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Resumen

La microbiota intestinal desempefia importantes funciones metabdlicas e inmunoldgicas en el
huésped que pueden influir en su estado de salud y en el riesgo de padecer ciertas
enfermedades. Estudios epidemioldgicos indican que factores ambientales, como el tipo de
lactancia y la incidencia de infecciones gastrointestinales, que influyen en el ecosistema
intestinal, también pueden estar implicados en el riesgo de padecer la enfermedad celiaca (EC).
La lactancia materna parece ejercer un efecto protector frente al desarrollo de la enfermedad y
a su vez favorece la colonizacidon del intestino del recién nacido por bifidobacterias. Este proceso
de colonizacion constituye un estimulo esencial para el desarrollo de adecuadas respuestas
inmunoldgicas y para reforzar la funcidon de la barrera intestinal frente a diversos alergenos y
patogenos. Estudios recientes sugieren alteraciones en el patron de colonizacion en nifios de
riesgo en los primeros meses de vida, que podrian estar relacionados con el riesgo de padecer la
enfermedad. También se ha demostrado que la microbiota intestinal de pacientes celiacos
presenta alteraciones en comparacion con la de controles sanos. Ademas, las alteraciones de la
microbiota de los pacientes y alguno de sus aislados pueden contribuir al proceso de
patogénesis activando respuestas inflamatorias de tipo Thl caracteristicas de la enfermedad.
Como consecuencia, el uso de estrategias de intervencidén nutricional, basadas en Ia
administracion de probidticos, se esta investigando como posible estrategia preventiva asi como
para mejorar la calidad de vida de los pacientes celiacos. Este tipo de intervencién podria
contribuir a restablecer el equilibrio intestinal y a atenuar la respuesta patoldgica al gluten en los
pacientes, asi como favorecer el desarrollo de un fenotipo de tolerancia al gluten en sujetos de
riesgo por diversos mecanismos.

Abstract

Intestinal microbiota is considered to develop important metabolic and immunologic functions
affecting the host’s health and disease risk. Evidence from epidemiologic studies suggests that
environmental factors influencing the intestinal ecosystem, such as type of milk-feeding
practices and incidence of gastrointestinal infections, can also contribute to determining the risk
of developing celiac disease (CD). Breast-feeding seems to exert a protective role against CD, and
also favors bifidobacteria colonization in the infant’s gut. Colonization of the newborn intestine
is consider a critical stimulus for adequate development of immune and intestinal barrier
functions, modulating host protection mechanisms against allergens and pathogens.
Observational studies indicate that the gut colonization patterns of infants at genetic risk of
developing CD differ from those of non-risk infants, which could also influence CD development.
Imbalances in gut microbiota of CD patients in comparison to healthy controls have also been
reported in several observational studies. It is hypothesized that these alterations and specific
bacteria isolated from patients could contribute to CD pathogenesis by activation of the pro-
inflammatory Th;-type response characteristic of the disease according to in vitro and animal
studies. Therefore, dietary intervention strategies based on the use of probiotics are being
considered as potential adjuvant and preventive strategies to control the disease, as well as to
improve quality of CD patients’ life. These strategies could theoretically contribute to restoring
the intestinal ecosystem, thereby ameliorating the severity of pathological manifestations of CD,
and to developing a gluten-tolerant phenotype in subjects at risk as a consequence of different
mechanisms.
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1. Introduccion

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia crénica de caracter autoinmune, desencadenada
por una intolerancia a las proteinas del gluten de los cereales, incluido el trigo, la cebada, el
centeno y posiblemente la avena, que cursa con severas alteraciones funcionales y morfolégicas
de la mucosa del intestino delgado. Los cuadros tipicos de la enfermedad suelen presentarse en
los primeros afios de vida y cursan frecuentemente con sintomatologia gastrointestinal; no
obstante, cada vez son mas frecuentes las manifestaciones extra-intestinales o atipicas,
especialmente en edades posteriores de la vida. La EC estd también asociada a otras patologias
de base inmunoldgica como dermatitis herpetiforme, déficit de IgA, diabetes Mellitus tipo I,
tiroiditis y hepatitis autoinmune.’?

En esta patologia intervienen factores genéticos y ambientales, principalmente el gluten; no
obstante, otros factores como el tipo de lactancia, la incidencia de infecciones gastrointestinales
y la composicién de la microbiota intestinal también podrian estar involucrados como se
esquematiza en la figura 1.**° La susceptibilidad genética a padecer la EC viene determinada por
los alelos especificos HLA-DQ de clase || del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) que
codifican el heterodimero HLA-DQ2 o HLA-DQS8, que interviene en la presentacién de antigenos.
El 95% de los pacientes celiacos expresan las moléculas HLA-DQ2/DQS8, indicando que es un
factor necesario para que se desarrolle la patologia; no obstante, estos factores de riesgo
también estan presentes en el 30% de la poblacién general y tan sélo un bajo porcentaje
desarrolla la EC, lo que indica que su presencia no es suficiente para que se manifieste la
enfermedad. Estudios sobre poblaciones de gemelos también han demostrado que en un 25%
de los casos uno de los gemelos no desarrolla la EC,® indicando que ademas del genotipo existen
otros factores ambientales implicados en el desarrollo de esta patologia.

En los Ultimos afios se han detectado desequilibrios en la composicién de la microbiota intestinal
en pacientes con EC y en individuos de riesgo.>”® El proceso de colonizacién en los primeros
estadios de la vida y la interaccion de la microbiota intestinal con el sistema inmune innato y
adaptativo en esta y posteriores etapas de la vida, podrian ser cruciales para el desarrollo de
tolerancia oral a las proteinas del gluten y para determinar el riesgo y severidad de la patologia.

En la actualidad, el Unico tratamiento para la EC es el seguimiento de una dieta estricta exenta
de gluten a lo largo de toda la vida del paciente. Aunque la sintomatologia suele remitir tras el
seguimiento de esta estrategia dietética, su mantenimiento es dificil debido a la presencia de
gluten en la mayoria de alimentos elaborados. Ademas, un porcentaje (8-18%) de pacientes
presentan EC refractaria y no responden a esta pauta dietética (revisado por Mooney et
al.%).Este hecho incrementa la necesidad de desarrollar estrategias terapéuticas y preventivas
adicionales al seguimiento de una dieta exenta de gluten. Entre estas se incluyen la hidrélisis del
gluten ingerido con enzimas proteoliticas, la utilizacion de agentes moduladores de la
permeabilidad intestinal, el disefio de vacunas basadas en péptidos con especificidad por las
moléculas HLA-DQ2 que faciliten la desensibilizacion al gluten y estrategias de intervencion
nutricional basadas en ingredientes alimentarios con propiedades inmunomoduladoras e
influencia positiva en la funcién barrera intestinal.*®

481



M. Laparra, M. Olivares, Y. Sanz

| LACTANCIA MATERNA |
Colonizacion del
tracto intestinal
T Bifidobacterias Péptidos del
podrian proteger frente o o gluten
-

péptidos del gluten y o L - O

Integridad
intestinal

patogenos

Lumen intestinal

o

a de mucus

am @ <omprometida

por infecciones

Epitelio intestinal

Lamine propria Infiltracion

linfocitaria
~@—\

\

c).

Autoanticuerpos / ,‘/

IFN-7

Inmunidad innata y
respuesta adaptativa

Figura 1. Influencia de la lactancia materna y microbiota intestinal
en la patogénesis de la enfermedad celiaca.

2. Microbiota intestinal, lactancia y genotipo HLA-DQ

Entre los factores ambientales relacionados con la etiologia de la EC, ademas de la ingesta de
gluten, se incluyen el tipo de lactancia, el momento de introduccion del gluten en la dieta, la
incidencia de infecciones y la composicion de la microbiota intestinal.>'*** Estudios
epidemioldgicos indican que la lactancia materna podria ejercer un efecto protector frente al
desarrollo de la EC.™ Diversos trabajos han identificado la presencia de microorganismos y de
oligosacaridos prebidticos en la leche materna y han descrito su efecto sobre la composicion de
la microbiota intestinal del lactante y la modulacién de su sistema inmune, lo que podria influir
también en el riesgo de sufrir ciertas patologias (revisado en Fernandez et al.**). En los nifios
alimentados con lactancia materna las bifidobacterias predominan en la microbiota intestinal,
mientras que la lactancia artificial favorece la colonizacién de una microbiota mas heterogéneay
més parecida a la de la poblacién adulta.”®*® Por otro lado, el analisis comparativo de muestras
de heces de gemelos y de poblacion adulta e infantil con diferente grado de parentesco ha
permitido concluir que el genotipo también condiciona la composicion de la microbiota
intestinal.'’?° Los autores Toivanen et al.”! sefialaron que ciertos genes del MCH podrian estar
implicados en las diferencias en la microbiota fecal observadas en ratones con distinto fondo
genético.

En el contexto de la EC, un estudio prospectivo de una cohorte de recién nacidos con riesgo de
sufrir EC por sus antecedentes familiares mediante PCR a tiempo real demostré que tanto el tipo
de lactancia como el genotipo HLA-DQ influyen en el proceso de colonizacién intestinal de la
microbiota.*?? En nifios con un alto riesgo de sufrir la enfermedad, analizado con independencia
del tipo de lactancia, se observéd una reduccion en el numero de Bifidobacterium spp. y de la
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especie B.longum; no obstante, la lactancia materna atenud las diferencias y favorecio la
colonizacién por especies de este género. También se observd un incremento del nimero de
bacterias del género Staphylococcus asociado con el mayor riesgo genético, en nifios lactantes,
con leche materna vy artificial. Ademads, se detectd un aumento en el nimero de B. fragilis
asociado con el riesgo genético pero sélo en nifios alimentados con férmula.® En un subgrupo de
esta cohorte también se evalud la colonizacion por especies del género Bacteroides mediante
DGGE y se demostré que la diversidad en especies era mayor en los nifios alimentados con
lactancia artificial que en los nifios alimentados con lactancia materna.”? El analisis de
prevalencia, al considerar sdélo el tipo de alimentacidén, mostré que la microbiota intestinal de los
nifios alimentados por lactancia artificial se caracterizaba por la presencia de B. intestinalis y la
de los alimentados por lactancia materna por B. uniformis. Por otro lado, el analisis en funcion
del genotipo demostré mayor diversidad en especies en los nifios con bajo riesgo que en los de
alto riesgo; ademas, se detecté mayor prevalencia de las especies B. vulgatus y B. uniformis que
en los nifios con alto y bajo riesgo, respectivamente. Al considerar las variables de tipo de
lactancia y riesgo genético de manera conjunta, se concluyé que la prevalencia de B. uniformis
caracterizaba la microbiota intestinal de los nifios de bajo riesgo y estaba favorecida por la
lactancia materna. Globalmente, se observd que la lactancia materna atenuaba las diferencias
de la microbiota relacionadas con el genotipo, lo que podria explicar en parte el efecto protector
gue se le ha atribuido a la lactancia materna sobre el desarrollo de la EC.

3. Infecciones y enfermedad celiaca

Algunos estudios epidemiolédgicos han relacionado la incidencia de infecciones, de origen
bacteriano o viral, con el riesgo de sufrir la EC. Se han propuesto varias hipoétesis para explicar la
asociacion entre la incidencia de infecciones y la EC, incluyendo la similitud entre el antigeno
bacteriano o viral y los péptidos inmunogénicos de la gliadina que podria provocar una reaccion
similar; y la sobre-estimulacidn del sistema inmune secundaria a una infeccion con produccion
de citoquinas inflamatorias TNF-a, INF-y o IL-15 (revisado en Jabri y Sollid®).

Un estudio realizado en Suiza en el que se analizaron los datos perinatales de mas de tres mil
nifios que habian desarrollado la EC, mostré que el principal factor de riesgo para su aparicion
habia sido la exposicién a infecciones durante la etapa neonatal.? Un estudio posterior se centrd
en establecer una asociacion a través de las diferencias en los niveles séricos de anticuerpos
frente a algunos agentes infecciosos entre individuos sanos y celiacos. Los resultados mostraron
una menor prevalencia de anticuerpos IgG en los pacientes celiacos, lo que sugirié que las
infecciones por los tres virus testados (rubeola, citomegalovirus y el virus Epstein-Barr) podrian
ejercer un efecto protector sobre el desarrollo de la EC.*2

Kagnoff et al.”® propusieron que la aparicién de la EC podia desencadenarse a partir de una
infeccion por el adenovirus tipo 12 por la similitud que la secuencia de la alfa-gliadina presenta
con la proteina E1d de este virus. La deteccion de un incremento en los anticuerpos IgG frente a
la proteina E1d en sueros de nifios celiacos respecto a los niveles del grupo control, parecia
respaldar esta hipdtesis.”® Sin embargo, otros estudios han llegado a conclusiones
contradictorias. Asi, Howdle et al.¥ no encontraron diferencias en los niveles séricos de esta
proteina entre pacientes celiacos y controles. Otro agente infeccioso que se ha asociado a la EC
en estudios epidemioldgicos es el virus de la hepatitis C. Esta asociacidon se basé en el hecho de
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que la incidencia de patologias hepaticas crdnicas en pacientes con EC es 15 veces mayor que en
la poblacién no celfaca®® y que en un 5% de los casos la aparicién de patologias hepéticas
autoinmunes se acompafian de celiaquia.”® No obstante, a pesar de que este virus se considera
un agente capaz de desencadenar procesos autoinmunes secundarios, los estudios no indican
que exista un incremento de enfermedad celiaca en pacientes con hepatitis C,* y la asociacién
podria ser simplemente casual.>* Un estudio prospectivo con mil novecientos treinta y un nifios
con el genotipo de riesgo para la EC indicé que una mayor incidencia de infecciones por
rotavirus, basada en los niveles séricos de anticuerpos frente a este patégeno, incrementaba el
riesgo de sufrir la enfermedad. De igual manera, hay estudios que asocian la EC con infecciones
por Campylobacter jejuni*’ y Giardia lamblia® en casos individuales. Estas observaciones parecen
sugerir la posible implicacién de las infecciones gastrointestinales en el desencadenamiento de
la EC, a través de un aumento de la permeabilidad intestinal, o bien, por una amplificacién de la
respuesta inmune frente a los péptidos del gluten.

4. Microbiota intestinal en pacientes celiacos

En los ultimos afios se han descrito alteraciones en la composicién de la microbiota intestinal en
biopsias y heces de nifios y adultos celiacos en comparacidn con la de controles.”®** El andlisis
microbioldgico de biopsias duodenales por técnicas de hibridacion in situ y citometria de flujo
demostro que la relacién entre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas en pacientes celiacos,
en el momento del diagndstico y tras el tratamiento con una dieta exenta de gluten durante al
menos 2 afios, era inferior a la detectada en individuos control, asi como la relacién entre
bacterias potencialmente beneficiosas (Bifidobacterium + Lactobacillus) y potencialmente
perjudiciales (E. coli + Bacteroides).” Analisis realizados por PCR a tiempo real, han demostrado
que el numero de Bacteroides spp. de la microbiota duodenal y fecal de pacientes con
enfermedad celiaca (tratados o no con dieta exenta de gluten) era superior a los detectados en
individuos control.** El nimero de E. coli y Staphylococcus spp. también fue mayor en pacientes
no tratados en comparacidon con controles, pero sus concentraciones se normalizaron tras el
seguimiento de una dieta exenta de gluten. Las concentraciones de Bifidobacterium spp. y
B. longum en heces y biopsias de pacientes celiacos fueron inferiores a las de controles, aunque
en biopsias las diferencias fueron estadisticamente significativas sdlo entre pacientes en el
momento del diagndstico y controles.®

El analisis de los grupos filogenéticos y la prevalencia de genes asociados a factores de virulencia
en enterobacterias asiladas de heces de nifios celiacos y sanos también han mostrado
diferencias significativas.® El analisis de los grupos filogenéticos (A, B, Cy D) de clones de E. coli
demostroé que en el grupo control no habia diferencias en su proporcién, mientras que en los dos
grupos de nifios celiacos los aislados comensales (A y B1) pertenecian, principalmente, al grupo
filogenético A. En la distribucién de los clones virulentos, representados por los grupos
filogenéticos B2 y D, también se observaron diferencias entre los dos grupos de nifios celiacos,
siendo los aislados del grupo B2 los mas frecuentes en casos de pacientes con EC activa y los del
grupo D en pacientes con EC tratada con dieta sin gluten. Otros autores también describieron la
mayor prevalencia de los grupos filogenéticos virulentos, especialmente el B, en pacientes con la
enfermedad de Crohn y con colitis ulcerosa.*® Ademds, en celiacos los clones de E. coli de los
grupos filogenéticos virulentos (B2 y D) de nifios con EC en fase activa y no activa presentaron
una mayor carga de genes que codifican para factores de virulencia que aquellos aislados del
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grupo control. La prevalencia de los genes que codifican para la fimbria P, la capsula K5 y la
hemolisina fue significativamente mayor en los dos grupos de celiacos que en los nifios sanos.
Estos resultados sugieren que la microbiota entérica de pacientes celiacos tiene un mayor
potencial patogénico que la de sanos, lo que podria favorecer el desarrollo o agravar los
sintomas de la enfermedad.® E| andlisis de aislados del género Staphylococcus en medio de
cultivo selectivo también ha puesto de manifiesto que los nifios celiacos, tratados vy sin tratar,
presentan mayor abundancia de Staphylococcus epidermidis con genes de resistencia a
metacilina, que es uno de los principales patégenos implicados en infecciones nosocomiales.*”
Por ultimo, el andlisis de aislados del género Bacteroides ha permitido detectar un incremento
de la especie B. fragilis, productora de metaloproteasas e implicada en infecciones oportunistas,
en pacientes celfacos, tratados y no tratados, en comparacién con sanos.®

Globalmente, todos estos estudios indican que existen desequilibrios en la composicién de la
microbiota intestinal de pacientes celiacos en comparacion con controles; el hecho de que estas
alteraciones sélo se restablezcan parcialmente tras el seguimiento de una dieta sin gluten indica
gue no son soélo una consecuencia secundaria del proceso inflamatorio asociado a la fase activa
de la enfermedad y que podrian jugar un papel mas relevante en su etio-patogénesis.

5. Mecanismos de patogénesis de la microbiota

La tolerancia oral a los componentes de los alimentos constituye un proceso biolégicamente
complejo resultante de la interaccion entre distintos factores ambientales y genéticos del
individuo, y que puede depender de la edad, dosis y periodo postnatal de contacto con el
antigeno, estructura y composicion antigénica e integridad de la barrera intestinal y grado de
activacién del sistema inmune de la mucosa en el momento de la exposicién.®*“° Los mecanismos
mediante los que alteraciones de la microbiota intestinal pueden contribuir a la etiologia o
patogénesis de la EC derivan de su interaccidn con las células epiteliales e inmunocompetentes
con activacion de mecanismos de transmisidon de sefiales y mediadores de la inflamacién, su
capacidad para degradar o reducir el glicocalix y mucus secretado que van a condicionar las

propiedades barrera del epitelio intestinal y su posible translocacién hasta la ldmina propia.*"*

Estudios in situ en asas intestinales de ratas han demostrado que la presencia de comensales
potencialmente patégenos (E. coli CBL2) o patdgenos (Shigella) agrava las alteraciones en la
permeabilidad intestinal causada por las gliadinas y favorece la translocacién de las mismas a la
ldmina propria.* En condiciones fisioldgicas, el epitelio intestinal constituye una barrera casi
impermeable a macromoléculas, sin embargo, la EC estd asociada a un aumento de la
permeabilidad intestinal* que facilita el acceso de los péptidos derivados de las gliadinas a la
ldamina propia y su interaccién con los componentes responsables de la respuesta inmunoldgica.
Las gliadinas, al igual que algunos patdgenos, provocan alteraciones en proteinas relacionadas
con las uniones intercelulares y relocalizacion de los distintos componentes moleculares
(zonulina, ocludina, cadherina y claudinas) que las conforman.* La relocalizacion de los
componentes en las uniones estrechas y el aumento de permeabilidad paracelular ocurren de
modo paralelo a la respuesta inflamatoria con la produccién de citoquinas como el factor de
necrosis tumoral o (TNFa) e interleuquina 1 B (IL-1B). Estas ejercen una funcién importante
favoreciendo aun mas el aumento de permeabilidad intestinal e infiltracidn linfocitaria*®* y la
activacién del factor nuclear de transcripcién kappa-B (NfkB).*
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La influencia de la microbiota y el genotipo sobre la composicion del glicocalix del epitelio
intestinal también se ha considerado un posible mecanismo de patogénesis en el contexto de la
EC. El glicocalix en el epitelio intestinal tiene una funcién importante en la prevencion del
contacto directo de los compuestos ingeridos y patdgenos intestinales con las células
epiteliales.” Estudios previos han demostrado alteraciones en la proporcién y/o composicién de
los glicoconjugados que componen el glicocalix y capa de mucus en pacientes celfacos.*® Los
pacientes celiacos presentan una mayor proporcion de residuos de D-galactosa y a(1,2)-fucosa,
si bien, estos no se encuentran en la mucosa de los individuos sanos* que si presentan residuos
de B-gal(1->3)galNAc.®® Asi se ha sugerido que patrones particulares de glicosilacién podian
favorecer la adhesion de diversos patdgenos. Aunque, también se ha postulado que estos
cambios en los patrones de glicosilacidn podrian ser motivados por alteraciones en la microbiota
intestinal. Diversos estudios han demostrado modificaciones en los patrones de fucosilacion y/o
galactosilacion de los distintos glicoconjugados en el epitelio intestinal de distintos modelos
animales.”* Sin embrago, se carece de estudios relativos a la funcién particular del genotipo del
hospedador y la composicidn de la microbiota en los patrones de glicosilacién y en el riesgo de
padecer la EC.

La capa de mucus secretada al medio luminal constituye una barrera fisica a los componentes
dietéticos y a las bacterias comensales y patdgenas intestinales. Esta barrera depende en gran
medida de su composicién en diferentes mucinas.**** Estudios ex vivo han evidenciado mayores
niveles de expresion (MRNA) de mucina tipo 2 (MUC2) en biopsias de pacientes celiacos en
comparacién con los niveles encontrados en biopsias de individuos sometidos a una dieta sin
gluten.® La biosintesis y secrecién de MUC2 constituye un proceso que se ha asociado a un
posible mecanismo de defensa del organismo frente a infecciones por patégenos intestinales,***
limitando también la proporcidon de comensales en contacto con la mucosa epitelial.*® No
obstante, la mayor expresion de MUC2 en pacientes celiacos también se ha asociado a
metaplasia de células goblet®® relacionada con atrofia y dafio de la mucosa intestinal.*® En este
sentido, en asas intestinales de rata se ha demostrado que las gliadinas reducen el nimero de
células productoras de mucus y que esta reduccién es alun mas acusada en presencia de
patdgenos intestinales (Shigella CBDS8) y potenciales (E. coli CBL2).*

También se ha postulado que la disbiosis intestinal detectada en individuos celiacos podria ser
consecuencia de una alteracién en la produccion de péptidos antimicrobianos en el huésped
como las defensinas (hD5 y hD6).* Sin embargo, otro estudio llevado a cabo en adultos celiacos
con una dieta libre de gluten demuestra una menor expresion de hD1 en biopsias duodenales,
mientras que la de hD2, -3 y -4 no sufren modificaciones significativas en sus niveles de
expresion.”’ La producciéon de defensinas forma parte primordial en los mecanismos de defensa
del hospedador y modula la composicién del ecosistema intestinal.®*° Estos péptidos se
producen en respuesta a antigenos bacterianos como el lipopolisacarido (LPS) de bacterias Gram
negativas y el peptidoglicano (muramildipéptido) de bacterias Gram positivas.®® A pesar que en
individuos celiacos se ha detectado un menor nimero de copias de los genes que codifican
defensinas, esto no siempre se relaciona con una reduccién en la produccién final de los
péptidos activos.®*

Los TLRs tienen una funcion primordial durante el desarrollo de la respuesta inmune innata
frente a antigenos ambientales asi como en la discriminacion entre bacterias comensales y

patdgenos intestinales.®? La estimulacién de los TLRs activa distintas vias de sefalizacidn y regula
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la expresidn de distintos genes y citoquinas inflamatorias lo que les confiere un papel critico en
la activacion y severidad de la respuesta inmune innata. La respuesta frente a estos estimulos
parece estar asociada a la interaccidon con las moléculas del sistema de histocompatibilidad
(MHC-II) contribuyendo a la maduracién de los linfocitos T “helper”.®® Estudios recientes han
sugerido la participaciéon de los TLRs en la EC.**® En estos estudios se reporta una mayor
expresion de TLR2%%¢ y TLR9,*® mientras que los resultados sobre el efecto en la expresién del
TLR4 son mas controvertidos. %% En ningln caso se reportan alteraciones significativas en la
expresiéon de TLR3%% y/o TLR5.®° Aunque recientes estudios in vivo han demostrado el papel
critico de la produccion de interferén (IFN)-a/B en la activacion y maduracion de células T, CD4+
y CD8+, durante las fases iniciales de infecciones viricas.®” El incremento en la expresiéon de TLR2
y TLR4 también se ha confirmado en células dendriticas y monocitos de nifios celiacos incluso
tras su tratamiento con dieta exenta de gluten.®® Los diferentes estudios parecen sugerir que la
sefializacion molecular a través de estos receptores, mediada por su interaccion con
componentes bacterianos como por ejemplo el LPS de bacterias Gram negativas, podria
contribuir a la activacion y severidad de la respuesta inmune innata y a la enteropatia. Ademas,
distintos componentes de la familia de los TLRs, asociados a la sefializacion molecular por la via
MyD88, son potentes inductores de la produccién de interferones tipo | con la consiguiente
traduccidon de genes inducibles como respuesta a moléculas microbianas y/o viricas.®® Esta
interaccion contribuye significativamente a la respuesta inmune mediada por células T.”
Ademas, diversas citoquinas proinflamatorias como IL-6, TNF y los interferones también pueden
favorecer la aparicidn de procesos autoinmunes.”

La posible influencia de las alteraciones de la composicidon de la microbiota intestinal en el
proceso inflamatorio caracteristico de la EC se ha evaluado principalmente mediante estudios
in vitro.”* En este trabajo se detectd que la microbiota fecal de pacientes celiacos inducia mayor
produccion de citoquinas inflamatorias in vitro en células mononucleares de sangre periférica
(PBMCs) que la de sanos, lo que podria contribuir al desarrollo del perfil de citoquinas tipo Thl
caracteristico de la EC. Estudios posteriores confirmaron que cultivos puros de enterobacterias
(E. coli IATA-CBL2 y Shigella IATA-CBDS8), aisladas de heces de celiacos, activaban la secrecién de
IL-12 y/o IFN-y asociada a un aumento en la expresién de moléculas HLA-DR y CD40 en PBMCs.”
Estos resultados sugieren que determinados componentes de la microbiota alterada de celiacos
junto con los péptidos del gluten podrian contribuir al proceso de inflamacién de la EC.
Utilizando un modelo de asas intestinales, la inoculacion conjunta de E. coli IATA-CBL2, gliadinas
e IFN-y demostré su influencia negativa reduciendo la produccidon del inhibidor de
metaloproteasas (TIMP-1) y una mayor secrecién del factor de crecimiento endotelial (VEGF).”
Ademas, recientes estudios in vitro sugieren un potencial papel en la EC para distintas cepas de
Bacteroides fragilis, las cuales, presentan factores de virulencia que pueden favorecer la
alteracién de la permeabilidad del epitelio intestinal y contribuyen a la produccién de patrones
peptidicos derivados de las gliadinas con potencial inflamatorio.®

En general, las evidencias cientificas existentes, sugieren la convergencia parcial de los
mecanismos de accion de los péptidos del gluten y de potenciales patégenos de la microbiota
intestinal, que podria agravar la respuesta inflamatoria y la alteracion de la permeabilidad
intestinal en la EC.
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6. Mecanismos de proteccion de potenciales probidticos

En base a las asociaciones establecidas entre la EC y la disbiosis intestinal, se ha sugerido la
posibilidad de utilizar estrategias de intervencidn sobre el ecosistema intestinal, basadas en la
administracion de probidticos,®>™ para el restablecimiento y mantenimiento del estado de salud
y la reduccidn del riesgo de enfermedad en estos pacientes. Los probidticos se han definido
como microorganismos vivos que administrados en cantidades adecuadas ejercen un efecto
beneficioso sobre el huésped.”” Entre los mecanismos por los que los probidticos podrian
contribuir a la adquisicidon de tolerancia oral a los antigenos de la dieta, asi como a reducir la
severidad con que se presenta la EC y a la recuperacién de los pacientes diagnosticados, se
incluyen los efectos inmunomoduladores, la capacidad para hidrolizar y reducir la toxicidad de
péptidos derivados de las gliadinas, la mejora de las propiedades barrera del epitelio intestinal y
el restablecimiento de la composicion de la microbiota intestinal.

Estudios comparativos entre animales libres de gérmenes y convencionales indican que la
colonizacién del intestino por la microbiota es necesaria para el adecuado desarrollo de las
respuestas inmunitarias de la mucosa y a nivel sistémico, como por ejemplo la produccion de
inmunoglobulinas y antigenos.”® Estudios realizados con algunas cepas probidticas indican que
tienen un papel importante en diversos procesos que dependen directamente del tejido linfoide
asociado a mucosas, como la tolerancia oral a los antigenos ambientales y la propia microbiota
comensal, y la liberacién de quimioquinas y citoquinas que determina el equilibrio de las
poblaciones linfocitarias Th1/Th2.” Ademas, pueden participar en la respuesta innata a través
de su interaccidon con los TLRs de células epiteliales y presentadoras de antigenos. En el marco
de la EC son relativamente escasos los estudios que han valorado la capacidad
inmunomoduladora de cepas probidticas o bacterias potencialmente beneficiosas.”*”*%° El
modelo de ratdén transgénico que expresa las moléculas HLA-DQS8, sensibilizado con gliadina y
adyuvante™’®” que presenta una respuesta celular caracteristica Th1, aunque no desarrolla
dafio de la mucosa intestinal, ha sido utilizado para el valorar el efecto de distintas especies de
lactobacilos (L. paracasei, L. fermentum y L. casei) y Bifidobacterium lactis. Estos estudios han
demostrado que cepas de estas especies tienen un efecto activador mas que supresor sobre la
respuesta inmune innata y adaptativa. Al cultivar células dendriticas inmaduras de médula ésea,
aisladas de estos animales, con los lactobacilos se favorecié la maduracion de células dendriticas
y en algunas la produccidn de TNFa especifica frente a gliadinas, tanto ex vivo, como in vivo.”
Ademas, la co-administracidon de L. casei a animales sensibilizados potencid la respuesta de
células T CD4+ frente a gliadinas. En este contexto, se ha sugerido que la cepa L. casei ATCC 9595
podria ser utilizada como coadyuvante en vacunas favoreciendo la respuesta inmune celular.”
Otro estudio realizado con la cepa Bifidobacterium longum CECT 7347 en ratas lactantes
sensibilizadas con interferon-y por via intraperitoneal y a las que se administré gliadinas
oralmente,®® permitié reproducir parcialmente la enteropatia.’®® En este modelo la
administracion de la bifidobacteria causé una menor proporcién de células CD4+ y CD4+Foxp3+
(células T reguladoras) a nivel sistémico y redujo la produccidon de TNF-a y aumenté la de IL-10
en el intestino delgado, en comparacion con el modelo de enfermedad al que se administré un
placebo. En la modulacién de la respuesta celular desencadenada por las gliadinas la produccién
de IL-10 desempefian un papel fundamental, reduciendo la produccién de IFN-y y proliferacion
celular especifica del antigeno y las células T reguladoras.®#
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En este sentido, estudios in vitro también pusieron de manifiesto que distintas bifidobacterias
(B. longum CECT 7347 y B. bifidum CECT 7365) ejercen un efecto positivo favoreciendo la
produccion de IL-10 e inhibiendo la de IFN-y en células mononucleares aisladas de sangre
periférica.”? Posteriores estudios in vivo con un modelo animal de asas intestinales demostraron
que B. bifidum CECT 7365 promueve la proliferacion de células “goblet” productoras de mucus,
cuya proporcidn se reduce al aumentar la secrecién de IFN-y.* Ademas, con la administracién
conjunta de la bifidobacteria e IFN-y no se observaron efectos negativos en la expresion de
zonulina-1 y se cuantific6 una mayor produccion de factores quimiotacticos (MCP-1) e
inhibidores de metaloproteasas (TIMP-1), evidenciando un menor dafio tisular causado por el
IFN-y. Por otro lado, estudios in vitro han demostrado que la especie B. longum CECT 7347 es
capaz de aumentar el grado de digestién de las gliadinas dando lugar a la aparicidn de patrones
peptidicos con un menor potencial inflamatorio que los generados durante el proceso de
digestidn gastrointestinal.®* En otros estudios también se ha detectado que distintas especies del
género Rothia, principalmente presentes en la cavidad oral, poseen capacidad proteolitica sobre
las gliadinas, pero su posible efecto in vivo se desconoce.®>#

El potencial inmunomodulador de los probidticos también se ha demostrado en otras patologias
inflamatorias o autoinmunes. En ratones que reproducen un modelo experimental de colitis se
ha demostrado que algunas cepas probidticas, capaces de inducir in vitro la produccion de IL-10
y disminuir IL-12, ejercen un efecto protector in vivo frente a la colitis.*” De modo similar, se han
demostrado efectos positivos del compuesto probidtico VSL#3 en la diabetes autoinmune de
ratéon.® En humanos, ciertos probidticos también han demostrado ser Utiles en la remisién de la
pouchitis, si bien, su eficiencia es mas controvertida en pacientes con colitis ulcerosa y en
enfermedad de Crohn ®

En el contexto de la EC, los estudios realizados in vitro y en animales de experimentacion
sugieren que cepas como B. longum CECT 7347 podrian ejercer efectos protectores favoreciendo
la sintesis de citoquinas anti-inflamatorias y reguladoras y reduciendo la respuesta inflamatoria y
téxica mediada por las gliadinas y las alteraciones de la microbiota; no obstante, se requiere de
estudios en humanos con adecuado disefio experimental para valorar la eficacia y grado de
proteccidn que la bacteria evaluada en estudios preclinicos puede conferir a los pacientes.
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