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RESUMEN

La enfermedad celiaca es un proceso multiorganico crénico, para el cual
actualmente sélo existe un tratamiento: la dieta sin gluten estricta. Los humanos no
tenemos todos los enzimas necesarios para la digestion del gluten, sino que nos faltan
prolil endopeptidasas (PEP), un tipo de enzimas que actian sobre proteinas con alto
contenido en prolina. Ademas, se han observado alteraciones en la microbiota
intestinal de pacientes con enfermedad celiaca y desequilibrios en los componentes de

la misma, comparados con sujetos no celiacos.

Por esto, es interesante la busqueda de nuevas terapias complementarias a la
dieta sin gluten, como son la terapia enzimatica oral con peptidasas para la digestion
del gluten o la administracion de probiéticos con el objetivo de restaurar la microbiota
intestinal. También se hace referencia a nuevas técnicas de modificacion del gluten en
las harinas, que tienen como fin la creacion de productos con menor cantidad de
gluten, aumentando asi la seguridad para los pacientes con enfermedad celiaca. Estas
técnicas podrian ser de ayuda como complemento a la dieta sin gluten, ya sea debido

a transgresiones dietéticas o al consumo accidental de gluten.

ABSTRACT

Celiac disease is a chronic multi-organ process, for which there is currently only
one treatment: strict gluten-free diet. Humans do not have all the enzymes necessary
for the digestion of gluten, but we lack the prolyl endopeptidases (PEP), a type of
enzymes that act on proteins with high proline content. In addition, alterations in the gut
microbiota of patients with celiac disease and imbalances in the components of the

same have been observed, compared with non-celiac subjects.

For this reason, the search for new complementary therapies to the gluten-free
diet is interesting, such as oral enzymatic therapy with peptidases for the digestion of
gluten or the administration of probiotics with the aim of restoring the gut microbiota.
Reference is also made to new techniques for modifying gluten in flours, which aim to
create products with a lower amount of gluten and increasing safety for patients with
celiac disease. These techniques can be used as a complement to the gluten-free diet,

either due to dietary transgressions or to the accidental consumption of gluten.
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ABREVIATURAS (por orden de aparicion)

- PEP: prolil endopeptidasa.

- HLA: sistema del antigeno leucocitario humano.

-  DQ2/DQ8: alelos en enfermedad celiaca.

- TGt enzima transglutaminasa tisular.

- CD4": cuadruple cumulo de diferenciacion, molécula expresada en la superficie de
algunas células T y células dendriticas.

- IL-15: interleucina-15.

- NF-kB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas, complejo proteico que controla la transcripcion del ADN.

- INOS: enzima 6xido nitrico sintasa.

- AGCC: 4cidos grasos de cadena corta.

- NDC: carbohidratos no digeribles.

- GLP-2: péptido similar al glucagén-2.

- NDN: nutrientes no digeribles.

- LIE: linfocitos intraepiteliales.

- AN-PEP: prolil endopeptidasa de Aspergillus niger.

- TNF-o: factor de necrosis tumoral alfa.

- Mx-PEP: prolil endopeptidasa de Mixococcus xanthus.

- mTG: enzima transglutaminasa microbiana.

- BAL: bacterias acido-lacticas.
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1. INTRODUCCION

1.1. Gluten y enfermedad celiaca

1.1.1. Proteinas del gluten

La enfermedad celiaca es un trastorno multiorganico mediado por el sistema
inmunitario, que se desencadena por el gluten en personas genéticamente
predispuestas, con aparicién a cualquier edad y distribucion mundial. Es una de las
patologias mas desafiantes, y contra la cual no hay agentes farmacoldgicos
disponibles aun (1). Con una prevalencia de alrededor del 1%, tiene un componente
genético fuerte: aproximadamente el 95% de pacientes poseen el HLA-DQ2, siendo el
resto HLA-DQS8. Esta asociacién se explica a través de la observacion de que las
células T especificas para los péptidos de gluten reconocen antigenos en el contexto
de moléculas HLA-DQ2 y HLA-DQ8, encontradas en pacientes celiacos (2). En la
enfermedad celiaca hay una pérdida de tolerancia frente al gluten y proteinas

similares.

El gluten es una proteina que esta presente en los cereales trigo, cebada,
centeno y avena, y también en sus derivados, como kamut, espelta o triticale. En el
trigo, las proteinas del endosperma son mezclas complejas que, de acuerdo a su
solubilidad, se dividen en cuatro fracciones: albuminas (solubles en agua); globulinas
(solubles en soluciones salinas); gliadinas (solubles en etanol) y gluteninas (solubles
bajo condiciones mas agresivas, a acidos, agentes reductores, detergentes, urea,

etc.).

Las gliadinas (que se encuentran en forma de monomeros) y las gluteninas
(que se encuentran en forma de polimeros), y sus homélogos en cebada y centeno,
reciben el nombre de prolaminas, debido a su elevado contenido de los amino&cidos
prolina y glutamina que, junto a la fenialanina representan el 60-80% de la
composicion aminoacidica. Ambas son proteinas de almacenamiento y comprenden
casi la mitad del contenido de proteinas de la harina de trigo. Las gliadinas, a su vez,
han sido clasificadas en a-, B-, y- y w- gliadinas, basdndose en su movilidad
electroforética en condiciones de pH &cido. Las prolaminas de la cebada se

denominan hordeinas, y las del centeno, secalinas. (3)



1.1.2. Mecanismo de digestion del gluten y respuesta inmunitaria especifica

En condiciones normales, los péptidos proteicos son hidrolizados en la luz del
intestino, dando lugar a otros mas pequefios 0 a aminoacidos aislados mediante
peptidasas gastricas, pancreéticas y del borde en cepillo intestinal antes del transporte

transepitelial a la lamina propia mucosa.

Los humanos no poseemos todos los enzimas necesarios para la digestion del
gluten. Existe una familia de peptidasas, denominadas prolil endopeptidasas (PEP),
que actian sobre proteinas con alto contenido en prolina. Por esto, actian sobre las
prolaminas del gluten, dividiéndolo en fragmentos mas pequefios con el objetivo de
reducir su toxicidad. La digestion intraluminal incompleta del gluten origina fragmentos
residuales, como el de la posicién 57-75 de la o-gliadina, resistente a la protedlisis

enzimatica debido a su contenido en glutamina y prolina.

Cuando el gluten atraviesa la barrera epitelial del intestino hasta llegar a la
lamina propia mucosa, se puede convertir en diana de la enzima transglutaminasa
tisular (TGt), enzima importante para la cicatrizacion de heridas, la regeneracion de
tejidos, etc. Cuando hay exceso de gluten, la TGt induce modificaciones puntuales en
la conformacién de los aminoacidos contenidos en las proteinas. Como consecuencia
de la accién de esta enzima, algunos residuos de glutamina se convierten en acido
glutamico, lo que provoca que esta proteina se convierta en inmunogénica (el sistema
inmunitario la reconoce como algo extrafio al cuerpo). Esta modificacién aumenta la
afinidad por las moléculas HLA en células presentadoras de antigeno, y con ello su
presentacion a los linfocitos T reactivos al gluten, y posterior activaciéon de células B
productoras de anticuerpos. Los linfocitos T (CD4") reconocen péptidos toxicos de la
gliadina, como el 33-mer (fragmento 56-88 de la a-gliadina). Se pone en marcha una
respuesta mediada por la produccion de citoquinas proinflamatorias, que conducen a
la destruccion del epitelio y la superficie de absorcion de nutrientes. Algunas
consecuencias derivadas de esto son la hipersensibilidad retardada, los fenémenos

autoinmunes y las alteraciones en la matriz extracelular y en la proliferacion epitelial.



1.1.3. Toxicidad directa del gluten

Recientemente, mediante estudios ex vivo utilizando piezas de biopsia
intestinal activadas con péptidos de gliadinas, se ha observado que algunos péptidos
(en particular el p31-43 de la a-gliadina) desencadenan una serie de mecanismos que
no estan asociados con la respuesta especifica, donde interviene tanto el epitelio
como los elementos responsables de la inmunidad innata. (3)

La gliadina es capaz de debilitar las uniones estrechas localizadas entre las
células del epitelio intestinal, denominadas tight junctions, con lo que aumenta la
permeabilidad intestinal y se produce el paso del gluten a la lamina propia mucosa. En
la enfermedad celiaca activa se ha observado un aumento en el transporte a través del

epitelio de fragmentos toxicos e inmunogénicos.

Algunos péptidos, como el péptido 19-mer de la gliadina (toxico), inducen una
respuesta inmunoldgica innata que se caracteriza por la presencia de la citoquina IL-
15 (inflamatoria), producida por los enterocitos. Esta a su vez activa al NF-kB en las
células adyacentes, aumentando la produccion de IL-15 (induce citotoxicidad y
apoptosis celular) y la induccion de iINOS, responsables de una situacion de estrés

oxidativo y una retroalimentacién de la respuesta innata.

1.2. Microbiota intestinal

1.2.1. Conceptos

La microbiota intestinal ha coevolucionado con nosotros siguiendo una
estrecha relacién de simbiosis, y su importante papel ha sido demostrado en estudios
con animales, siendo sus principales funciones las de barrera defensiva contra la
colonizaciéon por patégenos, funciones metabdlicas como proveedor de enzimas o

regulacion y desarrollo del sistema inmunitario. (4)
Algunos conceptos a destacar son:

- Microbiota: es una comunidad microbiana que incluye bacterias, el género

archaea, eucariotas y virus, ocupando un habitat determinado.

- Microbioma: es la totalidad de la comunidad microbiana, junto con sus

genomas Yy las interacciones medioambientales que tienen lugar entre los individuos.



A nivel bacteriano se ha descrito que un desequilibrio en las concentraciones

de los distintos componentes que conforman la microbiota intestinal, denominado

disbiosis, podria participar en la aparicion de la enfermedad celiaca. (5)

1.2.2. Composicién de la microbiota

Se han observado diferencias en los microorganismos presentes en los

pacientes celiacos, en comparacion con la microbiota de los individuos sanos.

(Modificado de (1))

Microorganismo/s mas abundantes en
sujetos celiacos

Microorganismos mas abundantes
en sujetos sanos

Prevotella, Actinomyces spp, Bacteroides,
Clostridium

Bacteroides vulgatus, Escherichia coli

Bacteroides spp, Staphylococcus spp,
Salmonella spp, Shigella spp, Klebsiella spp

Klebsiella oxytoca, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus pasteuri

Bacteroidetes
Neisseria spp, Proteobacteria

Lactobacillus spp, Enterococcus spp,
Bifidobacteria spp

Streptococcus anginosus,
Streptococcus mutans

Actinomyces spp, Atopobium spp,
Corynebacterium durum

Tabla 1. Especies bacterianas frecuentemente aisladas en pacientes celiacos. (Modificado de (1))

Se han descrito también diferencias en la distribucién de los microorganismos y

su abundancia relativa en distintas zonas corporales: (6)

Habitat microbiano

Filos méas representados y abundancia Numero de
relativa (%) especies

Firmicutes (36.7), Bacteroidetes (17.3),

Cavidad oral Proteobacteria (17.1), Actinobacteria (11.9), >500

Fusobacteria (5.2)

Actinobacteria (52), Firmicutes (24.4),

Piel Proteobacteria (16.5), Bacteroidetes (6.3) 00

Vias acreas Proteobactera (8) Bacteraideres (3 o
intestino Actinobacteria (3.2), Proteobacteria (21) | 1000
Egaﬁfégig;?r%‘zrr‘x:l Firmicutes (83), Bacteroidetes (3), ~150

mujeres)

Actinobacteria (3)

Tabla 2. Composicion de la microbiota humana en las cinco regiones corporales mas

extensivamente estudiadas. (Obtenido de (6))




1.2.3. Microbiota en enfermedades relativas al tracto digestivo

También se han observado cambios en la microbiota asociados a
enfermedades gastrointestinales, como en el caso de la Enfermedad Inflamatoria
Intestinal (Enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa): (Modificado de (4))

Cambios en la composicién y funcién microbiana

Aumento Disminucion
Gammaproteobacteria a-Diversidad
Auxotrofia Bacteroides y Firmicutes

Clostridia, Ruminococcaceae,

Transporte de aminoacidos Bifidobacterium, Lactobacillus

Transporte de sulfatos Faecalibacterium prausnitzii
Estrés oxidativo AGCC, butirato
Secrecion de toxinas Metabolismo butanoato y propanoato

Biosintesis de aminoéacidos

Presencia de E. coli (especificamente adherente-invasivo) y Fusobacterium

Tabla 3. Cambios en la microbiota asociados a Enfermedad Inflamatoria Intestinal. (Modificado de
4)

Por ejemplo, se ha establecido la presencia de Enterobacteria en la
Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Escherichia coli y Shigella), mientras que en la
mucosa del colon de los pacientes con colitis ulcerosa se han observado altas

concentraciones de Fusobacterium. (7)

1.2.4. Factores que influyen en la integridad y composicién de la microbiota
Entre los factores que pueden alterar la microbiota, se citan los siguientes: (8)

¢ FEdad

El desarrollo de la microbiota humana es un proceso dinamico, y la microbiota
es establecida en el nacimiento. Inicialmente, dominan los microorganismos

facultativos anaerobios (Enterobacteriaceae, Streptococci, Staphylococci).

En bebés nacidos por via vaginal, la colonizacién es iniciada por la microbiota
intestinal y vaginal, asi como por el entorno. Por otro lado, en bebés nacidos por
cesarea, el entorno es una fuente extremadamente importante de bacterias
colonizadoras, y estos bebés tienen un recuento bacteriano y una diversidad mas baja

en las semanas tempranas de la vida.




La composicion de la microbiota cambia con la introduccion de alimentos
sélidos, y la composicion similar a la adulta es establecida a partir de los 2-3 afios de
edad. Durante la edad adulta, la composicidn de la microbiota es relativamente estable
y solo se ve alterada por la presencia de factores externos.

Sin embargo, esta estabilidad disminuye en la vejez, donde también se ve
reducida la diversidad microbiana.

e Dieta

Es un factor determinante en la composicion de la microbiota intestinal. La dieta
provee nutrientes a la microbiota en el tracto gastrointestinal. Los cambios en la
composicion de la microbiota intestinal en respuesta a la ingestion de alimentos son
debidos a que diferentes especies bacterianas estan mejor equipadas genéticamente
gue otras para utilizar diferentes sustratos. Generalmente, las bacterias favorecen a
los carbohidratos como fuente principal de energia si éstos se encuentran disponibles.

Se han demostrado cambios rapidos y reversibles en la abundancia relativa de
grupos bacterianos dominantes especificos tras cambios producidos en los
carbohidratos no digeribles (NDC).

Los &cidos grasos de cadena corta (AGCC) son fuente de energia para el
epitelio del colon, y en especial el butirato tiene efectos importantes en la

diferenciacion celular y la salud intestinal.

El vegetarianismo también ha demostrado alterar la composicion de la
microbiota. La ingestion de carbohidratos y fibra produce grandes cantidades de
AGCC, gque tiene como consecuencia una reduccion en el pH intestinal, previniendo el
crecimiento de bacterias potencialmente patogénicas, como Escherichia coli y algunos

miembros de Enterobacteriaceae spp.

Basandose en todos los datos disponibles, las diferencias en las
composiciones de la microbiota intestinal son demostrables entre grupos de poblacion

siguiendo dietas diferentes.

e Uso de antibidticos

El tratamiento con antibiéticos ha demostrado producir un cambio dramatico en

la composicion de la microbiota fecal en humanos.



Se han descrito casos de cambios en la densidad o en la composicion de la
microbiota intestinal de nifios que seguian tratamiento con antibiéticos. De forma
general, el tratamiento con antibiéticos conduce a una disminucion en la diversidad
microbiana. Este desequilibrio en la microbiota puede afectar también a la actividad

metabdlica de la comunidad bacteriana en el intestino.

El tratamiento con antibiéticos en pacientes hospitalizados ha producido un
incremento en la abundancia de bacterias proteoliticas en el intestino, lo que reduce el
recuento total bacteriano y, en algunos sujetos, elimina por completo algunas
comunidades bacterianas. Una de las complicaciones mas conocidas es la diarrea
asociada a antibioticos. Se caracteriza por un crecimiento patologico de Clostridium
difficile, y provoca un desequilibrio en el metabolismo de los carbohidratos,
ocasionando una maladsorcién de particulas osmoéticamente activas. A esto también le

sigue una disminucion en la prevalencia de bacterias productoras de butirato.
¢ Presencia de enfermedades gastrointestinales

En el caso de la Enfermedad Inflamatoria Intestinal, se ha observado una
disminucién de la diversidad microbiana y de la estabilidad de la microbiota intestinal.
Ademas, se han encontrado cantidades aumentadas de Escherichia coli (de la cual
hay cepas que pueden ser patogénicas) y una deteccion aumentada de Clostridium
difficile en la recaida y la remision de ambas formas de Enfermedad Inflamatoria

Intestinal (Enfermedad de Crohn y Colitis Ulcerosa).

Por otro lado, en el Sindrome de Intestino Irritable se produce una mala
fermentacion de los alimentos, una alteracion en la composicion microbiana y una
disfuncion intestinal motora y sensorial. Se ha detectado un aumento de miembros no
clasificados de Enterobacteriaceae y una reduccion en miembros del género
Faecalibacterium en pacientes con Sindrome de Intestino Irritable comparados con

sujetos sanos.

Con referencia a la obesidad, estudios en animales han demostrado la
influencia de la microbiota intestinal en la regulacién del contenido graso. Se han
observado cambios en la composicion de la microbiota en casos de obesidad y

diabetes tipo 2.

Estas enfermedades estdn generalmente asociadas a una inflamacién cronica

de bajo grado. En sujetos obesos, el ratio Firmicutes/Bacteroidetes esta aumentado.



Este ratio es un indicador del equilibrio general de la microbiota intestinal, y por ello

conviene que no esté demasiado aumentado ni disminuido.

También se ha sefialado la importancia de otros factores ambientales (tales
como los patrones de lactancia materna, las infecciones microbianas o las alteraciones
de la microbiota intestinal (disbiosis)) a tener en cuenta en el establecimiento de la
integridad microbiana del intestino. Se han descrito disbiosis en pacientes celiacos
caracterizadas por un incremento del grupo Proteobacteria. (5)

1.2.5. Microbiotay digestién del gluten

Las proteinas del gluten presentan una toxicidad que depende, en gran
medida, de las regiones aminoacidicas ricas en glutamina y prolina, las cuales
confieren resistencia a las enzimas digestivas humanas. Por ello aparecen péptidos
que desencadenan una respuesta inmunitaria caracteristica de la celiaquia, como el
33-mer. (5)

En estudios realizados en animales se ha observado que las bacterias
intestinales contribuyen al metabolismo del gluten in vivo, relacionando estos
resultados con la capacidad de hidrdlisis del contenido intestinal con respecto al gluten
ex vivo. Patégenos oportunistas pertenecientes a Proteobacteria, como Pseudomonas
aeruginosa, mantienen las secuencias inmunogénicas del péptido 33-mer tras su
degradacion. Sin embargo, estas secuencias pueden ser degradadas por
Lactobacillus, miembros habituales de la microbiota duodenal, reduciendo asi su

toxicidad.

Ademas, comparando los péptidos producidos por los microorganismos
anteriores, se observo que Pseudomonas produce péptidos altamente inmunogénicos
para las células T dependientes del gluten aisladas de pacientes celiacos. El reducido
tamafio de estos péptidos permite una mayor difusion lumen-lamina propia, donde se
desencadena la respuesta inmunitaria, incrementando su toxicidad. Por otro lado, los
péptidos generados por Lactobacillus resultaron ser poco reactivos. Por todo esto, se
establece que las bacterias intestinales tienen un papel importante en el metabolismo

del gluten, incrementando o reduciendo su inmunogenicidad.

En la enfermedad celiaca, el Unico tratamiento completamente eficaz es la dieta

sin gluten.



Para conseguir una dieta exenta de gluten, hay que excluir de la dieta el trigo;
es decir, todas las especies Triticum, tales como trigo duro, trigo espelta y trigo
khorosan; el triticale (un cereal obtenido por el cruce de trigo y centeno), la cebada, el
centeno o sus variedades hibridas y productos derivados.

En cuanto a la avena, la mayoria de personas celiacas pueden incluirla en su
alimentacién sin que provoque efectos nocivos, pero se debe tener en cuenta el riesgo
de que la avena se contamine con trigo, centeno o cebada durante el transporte,

almacenamiento y tratamiento de los cereales.

1.3. Justificacion y objetivos

En los Ultimos afios, el porcentaje de poblacién intolerante al gluten o que
sospecha serlo, ha sufrido un incremento drastico. La enfermedad celiaca en la
actualidad es un desorden que puede afectar a un porcentaje estimado del 1% de la
poblacion, y el Unico tratamiento disponible hasta el momento es el seguimiento de

una dieta sin gluten estricta.

La microbiota y los probi6ticos, tema en el cual se profundiza en esta revision,
es parte fundamental de esta enfermedad, al confirmarse su implicacion en el

metabolismo del gluten en el intestino.

Ademas de esto, también son parte fundamental las peptidasas o proteasas,
que hidrolizan el gluten hasta convertirlo en fragmentos muy pequefios, reduciendo su
inmunogenicidad y convirtiéndolos en péptidos méas tolerables. En cuanto a las
peptidasas, los humanos no poseemos todos los enzimas necesarios para la completa
digestion del gluten, ya que no tenemos PEP (enzimas que actian sobre proteinas con

alto contenido en prolina).

Se han identificado enzimas con eficacia en la degradaciéon del gluten. La
utilizacion de enzimas como terapia oral puede tener valor terapéutico, que depende
de su resistencia a la degradacion por otras enzimas gastrointestinales y de su

eficiencia en el entorno en el cual se producen péptidos toxicos.

Se establece también que estas enzimas deben ser activas a pH &cido, y
capaces de acceder a una composicion de gluten obstaculizada por otros

componentes como el cocinado o el horneado.



Por otra parte, se han descrito cambios en la microbiota en individuos celiacos
con respecto a la microbiota en individuos sanos, produciéndose un desequilibrio en la

proporcion de microorganismos presentes en la microbiota de individuos celiacos.

Por estas razones, esta revision bibliogréfica ha sido realizada con el objetivo
principal de buscar alternativas complementarias a la dieta sin gluten en pacientes
celiacos, como la terapia oral enzimatica con peptidasas y los probioticos, para ayudar
a la hidrolisis del gluten en el tracto gastrointestinal.

El objetivo secundario del presente trabajo es buscar evidencias sobre
alternativas centradas en la modificacion de la estructura del gluten, con el fin de

proporcionar productos lo méas aptos posibles para pacientes con intolerancia al gluten.
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2. MATERIAL Y METODOS

En esta revisién bibliografica, realizada en la base de datos Pubmed y en
Google Scholar, se ha recopilado un total de 57 articulos, de los cuales han sido
descartados 17, al no cumplir alguno de los criterios de inclusién. Ademas, se han
revisado algunos capitulos del libro “Enfermedad celiaca” para confirmar los conceptos

mas relevantes de esta enfermedad. (3) (9)

Las palabras clave utilizadas en la busqueda han sido: gut microbiota and
gluten, gluten degradation, prolyl endopeptidases and gluten, peptidases and gluten,

hydrolysis of gluten, probiotics and gluten.

Para la busqueda de informacién, se ha seguido el esquema denominado

“estrategia PICQO”, en relacidn con la medicina basada en la evidencia:

P — Definiciébn del problema o paciente, que en este caso seria enfermedad

celiaca o pacientes celiacos, cuyo tratamiento se basa en la dieta sin gluten.

| — Intervencion que queremos analizar, centrada en la terapia complementaria
basada en enzimas y probiéticos, asi como las técnicas que puedan llegar a conseguir

alimentos mas seguros para los pacientes celiacos.

C — Intervencion de comparacion, relacionando las nuevas terapias propuestas
(basadas en la dieta) con otros tratamientos de tipo farmacolégico (no basados en la

dieta), como complemento a la dieta sin gluten.

O — Outcomes o resultados, que son todos los que se describen en relacion a

las intervenciones anteriormente mencionadas.

e Criterios de inclusion:
- Estudios en idioma inglés.
- Estudios recientes, publicados en los Ultimos 5 afios.

- Estudios en humanos, ya que es dificil extrapolar resultados de una poblacion

(animales) a otra (humanos).

e Criterios de exclusion:

- Todo lo que no cumpliese con los criterios anteriormente mencionados.
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3. RESULTADOS

Se ha establecido una division entre estudios realizados en animales y estudios
realizados en humanos, debido al sesgo que se produce al extrapolar resultados de
una poblacién a otra (siendo los estudios en humanos uno de los criterios de inclusion

establecidos).

3.1. Estudios realizados en animales

En el trabajo de Geurts et al. (10) se ha estudiado la microbiota y su relacion
con el grado de inflamacién. En la segunda parte de la revision, se ha estudiado el
péptido GLP-2, producido por células L y con un papel fundamental en la integridad de
la barrera intestinal y en el control de la proliferacion de las células epiteliales. La
produccion endégena aumentada de este péptido se ha asociado con la restauracién
de las tight junctions o ‘uniones estrechas’ entre células del epitelio intestinal, y con la
expresion y distribucién proteica en éstas. Posteriormente, se ha observado el efecto
de los NDN en la fisiopatologia relacionada con la obesidad: este efecto ha reflejado
una reduccion en la glucemia, masa grasa, esteatosis, apetito, lipemia, resistencia a la
insulina, inflamacién y endotoxemia metabdlica, ademas de un aumento en la

tolerancia a la glucosa.

Caminero et al. (11) han estudiado la hidrélisis y digestion del gluten,
observandose que Lactobacillus spp. es capaz de degradar péptidos de gluten,
disminuyendo su potencial inmunogénico. Lactobacillus spp. ha mostrado un
metabolismo del gluten rapido y efectivo, y es capaz de detoxificar péptidos de gliadina

después de una digestion parcial por proteasas humanas.

Ademés, Caminero et al. (5) han observado que Lactobacillus spp. y
Pseudomonas aeruginosa poseen papeles antagbnicos. Esta Ultima tiene una
inmunogenicidad muy alta, producida al traslocar péptidos a través de la mucosa. Por
el contrario, Lactobacillus spp. es capaz de degradar los productos hasta conseguir un

potencial inmunogénico bajo.

En el estudio de Luongo et al. (12) se utilizaron ratones omnivoros,
vegetarianos y veganos con el fin de observar los cambios producidos en la microbiota
de los mismos, se examinaron muestras fecales aisladas de Lactobacillus y

Bifidobacterium.
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Se han identificado diferencias especificas por género en la actividad
inmunomoduladora de las células dendriticas de los ratones, y se ha encontrado
también asociacion entre las caracteristicas inmunoldgicas cruciales de las
poblaciones bacterianas y los hébitos dietéticos especificos. Por ultimo, el area
geografica reflej6 un impacto significativo en el potencial antiinflamatorio de los

miembros de esos géneros bacterianos.

3.2. Estudios realizados en humanos

Las peptidasas que metabolizan gluten han sido divididas de acuerdo a su

origen: (13)
ALV003
[ Plantas Nigella sativa Subdivision: cereales germinados
Triticain-a Malta de cebada
Aspergillus flavus (variedad oryzae)
Hongos
- Aspergillus niger
w
Q <
% Pseudomonas aeruginosa
Bacterias
Otras: R. mucilaginosa, A. odontolyticus, C. sputigena
Insectos

\ Ingenieria

3.2.1. Peptidasas procedentes de plantas

Una de las peptidasas mas estudiadas ha sido ALV003, una mezcla de dos
proteasas especificas de gluten administradas de forma oral. En especial, se ha
observado su capacidad para proteger a los pacientes celiacos del dafio en la mucosa

inducido por el gluten (ensayo en fase 2).
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Esta combinacién de enzimas es capaz de atenuar el dafio producido por el
gluten al modificar la morfometria de las criptas y las densidades de los LIE. Ensayos
clinicos y no clinicos demuestran que ALV003 es capaz de degradar las proteinas del

gluten convirtiéndolas en fragmentos peptidicos no inmunogénicos.

Este es el primer agente farmacolégico en el que se ha demostrado la
capacidad de degradar péptidos de gluten, disminuyendo su inmunogenicidad y el
dafio en la mucosa intestinal en sujetos celiacos. Poner en el punto de mira péptidos
de gluten ricos en prolina y glutamina, y su posible modificacion mediante enzimas, es

un avance potencialmente viable en el tratamiento de la enfermedad celiaca. (14)

Ademas de la anterior, Bellir et al. (15) han observado otras proteasas con
capacidad de digestion de gluten, obtenidas de las semillas de la planta Nigella sativa.
El pH éptimo para la actividad peptidasa de la misma fue de 1.5, la temperatura 6ptima
fue de 50 °C y la actividad mas alta fue registrada tras 90 minutos de incubacion.

Se concluy6 que la enzima proteolitica parcialmente purificada por las semillas
de Nigella sativa es capaz de hidrolizar la proteina completa, por lo que podria ser de
utilidad.

Savvateeva et al. (16) han estudiado la actividad glutenasa y colagenasa de
una proteasa especifica para la cisteina de trigo, denominada Triticain-a. El gluten de
trigo fue incubado con Triticain-a-GM durante 5 minutos en medios 4cidos, neutros y

ligeramente alcalinos, a varias temperaturas.

Se observé que Triticain-a-GM cataliza de forma efectiva la degradacion del
gluten a pH 3.6, 5.6 0 6.5, y temperaturas entre 4 °C y 45 °C. La digestion completa

fue observada a pH &cido a 45 °C, aunque a 37 °C la reaccion fue casi eficiente.

Los autores demostraron significativamente que Triticain-a-GM posee actividad
glutenasa y colagenasa a 37 °C. Para su posible aplicacién futura, es importante el
hecho de que Triticain-a demostré ser relativamente estable a la protedlisis mediada

por pepsina.

También han sido estudiadas las peptidasas procedentes de cereales
germinados. En el trabajo de Knorr et al. (17) se analiza la produccion y aplicacion del
extracto de malta de cebada con alta actividad peptidasa para la degradacién del

gluten.
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Se ha observado que es posible producir un extracto de malta de cebada con
alta actividad peptidasa especifica de gluten, capaz de degradar secuencias

aminoacidicas activas en la enfermedad celiaca, como el péptido 33-mer, entre otros.

Este extracto enzimético tiene como fin la produccion de cerveza sin gluten con

un contenido del mismo por debajo de 20 mg/kg, con buenos parametros de calidad.

También en esta linea, Kerpes et al. (18) han observado que para alcanzar una
alta actividad peptidasa se requiere un tiempo de germinacion prolongado. La
actividad peptidasa especifica de gluten de la malta de cebada puede verse
incrementada si se varian sistematicamente los pardmetros de germinacion, con el

objetivo de producir cerveza sin gluten.

De acuerdo al trabajo de Scherf et al. (13), algunas de las ventajas de la
utilizacion de peptidasas procedentes de cereales germinados, ademas de su

administracién de forma oral, son las siguientes:

a) Su especificidad de adherencia esta optimizada para hidrolizar el gluten.

b) Sise aplican adecuadamente, son estables y altamente activas.

c) Pueden obtenerse a través de procedimientos establecidos, como el
malteado.

d) Pueden ser integradas facilmente en los procesos de produccion.

€) Su uso esta bien aceptado por los consumidores.

3.2.2. Peptidasas procedentes de hongos
3.2.2.1. Peptidasas procedentes de Aspergillus flavus variedad oryzae

Eugster et al. (19) describen las prolil endopeptidasas procedentes de
Aspergillus oryzae, con capacidad para digerir de forma eficiente péptidos de gliadina
ricos en prolina. De acuerdo a la base de datos MEROPS, se trata de dos prolil
endopeptidasas de la familia de proteasas S28, denominadas A0S28A y A0S28B,
secretadas por Aspergillus oryzae cuando éste crece a pH acido en un medio que
contiene proteina como Unica fuente de nitrégeno. Ambas cepas crecieron durante 48
horas a pH 4 en un medio con proteina de soja y gliadina. La cepa mas activa fue la
NRRL 2220.
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Los principales resultados del estudio fueron:

a) La prolil endopeptidasa secretada por Aspergillus oryzae (cepa RIB40) en
mayor cantidad fue la cepa AoS28B.

b) Las dos mayores prolil endopeptidasas (A0oS28A y A0S28B) fueron
secretadas también por la cepa NRRL 2220.

Ademds, se observdé que a pH 7.8, la digestion del péptido 33-mer de la
gliadina fue casi completa tras 30 minutos de incubacién con la combinacion de
A0S28B y A0S28A, siendo esta Ultima la més eficiente. Ambas cepas degradaron de
manera eficiente el péptido 33-mer, especialmente bajo condiciones acidas. Las dos
enzimas actuaron como prolil endopeptidasas estrictas, con preferencia por la

degradacion de enlaces procedentes de la region N-terminal del péptido 33-mer.

Finalmente, se sefiala que una combinacion de ambas proteasas podria ser
relevante en el desarrollo de una terapia enzimatica oral para pacientes con

intolerancia al gluten.

3.2.2.2. Peptidasas procedentes de Aspergillus niger

Salden et al. (20) demostraron por primera vez la capacidad de la enzima AN-
PEP para degradar gluten de manera eficiente en el estbmago de sujetos humanos. El
pH 6ptimo de esta enzima se encuentra entre 3 y 5, y el pH medio utilizado en las
muestras gastricas se situ6 entre 2.3 y 5.3. Se observo que, con independencia de la
densidad caldrica de la comida, la enzima degradé casi todo el gluten presente en el
estbmago en un periodo de 1 hora, mientras que con placebo, el gluten estuvo
presente durante 3 horas. Ademas, la adicibn de AN-PEP no produjo diferencias en
sintomas gastrointestinales en comparacion con el placebo, confirmando que el

consumo de esta enzima es seguro Yy bien tolerado por sujetos humanos.

En ausencia de la enzima se observé que, cuanto mayor era la densidad
calérica de la comida, menor era la cantidad de gluten que llegaba al duodeno.
Posiblemente, el contenido graso de las comidas con gran densidad calérica ayudo6 a
la digestion del gluten en el duodeno, al incrementar los niveles de enzimas

pancreaticas.

La enzima evaluada en este trabajo posee la capacidad de reducir

significativamente la cantidad de gluten antes de que llegue al duodeno.
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Se ha propuesto la utilizacibn de AN-PEP como un suplemento dietético que,
junto con la dieta sin gluten, podria ayudar a sujetos intolerantes al gluten en
situaciones de ingestién no intencional del mismo. Sin embargo, no est4 probado que
AN-PEP permita consumir gluten de manera segura a sujetos intolerantes a estas
proteinas.

En un estudio posterior, Konig et al. (21) evaluaron las propiedades de AN-PEP
para degradar péptidos inmunogénicos, convirtiéndolos en péptidos no inmunogénicos
de 8 amino&cidos como maximo. Se confirmé que actla a pH entre 2 y 8, siendo su
pH optimo entre 4 y 5. EI principal resultado es que AN-PEP disminuyo
significativamente la concentracién de gluten, tanto a dosis altas como bajas, y tanto

en estdbmago como en duodeno, en comparacion con el placebo.

Stomach Duodenum
E *k
=
‘E 600~ o
x
2 " .
%)
2 400~ " B
g =
T o
g2000 _F n.s. u
8 - £ n.s.
g bt 1 PRI ) 0
o °
€ 0 : * & A.In_bl_u
3 ° # & ° # &
o & P P & & P
Q\ o & Q\ o
& Ay & 4
A Q 2 &
S o S o
v§ v vs\ v

Figura 1. Valores de las concentraciones de gluten en estbmago y duodeno. Tanto las dosis altas
como las dosis bajas de AN-PEP disminuyeron significativamente las concentraciones de gluten
en estobmago y duodeno, en comparacién con la administraciéon de placebo. (Obtenido de (21))

En conclusiéon, este estudio mostr6 que AN-PEP es efectiva degradando
pequefias cantidades de gluten en el estbmago como parte de una comida compleja. A
pesar de esto, el uso de AN-PEP no reemplaza a la dieta sin gluten en desérdenes
relacionados con éste, aunque podria ser efectiva como ayuda en la protecciéon contra

el consumo no intencional de gluten.

Heredia-Sandoval et al. (22) estudiaron el efecto de distintas concentraciones
de AN-PEP tras incubar el gluten durante 8 horas a 35-40 °C, observandose que la
mayor reduccion en el contenido de gluten (93%) se encontraba tras su incubacion
durante 8 horas a 35°C con una dilucion de AN-PEP de 1:50 y el 20% de harina de

trigo, estableciendo éstas como las mejores condiciones para su degradacion.
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El uso de AN-PEP para degradar parcialmente las proteinas del gluten es una
estrategia efectiva para reducir su inmunogenicidad. Este tratamiento podria ser una
buena alternativa para panes con contenido reducido en gluten, después de un

analisis sensorial para asegurar la mejor calidad posible.

También pueden ejercer influencia otros factores dietéticos sobre esta enzima.
Fueron descritos algunos resultados sobre estos factores. Se incubd el gluten en
polvo, con y sin presencia de AN-PEP, observando que AN-PEP degrada el gluten en
polvo siguiendo un patrén dosis-dependiente. (23)
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Figura 2. Presencia de DQ2.5-glia-a3 en las fracciones hidrosolubles de las muestras, determinada
mediante ELISA. (Obtenido de (23))

Se observé un efecto pronunciado con la presencia de 4-20 PPU/g gluten,
manifestado por una completa degradacién del gluten tras 60 minutos. Se establece
también la actividad de AN-PEP en el rango de pH entre 2 y 8, y con un pH éptimo de
4. La digestion del gluten bajo condiciones similares a las condiciones gastricas es
optimizada con la presencia de AN-PEP, encontrando el efecto mas pronunciado a
concentraciones de 20 PPU/g gluten.

En resumen, el trabajo confirma que AN-PEP es altamente especifica para los
residuos ricos en prolina, y la degradacion de gluten se produce de manera mas lenta
en presencia de proteinas adicionales (especialmente proteinas lacteas). De hecho,
confirman la influencia de la composicion de una comida en la cantidad de AN-PEP
necesaria para la completa eliminacién del gluten. Ademés, cuando se afiaden
bebidas carbonatadas, la eficiencia de la degradacion del gluten por AN-PEP se ve

incrementada.
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En el trabajo de Scherf et al. (13) se hace una distincion entre productos de
trigo, de centeno y de cebada. Los resultados referentes al trigo muestran unos panes
libres de gluten con mejor preservabilidad, sabor y textura, y un mejor perfil de
vitaminas B y E, fibra y sales minerales. La combinacion de la germinacion del salvado
de trigo con la capacidad de degradacion del gluten de AN-PEP tiene como objetivo
producir salvado de trigo libre de gluten con un valor nutricional 6ptimo, gracias al alto
contenido en fibra dietética y folatos. En referencia a la cebada, se concluyé que es
posible producir cerveza sin gluten con base de cebada de gran calidad, usando un
extracto especial de malta enriquecido con AN-PEP.

3.2.3. Peptidasas procedentes de bacterias

Se han realizado trabajos en los cuales se estudia la capacidad de degradacion
del gluten de Pseudomonas aeruginosa. En el trabajo de Berger et al. (24) se aisl6
esta bacteria, procedente de la saliva humana y con capacidad degradadora de gluten,

de la cual se identificaron 6 cepas distintas.

Se observé que Pseudomonas aeruginosa tenia una capacidad significativa
para digerir la gliadina, tanto bajo condiciones aerébicas como anaerébicas, capacidad

gue solamente poseian 3 de las 6 cepas testadas.

Ademas, el sobrenadante de Pseudomonas aeruginosa también tenia
capacidad degradadora sin presencia de la bacteria, resultado que fue observado tras
testar 8 cepas y sus sobrenadantes para determinar qué sobrenadantes de estas
cepas eran capaces de digerir gliadina sin la presencia de la bacteria. Esta capacidad
sélo fue observada en 3 de las 8 cepas testadas. Las otras dos cepas pertenecen a
Bacillus subtilis y Bacillus pumilus, que también poseen sobrenadantes capaces de

digerir la gliadina sin la presencia de la bacteria.

Este método, consistente en aislar bacterias degradadoras de gluten, podria
ser una herramienta importante para que éstas fueran detectadas en nuestro medio y

en la flora intestinal humana.

Ademas, Wei et al. (25) aislaron e identificaron microorganismos con capacidad
de degradacién de gluten procedentes de las heces humanas y activos bajo pH &cido.
Se identificé un total de 43 cepas con capacidad de degradacion de gluten en gel,
todas pertenecientes a Pseudomonas aeruginosa. La enzima degradadora de gluten

que fue aislada representaba la pseudolisina.
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Esta enzima, procedente de Pseudomonas aeruginosa, resultd ser activa en
gel a pH 2, que de acuerdo a estudios anteriores, es el pH mas bajo registrado para la
actividad de degradacion del gluten.

La pseudolisina pertenece a la familia de las metaloproteasas de la termolisina.
Requiere calcio para conferir estabilidad a la actividad peptidasa. En este estudio se
ha demostrado experimentalmente que esta enzima es capaz de escindir el péptido
33-mer, que contiene multiples epitopos inmunogénicos en su secuencia. Esta enzima
mostré una capacidad remarcable para escindir y neutralizar los principales péptidos
inmunogénicos de gluten, por lo que podria suponer una ayuda futura para el

desarrollo de estrategias terapéuticas de digestion del gluten.

En referencia a otras bacterias, Ferndndez-Feo et al. (26) han tratado de
identificar y caracterizar los microbios naturales que residen en la parte alta del tracto
gastrointestinal y que son capaces de degradar las gliadinas inmunogénicas
implicadas en la enfermedad celiaca. Tras clasificar las cepas en 5 grupos, estos
autores observaron que 3 de esas 5 cepas tenian capacidad degradadora:

¢ Rothia mucilaginosa (cepa HOT-681) logré escindir parte del péptido 33-
mer en un periodo de 5 horas.

e Actinomyces odontolyticus (cepa HOT-701) logr6é escindir por completo el
péptido 33-mer en un intervalo de 2 horas.

e Capnocytophaga sputigena (cepa HOT-775) logré escindir el péptido 33-
mer rapidamente sin ningldn signo de supervivencia de fragmentos

mayoritarios tras la degradacion.

Otros estudios, a fin de estudiar las caracteristicas de las heces humanas, han
confirmado que éstas contienen proteinas especificas capaces de degradar el gluten e
hidrolizar los péptidos toxicos derivados de la gliadina (33-mer, 19-mer y 13-mer).
Gutiérrez et al. (27) han establecido que los pacientes celiacos pueden degradar mas
eficientemente la gliadina que los pacientes no celiacos, incluso siguiendo una dieta
sin gluten estricta. Es posible que estos sujetos hayan desarrollado una capacidad
mayor para degradar gliadina, gluten y péptidos téxicos, como mecanismo de

proteccion.

La hipotesis planteada establece que los pacientes celiacos tienen una
actividad de digestion del gluten aumentada, que promueve la proliferacién selectiva

de microorganismos que generan péptidos mas inmunogénicos.
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3.2.4. Peptidasas procedentes de insectos

También se han identificado peptidasas con actividad hidrolitica frente a las
proteinas del gluten en insectos (28). Las peptidasas de cisteina purificadas
procedentes de Tenebrio molitor hidrolizaron la fraccion de globulina de la avena, asi
como las fracciones de prolamina ricas en glutamina procedentes de la gliadina de
trigo.

Esto concuerda con la idea expuesta en el estudio: las larvas y los escarabajos
adultos de Tenebrio molitor fueron capaces de hidrolizar las fracciones proteicas del
gluten de trigo y del arroz. En comparacion con los escarabajos tenebriénidos,
Oryzaephilus surinamensis y Rhyzopertha dominica mostraron actividades mas altas
frente a los sustratos testados. El extracto de éste Ultimo degradé mas del 65% del

péptido a-gliadina.

3.2.5. Peptidasas producidas mediante ingenieria

Otras peptidasas han sido obtenidas en el laboratorio, como Kuma030 (29),
una peptidasa de gliadina que consiguié degradar de forma rapida péptidos

inmunogénicos de gliadina en condiciones gastricas.

En un modelo de digestion gastrica del pan de trigo, Kuma030 (gliadin-
peptidasa) degrad6 un porcentaje superior al 99.97% de gluten en 30 minutos. Se
observé que Kuma030 es capaz de degradar todos los epitopos inmunodominantes

del trigo, la cebada y el centeno.

Siguiendo la linea de las peptidasas creadas a través de ingenieria,
Camerlengo et al. (30) han producido y caracterizado molecularmente panes de trigo
con contenido reducido en o-gliadinas. Se observo que la deleccién de la linea Gli-

A2/Gli-D2 redujo epitopos inmunogénicos hasta en un 85%.

El uso de nuevas tecnologias, como las tecnologias de edicion del genoma,
permite introducir cambios especificos en el genoma de trigo en combinaciéon con
delecciones, evitando la formacion de epitopos téxicos. Esto podria resultar efectivo

para obtener un trigo completamente seguro para pacientes celiacos.
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3.2.6. Probiéticos: restauracion de la microbiota normal

En un estudio de intervencion, Geurts et al. (10) reclutaron mujeres obesas
usando prebidticos versus placebo, observandose un incremento de Firmicutes y
Actinobacteria, y una reduccién de Bacteroidetes, mediante el tratamiento con
fructanos tipo inulina. Como conclusion, se postuld una interaccion fuerte entre la
microbiota y los polifenoles, lo que podria resultar de ayuda en innovaciones futuras
relacionadas con obesidad y diabetes tipo 2.

Siguiendo esta linea, Caminero et al. (31) han estudiado la diversidad de la
microbiota humana implicada en el metabolismo del gluten, asi como los
microorganismos de interés en la enfermedad celiaca. En el estudio se utilizaron varios
medios de cultivo, en los cuales crecen microorganismos que favorecen la hidrolisis

del gluten. Entre ellos se encuentran los siguientes:

¢ MCGL1: es un medio pobre en nutrientes, con el gluten como Unica fuente
de nitrdgeno. Muestra la diversidad mas baja de los tres. La mayoria de los
microorganismos que crecen son Enterococcus.

¢ MCG2: medio rico en nutrientes, con la diversidad mas alta de los tres. Hay
bacterias aisladas no relacionadas con el metabolismo del gluten.

¢ MCG3: medio con la actividad més alta de los tres, con todas las bacterias
aisladas relacionadas con el metabolismo del gluten. Es un medio rico en
nutrientes, con el gluten como principal fuente de nitrégeno, y otras fuentes

en menor concentracién, como el extracto de carne. Es el mas interesante.

Las bacterias implicadas en mayor medida en el metabolismo del gluten son
Firmicutes (~73%) y Actinobacteria (~15%), siendo el ~13% restante perteneciente a
Proteobacteria. Las especies que mostraron alta actividad peptidasa frente al péptido

33-mer fueron las siguientes:

e Lactobacillus: mucosae (cepas Blc y D5al) y rhamnosus (cepas LA2a, LE3
y D1a).

e Clostridium: botulinum y sporogenes (todas las cepas aisladas).

Otros autores (32) también observaron que Streptococcus y Lactobacillus

predominaban en el medio MCG3.
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Se han realizado varios estudios en los que se observa la importancia de
Lactobacillus. Es uno de los géneros que mas alterado se encuentra en la celiaquia,
aunque su papel no estéa claro.

Francavilla et al. (33) han estudiado una seleccion de Lactobacillus con
capacidad de hidrolizar péptidos de gluten durante una digestibn gastrointestinal
simulada. Se estudiaron 18 cepas comerciales de Lactobacillus probidticos con
actividad peptidasa variable. La mezcla seleccionada fue capaz de hidrolizar por
completo el péptido 33-mer de la gliadina, el péptido 57-68 de la a9-gliadina, el 62-75
de la A-gliadina y el 62-75 de la y-gliadina.

Este género también fue utilizado en el trabajo de Alvarez-Sieiro et al. (34), con
el fin de generar una cepa recombinante a través de la prolil endopeptidasa de
Myxococcus xanthus. La cepa recombinante de Mx-PEP muestra un alto grado de
detoxificacién del péptido 33-mer (lo cual se ha conseguido de manera mucho mas
efectiva con la cepa Lactobacillus casei IPLA1506 frente a la cepa Lactobacillus casei
IPLA1503, mucho menos efectiva), una resistencia relativa a enzimas pancreaticos y
del borde en cepillo, y un pH 6éptimo de 7. Hay un potente efecto de la acidificacion del
medio en la actividad enzimatica, ya que Mx-PEP es altamente susceptible a la

inactivacion bajo condiciones gastricas (pepsina y pH bajo).

Siguiendo esta linea, en el trabajo de Tian et al. (35) se ha confirmado que las
especies bacterianas que se encuentran significativamente altas en pacientes celiacos
y que podrian contribuir a la degradacion del gluten en la enfermedad celiaca son las
especies de Lactobacillus. Entre ellas, la méas prevalente es la de Lactobacillus

rhamnosus.

Ademas del género Lactobacillus, se han realizado varios estudios en los que
se remarca la importancia de Bifidobacterium en la digestién del gluten. Quagliarello et
al. (36) han estudiado una cepa de Bifidobacterium lactis y un probiético que contenia
cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium. Estos probiéticos resultaron efectivos en la
reduccion de la permeabilidad epitelial inducida por la gliadina, previniendo la

formacion del péptido de gliadina durante la digestion in vitro.

El probidtico de férmula administrado demostré una reduccion en la produccion
de TNF-a tras 3 meses de tratamiento en muestras de sangre de pacientes celiacos
que siguieron dieta sin gluten. Los celiacos presentaron una alteracién en el ratio

Firmicutes/Bacteroides (normalmente se encuentra bajo).
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La administracion del probidtico indujo un incremento de Firmicutes sin

aumentar Bacteroides, por lo que el ratio aumento.

En esta linea, existen evidencias de que Bifidobacterium ayuda al desarrollo de
Lactobacillus, y se ha observado que, tras 3 meses de tratamiento con Bifidobacterium
breve, la microbiota del paciente celiaco podria asemejarse lo maximo posible a la

microbiota de un paciente sano.

3.3. Modificacion de latoxicidad del gluten en harinas
3.3.1. Modificacién de la estructura del gluten mediante enzimas

En el trabajo de Heredia-Sandoval et al. (37) se han estudiado estrategias para
la modificacion de las proteinas del gluten durante el proceso de elaboracién del pan

en la harina de trigo, con el fin de producir panes con gluten menos inmunogénico.

Mediante la modificacion de las proteinas en el gluten aislado, es posible inferir
las condiciones para reacciones similares durante el proceso de fabricacién del pan,
en el cual se afaden enzimas y amino&cidos libres a la mezcla inicial de harina de
trigo. El tratamiento de la harina de trigo con quimotripsina preserva mas
favorablemente sus caracteristicas que el tratamiento con transglutaminasa
microbiana (mTG): presentan una mejor apariencia, una miga mas homogénea, unos

valores de volumen mas especificos y una mayor reducciéon del gluten.

También en esta linea, Zhou et al. (2) han estudiado los mecanismos mediante

los cuales la enzima mTG disminuye la inmunogenicidad de los péptidos de gliadina.

La mTG puede madificar el gluten de forma efectiva, y se ha demostrado que la
modificacion del gluten mediante lisina (Lys) es actualmente la Unica opcion disponible

para eliminar la toxicidad del mismo.

3.3.2. Modificacién de la estructura del gluten mediante el horneado

En referencia a las técnicas culinarias, se han analizado las variaciones que
sufre la digestibilidad de las proteinas del gluten mediante el horneado. Smith et al.
(38) han observado que este proceso disminuye la solubilidad (y por tanto la

digestibilidad) de las proteinas del gluten de trigo.
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La digestion del almidon afecta al grado de digestion de las proteinas,
probablemente como consecuencia del complejo gluten-almidén que se forma durante
el horneado. La reduccion de la solubilidad y digestibilidad de las proteinas del gluten
de trigo fue confirmada mediante la técnica de inmunoblotting.

La inclusibn de amilasas en el protocolo de digestion consiguié que las
proteinas del gluten se solubilizaran y digirieran mas rapidamente por endoproteasas

pancreaticas.

3.3.3. Modificacién de la estructura del gluten mediante aditivos

Con el objetivo de conseguir productos alimenticios seguros para los sujetos
celiacos, en el trabajo de Engstrom et al. (39) se ha observado que la combinacion de
palmitato de ascorbilo con cloruro de zinc como potente detoxificador, podria ser una
perspectiva futura para conseguir convertirse en un aditivo con capacidad de
detoxificacion de gluten, afiadido a harinas con el fin de producir alimentos seguros
para sujetos celiacos.

3.3.4. Modificacién de la estructura del gluten mediante BAL

Con respecto a las bacterias acido-lacticas (BAL), en el trabajo de Alvarez-
Sieiro et al. (40) se ha estudiado el efecto de la incubacion de la masa fermentada de
forma individual con tres cepas distintas de Lactobacillus casei (IPLA 12038, IPLA
12035 y IPLA 12027). Con esta incubacion individual, se redujo entre el 90-100% del
contenido de gliadina, siendo IPLA 12038 la cepa mas activa al reducir mas del 82%
del péptido en 8 horas, hasta su completa desaparicion tras 12 horas. Esta terapia
podria usarse como un comienzo en la preparacién de masa fermentada, pudiendo

permitir la fabricacién de productos con mucha menos toxicidad inducida por el gluten.

3.4. Utilidad terapéutica

En las proteinas del gluten, la presencia de secuencias ricas en glutamina y
prolina confiere resistencia a las enzimas digestivas humanas. Como consecuencia,
aparecen péptidos toxicos capaces de desencadenar una respuesta inmunitaria. Asi
como existen algunas bacterias capaces de degradar el gluten hasta convertirlo en
pequefios fragmentos no inmunogénicos, se ha observado que otras bacterias como
Pseudomonas aeruginosa degradan el gluten generando péptidos que mantienen las

mismas propiedades inmunogénicas que sus predecesores.
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Frente a esto, varios resultados muestran que las especies de Lactobacillus
generan péptidos poco reactivos tras la degradacion del gluten, y son capaces de
reducir la toxicidad de Pseudomonas aeruginosa. Ademas de Lactobacillus, algunas
cepas del género Bifidobacterium también podrian ser de ayuda.

Todo esto, unido al hecho de que la disbiosis podria estar implicada en el
desarrollo de la enfermedad celiaca, apunta a la microbiota como una entidad que
podria participar en la susceptibilidad de un individuo al gluten, por lo que controlar y
estudiar la microbiota y los componentes de la misma con capacidad de degradacion
de gluten es fundamental para posibles innovaciones futuras, y es donde reside su
utilidad terapéutica. (5)

Con respecto a la degradacion de gluten por peptidasas no humanas, uno de
los campos de estudio sobre los cuales existen dudas es la dosis a administrar de
estas enzimas. En el trabajo de Salden et al. (20), en el cual se ha estudiado la enzima
AN-PEP, las cifras apuntaban a una relacion aproximada de 1:16 entre la enzima AN-
PEP y el agua en el que se diluia. En el trabajo de Lahdeaho et al. (14), en el cual se
ha estudiado la enzima ALV003, se ha sefialado una relacion de 1:1 entre el gluten
ingerido y la enzima administrada. Aunque existen algunas dudas, en este trabajo se
ha probado la administracion de esta enzima junto con migas de pan, para observar
asi su capacidad de degradacion de gluten. Sin embargo, la forma de administracion

de estas enzimas aln no esta clara.

En relacion a los factores que pueden influir en la actividad de la enzima AN-
PEP, en el trabajo de Montserrat et al. (23) se ha observado que el proceso de
digestion del gluten mediante esta enzima se produce de manera mas lenta en
presencia de proteinas adicionales (especialmente proteinas lacteas). De hecho, se
confirma la influencia de la composicion de una comida en la cantidad de AN-PEP
necesaria para la completa eliminacion del gluten. Ademas, cuando se afiaden
bebidas carbonatadas, la eficiencia de la degradacion del gluten por AN-PEP se ve

incrementada.

A pesar de que en la actualidad los estudios se centran en la dosis y la forma
de administracion de estas enzimas, su utilidad terapéutica se encuentra en su

administracion oral junto a la comida, con el objetivo de digerir el gluten.
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En relacion a las modificaciones producidas en las harinas, se han estudiado
tanto la modificacion de las proteinas del gluten como la adicién de bacterias &cido-
lacticas y aditivos. Ademés de esto, también se han estudiado modificaciones en las

técnicas culinarias tales como el horneado.

La utilidad terapéutica de estas técnicas es, a pequefia escala, la modificacion
de las proteinas del gluten para reducir sus propiedades inmunogénicas. A gran
escala, la utilidad terapéutica reside en la aplicacion de estas técnicas con el objetivo

de fabricar panes con menos gluten, y por tanto mas seguros para sujetos celiacos.

3.5. Otros tratamientos no dietéticos en fase de estudio

En los ultimos afios se han estudiado otros tratamientos experimentales de
caracter farmacolégico que se encuentran en desarrollo. Estos tratamientos no estan
basados en la dieta, y entre ellos pueden citarse los siguientes (desarrollo de mas a

menos avanzado): (9)

- Acetato de larazétido, modulador de las uniones intercelulares densas, que
impediria el paso paracelular del gluten a la lamina propia mediante reordenacion y
cierre de estas uniones. Estudio fase 2b completado.

- Vacunas terapéuticas que intentan conseguir tolerancia al gluten (NexVax2).
Finalizado estudio fase 1b, pendiente de iniciar estudio fase 2a.

- Anticuerpo monoclonal anti IL-15 AMG 714 que bloquea la IL-15, considerada un
mediador clave en la patogenia de la enfermedad celiaca. Pendiente de iniciar
estudio fase 2a en pacientes con enfermedad celiaca refractaria tipo 2 y en no
respondedores a la dieta sin gluten.

- Polimero BL-7010, que se une al gluten y lo “secuestra”, impidiendo la exposicion
al mismo vy, por tanto, evitando que se inicie la cascada inmunoldgica. Finalizada
fase 1b, pendiente de iniciar fase 2a.

- Inhibidor de transglutaminasa ZED1227, que bloquea una enzima clave en la

etiopatogenia de la enfermedad celiaca. Estudio en fase 1.

Estas alternativas estan en fase de investigacion, y por el momento se
muestran como “complementos” con el fin de evitar el dafio que pueden causar
contaminaciones o transgresiones dietéticas, pero por el momento no son sustitutivas

de la dieta sin gluten.
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Puesto que la enfermedad celiaca se caracteriza por una escasa mortalidad,
aungue la morbilidad es elevada, y existe un tratamiento de eficacia probada, cualquier
tratamiento alternativo s6lo podra ser aceptado si demuestra ser seguro, eficaz y con
un coste razonable. La falta de un modelo animal de enfermedad celiaca en el que
poder evaluar todos estos parametros esté retrasando la implementacion practica de
estas estrategias. Se ha propuesto que cualquier nuevo agente terapéutico debe ser
capaz de inducir una buena tolerancia local y sistémica al gluten, no presentar
antigenicidad ni efectos secundarios indeseados, y permitir la administracion dirigida o

la localizacion especifica en el intestino.

28



4. CONCLUSIONES

Las peptidasas obtenidas de bacterias como Rothia (mucilaginosa y aeria),
Actinomyces odontolyticus, Capnocytophaga sputigena, Pseudomonas aeruginosa
0 Serratia marcescens, ademas de otras procedentes de las heces humanas,

podrian degradar proteinas de gluten.

También podrian ser eficaces las peptidasas procedentes de cereales germinados
(como la Triticain-a), de insectos (como el Tenebrio molitor), de plantas (como la

Nigella sativa o la peptidasa ALV003), o de ingenieria (como el Kuma030).

Las evidencias mas fuertes corresponden a una prolil endopeptidasa procedente
del hongo Aspergillus niger, denominada AN-PEP, que podria resultar util en casos
de ingestién accidental de gluten. Algunos factores dietéticos, como el consumo de

proteinas y bebidas carbonatadas, podria influir en la actividad de esta enzima.

Los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium podrian tener un efecto beneficioso en
la microbiota intestinal del paciente celiaco y ayudar al desarrollo de ésta, ademas

de prevenir la formacion de péptidos toxicos durante la digestion in vitro del gluten.

Otros géneros como Clostridium (botulinum y sporogenes) y Streptococcus podrian

tener un efecto positivo en la reduccion de la inmunogenicidad del gluten.

La modificacion proteica o la adicion de palmitato de ascorbilo junto con zinc, que

funciona como aditivo afiadido a harinas, podrian detoxificar el gluten.

Las peptidasas de la malta de cebada podrian ser Utiles para la produccion de
cerveza sin gluten, y las bacterias acido-lacticas junto con AN-PEP podrian ser de
ayuda para la fabricacion de panes con mayor seguridad alimentaria en sujetos

con enfermedad celiaca.

El horneado podria reducir la digestibilidad y la solubilidad de las proteinas del

gluten.
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6. ANEXOS

Tolerase® G, a proline-specific endopeptidase or prolyl-oligopeptidase, is the only dietary
enzyme scientifically proven to help break down gluten in the stomach.! It gives gluten
sensitive consumers following a gluten-free diet more freedom, as they no longer need to
worry about accidentally consuming the residual gluten ‘hidden’ in many foods.

What is gluten? ‘Hidden’ gluten

Found in wheal. barley and rye, gluten Is a protein Whille 1 In 4 global consumers try to avold eating In ShDI t

complex that Is rich in an amino acid called proline loods that contain gluten, this can be almost Backed by regulatory bodies in the United

The human body cannot break down proline-ndh Impaossible when dining away from home.! Studies States, European Union (EU), Canada,

proteins eficiently and this may be why up to 13% show that, even when adopting a gluten-free diet, Australia and New Zealand, Tolerase®™ G is

of the world's population |5 sensitive to dietary gluten.?  unintentional gluten intake can range from 200 1o an IP-protected and uniquely efficacious
3,000 mg/day depending on how sincily the diet is enzyme for gluten digestion in the stomach:

Gluten 1s well-known for ghving bread its shape,
strength and texture. It1S also 0 a surprsingly followed -8 Q:}? Only enzyme that is scientifically
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llustracion 1. Presentacion de Tolerase G, una comercializacién de la enzima AN-PEP lanzada por
la franquicia DSM Nutritional Products. (Obtenido de (41))
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llustracion 2. Digestién de gluten producida por la enzima Tolerase G versus placebo, tanto en
estbmago como en duodeno, frente a la digestion de gluten producida por otros productos
comerciales. (Obtenido de (41))
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llustracion 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico mostrando la
presencia de AN-PEP en aspirados duodenales. (Obtenido de (20))
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llustracion 4. Cantidad de gluten en el pan de trigo tras 30 minutos de incubacion con Kuma030 o
EPB2/SCPEP a las concentraciones enziméaticas indicadas (A). Ambos ejes han sido trazados
siguiendo una escala logaritmica (B). (Obtenido de (29))
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llustracion 5. Picos de intensidad del péptido 33-mer después de su incubacién con la enzima
A0S28A, con la enzima AoS28B, y con ambas simultaneamente, a pH 3.8 (a) y 7.8 (b). (Obtenido de

(19))
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llustracion 6. Efecto del tiempo de incubacién de la harina de trigo tratada con AN-PEP a 40 °C.
(Obtenido de (22))
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llustracion 7. Composicion y abundancia de las bacterias salivales mas abundantes en sujetos
sanos (HC), con problemas gastrointestinales (Gl), con enfermedad celiaca (CD) y con enfermedad
celiaca refractaria (RCD). (Obtenido de (35))
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