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Resumen

Los enfermos celiacos deben seguir de forma estricta una dieta libre de gluten. La base
tecnoldgica de esta oferta se centra exclusivamente en la generacién de productos libres de
dicha proteina o sus trazas, sin aportar ningln otro beneficio. Muy recientemente se ha
desarrollado un suplemento lacteo denominado Proceliac que pretende cambiar esta tendencia
en el disefio de productos para celiacos. La base de este producto es un probidtico denominado
ES1 que tiene un fuerte efecto antiinflamatorio demostrado tanto en experimentos con células
humanas en cultivo como en animales de experimentaciéon. Se ha evaluado la seguridad
alimentaria de la bacteria ES1 siguiendo las reglas de la Organizacién Mundial de la Salud.
Ademas se ha secuenciado su genoma para asegurar la ausencia de genes que codifiquen
proteinas conflictivas. Finalmente se han llevado a cabo dos ensayos clinicos con adultos sanos y
con nifios celiacos al comienzo de dieta libre de gluten con excelentes resultados que han
revelado la capacidad de esta cepa probidtica para rebalancear la microbiota del tracto digestivo
de los enfermos celiacos.

Abstract

After receiving a celiac disease diagnosis, patients need to be on a gluten-free diet. The
technological bases of the gluten-free products are focused on generating free products of
gliadins, without providing any other nutritional benefit. Very recently we have developed a milk
supplement called Proceliac that aims to change this trend in the design of products for celiac
patients. The basis of this product is a probiotic called ES1 that has shown strong anti-
inflammatory effect in both experiments with human cell cultures and in preclinical animal
experimentation. The food safety of the ES1 probiotic has been evaluated following the
guidelines of World Health Organization. Moreover, its genome has been fully sequenced to
ensure the absence of conflictive genes. Finally, two clinical trials on healthy adults and children
with celiac disease at the beginning of gluten-free diet have been performed with excellent
results that indicate the ability of this strain to equilibrate the gut microbiota of celiac patients.
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1. Introduccion

1.1. La enfermedad celiaca

La enfermedad celiaca (abreviadamente EC) es una patologia autoinmune que se produce
cuando individuos genéticamente predispuestos ingieren péptidos provenientes de las
a-gliadinas del trigo o de otros cereales.’? Sus manifestaciones clinicas incluyen sintomas de
inflamacion intestinal y malabsorcién de nutrientes, junto con dafio severo en la mucosa.? Esta
inflamacion se produce porque tras la ingesta, las a-gliadinas son degradan parcialmente por las
proteasas digestivas rindiendo oligopéptidos que son resistentes a la proteolisis debido a su alto
contenido en glutamina y prolina.*® Estos péptidos disparan la respuesta inmune inflamatoria
dando lugar a los sintomas de la enfermedad.®!! Ligado a estos efectos inflamatorios hay que
destacar que los individuos celiacos sufren cambios importantes en su microbiota intestinal, ya
que en la misma hay una mayor presencia de cepas pertenecientes al género Bacteroides y
Clostridium y una menor proporcién de bifidobacterias.!>?

La incidencia de la EC se cifra en un 1% de la poblacién, aunque se estima que por cada caso
diagnosticado hay entre 7 y 11 casos no diagnosticados.® No existe un tratamiento terapéutico
para la enfermedad celiaca. Por ello, el individuo celiaco debe seguir una dieta libre de gluten
durante toda su vida.’® El mercado mundial de la alimentacién libre de gluten estd muy
extendido y crece por arriba de lo que se pensd en los estudios de mercado de comienzos del
decenio actual. Se calcula que en el afio 2012 sélo en Estados Unidos se generaron ventas por
mas de 4200 millones de ddlares, y se espera que esta cifra aumente hasta mas de 6500 millones
a finales del afio 2017. La tasa anual compuesta de crecimiento se situd en el 2012 en el 28% v,
lo que es mas importante, la proporcidon de consumidores de este tipo de productos aumenté
del 15 al 18% en tan sélo dos afios.?’ Aun asi hay que recordar que la base de esta oferta
dietética es la “ausencia de gluten” y que en ningun caso se han ofertado productos que,
teniendo una ausencia del mismo, presenten alguna caracteristica nutricional o funcional
adicional que sea de interés para el enfermo celiaco. Por ello, unos afios atrds, Central Lechera
Asturiana, el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) y la compafiia biotecnoldgica
Biopolis SL se interesaron por esta problemdtica y decidieron abordar un proyecto de
investigacion y desarrollo que rindiera un nuevo producto capaz de ayudar a la nutricion del
celiaco. Era una apuesta a largo plazo, repleta de incégnitas, pero merecia la pena (Figura 1).
Este producto deberia cumplir el estar libre de gluten y, ademads, presentar un perfil nutricional
gue ayudara a mantener la salud del enfermo celiaco. En las siguientes paginas se describe el
desarrollo del mismo que se denomina Proceliac.
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Figura 1. Pasos en el desarrollo de Proceliac.

2. Seleccion del probiodtico ES1

La base de Proceliac es una bacteria perteneciente al género Bifidobacterium longum. Esta
bifidobacteria fue aislada en el Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos del CSIC
(IATA-CSIC) por el grupo de la Dra. Yolanda Sanz.?! Tras escrutar centenares de aislados de
bifidobacterias provenientes de heces de nifios de menos de tres meses de edad, sanos y
sometidos a lactancia materna, encontraron una cepa a la que denominaron ES1 que poseia las
propiedades generales de un probidtico. Por un lado, esta cepa resistia valores extremos de
acidez y altas concentraciones de sales biliares, por otro sobrevivia al paso por el tracto
digestivo, tal y como se comprobd en voluntarios humanos que la ingirieron. También era capaz
de adherirse parcialmente a la superficie de células intestinales humanas. Ademas, inhibia
parcialmente el crecimiento de varios patégenos bacterianos presentes en exceso en la
microbiota intestinal de los celiacos.

Todas estas propiedades eran importantes, ya que conferian a la cepa ES1 un caracter
probidtico. Pero era aun mas importante el hecho de que esta cepa degradaba parcialmente
muchos de los péptidos de las gliadinas que son responsables del disparo de la inflamacidn
celiaca, como se demostrd en un experimento con cultivos en suspension de células de epitelio
intestinal humano Caco-2 a las que se les afadieron muestras de gliadinas previamente
sometidas a una digestidn gastrointestinal in vitro. El conjunto se coincubd con células de la cepa
ES1 o de otras bifidobacterias y las mezclas de péptidos generadas en cada caso se sometieron a
un analisis por RP-HPLC-ESI-MS/MS. Con ello se determinaron los péptidos de degradacion
generados que se evaluaron en cuanto a su toxicidad. Los resultados indicaron que cada cepa de
bifidobacteria producia un conjunto distinto de péptidos de degradacion de las gliadinas y que
ES1 era la Unica que no producia los péptidos a-B-Gld (122-141) o a-B-Gld (158-164) que
provocan inflamacién al interaccionar con el receptor CXCR3. Como consecuencia se detecté
ausencia de citotoxicidad exclusivamente en la muestra que contenia esta cepa probidtica.??
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3. Capacidad antiinflamatoria de la cepa ES1

En los laboratorios del IATA-CSIC se ha demostrado que esta cepa es capaz de inducir una
respuesta antiinflamatoria hasta en tres modelos celulares distintos. El primer estudio se realizo
en colaboracion con los hospitales universitarios La Fé y General de la Universitat de Valéncia. Se
tomaron heces de nifios celiacos, con sintomatologia y sin sintomatologia, y también de nifios
sanos, que se incubaron el probiético ES1 o un placebo. A su vez el conjunto se coincubd con
células mononucleares de sangre periférica de adultos sanos. Los resultados indicaron que las
heces de nifos celiacos expuestas al placebo daban lugar a un incremento significativo de la
sintesis de la citoquina estimuladora de la inflamacién TNF-a También se detectd un incremento
en la produccion de CD86 y una disminucion de la sintesis de la interleuquina antiinflamatoria
IL-10 y la expresidn de CDA4. En el caso de las heces provenientes de nifios con sintomatologia se
detectd una expresion elevada de IFN-y indicativa de un disparo de la inflamacién. Por el
contrario, las heces incubadas con el probidtico ES1 no tenian incrementada la sintesis de todos
estos marcadores inflamatorios y, por el contrario, sintetizaban mas citoquina antiinflamatoria
IL-10.5

Posteriormente el grupo del IATA-CSIC utilizé otro modelo celular, las células Caco-2 de epitelio
intestinal humano, que se trataron con un hidrolizado de gliadinas en presencia o ausencia de la
cepa probidtica. Mediante transcriptomica se cuantificé la expresién de varios genes que
codifican proteinas relacionadas con la respuesta inflamatoria como el receptor CXCR3, NF-kf y
TNF-a y se analizé la produccion de marcadores proinflamatorios como IL-1B, p50, y los propios
NF-kB y TNF-a. Los resultados fueron muy similares a los del estudio anterior, ya que las células
epiteliales coincubadas con el probidtico ES1 mostraron un descenso de la transcripcion de los
genes marcadores de inflamacidn y, consecuentemente, una bajada en la deteccion de los
mismos.??

Finalmente se estudié el efecto de la adicién de la cepa ES1 a cocultivos de células dendriticas
humanas, células de epitelio intestinal humano Caco-2 y un hidrolizado de gliadinas. En este caso
se utilizaron como controles dos enterobacterias aisladas a partir de heces de enfermos celiacos
(Escherichia coli CBL2 y Shigella CBDS8). Este trabajo se realizé en el marco de una colaboracion
entre el IATA-CSIC y el Departamento de Inmunologia de la Academia de Ciencias de la Republica
Checa. Los microorganismos patégenos indujeron alteraciones citolégicas en las células
dendriticas, como la disolucidon del podosoma, la activacion de la adhesion y la propagacién, y
también un disparo de la expresion de varios marcadores de inflamacién como IFN-y, IL-12 y
TNF-a. Estos cambios no se detectaron al afadir la cepa probidtica ES1 que ademas no activé la
adhesidn, redujo la expresién de CD40 y CD86 y de IFN-y e incrementd la secrecién de la
citoquina antiinflamatoria 1L-10.2*

Finalmente se realizé un estudio protedmico para analizar el secretoma de células de epitelio
intestinal humano Caco-2 cultivadas con un hidrolizado de gliadinas en presencia del probiético
ES1 o de un placebo. Utilizando 2DE y MALDI-TOF se detecté un mayor niumero de proteinas
secretadas en el caso del placebo que en el de la cepa ES1. La mayoria de estas proteinas
estaban relacionadas con la desorganizacién del citoesqueleto, la inflamacién y la apoptosis. En
el caso del grupo tratado con el probidtico ES1 estas proteinas no se detectaron. Por el contrario
se comprobd la presencia de proteinas relacionadas con la supervivencia y la funcién celular y la
homeostasis del calcio. Todo ello era indicativo de una disminucién de la toxicidad de las
gliadinas.?®
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4. Ensayos en animales de experimentacion

A pesar de los multiples esfuerzos, desgraciadamente no existe un modelo animal de
enfermedad celiaca.?® Tras estos ensayos en modelos celulares, los investigadores del IATA-CSIC
decidieron pasar a un estudio en ratas recién nacidas a las que se indujo una enteropatia
intestinal por tratamiento con IFN-y. Estas ratas se alimentaron con gliadinas y con un placebo o
con el probidtico ES1. Tras el ensayo los animales se sacrificaron y se realizd un estudio
histoldgico del yeyuno, analizando la expresion del gen que codifica NFkB y la produccion de
diversas citoquinas. También se estudid la produccion de poblaciones de leucocitos y de
células T. El analisis de los resultados indicd que el grupo de ratas que recibié el placebo
presentaba cambios en la estructura del epitelio intestinal, fundamentalmente una mayor
infiltracion celular, una anchura reducida de los villi y una reducciéon en la altura de los
enterocitos. Por el contrario, el grupo de ratas que habia ingerido el probidtico ES1 tenia
mejorada la arquitectura de dicho epitelio. Ademads, las ratas que comieron placebo tenian
incrementado el nimero de células T CD4+, CD4+/Foxp3+ y CD8+. Ademds, se comprobd que la
ingesta del probidtico ES1 reducia la produccidn de TNFa e incrementaba la de citoquinas
antiinflamatorias como IL-10.%7 En un trabajo posterior utilizando el mismo modelo animal se
analizé el proteoma de secciones de yeyuno provenientes de animales sensibilizados o no con
IFN-y y alimentados con gliadinas, en presencia o ausencia del probidtico ES1, encontrandose
solo diferencias significativas en los animales no sensibilizados que habian ingerido ES1 en
comparacion con los que no lo habian hecho.?®

5. Seguridad alimentaria de la cepa probidtica ES1

Todos estos resultados esperanzadores, decidieron el inicio del estudio de seguridad alimentaria
de la cepa ES1 que se llevd a cabo en Biopolis SL, siguiendo las recomendaciones de FAO y la
Organizacion Mundial de la Salud.?® En una primera fase se evalué la produccién por la cepa ES1
de compuestos toxicos como aminas bidgenas o sales biliares desconjugadas. También se
cuantificd la productividad de D y L-lactico y su relacion, asi como los niveles de resistencia a
muchos antibidticos de uso hospitalario. No se detectaron valores problematicos.

En una segunda fase, y en colaboracién con el Instituto Pasteur de Montevideo, se realizé un
estudio de toxicidad aguda usando ratones normales e inmunodeprimidos mediante tratamiento
farmacoldgico. Ambos grupos se alimentaron con un placebo o con el probidtico ES1. Tras una
ingesta de 9 dias no se detectaron problemas fisiolégicos. Pasado este tiempo los animales se
sacrificaron y se realizd un estudio anatomopatoldgico de todos los drganos, no detectandose
alteraciones. Finalmente se analizé la presencia de la cepa ES1 en todos los drganos aislados
para detectar su posible translocacion. Dicha busqueda resultd infructuosa, incluso en el caso de
los animales inmunodeprimidos.°

Ademas, en Biopolis SL se secuencié el genoma de la cepa ES1 utilizando tecnologia de
pirosecuenciacion masiva, confirmandose a nivel molecular la ausencia de genes relacionados
con resistencia a antibidticos, virulencia o factores de patogenicidad. Este estudio permite
disponer en estos momentos de la anotacidon completa del genoma de la cepa probidtica ES1. Sin
duda este hecho ayudard a entender las bases moleculares de su comportamiento
antiinflamatorio.
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6. Ensayos clinicos

Tras todo lo expuesto se llevaron a cabo dos ensayos clinicos con el probidtico ES1 en
voluntarios humanos. Ambos fueron coordinados por el grupo del IATA-CSIC. En el primero de
ellos, a adultos sanos se les suministrd el probiético o un placebo en forma de pastilla durante
quince dias. Posteriormente se realizé un lavado de dos semanas y se cruzaron los grupos.
Ninguno de los participantes en el ensayo manifestd problemas o molestias intestinales o de
cualquier otro tipo. Ademds se analizaron las heces de dichos individuos, determinandose la
presencia mayoritaria de la cepa ES1.

En el segundo ensayo clinico se trabajé con nifios celiacos que comenzaban una dieta libre de
gluten. Se les suministré el probidtico o un placebo durante tres meses. El estudio se realizé en
el Hospital Sant Joan de Reus y en el Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona. Los resultados
indicaron que algunos productos celulares que estan implicados en la respuesta inflamatoria
estan reducidos de una forma estadisticamente significativa en el grupo que recibié el probidtico
ES1. Ademas, la flora intestinal de los nifios que recibieron el probidtico tenia cambios positivos
significativos con respecto al grupo que recibio el placebo, reduciéndose los conteos de
Bacteroides y Clostridium y aumentando los de bifidobacterias. En estos momentos se esta
redactando un articulo cientifico conteniendo todos estos resultados.

7. Desarrollo tecnolégico del producto Proceliac

Animados por estos resultados, los investigadores del Departamento de |+D de Central Lechera
Asturiana desarrollaron Proceliac. Para ello combinaron el uso del probidtico ES1 con la adicion
de una serie de nutrientes importantes en el desarrollo (calcio, hierro y vitaminas B; y Bs) o en la
respuesta inmune (selenio, zinc y vitaminas A, Bg y Bi1,) del individuo normal o del individuo
celiaco.3! Conviene destacar que en el caso del calcio Proceliac cubre el 50% de la dosis diaria
recomendada y en el resto de nutrientes tan sélo el 15% (Tabla 1).

El producto es una leche deshidratada baja en grasa que se presenta en dos formatos distintos:
un bote familiar con un dosificador que cubre 14 raciones o una caja que contiene 14 sobre
unidosis (Figura 2). En la actualidad se estan desarrollando nuevos conceptos de producto que,
basdndose en estos desarrollos previos, mejoren la oferta. Por ejemplo, se estd finalizando el
desarrollo del mismo tipo de productos pero libres de lactosa y adicionados de cacao o vainilla.

Todo lo expuesto en las paginas anteriores permite concluir que Proceliac es un producto lacteo
pensado y disefiado pensando especificamente en los celiacos. Es un desarrollo novedoso en el
mundo de la dieta libre de gluten al combinar la presencia de un probiético y venir avalado por
una experimentacion cientifica sélida que ya ha dado lugar a publicaciones cientificas en revistas
de reconocido prestigio. Conviene destacar que mediante su uso se pretende mejorar el estado
de bienestar del colectivo celiaco, pero por supuesto, este producto no sustituye la dieta libre de
gluten ni permite transgresiones voluntarias. Su papel es otro: paliar la inflamacidn intestinal y
restablecer la microbiota del enfermo celiaco.
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Dato de interés Valor por 30g/vaso de 250 ml % CDR
Valor energético (Kcal/Kj) 105,9 / 449,6

Proteina (g) 8,2

Hidratos de carbono (g)* 17,7

Lactosa(g) <0,01

Glucosa+ Galactosa(g) 12,8

Dextrosa (g) 49

Grasas (g)? 0,25

de las cuales saturadas (g) 0,16

Sodio (g) 0,13

Calcio (mg) 400 50,0
Potasio (mg) 400 20,0
Hierro (mg) 2,1 15,0
Zinc (mg) 1,5 15,0
Selenio (ug) 8,3 15,0
Vitamina A 120 15,0
Vitamina D 1,0 20,0
Vitamina E 1,8 15,0
Vitamina B1 0,17 15,0
Vitamina B5 0,9 15,0
Vitamina B6 0,21 15,0
Vitamina B12 0,38 15,0

Tabla 1. Composicién nutricional de Proceliac ( ! Todos aziicares; ? Saturadas 0.16 g).

.E-_IN GLUI_E@

Figura 2. Formatos de Proceliac.
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