presentados en forma
preliminar en 2016 en el MICS (Mucosal Immunology Course
and Symposium)'?, sugieren que proteasas bacterianas indu-
cidas por el gluten pueden romper la tolerancia oral promo-
viendo respuestas inflamatorias de importancia en EC. Por
tanto, la presencia de patogenos oportunistas en el intesti-
no delgado puede estimular una respuesta inmune innata
independiente del gluten, pero que puede ser potenciada
por este.

La microbiota intestinal y el metabolismo
del gluten

La toxicidad de las proteinas del gluten radica en la presen-
cia en su secuencia aminoacidica de regiones ricas en gluta-
mina y prolina que le confieren resistencia a las enzimas
digestivas humanas'. Como consecuencia, péptidos de gran
tamano como el 33-mer aparecen en el lumen intestinal
que, una vez translocados a la ldmina propia, son capaces
de desencadenar la respuesta inmune caracteristica de la

EC. Trabajos recientes han mostrado que el tracto digestivo
humano es ampliamente colonizado por bacterias que son
capaces de utilizar gluten en su metabolismo'™. Nuestros
resultados muestran que las bacterias intestinales contribu-
yen al metabolismo del gluten in vivo. La colonizacién de
ratones libres de bacterias con cepas degradadoras de glu-
ten aisladas del duodeno reduce la cantidad de gluten en el
intestino, con respecto a ratones no colonizados, tras la
ingestion de una cantidad determinada de gluten dietético.
Este resultado fue relacionado con la capacidad hidrolitica
de los contenidos intestinales con respecto al gluten ex
vivo. Ademas, la escision de los péptidos del gluten a nivel
molecular es diferente entre bacterias. P aeruginosa, un
patdégeno oportunista perteneciente al grupo Proteobacte-
ria y aislado de muestras duodenales de pacientes celiacos,
es capaz de degradar el péptido recalcitrante 33-mer gene-
rando péptidos de unos 15-22 aminoacidos. Estos péptidos
mantenian las secuencias inmunogénicas de su predecesor y
fueron capaces de estimular células T dependientes del glu-
ten aisladas del suero de pacientes celiacos. Estos péptidos
inmunogénicos producidos por Pseudomonas pueden ser de-
gradados por miembros habituales de la microbiota duode-
nal, como son los Lactobacillus, reduciendo considerable-
mente su toxicidad. A su vez, nuestro grupo llevé a cabo
incubaciones mas complejas con Pseudomonas del duodeno
de celiacos, o Lactobacillus aislados de muestras duodena-
les de voluntarios sanos, con gluten digerido previamente
con pepsina y tripsina. Nuestros resultados mostraron que
los péptidos producidos por Pseudomonas son altamente in-
munogénicos para las células T dependientes del gluten ais-
ladas de pacientes celiacos. Curiosamente, el menor tama-
fo de estos péptidos permite una mayor difusion desde el
lumen a la lamina propia, donde se desencadena la respues-
ta inmune, incrementando su caracter toxico. Por el con-
trario, los Lactobacillus generaron péptidos poco reactivos.
Por lo tanto, nuestros trabajos sugieren que las bacterias
intestinales desempefan un papel importante en el meta-
bolismo del gluten, incrementando o reduciendo su inmu-
nogenicidad. Estas interacciones entre gluten, microbios y
hospedador pueden modular el riesgo de presentar EC en
pacientes con una susceptibilidad genética®™.

La microbiota intestinal en el tratamiento
de la enfermedad celiaca

El control de la microbiota intestinal se ha propuesto como
un posible tratamiento complementario a la dieta sin glu-
ten. Varios estudios han expuesto los efectos beneficiosos
que algunas de nuestras bacterias pueden ejercer sobre la
EC. Por ejemplo, se ha mostrado que cepas de los géneros
Bifidobacterium y Lactobacillus aisladas de muestras feca-
les de voluntarios sanos tienen efectos inmunomoduladores
frente al gluten tanto in vivo como in vitro. Varios probioti-
cos (como Bifidobacterium infantis NLS, Bifidobacterium
longum CECT o VSL#3) han mostrado resultados prometedo-
res aunque los datos no son concluyentes, y no permiten dar
indicaciones terapéuticas claras por el momento's-'8. Nues-
tros trabajos abren la posibilidad al uso de bacterias co-
mensales con la habilidad de degradar los péptidos inmuno-
génicos del gluten. El uso de proteasas microbianas como
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terapia enzimatica (farmacologica) oral, la cual se basa en
la reduccion de péptidos de gluten antes de llegar al intes-
tino delgado, lleva estudiandose durante mas de una déca-
da en EC. Varias enzimas con la capacidad de degradar el
gluten eficientemente como AN-PEP, ALVO03 o STAN1 han
sido propuestas'®?'. Sin embargo, la mayoria de estas enzi-
mas provienen de microorganismos ambientales que no re-
siden en el tracto digestivo, reduciendo sus posibilidades en
el tratamiento de la EC, ademas de ser problematica la
eleccion de una dosis adecuada para mantener activas las
enzimas durante el proceso de digestion. La formacion de
una microbiota intestinal que pueda estimular una respues-
ta inmune tolerogénica al gluten, ya sea mediante la esti-
mulacién del sistema inmune como a través de la degrada-
cion de las regiones inmunes de este, puede ser de interés
en el futuro.

Conclusiones

Cada vez surge mas evidencia cientifica para sostener un rol
de la microbiota intestinal en la EC. La microbiota intesti-
nal tiene un papel dual en la EC, incrementando o reducien-
do la susceptibilidad de un individuo al gluten. Los micro-
bios de nuestro intestino pueden interactuar directamente
con el sistema inmune, activando una respuesta tanto pro-
inflamatoria como tolerogénica al gluten dietético. Ade-
mas, dicha microbiota puede metabolizar el gluten dietéti-
co en el intestino, modificando su inmunogenicidad. El con-
trol de la microbiota intestinal puede abrir las puertas a
tratamientos innovadores en la EC.
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