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Hoy en día es frecuente relacionar el gluten con ciertos alimentos, así como 

con determinados enfermos que se ven afectados tras su ingesta, pero ¿Qué es 

realmente el gluten? ¿Cuál es el motivo por el que los alimentos con gluten no pueden 

ser consumidos por muchas personas? ¿Por qué es dañino para algunos individuos y 

para otros no? En esta Tesis Doctoral vamos a intentar dar respuesta a todas estas 

preguntas, haciendo hincapié en el proceso metabólico del gluten en el tracto digestivo 

humano. Para hacer un pequeño acercamiento a su definición podemos decir que el 

gluten forma parte del componente proteico de reserva que aparece en el endospermo 

de algunos cereales. Este es el responsable de las propiedades de elasticidad, 

cohesión y viscosidad que posee la harina de trigo. Son precisamente estas 

propiedades fisicoquímicas las que hacen que el trigo posea unas características 

únicas que no se encuentran en ningún otro cereal y que son importantes a nivel 

culinario, permitiendo la elaboración de pan y otros alimentos procesados como las 

pastas, galletas, etc. Por esta razón el gluten se encuentra presente en numerosos 

alimentos y su eliminación de la dieta es realmente complicada. A su vez, el gluten es 

el protagonista negativo de una de las enfermedades autoinmunes más frecuentes en 

la actualidad: la enfermedad celiaca. Hoy en día, el único tratamiento de esta 

enfermedad es llevar a cabo una dieta sin gluten de por vida con todos los problemas 

que ello conlleva. Dada la importancia y ubicuidad del gluten en la actualidad, parece 

sorprendente el escaso conocimiento que hay sobre su metabolismo en el cuerpo 

humano, más aun cuando se sabe que este componente tiene un efecto perjudicial 

sobre determinados individuos. Por esta razón, el objetivo de esta Tesis Doctoral es 

estudiar el metabolismo del gluten en individuos sanos, enfermos celiacos y familiares 

de pacientes celiacos; centrándonos principalmente en el metabolismo microbiano 

intestinal. 
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1- El gluten 

1.1-  La importancia de los cultivos de trigo 

Los cereales son los cultivos más importantes a nivel mundial con unos 2.000 

millones de toneladas de grano anuales. Sin embargo, el 70% de los cereales 

consumidos por la población mundial son el trigo, el maíz y el arroz (1). Por tanto, el 

trigo es uno de los cultivos más extendidos en la actualidad, cosechándose alrededor 

de unos 600 millones de toneladas repartidos en un área geográfica extensa (2). El 

trigo o triticum que conocemos hoy en día proviene de una hibridación del trigo 

silvestre que dio lugar a una planta hexaploide con unas semillas de mayor tamaño 

que las de su predecesora (3). El cultivo de esta planta perteneciente a la familia de 

las gramíneas se remonta a la antigua Mesopotamia, alrededor del 8500 a.C., y su 

recolección llevó consigo uno de los grandes avances del ser humano: la agricultura. 

La agricultura y la ganadería supusieron un profundo cambio en los hábitos sociales 

humanos con la aparición del sedentarismo y marcó la entrada del neolítico (3, 4). 

Desde entonces este cereal se ha extendido por casi todo el globo gracias 

principalmente a que la harina de trigo es la base del pan, tal vez el alimento más 

antiguo y distribuido en todas las culturas (3). La capacidad de la harina de trigo de 

producir pan se debe principalmente a las proteínas del gluten que proporcionan una 

masa elástica y cohesiva capaz de retener el gas producto de la fermentación de 

levaduras (5). Esta capacidad de formar masa es única, por esta razón el trigo, o más 

concretamente el gluten, se extendió a otras formulaciones alimentarias apareciendo 

de manera ubicua en la actualidad (6). La mayor parte se emplea para consumo 

humano, principalmente en productos horneados como pan o galletas; aunque 

también aparece en pastas, espesantes de salsas o incluso como aditivo de bebidas 

alcohólicas. Un porcentaje menor es destinado para el consumo animal, como 

simiente, o para uso industrial (2, 3). Por tanto, las características únicas del trigo se 

deben principalmente a las proteínas del gluten, que son las que convierten a la harina 

de trigo en uno de los alimentos más consumidos en todo el mundo. Se estima que la 

ingestión de gluten en un individuo que sigue una dieta occidental es de 10-20 g al día 

que es una cantidad muy elevada (7). Parece impensable que un alimento tan 

consumido y extendido a nivel mundial pueda acarrear un perjuicio en la salud. Sin 

embargo, no todo en el trigo son beneficios. Las proteínas del gluten, precisamente las 
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que hacen del trigo un cereal único e insustituible, tienen un efecto nocivo para 

determinados individuos (6).  

 

1.2- ¿Qué es el gluten? 

El gluten, estrictamente hablando, se puede definir como la masa que queda 

tras eliminar los componentes solubles en agua de la harina de trigo. Este sólido 

resultante contendrá, dependiendo de la intensidad de lavado, entre un 75-85% de 

proteínas y entre un 5-15% de lípidos y carbohidratos insolubles. Sin embargo, cuando 

comúnmente hablamos de gluten, nos referimos a las proteínas de reserva del trigo 

que son insolubles en agua (8). Desde un punto de vista fisiológico, las proteínas del 

gluten se encuentran en el endospermo del grano de trigo y su función es la de 

almacenar el carbono, nitrógeno y azufre necesarios para la germinación de la planta 

(8). No obstante, la importancia que ha adquirido el gluten en la actualidad no tiene 

nada que ver con las funciones de reserva que ejerce en la planta, sino con las 

propiedades visco elásticas de sus proteínas que le dan unas características únicas a 

nivel culinario e industrial (6).  

El estudio de las proteínas presentes en los cereales, y más concretamente en 

el grano de trigo, comienza con el aislamiento del gluten por Beccari et al. en 1745 (1). 

Desde entonces se han llevado numerosas clasificaciones de su complejo entramado 

proteico. Una de las clasificaciones más utilizadas es la realizada por Osborne et al., 

en 1924, en la que las proteínas presentes en las plantas se separaban en función de 

su solubilidad. Según esta clasificación las proteínas del grano de trigo se podían 

dividir en albúminas (solubles en agua), globulinas (solubles en soluciones salinas), 

gliadinas (solubles en solventes alcohólicos como etanol al 60%) y gluteninas 

(aquellas proteínas que sólo eran solubles en ácidos, bases, detergentes, etc.) (1, 9). 

La fracción correspondiente al gluten es la formada por los dos últimos componentes, 

es decir, gliadinas y gluteninas. A su vez las gliadinas y gluteninas están formados por 

una compleja mezcla de proteínas, que se pueden separar en más de 50 

componentes individuales mediante técnicas de electroforesis en 2D. Ambos tipos de 

proteínas tienen una contribución importante en las propiedades reológicas de la 

masa. Sin embargo sus funciones son divergentes (8). 
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 Las gliadinas 

Las gliadinas son proteínas monoméricas solubles en etanol al 60%. Éstas 

contribuyen principalmente a la viscosidad y extensibilidad de la masa y se pueden 

clasificar, según su movilidad electroforética a bajo pH, en: α/β-gliadinas, γ-gliadinas y 

ω-gliadinas (8). Las ω-gliadinas, también conocidas como gliadinas pobres en azufre, 

se caracterizan por tener un peso molecular mayor (40-50 kDa) y presentar casi en su 

totalidad regiones repetitivas ricas en glutamina y prolina tales como PQQPFPQQ. En 

cambio, las α/β-gliadinas y γ-gliadinas tienen menor peso molecular (28-35 kDa) y 

menor contenido de prolina y glutamina con respecto a las ω-gliadinas. Además, 

poseen cisteína en su secuencia aminoacídica que les permite formar enlaces 

disulfuro (8, 10) (Tabla 1). La diferencia entre α/β-gliadinas y γ-gliadinas radica en el 

contenido de algunos aminoácidos como la tirosina y en la presencia de diferentes 

dominios C-terminal y N-terminal (8). El dominio N-terminal se caracteriza por la 

aparición de regiones repetitivas ricas en glutamina, prolina, fenilalanina y tirosina. Las 

regiones repetitivas de las α/β-gliadinas son dodecapéptidos tales como 

QPQPFPQQPYP que se repiten normalmente cinco veces. En cambio la región N-

terminal de las γ-gliadinas se caracterizan por la repetición de la secuencia 

QPQQPFP, con residuos adicionales intercalados, al menos unas 16 veces (11). Por 

otro lado, la región C-terminal no tiene regiones repetitivas y presenta una proporción 

menor de residuos de prolina y glutamina que el dominio N-terminal. Aunque este 

dominio es homólogo en α/β-gliadinas y γ-gliadinas, va a haber menos residuos de 

cisteína en las α/β-gliadinas que va a afectar a su capacidad de formar uniones 

intracadena (8, 11, 12). 

 

Tabla 1: Características de las proteínas del gluten. Se muestra el peso molecular de las proteínas (Pm) 

en kilodaltons (kDa), el porcentaje de cada proteína de acuerdo al total de proteína presente en el gluten y 

la composición en los aminoácidos glutamina (Gln), prolina (Pro), fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) y glicina 

(Gly) de cada tipo de proteína.  

Tipo 
Pm 

(kDa) 

Porcentaje 

(%) 

Gln 

(%) 

Pro 

(%) 

Phe 

(%) 

Tyr 

(%) 

Gly 

(%) 

ω-gliadina 39-55 3-7 50 23 9 1 1 

α/β-gliadina 28-35 28-33 37 16 4 3 2 

γ-gliadinas 31-35 23-31 35 17 5 1 3 

x-GLAPM 83-88 4-9 37 13 0 6 19 

y-GLAPM 67-74 3-4 36 11 0 5 18 

GLBPM 32-39 19-25 38 13 4 1 13 
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Además de los tres tipos de gliadina que hemos visto anteriormente, también 

existe un tipo de gliadinas minoritarias, con una proporción anormal de cisteínas en su 

secuencia aminoacídica, que frecuentemente son vinculadas a gluteninas (13). Éstas 

pueden aparecer tanto en la fracción soluble en etanol como en la insoluble, y se 

conocen con diversos nombres como gliadinas de alto peso molecular (GAPM), 

agregado de gliadinas o gluteninas solubles en etanol. Se cree que este tipo de 

gliadina puede actuar como terminador en la polimerización de las gluteninas (8). Las 

GAPM tienen uniones intercadenas con α/β-gliadinas, γ-gliadinas y moléculas de bajo 

peso molecular; de este modo las GAPM van a poseer un tamaño mayor que los tipos 

de gliadinas descritos anteriormente, entre 100 y 500 kDa (8, 12, 14). 

 

 Las gluteninas 

Las gluteninas son agregaciones proteicas complejas unidas por enlaces 

disulfuro entre cadena. Estas agregaciones poliméricas son insolubles en etanol al 

60% y forman parte de las proteínas más largas conocidas. Su tamaño oscila entre 

500.000 y 10.000.000 de Da (8). Las gluteninas son las responsables de la elasticidad 

y cohesividad que posee la harina de trigo. Cuando los enlaces disulfuro entre 

cadenas de las gluteninas se rompen, los monómeros y polímeros generados van a 

tener unas propiedades de solubilidad en etanol similares a las de las gliadinas. Según 

el tamaño de los polímeros generados tras la rotura de estos puentes disulfuro 

podemos dividir a las gluteninas en: gluteninas de bajo peso molecular (GLBPM) y 

gluteninas de alto peso molecular (GLAPM) (8).  

Las GLBPM son las gluteninas predominantes y son similares a las α/β-

gliadinas y γ-gliadinas, tanto en el peso molecular como en la composición de 

aminoácidos (13). De este modo las GLBPM van a presentar un dominio N-terminal 

con unidades repetitivas de glutamina y prolina tales como QQQPPFS y un dominio C-

terminal con ocho residuos de cisteína (8, 13). Seis de estos residuos están en 

posiciones homólogas a los de α/β-gliadinas y γ-gliadinas, y permiten uniones disulfuro 

intracadena. Los dos residuos de cisteína adicionales, únicos en GLBMP, no pueden 

formar enlaces intracadena por lo que quedan libres para generar uniones intercadena 

entre otras proteínas de gluten diferentes (8, 11). 

Por otro lado encontramos las GLAPM que constituyen el menor componente 

proteico del gluten (10%) (6). La estructura de las GLAPM se caracteriza por presentar 
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tres dominios estructurales claros formados por: un dominio N-terminal no repetitivo 

(A) de 80-105 residuos, una región central (B) mayoritaria (480-700 residuos) formado 

por regiones repetitivas del hexapéptido QQPGQG con otros hexapéptidos (YYPTSP) 

y tripéptidos (ejemplo QQP o QPG) integrados y el dominio C-terminal de 42 residuos 

(C) (6, 8, 13). Los dos extremos A y C se caracterizan por la presencia de residuos de 

cisteína y la aparición de carga. Las GLAPM a su vez se pueden dividir en dos tipos 

según su peso molecular: “x” (entre 83-88 kDa) e “y” (entre 63-74 kDa). Las diferencias 

mayores entre las GLAPM- x y las GLAPM-y aparecen en los dominios A y B (6). Por 

ejemplo, el tipo “y” presenta menos unidades repetidas y más frecuentemente 

modificadas en el dominio B; y presentan una inserción de 18 residuos con dos 

cisteínas en el dominio A (8, 15).  

 

 Características de las prolaminas 

Las gliadinas y gluteninas se denominan comúnmente prolaminas debido a su 

alto contenido en prolina y glutamina, llegando a alcanzar entre un 60% y un 80% de la 

composición aminoacídica (1). No obstante, estos aminoácidos no son los únicos 

presentes en el gluten; otros aminoácidos minoritarios tales como la cisteína tienen 

una función importante en las propiedades físico-químicas del gluten. La cisteína, con 

un 2% de la composición total de los aminoácidos del gluten, es muy importante en la 

estructura y funcionalidad del gluten debido a su capacidad para formar puentes 

disulfuro intracadena e intercadena, es decir, es determinante en la formación del 

complejo entramado proteico del gluten (12).  

A pesar de los diferentes tipos de prolaminas descritos con anterioridad y a las 

distintas estructuras expuestas, todas ellas comparten una organización estructural 

similar. En ella encontramos dominios conservados característicos de cada grupo, 

secuencias típicas en el extremo N-terminal y extensas regiones de secuencias 

repetitivas (1). Las secuencias repetidas están formadas por unidades estructurales de 

diferente longitud (4 a 9 aminoácidos) y secuencia, lo que determina un elevado 

polimorfismo. Estas regiones repetitivas son características de las prolaminas y en 

ellas siempre hay prolinas y glutaminas (2). Atendiendo a la estructura secundaria de 

las prolaminas, éstas presentan regiones α-hélice en los extremos N-terminal y C-

terminal y en algunas secuencias intercalares. En cambio, las secuencias repetitivas 

exhiben una conformación estructural conocida como giro β, que a su vez determinan 

la formación de una estructura cilíndrica con 13 residuos por vuelta denominada 
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espiral-β. Esta conformación secundaria confiere a las prolaminas una estructura 

compacta, muy estable a la temperatura y a agentes desnaturalizantes (16).  

Las prolaminas se encuentran en el endospermo del grano trigo donde 

constituyen la fuente primaria de nitrógeno necesaria para la síntesis de proteínas 

durante la germinación. Las gliadinas y gluteninas son proteínas de almacenamiento 

que constituyen casi la mitad del contenido proteico del grano de trigo maduro (1). Sin 

embargo, las prolaminas no son exclusivas del trigo; se encuentran presentes en todos 

los cereales. La cebada y el centeno son cereales evolutivamente relacionados con el 

trigo, perteneciendo los tres a la tribu Triticeae, y presentan grupos de proteínas, como 

las prolaminas, con alta similitud y propiedades físico-químicas en común (17). Estas 

prolaminas se denominan hordeínas o secalinas si se encuentran presentes en la 

cebada o el centeno respectivamente, y también se incluyen dentro del concepto de 

gluten (15, 18). En la Tabla 2 se muestran las estructuras homólogas comunes a los 

tres tipos de cereales. Es de destacar que no aparecen proteínas similares a α/β-

gliadinas ni en la cebada ni en el centeno. Otras variedades de trigo como el kamut o 

la espelta, así como cereales híbridos como el triticale, procedente del cruzamiento 

entre trigo y centeno, también presentan prolaminas con alta similitud a las de sus 

cereales predecesores. Por tanto cuando comúnmente hablamos del gluten no nos 

referimos única y exclusivamente a las proteínas del trigo sino también a las de la 

cebada, el centeno, el triticale, el kamut y la espelta (19). Mención aparte merece la 

avena que, aunque se encuentra en la misma subfamilia que los cereales anteriores 

(Pooideae), pertenece a la tribu Aveneae y presenta algunas características diferentes. 

El análisis de la secuencia de las aveninas sugiere que, si bien existen secuencias de 

unidades repetitivas, estas difieren de las encontradas en el trigo, la cebada y el 

centeno (15, 18). La toxicidad de la avena está en discusión, aunque parece ser que el 

efecto nocivo de este cereal está muy ligado a la variedad (20).   

 

Tabla 2: Clasificación de las prolaminas de trigo, cebada y centeno. 

Prolaminas 

 Gliadinas Gluteninas 

Trigo ω-gliadinas α/β-gliadinas γ-gliadinas GLBPM GLAPM 

Cebada C-hordeínas - γ-hordeínas B-hordeínas D-hordeínas 

Centeno ω-secalinas - γ-secalinas GLBPM-

secalinas 

GLAPM-

secalinas 
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1.3- La toxicidad del gluten 

Pese a la ubicuidad de las proteínas del gluten en la alimentación actual, 

existen varios grupos de individuos que no toleran el gluten en la dieta, entre los que 

se encuentran los enfermos celiacos (21). En condiciones normales, los componentes 

de origen proteico ingeridos en la dieta, como las prolaminas del gluten, son digeridos 

en productos de menor tamaño al llegar al tracto gastrointestinal. Esta función la llevan 

a cabo enzimas proteolíticas tales como la pepsina en el estómago y tripsina, 

quimotripsina, carboxipeptidasa A y elastasa en el intestino delgado. Como 

consecuencia de esta digestión, se generan productos de degradación que son 

absorbidos por los enterocitos para cubrir las necesidades nutricionales de 

aminoácidos requeridas por los seres humanos (22). Sin embargo, las prolaminas no 

son digeridas completamente en el tracto gastrointestinal debido a que presentan 

regiones ricas en glutamina y prolina. Este último aminoácido juega un papel crítico en 

la protección de los péptidos frente a la degradación proteolítica. La hidrólisis de 

enlaces peptídicos en los que participan residuos de prolina es producida, entre otras, 

por la actividad prolilendopeptidásica, y las enzimas proteolíticas humanas del tubo 

digestivo carecen de dicha actividad (23, 24). Esto hace a las proteínas del gluten 

resistentes a la digestión completa por enzimas gástricas, pancreáticas y del cepillo 

intestinal, generándose en el intestino delgado péptidos relativamente grandes ricos en 

prolina y glutamina. Algunos de estos péptidos van a tener un carácter tóxico para 

individuos susceptibles activando los procesos inflamatorios característicos de la 

enfermedad celiaca (23, 25).  

Como consecuencia de esta digestión incompleta se generan dos tipos de 

péptidos involucrados en la patogenia de la enfermedad celiaca. Por un lado los 

péptidos tóxicos capaces de alterar rápidamente la mucosa activando la inmunidad 

innata (23). Dentro de estos péptidos se encuentra la región p31-43, o su forma 

elongada p31-49, de la α/β-gliadina, también conocido como péptido 19-mer (26). 

Maiuri L et al. (26) demostraron que este péptido estimula la producción de interleucina 

15 por los enterocitos en cultivo de biopsias promoviendo la respuesta inmune. Está 

descrito que dicha citoquina aparece aumentada en pacientes celiacos y potencia el 

proceso inmunopatológico de la enfermedad (27). Además, el péptido p31-49 puede 

influir en la enterocitosis de las criptas y en la alteración de la mucosa de pacientes 

celiacos (28). 
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Por otro lado encontramos los péptidos inmunogénicos capaces de inducir la 

respuesta adaptativa. Estos péptidos estimulan a los linfocitos T con haplotipo DQ2 o 

DQ8 procedentes del intestino o de la sangre periférica de pacientes con enfermedad 

celiaca. La gran mayoría de péptidos inmunogénicos han sido identificados en 

estudios in vitro enfrentando fragmentos de las proteínas del gluten con líneas 

celulares de linfocitos T (28). Sin embargo, Anderson RP et al. (29) establecieron un 

trabajo innovador que permitía la detección de células T específicas del gluten, en la 

sangre periférica de pacientes celiacos, tras el consumo de una dieta con gluten 

durante tres días. El análisis de las células mononucleares aisladas de estos pacientes 

celiacos en diferentes condiciones dietéticas ha permitido caracterizar varios péptidos 

inmunogénicos (28). Es importante mencionar que la mayoría de péptidos capaces de 

estimular a los linfocitos T en líneas celulares son también tóxicos en el ensayo de 

Anderson RP et al. (28). La detección de péptidos inmunogénicos también puede 

llevarse a cabo mediante análisis bioinformáticos que tienen en cuenta la riqueza de 

glutamina y prolina, su localización en la secuencia primaria, así como la presencia de 

otros aminoácidos. La toxicidad de los péptidos inmunogénicos puede variar de un 

paciente a otro, de modo que se conoce como péptidos inmunodominantes a aquellos 

capaces de inducir una respuesta inmune específica en casi todos los pacientes 

celiacos (28). 

Los péptidos inmunogénicos principales han sido identificados en las α/β-

gliadinas y en las γ-gliadinas. En las α/β-gliadinas encontramos uno de los péptidos 

más perjudiciales del gluten: el péptido 33-mer, situado en la región p57-p89. Su alto 

carácter inmunogénico radica en la presencia de seis copias de tres epítopos 

inmunoestimuladores diferentes, su capacidad para resistir la actividad proteolítica del 

tracto digestivo y la facilidad de unión de este péptido, per se, al heterodímero DQ2 de 

las células presentadoras de antígeno (25, 28, 30). Otro péptido inmunogénico que 

encontramos en la región p57-p73 de las α/β-gliadinas es el 17-mer. Este es un 

péptido truncado del 33-mer y presenta una toxicidad similar. Dentro de las ω-gliadinas 

encontramos un análogo al 17-mer conocido como DQ2-ω-1. Ambos péptidos, 17-mer 

y DQ2-ω-1, presentan dos regiones inmunodominates. Sin embargo, es en las γ-

gliadinas donde aparece la mayor cantidad de regiones inmunogénicas del gluten (28). 

Un análisis proteolítico de las γ-gliadinas permitió la identificación del péptido 26-mer 

con unas características tóxicas similares a las del 33-mer (23). En cambio, pocos 

péptidos derivados de las gluteninas, las secalinas y las hordeínas han sido descritos 

como estimulantes de líneas celulares T CD4+ (28). En resumen, se han descrito una 
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gran variedad de péptidos derivados del gluten capaces de inducir la respuesta 

inmunogénica en pacientes celiacos (23, 28). 

 

2- La enfermedad celiaca  

2.1- Concepto e historia de la enfermedad celiaca 

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatía inflamatoria crónica del 

intestino delgado que aparece en individuos genéticamente susceptibles y es causada 

por una respuesta inmune inapropiada a las proteínas del gluten presentes en el trigo, 

así como a proteínas similares de cebada y centeno (31, 32). Como consecuencia, se 

produce una lesión de la mucosa del intestino delgado superior que provoca una 

alteración en la absorción y utilización de nutrientes, cuya repercusión clínica y 

funcional es variable según el grado de atrofia de la mucosa (32, 33). 

La EC es una de las intolerancias alimentarias más comunes en la actualidad, 

con una prevalencia de entre un 0,5-1% en la población mundial (27). Sin embargo, 

existe un número considerable de casos no diagnosticados debido a las diferentes 

formas clínicas que presenta (34). Durante años la EC fue considerada una patología 

poco frecuente que afectaba fundamentalmente a niños de origen caucásico, más 

concretamente del fenotipo característico de latitudes nórdicas (35, 36). En la 

actualidad, la EC presenta una distribución mundial, cuya prevalencia en las distintas 

poblaciones va a depender de la frecuencia con la que aparecen los genes 

relacionados con la enteropatía y del tipo de dieta cultural asociado a la población (36, 

37). De este modo, existe una prevalencia muy alta en los países nórdicos y 

prácticamente nula en otros países como puede ser Japón (38). Sin embargo, la 

globalización de los hábitos alimenticios ha hecho que se incremente el número de 

casos diagnosticados en poblaciones que no poseían una incidencia alta de la 

enfermedad (4). La proporción de pacientes diagnosticados también se ve 

condicionada por el grado de conocimiento de la enfermedad por parte de los 

profesionales sanitarios, así como por la accesibilidad a las pruebas diagnósticas (38). 

En la actualidad el número de enfermos diagnosticados ha aumentado 

considerablemente, debido principalmente a un mayor conocimiento de las formas 

clínicas de la celiaca y a la aparición de los métodos de diagnóstico serológicos (37).  

Inicialmente se pensaba que esta enteropatía estaba asociada a la edad infantil; sin 

embargo en la actualidad este axioma también ha desaparecido (39). Hoy en día, se 
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sabe que la EC puede ser diagnosticada a cualquier edad; pese a que se manifiesta 

más comúnmente durante los primeros meses (de los 9 a los 24 meses) o durante la 

tercera o cuarta década de la vida (40). Por otro lado, como ocurre en otros 

desórdenes autoinmunes, la EC es más común en mujeres que en hombres con un 

ratio de prevalencia de 3:1 (27). 

La EC no es una enfermedad nueva. Se describió por primera vez en la 

segunda mitad del siglo II d.C por Arateus de Cappadocia, médico helenista-romano. 

En su extenso trabajo publicado en 1552, empleó la palabra griega “koeliacos”, cuyo 

significado era “que sufren del intestino”, para identificar a unos pacientes con 

problemas digestivos acompañados de adelgazamiento y debilidad (41). Pero no fue 

hasta 1888 cuando el doctor Samuel Gee hizo la primera descripción clínica precisa y 

detallada de la EC tal y como la conocemos hoy en día. Samuel Gee postuló que “la 

regulación de la alimentación es la parte más importante del tratamiento” (41, 42). 

Aunque los clínicos empezaron a reconocer y diagnosticar la EC, su etiología 

permaneció desconocida durante más de 50 años. Posteriormente, en 1940, el 

pediatra holandés WK Dicke se refirió a los cereales (trigo, cebada y centeno) como 

agentes etiológicos de la EC y propuso a los enfermos celiacos seguir una dieta 

estricta sin gluten, tras la cual los pacientes mostraban una clara mejoría (42, 43). 

Dicke llegó a esta conclusión al observar que durante la Segunda Guerra Mundial, 

período en el que escaseaban alimentos básicos como el trigo, los pacientes celiacos 

mejoraban considerablemente; sin embargo, la reintroducción de dichos alimentos en 

la dieta tras la guerra se asociaba con un empeoramiento de los pacientes (43). Dicke 

identificó así el factor etiológico principal de la enfermedad, el gluten, aunque se 

desconocían sus efectos a nivel gastrointestinal. En la década de los 60 quedan 

demostradas las alteraciones histológicas que produce el gluten y que habían sido 

negadas durante años (42, 44, 45). No obstante, no será hasta 1970 cuando se 

publique por primera vez una definición consensuada de la EC en la revista Acta 

pediátrica. Esta publicación define la EC como una condición permanente de 

intolerancia al gluten asociada con una inflamación de la mucosa intestinal y que 

revierte tras un período en el cual el gluten era excluido de la dieta (31). 

En la actualidad la EC se considera un desorden multisistémico, más que un 

daño únicamente gastrointestinal, cuya etiología es multifactorial y en parte 

desconocida (46). El gluten es el principal desencadenante de la enfermedad, de 

modo que la simple presencia o eliminación del gluten de la dieta puede activar o 

detener el proceso patológico (4). Sin embargo, la enfermedad no sólo se debe a la 

ingesta de gluten en la dieta, una predisposición genética del individuo es necesaria 
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para el desarrollo de la EC, así como la implicación de otros factores ambientales 

desconocidos (31). 

 

2.2- Clínica y diagnóstico de la enfermedad celiaca 

El diagnóstico de la EC se establece mediante una combinación de hallazgos 

clínicos, serológicos e histológicos; todo ello asociado a una buena respuesta durante 

un período en el que el paciente lleva una dieta libre de gluten (47). Según las 

directrices de la Sociedad Europea de Gastroenterología Pediátrica (ESPGHAN) de 

1990, el diagnóstico de la EC se basa: (i) en la presencia de anticuerpos 

antitransglutaminasa o antiendomisio en el suero en el momento del diagnóstico, y su 

desaparición tras una correcta dieta sin gluten; (ii) en la detección de atrofia 

vellositaria e hiperplasia de criptas en la mucosa duodenal, junto con una inflamación 

en el epitelio y la lámina propria de esta, mientras el paciente consume gluten en la 

dieta; (iii) y una remisión clínica e histológica después de una retirada total del gluten 

consumido en la dieta (48). 

El examen clínico es realmente complicado debido a las numerosas formas de 

presentación de la enfermedad. Las manifestaciones clínicas de los pacientes 

celiacos varían considerablemente de unas personas a otras y son muy dependientes 

de la edad del afectado (27). Como dijimos anteriormente, la enfermedad aparece con 

más frecuencia durante la infancia o durante la tercera o cuarta década de la vida 

(40). En los niños pequeños son frecuentes los síntomas intestinales (diarrea, 

deposiciones grasas, distensión abdominal, desnutrición) y retraso en el desarrollo. 

No obstante, vómitos, irritabilidad y anorexia también son muy comunes. En cambio, 

en adultos, la enfermedad puede cursar sin síntomas o con síntomas atípicos y puede 

ir asociada a la aparición de complicaciones extraintestinales (49). 

El desarrollo de las pruebas serológicas para la EC supuso una revolución en 

el diagnóstico de la enteropatía. Dentro de estas pruebas encontramos los 

marcadores genéticos de riesgo, que permiten detectar la susceptibilidad genética 

basada en el haplotipo HLA, así como los anticuerpos antiendomisio, anticuerpos anti-

transglutaminasa tisular y anticuerpos antigliadina (50). Sin embargo, la biopsia 

endoscópica del intestino delgado sigue constituyendo la clave diagnóstica de la EC 

(51). La muestra duodenal de los pacientes celiacos se caracteriza por presentar 

linfocitosis intraepitelial, hiperplasia de criptas y atrofia vellositaria (Figura 1). Esta 
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arquitectura duodenal patológica es capaz de revertir tras un período en el que el 

paciente lleva a cabo una dieta estricta sin gluten (27). 

 

Figura 1: Comparación de la arquitectura vellositaria en la biopsia duodenal de un 

individuo sano y un paciente con EC. La mucosa patológica presenta una mucosa plana 

con incremento de linfocitos intraepiteliales y una marcada hiperplasia de criptas. 

 

Se estima que la EC tiene una prevalencia de entre un 0,5-1% en la población 

mundial (27). Sin embargo, existe un número considerable de casos no diagnosticados 

como consecuencia de las diferentes formas clínicas que presenta. Se considera que 

tan solo un 20% de los afectados por EC han sido diagnosticados debido a que esta 

enfermedad se ha relacionado durante años con su forma clásica de presentación 

clínica (34). En la actualidad, gracias a la aparición de los marcadores serológicos, se 

han definido distintas formas de la enfermedad que han permitido un mayor número de 

casos diagnosticados (52). La variabilidad clínica de la EC y el difícil diagnóstico de 

algunas de éstas hace que se compare a la población de enfermos celiacos con un 

iceberg. En esta representación, las formas sintomáticas serían la parte visible del 

iceberg, y aparecen unos conceptos nuevos constituyendo un nuevo espectro clínico 
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de la enfermedad (Figura 2) (52). De este modo, podemos dividir la EC según su 

presentación clínica en: 

- EC clásica o sintomática: Se caracteriza por presentar síntomas 

gastrointestinales típicos, serología positiva y una biopsia duodenal 

característica de la enfermedad. Es la más fácil de detectar y constituye la 

punta del iceberg (31). 

- EC silente: La sintomatología es prácticamente nula, pero los enfermos 

tienen la mucosa intestinal alterada y presentan marcadores serológicos 

positivos (53). 

- EC latente: Se trata de enfermos asintomáticos con predisposición genética 

que pueden desarrollar la enfermedad de manera súbita (31, 54). 

- EC potencial: Comprende a los pacientes que tienen predisposición 

genética y presentan alteraciones inmunológicas, sin embargo las 

vellosidades intestinales están intactas. Estas tres últimas formas 

constituyen la parte sumergida del iceberg (53). 

 

 

Figura 2: Modelo de iceberg para explicar las diferentes formas clínicas de la EC. La parte sumergida 

corresponde a las nuevas formas clínicas de la enfermedad (EC silente, EC latente y EC potencial). En 

cambio la parte visible la forma la EC clásica o sintomática.  

 

2.3 Patogénesis de la enfermedad celiaca 

La etiología de la EC es multifactorial y en parte desconocida. Aunque el gluten 

es el principal desencadenante de la enteropatía, es necesaria la presencia de una 
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susceptibilidad genética para padecer la enfermedad. Sin embargo, no todos los 

individuos con predisposición genética que ingieren gluten manifiestan la alteración. 

Esto es debido a que existen otros factores genéticos o ambientales desconocidos 

involucrados en la patogenia de la EC (33, 46). 

 

 Factor desencadenante: el gluten 

 En condiciones no patológicas la respuesta frente a proteínas de la dieta, como 

el gluten, es de tolerancia oral. Esta tolerancia oral se define como la falta de 

respuesta inmune sistémica frente a determinados antígenos ingeridos en la dieta (55). 

Los principales mecanismos mediante los cuales actúa la tolerancia oral incluyen la 

deleción clonal (apoptosis de las células efectoras), la anergia clonal (inactivación de 

las células efectoras) y la inducción de células T reguladoras, que ejercen su función 

mediante citoquinas (56). Sin embargo, no se conocen al detalle los procesos que se 

producen a la hora de conseguir esta tolerancia oral. Parece ser que en sanos las 

células presentadoras de antígeno (CPA) realizan una exposición antigénica a 

linfocitos T, en ausencia de otras señales coestimuladoras, que favorece la 

diferenciación de células T reguladoras (56, 57). Éstas son las principales células 

homeostáticas del sistema inmune y controlan el desarrollo de los fenómenos de 

tolerancia (56). Las mismas células presentadoras de antígeno capaces de favorecer 

la respuesta tolerogénica, también pueden iniciar la respuesta inmunológica en 

respuesta a señales de peligro, y esto es lo que ocurre en pacientes con EC (57). Por 

tanto, el gluten es el principal desencadenante de la enfermedad celiaca en individuos 

susceptibles, de modo que la simple presencia o eliminación del gluten de la dieta 

puede activar o detener el proceso patológico (4). La teoría más aceptada hoy en día 

sobre la patogénesis de la EC es la inmunológica, que considera que el gluten tiene un 

efecto dual sobre la mucosa del intestino delgado, generando una respuesta innata y 

otra adaptativa (58). 

Respuesta innata: La digestión parcial del gluten en el tracto digestivo genera 

péptidos tóxicos, como el 19-mer, que tienen un efecto rápido e inespecífico sobre el 

epitelio duodenal (26). Esta respuesta inespecífica se caracteriza por la presencia de 

interleucina 15 proveniente de los enterocitos del epitelio y de las células 

mononucleares de la lámina propria (27). Como consecuencia se produce un estrés 

oxidativo que conlleva una linfocitosis enterocitaria y un debilitamiento de las uniones 

tightjunctions entre los enterocitos. Éste debilitamiento de las tightjunctions podría 
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generar un aumento de la permeabilidad en la mucosa duodenal permitiendo la 

entrada de otros péptidos del gluten a la lámina propria. Los péptidos del gluten que 

entran a la lámina propria van a ser responsables de que se desencadene la respuesta 

adaptativa (26, 58, 59). 

Respuesta adaptativa: La digestión incompleta del gluten, debida a la gran 

cantidad de residuos de prolina, genera péptidos muy grandes, como el 33-mer, 

capaces de inducir una respuesta adaptativa en pacientes celiacos. Estos péptidos 

pueden atravesar la barrera epitelial y llegar a la lámina propria donde se activa la 

inmunidad adaptativa (58). La respuesta comienza con la desaminación de los 

péptidos inmunogénicos mediante la transglutaminasa tisular (TG2), una enzima 

dependiente de calcio y ubicua en el organismo que es liberada en la mucosa 

intestinal en condiciones de estrés. Su función fisiológica es la reparación tisular 

mediante una reacción de transamidación en la que participan enlaces de lisina y 

glutamina (10, 28). En presencia de agua y a pH bajo, la TG2 lleva a cabo una 

desaminación específica de residuos de glutamina y los convierte en ácido glutámico 

con carga negativa. Como consecuencia de este proceso de desaminación, se 

favorece la interacción de estos péptidos con las moléculas HLA-DQ2 y DQ8 de las 

CPA (28, 33). Las principales CPA de la submucosa son macrófagos y células 

dendríticas, las cuales son las encargadas de la presentación antigénica de los 

péptidos del gluten a las células T CD4+. Estos linfocitos producirán una serie de 

citoquinas, entre las que se encuentra el interferón gamma, provocando una elevada 

respuesta inmunitaria en la lámina propria de la submucosa característica de la EC 

(46, 60). 
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Figura 3: Modelo inmunopatológico de la enfermedad celiaca. El gluten tiene un efecto dual sobre la 

mucosa del intestino generando una respuesta inmune innata y otra adaptativa. La respuesta innata se 

caracteriza por la producción de interleucina 15 por los enterocitos del epitelio y las células 

mononucleares de la lámina propria. Como consecuencia se produce un estrés oxidativo que conlleva una 

linfocitosis enterocitaria y un debilitamiento de las uniones tightjunctions entre los enterocitos. En cambio, 

la respuesta adaptativa se caracteriza por la desaminación de péptidos tóxicos del gluten por la TG2 en la 

lámina propria. Esta desaminación favorece la interacción de los péptidos del gluten con las moléculas 

HLA-DQ2 y DQ8 de las CPA. Las CPA son las encargadas de la presentación antigénica de los péptidos 

del gluten a las células T CD4+. Como consecuencia se producirán una serie de citoquinas provocando 

una elevada respuesta inmunitaria en la lámina propria de la submucosa (61). 

 

 Componente genético: el polimorfismo HLA 

El hecho de que el gluten resulte inofensivo para la mayor parte de la población 

demuestra que la susceptibilidad del individuo es crucial para desarrollar la 

enfermedad (27). El alto componente genético de la EC queda de manifiesto en varios 

trabajos en los que se analiza la incidencia de esta enteropatía en familiares de 

pacientes celiacos. En estos estudios se muestra que la tasa de concordancia de EC 

entre gemelos monozigotos corresponde al 80%, mientras que en individuos dizigotos 

solo es del 11% (62, 63). Los estudios llevados a cabo en familiares de primer grado 

muestran una incidencia de un 10%, que corresponde a un riesgo 20 veces mayor que 
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para la población general (64). Por tanto, es necesaria una predisposición genética por 

parte del individuo para padecer la EC. 

Dentro de los factores genéticos, está ampliamente demostrado que los genes 

del complejo mayor de histocompatibilidad que conforman el sistema HLA (antígeno 

leucocitario humano) de clase II se encuentran implicados en la enfermedad (65). En 

la mayoría de las poblaciones de celiacos estudiadas, más del 90-95% de los 

pacientes expresan el heterodímero HLA-DQ2. Principalmente las isoformas DQ2.5 

(codificado por los alelos DQA1*0501 y DQB1*0201) y DQ2.2 (codificado por 

DQA1*0201 y DAQB1*0202). El otro 5-10% restante de pacientes celiacos son HLA-

DQ8 (DQA1*03 y DQB1*0302) (66, 67). Estos heterodímeros juegan un papel central 

en la patogénesis de la enfermedad debido a que se encuentran en la membrana de 

las células presentadoras de antígeno y tienen alta afinidad por los péptidos del gluten 

desaminados por la transglutaminasa tisular (28). Sin embargo, los alelos que los 

codifican se encuentran en un 30-40% de la población mundial de los cuales se estima 

que tan solo un pequeño porcentaje sufre la EC. Por tanto, la presencia de las 

proteínas HLA-DQ2/DQ8 es necesaria pero no suficiente para el desarrollo de la EC 

(27, 28). 

El HLA parece aportar no más del 40% del riesgo genético de la enfermedad. 

El 60% restante sería debido a la acción de numerosos genes de efecto menor (68). 

Otras zonas genómicas relacionadas con la EC se encuentran en el cromosoma 2 

(región 2q33); el cromosoma 5 (5q31-33) y en el 19 (19p13.1) (63, 69-71). Sin 

embargo no son las únicas descritas. Es notable mencionar que la mayoría de estos 

genes están involucradas en la respuesta inmune (28). A pesar de ello, todas las 

regiones génicas relacionadas con la EC, diferentes al HLA, sólo explican entre 3-4% 

de la herencia de la enteropatía, sugiriendo la existencia de otros muchos genes aún 

por determinar (69). 

 

 Otros factores ambientales 

No todos los individuos con predisposición genética que ingieren gluten 

manifiestan la EC, por tanto se postula que otros factores ambientales de origen 

desconocido podrían tener un papel importante en el desarrollo de la enteropatía (67). 

Dentro de estos factores ambientales se ha sugerido que la lactancia materna, el 

momento de introducción del gluten en la dieta del niño celiaco o las infecciones 

intestinales podrían tener una implicación importante (72). 
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El período de lactancia es muy importante en el bebé debido a las ventajas de 

tipo inmunológico de la leche materna. Entre los años 1973 y 1997, Suecia 

experimentó una epidemia de EC en niños menores de 2 años, donde la incidencia de 

la enfermedad se incrementó 3 veces (73, 74). La epidemia en cuestión fue explicada 

por un aumento en la proporción de los lactantes a los que se introducían cantidades 

relativamente grandes de gluten después del destete. Este hecho se produjo por 

cambios en los hábitos sociales de la población, en las recomendaciones dietéticas 

nacionales y en el contenido de los alimentos infantiles producidos industrialmente 

(75). Ivarsson A et al. (76), mostraron cómo la introducción del gluten durante el 

período de lactancia podía producir un descenso de enfermos en individuos 

genéticamente susceptibles. Por otro lado, una mayor duración de la lactancia materna 

también podría estar asociada con un riesgo menor de padecer la EC (77). Se ha 

especulado que podría modular el proceso de exposición del neonato a la microbiota 

intestinal, además de prevenir la inflamación del intestino y disminuir el paso de 

péptidos tóxicos del gluten a la lámina propria de la submucosa (78, 79). Sin embargo, 

aún no queda claro si la lactancia natural proporciona una verdadera protección a 

largo plazo, o simplemente retrasa la aparición de los síntomas y, por tanto, el 

diagnóstico de la EC (79). 

Otro factor de riesgo parece ser el momento de introducción del gluten en la 

dieta del bebé, independientemente de la lactancia materna. A este respecto, se han 

hecho estudios para valorar la edad más adecuada para introducir el gluten en la dieta, 

observándose que tanto una introducción temprana (inferior a los tres meses) como 

muy tardía (superior a los 7 meses) se asociaba con un riesgo incrementado de 

padecer EC (80). Además, parece que la dosis de gluten ingerido durante la infancia 

puede influir en el desarrollo de la enfermedad (48). Por tanto, se considera que la 

edad en la que se introduce el gluten en la dieta, la cantidad de gluten ingerida, así 

como los patrones de lactancia podría jugar un papel importante a la hora de 

manifestarse la EC (81). 

Así mismo, varios artículos han apoyado la hipótesis de que las infecciones 

intestinales también pueden jugar un rol importante en el desarrollo de la EC (80). 

Kagnoff MF et al. (81) descubrieron que el adenovirus enterocitario humano 12 poseía 

la proteína E1B con una secuencia de 12 aminoácidos idéntica a un péptido 12-mer 

presente en las gliadinas. Según estos autores, la similitud entre la proteína vírica y el 

péptido 12-mer podría favorecer una reacción cruzada en el organismo y, con ello, el 

desencadenamiento de la enfermedad. Un modelo similar fue propuesto para el hongo 

dimórfico Candida albicans. Este hongo presenta la proteína HWP1 en la pared de la 
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hifa que contiene una secuencia similar a péptidos inmunotóxicos presentes en las α/β 

y las γ gliadinas. La proteína HWP1 es sustrato de la TG2 y es usada por Candida 

albicans para adherirse al epitelio intestinal (82). Otro estudio en el que se analizaba el 

posible papel de los virus en la EC, llevado a cabo por Stene LC et al. (83), mostró una 

relación entre la infección de rotavirus y el riesgo de padecer EC en niños. Los 

rotavirus son una de las causas más frecuentes de infecciones gastrointestinales en 

niños y son capaces de inducir procesos inflamatorios, cambios estructurales en el 

intestino y un aumento de la permeabilidad intestinal. Sin embargo, ninguna de estas 

teorías ha sido probada ni confirmada en la actualidad. 

Los trabajos de Forsberg G et al. (84), abrieron un nuevo interrogante en el 

desencadenamiento de la EC: ¿Podría la microbiota intestinal estar relacionada con la 

EC? Estos autores encontraron por microscopía electrónica de barrido unas bacterias 

bacilares ancladas en el duodeno de niños con EC, que no estaban presentes en los 

individuos sanos. Este estudio sugirió por primera vez el posible papel de las bacterias 

en la patogénesis de la EC. Desde entonces muchos trabajos han descrito un 

desequilibrio en la microbiota intestinal de los pacientes celiacos (72). La mayoría de 

ellos se han centrado en la caracterización de la microbiota duodenal de pacientes 

celiacos (tratados y no tratados) y de individuos sanos, debido a que la EC es una 

alteración que afecta a la parte superior del intestino delgado. Trabajos como los de 

Collado MC et al. (85-87) y Nadal I et al. (88) muestran un desequilibrio en la 

microbiota duodenal de niños con EC. Un estudio reciente llevado a cabo por Nistal E 

et al. (89), mediante la construcción de una colección de clones del ADNr 16S, 

describió diferencias en la microbiota en función de la edad (diferencias significativas 

entre niños celiacos y adultos celiacos); y de la dieta (diferencias significativas entre 

celiacos activos y tratados). Sin embargo, no se mostraron diferencias claras 

asociadas al diagnóstico de la enfermedad. Aunque se desconoce si la microbiota 

duodenal está implicada en el proceso patogénico de la EC, parece que los pacientes 

celiacos presentan frecuentemente una microbiota intestinal alterada (72). 

 

2.4-  Tratamiento de la enfermedad celiaca 

La EC es una enfermedad compleja y, a pesar de los grandes avances en su 

conocimiento, el único tratamiento aceptado actualmente es una dieta completamente 

libre de gluten de por vida (DSG) (17). En la mayoría de los pacientes el cumplimiento 

estricto de la DSG conduce, en pocos meses, a la recuperación rápida y completa de 
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la arquitectura y la funcionalidad de la mucosa del intestino delgado (34). Sin embargo, 

el mantenimiento de la DSG no es una tarea sencilla. La eliminación completa del 

gluten de la dieta es complicada debido a la naturaleza ubicua de estas proteínas, a la 

contaminación cruzada de alimentos y al etiquetado inadecuado de los mismos (90). 

Además este tratamiento puede tener un impacto negativo en la calidad de vida del 

paciente celiaco, pudiendo producir un estrés psicológico, económico y social (10). 

Estudios nutricionales han mostrado que la DSG también puede acarrear deficiencias 

en micronutrientes tales como el hierro, calcio, magnesio, zinc, vitamina D, vitamina 

B12, ácido fólico, etc. (91). Finalmente, un pequeño grupo de pacientes con EC (2%-

5%) no presentan una respuesta clínica ni histológica a la retirada del gluten de la 

dieta. Esta complicación de la enteropatía se conoce como EC refractaria (67). Por 

tanto, aunque una dieta libre de gluten es segura y efectiva para la mayoría de los 

pacientes celiacos, la presencia de las complicaciones citadas con anterioridad hace 

necesario la aparición de nuevos tratamientos innovadores para la EC (10). Existen 

numerosas líneas de investigación que pueden actuar a distintos niveles y cuya 

finalidad es el desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento de la EC (67). 

 

 Estrategias para reducir la exposición de los péptidos tóxicos del gluten 

al sistema inmune 

El objetivo de estas estrategias es conseguir una disminución en la llegada de 

péptidos inmunotóxicos del gluten a la lámina propria de los pacientes celiacos, donde 

se desencadena la respuesta inmune. El primer lugar de actuación es en los propios 

alimentos reduciendo su toxicidad antes de la ingesta. Para ello, se llevan a cabo 

estrategias como la modificación genética del grano de trigo o el tratamiento 

enzimático de la masa del gluten (sourdough) (10, 67). La modificación genética del 

trigo se puede llevar a cabo por diferentes técnicas tales como el cultivo selectivo, la 

manipulación genética o la tecnología de RNA de interferencia. Éstas permiten una 

reducción considerable de los péptidos inmunológicos; sin embargo suelen ir 

acompañadas con una pérdida de las características especiales del trigo (67). Por otro 

lado, el tratamiento enzimático del sourdough consiste en la hidrólisis enzimática de 

regiones tóxicas de la masa durante la elaboración del alimento. Se puede llevar a 

cabo mediante un pre-tratamiento de la masa con bacterias proteolíticas o con 

enzimas transglutaminasa (67). Existen varias formulaciones, compuestas 

principalmente por cepas proteolíticas de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, 

capaces de hidrolizar considerablemente regiones inmunotóxicas del gluten como el 
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33-mer (92-94). Sin embargo, los resultados sugieren largos períodos de fermentación 

con las bacterias ácido-lácticas para conseguir una reducción considerable en la 

toxicidad del gluten. Más novedoso es el uso de transglutaminasas microbianas en el 

tratamiento de la masa de trigo. Gianfrani C et al. (95) demostraron que una 

transglutaminasa microbiana en determinadas condiciones era capaz de atenuar 

péptidos de gliadina que se unen a las moléculas HLA-DQ2 de las células 

presentadoras de antígeno. 

La terapia enzimática oral ofrece otro camino para reducir la cantidad de 

péptidos inmunogénicos del gluten que llegan al intestino delgado. Esta técnica 

consiste en la presencia de proteasas capaces de hidrolizar gluten en la parte alta del 

tracto digestivo (estómago y duodeno), impidiendo que se generen los péptidos 

inmunogénicos en el duodeno (28). Las principales enzimas que se utilizan en este 

proceso son las prolilendopeptidasas (PEP). Precisamente, las enzimas digestivas del 

tracto gastrointestinal de mamíferos carecen de actividad PEP y es el motivo por el 

que se generan grandes péptidos y potencialmente inmunogénicos (10, 67). Estas 

enzimas aparecen en muchos microorganismos y plantas. Se han analizado PEP de 

bacterias como Flavobacterium meningosepticum, Sphingomonas capsulata y 

Myxococcus xanthus capaces de hidrolizar péptidos ricos en prolina. Sin embargo 

estas enzimas se inactivan en el estómago debido al pH ácido y a la acción de la 

pepsina (96). Para que las PEP puedan ser utilizadas en terapia enzimática oral tienen 

que resistir las condiciones adversas del estómago, no ser hidrolizadas por las 

proteasas digestivas humanas y llevar a cabo su función hidrolítica principalmente en 

el estómago (97). Gass J et al. (98, 99) demostraron que la combinación de la PEP de 

Sphingomonas capsulata con una endoproteasa especifica de la semilla de la cebada 

permiten eliminar eficientemente los péptidos del gluten incluso a pH ácido. Esta 

combinación enzimática se encuentra en ensayo clínico como ALV003 (99, 100). Otra 

PEP capaz de eliminar péptidos ricos de prolina la encontramos en el hongo 

Aspergillus niger. Esta enzima presenta su óptimo de actividad a pH ácido y es capaz 

de digerir eficientemente los péptidos del gluten en las condiciones ácidas del 

estómago (101, 102). 

Otras alternativas para prevenir la llegada de los péptidos inmunogénicos del 

gluten a la lámina propria de la mucosa se basan en una reducción de la absorción del 

gluten a través del epitelio intestinal. Este proceso se puede llevar a cabo mediante 

polímeros de alto peso molecular que se unen selectivamente al gluten e impiden el 

paso a través de las células epiteliales, o mediante un descenso de la permeabilidad 

intestinal que, como vimos anteriormente, aparece aumentada en pacientes con EC 
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(67, 103, 104). En el último caso encontramos el compuesto acetato larazotide que 

actúa como inhibidor de la permeabilidad intestinal bloqueando los receptores de 

zonulina y regulando las uniones tightjunctions entre células  (105, 106). 

 

 Estrategias para inhibir las señales pro-inflamatorias y la activación de las 

células T 

Una vez que los péptidos tóxicos del gluten llegan a la lámina propria del 

paciente celiaco son desaminados por la transglutaminasa tisular. Estos péptidos 

tienen una gran afinidad por las CPA encargadas de la presentación antigénica a las 

células T CD4+. Como consecuencia de esta presentación, se producen una serie de 

citoquinas, como el interferón gamma, que provocan una elevada respuesta 

inmunitaria en la lámina propria de la submucosa (46). Por tanto, las terapias 

destinadas a bloquear cualquiera de los procesos necesarios para que la inmunidad 

adaptativa se produzca, son tratamientos potenciales para la EC (107). Por ejemplo, 

existen inhibidores de la transglutaminasa tisular, como la cistamina, que impiden que 

esta enzima desamine los péptidos del gluten y así pierdan afinidad por las CPA. 

Además, se están probando bloqueadores de gran analogía para las moléculas HLA-

DQ2 que impidan la unión de estas moléculas con los péptidos del gluten; así como 

inhibidores de la migración de células T (67). Otras estrategias similares tienen como 

objetivo la inhibición de las señales pro-inflamatorias generadas en la respuesta 

inmunológica como pueden ser anticuerpos contra la interleucina 15 y el interferón γ, o 

inhibidores de metaloproteinasas importantes en el daño intestinal (67). Sin embargo, 

todas estas terapias pueden conllevar riesgos implícitos al bloquear parte de la 

respuesta inmune (10). 

 

 Otras estrategias 

Varias líneas de investigación tienen como objetivo restablecer la tolerancia 

oral a los péptidos del gluten. Dentro de estos trabajos encontramos la inmunización 

utilizando péptidos antigénicos capaces de generar células T reguladoras. Éstas son 

las principales células homeostáticas del sistema inmune y tienen un papel central en 

el control de la inflamación al inhibir la respuesta de los linfocitos Th1 y la liberación 

del interferón γ característicos de la EC (108). Otro método para restablecer la 

tolerancia oral y modular la homeostasis intestinal es mediante el uso de 
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microorganismos probióticos. Se ha demostrado que algunas cepas bacterianas, 

pertenecientes principalmente al grupo de los lactobacilos y las bifidobacterias, son 

capaces de atenuar la respuesta inmune generada por los péptidos del gluten. 

Estudios previos han mostrado que cepas de Bifidobacterium longum, Bifidobacterium 

bifidum y Bifidobacterium lactis pueden ejercer un efecto protector frente a la 

respuesta inflamatoria y al daño a la mucosa generado por los péptidos de gliadina. 

Precisamente la cepa B. longum CECT 7347 se está empezando a utilizar en 

formulaciones alimentarias como complemento a la DSG (109-111). Dentro del género 

Lactobacillus, se han descrito cepas de L. casei, L. paracasei, L. fermentum y 

Lactococcus lactis que tienen un efecto inmunomodulador en el intestino (112, 113). 

Una de las preparaciones probióticas con posibles efectos beneficiosos en la EC es 

VSL#3. Ésta se encuentra formada por bacterias ácido lácticas y bifidobacterias 

capaces de hidrolizar péptidos inmunológicos, como el 33-mer (94). Además del uso 

de bacterias, otra forma de modular la homeostasis intestinal de alergias y 

enfermedades autoinmunes es mediante el uso de helmintos como Necator 

americanus (67). 

En el caso de complicaciones en la respuesta al tratamiento de la DSG, como 

ocurre en pacientes con EC refractaria, los tratamientos van destinados a la supresión 

del sistema inmune mediante el uso de potentes corticoesteroides. En estos casos, 

además de drogas inmunosupresoras, también se investiga con el uso de células 

madre o la introducción de agentes que permitan la restauración intestinal. Sin 

embargo, estos tratamientos pueden conllevar efectos secundarios importantes (67). 

 

3- El metabolismo del gluten 

3.1- Metabolismo de proteínas 

Los seres humanos necesitan la asimilación de aminoácidos como 

requerimiento nutricional esencial. Para ello, las proteínas consumidas en la dieta 

sufren un proceso digestivo a lo largo del tracto gastrointestinal hasta generar 

productos fácilmente asimilables (22). Debido a la naturaleza proteica del gluten, este 

componente del trigo se encuentra expuesto a procesos metabólicos similares al del 

resto de las proteínas, salvo por algunas características especiales que se verán más 

adelante (24). En este apartado vamos a dividir el metabolismo de proteínas en 

digestión y absorción. 
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 Digestión de proteínas 

Una dieta occidental típica contiene aproximadamente 100 g de proteína al día 

(114). Además, a este consumo de proteínas hay que sumarle las secreciones 

proteicas salivares y gastrointestinales (35 g/día aproximadamente) que también son 

metabolizadas (22). Se considera que la digestión de las proteínas comienza en el 

estómago gracias la actuación de la pepsina. La pepsina es secretada por las células 

principales como un zimógeno llamado pepsinógeno (22). Este precursor se activa por 

el pH ácido que se encuentra en el lumen del estómago y por el proceso de 

autocatálisis mediante el cual la propria pepsina es capaz de actuar sobre el 

pepsinógeno inactivo para generar más pepsina. La activación de esta enzima inicia la 

digestión de proteínas en el estómago generando largos polipéptidos parcialmente 

digeridos que llegan al intestino delgado (115). 

La digestión proteica tiene lugar principalmente en el intestino delgado (114). 

Cuando el contenido del estómago llega al intestino delgado, las células endocrinas 

del duodeno se estimulan por la bajada de pH y la llegada del bolo alimenticio, 

secretando las hormonas secretina y colecistoquinina. La secretina actúa en el 

páncreas y en los conductos biliares del hígado induciendo la secreción de 

bicarbonato que permite la neutralización del pH. En cambio, la colecistoquinina 

estimula la secreción del fluido pancreático, rico en enzimas digestivas, y la 

contracción de la vesícula biliar que permite la llegada de la bilis al duodeno (22, 116). 

La bilis facilita la digestión actuando como emulsionante principalmente de los ácidos 

grasos (114). Sin embargo, un estudio reciente ha demostrado que los ácidos biliares 

afectan a la digestión y asimilación de determinadas proteínas de la dieta acelerando 

su hidrólisis por proteasas pancreáticas (114). En la secreción pancreática aparecen 

cinco enzimas proteolíticas: la tripsina, quimotripsina, elastasa, carboxipeptidasa A y 

carboxipeptidasa B relevantes en la digestión proteica. Estas enzimas se secretan 

como precursores inactivos (tripsinógeno, quimotripsinógeno, proelastasa y 

procarboxipeptidasa) y se activan en el duodeno (116). El primer paso en la activación 

de estos zimógenos es la activación de la tripsina mediante una enzima llamada 

enteroquinasa intestinal presente en las células epiteliales. Una vez activa, la tripsina 

actúa sobre el resto de los zimógenos generando las formas activas capaces de digerir 

las proteínas de la dieta a pH neutro (116). La actividad proteolítica de las enzimas 

pancreáticas es específica haciendo que la digestión de los polipéptidos sea realmente 

eficiente. Como resultado de esta digestión se generan principalmente péptidos de 6 a 

8 aminoácidos y una proporción mucho menor de aminoácidos libres, dipéptidos y 

tripéptidos (22, 116). 
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Los péptidos generados tras la actuación de las proteasas pancreáticas son 

hidrolizados por peptidasas asociadas al cepillo intestinal de los enterocitos. Estas 

peptidasas reconocen oligopéptidos de 6 a 8 aminoácidos y generan otros más 

pequeños de 2 a 3 aminoácidos. Durante este proceso también se forman en menor 

proporción aminoácidos libres (117). Los dipéptidos y tripéptidos producidos son 

transportados dentro de los enterocitos mediante un sistema de transporte específico 

presente en la membrana del cepillo intestinal: PEPT-1 (118). Sin embargo, el 

transporte de los diferentes aminoácidos requiere múltiples transportadores debido a 

las características fisicoquímicas diferentes de cada aminoácido (22). Una vez dentro 

de las células, los pequeños péptidos son hidrolizados por peptidasas citoplasmáticas 

liberando aminoácidos libres. Esta digestión intracelular es característica de proteínas 

ya que otros nutrientes, como los carbohidratos, se digieren completamente en el 

lumen (22, 119). Los aminoácidos libres son capaces de llegar a la circulación portal 

atravesando la membrana basolateral del enterocito mediante sistemas de transporte 

de aminoácidos distintos a los encontrados en el cepillo. Así se complementan los 

requerimientos nutricionales de aminoácidos en el ser humano. Los péptidos que 

escapan a la hidrólisis total por las peptidasas citoplasmáticas pueden entrar también 

a la circulación portal mediante un sistema de transporte peptídico en la membrana 

basolateral. Sin embargo, la contribución de esta ruta a la absorción total de productos 

proteicos de la digestión es mínima (22).  

A pesar de la eficacia del duodeno en la hidrólisis de proteínas, se ha descrito 

que una parte de las proteínas ingeridas en la dieta pasan a lo largo del intestino 

delgado y llegan al intestino grueso, incluidas proteínas fácilmente absorbibles como 

las proteínas del huevo (120, 121). El colon se caracteriza por presentar una extensa y 

diversa microbiota que puede participar en el metabolismo de las proteínas que 

escapan a la digestión en el intestino delgado, de modo que compuestos proteicos 

fácilmente absorbibles pueden ser generados en el intestino grueso. Estos 

compuestos pueden ser aprovechados por las bacterias colónicas pero difícilmente por 

el hospedador debido a que el colon parece no llevar a cabo una función significativa 

en la absorción de aminoácidos, dipéptidos y tripéptidos (122). 

 

 Absorción de componentes proteicos 

La absorción de los derivados peptídicos que surgen durante la digestión 

empieza en el duodeno, y va a ser a lo largo del intestino delgado donde se asimilan 

principalmente (22). Se distinguen diferentes regiones en el intestino delgado según la 
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capacidad de absorción de los productos proteicos, de este modo, la capacidad de 

absorción de dipéptidos y tripéptidos es mayor en el intestino delgado proximal, 

mientras que la absorción de aminoácidos es mayor en la parte distal (123). Se ha 

demostrado que en la región proximal, donde esta incrementada la absorción de 

péptidos, las peptidasas citoplasmáticas muestran mayor actividad que en la zona 

distal (22). Por otro lado, se ha descrito que el intestino grueso también es capaz de 

absorber aminoácidos y péptidos (124-127). Sin embargo, se considera que el 

intestino grueso sólo participa en la absorción proteica en condiciones especiales 

como en el período postnatal o en alteraciones intestinales (22, 128). El transportador 

PEPT-1 no se expresa en el colon humano en condiciones normales aunque sí en 

situaciones de inflamación crónica (129, 130). Además, los estudios de transporte de 

aminoácidos en humanos y mamíferos no muestran resultados concluyentes. Por 

tanto, a pesar de que en el intestino grueso existe una microbiota diversa capaz de 

hidrolizar restos peptídicos resistentes a las enzimas digestivas humanas, los 

productos de degradación de estos microorganismos podrían no ser absorbidos en el 

colon (22, 122).  

La absorción de aminoácidos a través del epitelio intestinal está mediada por 

una multitud de sistemas de transporte que se expresan diferencialmente en el cepillo 

intestinal y en la membrana basolateral. Las proteínas se forman a partir de 20 tipos 

diferentes de aminoácidos con características bioquímicas diferentes. Por tanto, son 

necesarios transportadores específicos en función de las características del 

aminoácido (117). Se reconocen múltiples transportadores en la membrana del cepillo 

en función de estas características, como el sistema B0,+  o b0,+ para aminoácidos 

neutros y catiónicos, el sistema X- para aminoácidos aniónicos, el sistema PAT para 

aminoácidos de cadena corta (glicina, alanina y prolina), el sistema IMINO para 

iminoácidos (prolina e hidroxiprolina), etc (22). Sin embargo, el transporte de 

aminoácidos del enterocito a la circulación portal se realiza a través de otros 

transportadores diferentes. Se han descrito al menos 6 transportadores en la 

membrana basolateral (131). Éstos se dividen según la dependencia del Na+ a la hora 

de llevar a cabo el transporte. De este modo encontramos los sistemas Na+ 

dependientes (sistema A y GLYT1), los Na+ independientes (sistemas y+, L y Asc) y 

uno que puede actuar de las dos maneras (y+L). Parece ser que los transportadores 

Na+ independientes son responsables del transporte de aminoácidos de la célula a la 

sangre, y en cambio los Na+ dependientes tienen una función de nutrición celular; de 

modo que son responsables de la entrada de aminoácidos del torrente sanguíneo a la 

célula en los períodos entre comidas (131).  
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Figura 4: Modelo esquemático de los procesos de digestión y absorción en el tracto 

gastrointestinal. (1) Peptidasas del cepillo intestinal; (2) Transportadores de 

aminoácidos del cepillo intestinal; (3) Transportador PEPT de péptidos; (4) 

Peptidasas citoplasmáticas; (5) Transportador de aminoácidos basolateral; (6) 

Sistema de transporte de péptidos basolateral. 

 

El transporte de péptidos a través de la membrana del cepillo intestinal es más 

importante que el de aminoácidos ya que se producen en una mayor proporción en el 

lumen intestinal. Existen 400 dipéptidos diferentes y alrededor de 8.000 tripéptidos 

derivados de la digestión (22). Curiosamente, y a diferencia de los aminoácidos, para 

llevar a cabo la absorción de todos los péptidos sólo existe un único transportador: 

PEPT-1 (118). Este transportador reconoce dipéptidos y tripéptidos, pero no péptidos 

más grandes ni aminoácidos libres (22). Aunque PEPT-1 aparece principalmente en el 

intestino delgado, donde lleva su función de absorción, también se ha detectado su 

presencia en el intestino grueso de mamíferos en el período postnatal y en 

condiciones patológicas. (129). Una vez que los péptidos entran en el enterocito, 

sufren un proceso proteolítico eficaz liberándose aminoácidos (22). No obstante, se 

sabe que hay una pequeña proporción de péptidos resistentes a la hidrólisis intestinal 

que aparecen de forma intacta en el suero. Este es el caso de los péptidos que 
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contienen prolina e hidroxiprolina, que se detectan en suero tras llevar a cabo una 

ingesta de gelatina (132, 133). A pesar de esta evidencia, en la actualidad se 

desconoce cuáles son les mecanismos por los que se lleva a cabo este transporte 

(134).  

 

3.2- ¿Qué conocemos del metabolismo del gluten? 

Las características físico químicas únicas del gluten hacen que la harina de 

trigo sea uno de los alimentos mas consumidos en todo el mundo. Se estima que la 

ingestión de gluten en un individuo que sigue una dieta occidental es de 10-20 g de 

gluten al día que es una cantidad muy elevada (7). Por tanto, resulta sorprendente que 

siendo un alimento tan consumido, y que a su vez genera un daño a los pacientes que 

padecen de EC, no se conozca en detalle el proceso metabólico que sufre en el tracto 

gastrointestinal humano. 

 

 Digestión de las proteínas del gluten 

El gluten presenta en su composición aminoacídica gran cantidad de residuos 

de glutamina y prolina (8). Este último aminoácido juega un papel crítico en la 

protección de los péptidos frente a la degradación proteolítica. Como hemos dicho 

anteriormente, el gluten va a ser resistente a la digestión completa por las enzimas 

digestivas humanas (24). Aunque está generalmente aceptado que la digestión de las 

proteínas ingeridas en la dieta comienza en el estómago, se ha descrito una actividad 

proteolítica frente al gluten en la cavidad oral. Helmershorst E et al. (135) detectaron 

proteasas de origen microbiano en la saliva capaces de hidrolizar tripéptidos que 

aparecían con frecuencia en las prolaminas del gluten. Además, algunas de estas 

proteasas degradaban péptidos del gluten resistentes a las proteasas digestivas 

humanas (135). Las cepas bacterianas aisladas de la placa dental con gran actividad 

hacia los péptidos del gluten fueron identificadas como Rothia mucilaginosa y Rothia 

aeria, las cuales Estas bacterias eran capaces de hidrolizar péptidos resistentes del 

gluten. Además, cepas bacterianas pertenecientes a Streptococcus mitis, 

Streptococcus penumoniae, Staphylococcus epidermidis, Bifidobacterium longum, y 

Bifidobacterium dentium también fueron relacionadas con el metabolismo del gluten 

(136). Todo esto permite suponer que el gluten puede sufrir un proceso digestivo en la 

parte alta del tracto gastrointestinal por la acción de proteasas bacterianas.  
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A pesar de la actividad proteolítica descrita en la boca, generalmente se 

considera que la digestión significativa de proteínas comienza en el estómago. La 

proteólisis en el estómago es llevada a cabo por la pepsina y como consecuencia se 

generan péptidos de gran tamaño. Varios estudios realizados in vitro han mostrado 

que el estómago sólo es capaz de hidrolizar parcialmente las proteínas del gluten, de 

modo que polipéptidos de gluten de elevado peso molecular llegan al duodeno (25, 

137).  

El proceso digestivo principal de las proteínas tiene lugar en el duodeno (22). 

Como vimos anteriormente, los componentes de origen proteico ingeridos en la dieta, 

como las prolaminas del gluten, son digeridos en productos de menor tamaño al llegar 

al duodeno. Esta función la llevan a cabo las enzimas pancreáticas en primer lugar 

(tripsina, quimotripsina, carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa B y elastasa) y después 

las enzimas del cepillo intestinal. Como consecuencia de este proceso de digestión, se 

generan dipéptidos, tripéptidos y aminoácidos fácilmente absorbibles por los 

enterocitos (22). Sin embargo, estudios in vitro han mostrado que las prolaminas del 

gluten son resistentes a la enzimas pancreáticas y del cepillo intestinal (137). Aunque 

algunas enzimas del cepillo intestinal como la dipeptidil peptidasa IV (DPPIV), 

dipeptidil carboxipeptidasa 1 (DCP1) y la aminopeptidasa N (AMN) son capaces de 

hidrolizar péptidos con residuos de prolina, estas enzimas no digieren completamente 

las proteínas del gluten. Se ha demostrado que péptidos inmunoestimuladores como el 

p57-68 son parcialmente degradados en la membrana apical de los enterocitos. Sin 

embargo, esto no ocurre con otros péptidos como el 33-mer (138-140). La capacidad 

de hidrolizar enlaces peptídicos en los que participan residuos de prolina se produce, 

entre otras, por la actividad prolilendopeptidásica, y las enzimas proteolíticas 

presentes en el tubo digestivo humano carecen de esta actividad (24, 25, 141). Por 

tanto, las proteínas del gluten van a ser resistentes a la digestión completa por las 

enzimas digestivas humanas, generándose en el intestino delgado péptidos 

relativamente grandes ricos en prolina y glutamina. Algunos de estos péptidos van a 

tener un carácter tóxico para individuos susceptibles generando los procesos 

inflamatorios característicos de la EC (24, 25). Por otro lado, hay motivos para pensar 

que la microbiota duodenal puede tener un papel importante en el metabolismo del 

gluten. Aunque hay una menor diversidad microbiana en el intestino delgado con 

respecto al intestino grueso, la elevada concentración de proteínas en el lumen puede 

hacer que proliferen bacterias proteolíticas (122). Además, la gran ingesta de gluten en 

la dieta, junto con la resistencia de sus proteínas a las enzimas digestivas humanas, 

hace que péptidos del gluten permanezcan en el intestino delgado y puedan ser 
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utilizadas como sustrato por las bacterias duodenales. De hecho, han sido descritas 

proteasas microbianas capaces de hidrolizar gluten en la mucosa duodenal. Sin 

embargo, estas proteasas sólo aparecen en pacientes con EC (142). 

Como ocurre con otras proteínas, el gluten parcialmente digerido pasa a lo 

largo del intestino delgado llegando al intestino grueso (120, 143). En esta región del 

tubo digestivo hay presente una extensa y diversa microbiota en la que se encuentran 

diferentes bacterias proteolíticas. La diversidad genética de la microbiota en el 

intestino grueso produce diversas enzimas y rutas bioquímicas que son distintas a las 

que se encuentran en el hospedador. De modo que las proteasas bacterianas pueden 

llevar a cabo una digestión de los péptidos del gluten resistentes a las enzimas 

digestivas. (144). Se han aislado cepas bacterianas de Bifidobacterium como  

Bifidobacterium longum CECT 7347, Bifidobacterium animalis IATA-A2 o 

Bifidobacterium bifidum IATA-ES2, así como cepas de Bacteroides fragilis, que 

podrían llevar a cabo la hidrólisis de péptidos del gluten (110, 145, 146). Sin embargo, 

la detección de gluten parcialmente digerido en las muestras fecales de sanos y 

enfermos celiacos demuestra que, al menos una parte del gluten consumido en la 

dieta, es capaz de atravesar el tracto digestivo para ser excretado por las heces (143). 

 

 Transporte de péptidos del gluten 

Como vimos anteriormente, los derivados proteicos generados en el proceso 

de digestión se transportan del lumen al enterocito en forma de dipéptidos y tripéptidos 

(22). Incluso hay evidencias de que algunos tetrapéptidos también pueden ser 

absorbidos a través de la membrana del cepillo. Sin embargo, péptidos de mayor 

tamaño no son transportados por PEPT-1 (147-149). Durante la digestión del gluten se 

generan péptidos muy grandes (10-30 residuos de aminoácidos), con alto carácter 

inmunogénico, que no pueden atravesar el epitelio de la mucosa (25). Curiosamente, 

Matysiak-Budnik T et al. (138) demostraron que péptidos inmunotóxicos del gluten, 

como el 33-mer, aparecían dentro de los enterocitos donde podrían ser degradados. 

Una de las actividades enzimáticas que parecía participar en este proceso de digestión 

intracelular de gliadina era la PEP. Sin embargo, se ha observado que esta enzima no 

es capaz de hidrolizar el péptido 33-mer completamente en humanos (150, 151). Por 

tanto, los péptidos del gluten pueden atravesar la barrera intestinal 

independientemente de la PEPT-1. Se ha descrito que pequeñas cantidades de 

proteínas intactas o parcialmente digeridas son capaces de atravesar el epitelio 

intestinal en humanos. Este es un proceso fisiológico que se requiere para la 
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presentación antigénica de las células linfoides. Sin embargo, este proceso parece ser 

poco significativo nutricionalmente (152). Por tanto, aunque el epitelio intestinal forma 

una barrera eficiente para alimentos no digeridos o microorganismos, la entrada de 

determinados componentes presentes en el lumen, como proteínas parcialmente 

digeridas, puede llevarse a cabo mediante la permeabilidad paracelular y el transporte 

transcelular (151). 

Permeabilidad paracelular: Consiste en la transferencia de sustancias del 

lumen, a través del epitelio intestinal, mediante las uniones fuertes entre células o 

tightjunctions (TJs) (151). Las TJs están formadas por un conjunto de moléculas 

estructurales y reguladoras que controla su plasticidad y permeabilidad. Las TJs 

forman pequeños poros en las vellosidades del epitelio (4-9x10-8 cm) y poros mayores 

en las criptas (50-60x10-8 cm) (153). El transporte paracelular controla el paso de iones 

y moléculas pequeñas de hasta 600 Da (151). Sin embargo, los péptidos generados 

tras la digestión parcial del gluten en el lumen intestinal son de mayor tamaño. 

Además, no hay estudios que demuestren el paso de péptidos del gluten mediante 

este transporte (154). Por tanto, no parece que la permeabilidad paracelular participe 

en el transporte de péptidos del gluten a través del epitelio intestinal. 

Transporte transcelular o transcitosis: Consiste en la transferencia de 

moléculas antigénicas a través del epitelio mediante la formación de vesículas. Esta 

ruta es importante para antígenos microbianos, pero no parece esencial para proteínas 

de la dieta. La transcitosis implica una combinación entre los procesos de endocitosis, 

degradación dentro del compartimento endolisosomal y exocitosis (154). La liberación 

en la lámina propria es un 90% de aminoácidos libres y restos peptídicos unidos al 

complejo mayor de histocompatibilidad; y un 10% de proteínas intactas. Los péptidos 

pueden ser tomados por las células dendríticas de la mucosa y migrar por la vía 

linfática para la presentación antigénica (151). Varios trabajos han demostrado que los 

péptidos del gluten pueden atravesar la barrera intestinal a través del transporte 

transcelular. Mediante este proceso parece ser que se lleva a cabo la digestión 

intracelular de los péptidos del gluten descritos por Matysiak-Budnik T et al. (138).  
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Figura 5: Modelo esquemático comparado entre el metabolismo de proteínas fácilmente digeribles y 

proteínas del gluten. Las proteínas fácilmente digeribles son hidrolizadas a aminoácidos, dipéptidos y 

tripéptidos por las proteasas pancreáticas y del cepillo intestinal. Estos restos peptídicos entran al 

enterocito donde son hidrolizados casi por completo a aminoácidos. El producto final de la digestión llega 

al torrente sanguíneo. En cambio las proteínas del gluten son resistentes a la digestión en el lumen 

intestinal, de modo que se generan grandes péptidos de gluten que no pueden ser transportados por el 

transportador PEPT. Una pequeña proporción de los restos polipéptidos generados pueden llegar a la 

lámina propria a través del transporte paracelular y transcelular. El resto atravesarán el intestino delgado 

hasta llegar al intestino grueso.  

 

3.3- Diferencias en el metabolismo del gluten entre sanos y 

pacientes con enfermedad celiaca 

El gluten tiene un efecto tóxico para los pacientes que sufren de EC. Sin 

embargo, no se conoce en detalle el proceso metabólico que sigue el gluten en 

pacientes con EC. Hay estudios que sugieren que el metabolismo del gluten en 

pacientes celiacos puede ser diferente con respecto a las personas sanas. Por 

ejemplo, algunos trabajos muestran que los pacientes celiacos pueden presentar una 

alteración en la actividad de proteasas del cepillo intestinal, se han descrito proteasas 

bacterianas en el duodeno de pacientes celiacos que no aparecían en sanos y los 

pacientes celiacos muestran un incremento en la permeabilidad intestinal. Sin 

embargo, no se ha llegado a la conclusión de si estas diferencias son causa o 

consecuencia de la aparición de la enteropatía (142, 151). 

 

 



36 
 

 Digestión de péptidos del gluten 

Las proteínas del gluten son resistentes a las enzimas digestivas humanas 

independientemente de la aparición de la EC. Sin embargo, durante mucho tiempo se 

especuló con la posibilidad de que los pacientes celiacos podrían llevar a cabo una 

digestión anómala de las proteínas del gluten. La primera hipótesis propuesta para 

explicar la EC fue la hipótesis metabólica o de la peptidasa perdida, que se basaba en 

una deficiencia enzimática en el borde del cepillo intestinal de los pacientes celiacos 

con respecto a sanos. Según esta hipótesis, la deficiencia enzimática sería la causante 

de una degradación incompleta del gluten en pacientes celiacos que facilitaría su 

efecto tóxico (155). Pese a que esta teoría ha sido actualmente descartada como 

posible causa de la EC, hay varios trabajos que describen una reducción en la 

actividad de peptidasas que reconocen residuos de prolina en pacientes celiacos (155, 

156). Se han realizado estudios in vitro con homogenizados de biopsia que han 

mostrado una baja digestión de gliadina por parte de las biopsias de pacientes con EC 

(138). Sin embargo, en estos estudios no se encontraban diferencias cualitativas en 

los péptidos generados. (157). El descenso en la capacidad de digestión se asoció a 

una reducción en la actividad de peptidasas del cepillo intestinal como la AMN, DPPIV, 

glicil leucina dipeptidasa, prolil dipeptidasa y γ glutamil transpeptidasa (158, 159). No 

obstante, muchas de estas actividades enzimáticas se recuperaban en pacientes 

celiacos tratados (158). Por tanto, las diferencias observadas se consideraron un 

efecto secundario que se podía deber a la arquitectura duodenal patogénica asociada 

a la EC. Actualmente se considera que la digestión del gluten es incompleta en 

cualquier persona y que la EC no se debe a la presencia de péptidos tóxicos, sino a 

una respuesta anómala frente a estos (25). 

Se ha sugerido que un posible defecto en las peptidasa DPPIV y AMN también 

podrían participar en el proceso patológico de la EC. Estas actividades enzimáticas 

son capaces de hidrolizar péptidos que presentan residuos de prolina en su secuencia. 

Además, un estudio in vivo en el intestino de ratas mostró que la enzima DPPIV 

intestinal permite una mayor asimilación de péptidos ricos en prolina (141). Sin 

embargo, estudios genéticos no muestran una asociación clara entre la EC y los genes 

que codifican para estas enzimas. Aunque se encontró una asociación en pacientes 

británicos e irlandeses para la AMN, en pacientes italianos no aparecía ninguna 

relación entre la EC y las actividades DPPIV y AMN1 (160-162). También existe 

controversia entre la recuperación de estas dos actividades enzimáticas en celiacos 

tratados (157, 158, 163, 164). Con todo esto, resulta difícil concluir si la DPPIV o la 

AMN tienen un papel importante en el desarrollo de la EC (151). 
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Además de las enzimas digestivas humanas, se ha especulado que las 

bacterias intestinales también podrían participar en el metabolismo del gluten. 

Numerosos trabajos han descrito un desequilibrio en la composición y la actividad 

funcional de la microbiota intestinal de pacientes celiacos con respecto a sano (85, 86, 

89, 165). Incluso se ha sugerido que las bacterias proteolíticas podrían participar en el 

proceso patológico de la EC. Bernardo D et al. (142) mostraron un patrón de 

proteasas, de origen bacteriano, capaces de hidrolizar gliadina, que aparecía en la 

mucosa duodenal de pacientes celiacos pero no en la de sanos. Según este trabajo, 

las bacterias proteolíticas presentes en el duodeno de pacientes celiacos podrían 

llevar a cabo una digestión del gluten diferente que la microbiota intestinal de 

voluntarios sanos. Sin embargo, pocos estudios se han llevado a cabo en esta 

dirección 

 

 Transporte de péptidos del gluten 

La permeabilidad intestinal aparece alterada en muchas patologías digestivas, 

y la EC no es una excepción (151). En pacientes con EC, la atrofia vellositaria y el 

incremento de las criptas generan un aumento de la permeabilidad intestinal que se 

mantiene en celiacos con atrofia vellositaria parcial, pero desaparece con la 

restauración histológica del duodeno (166, 167). Estudios en humanos y en animales 

mostraron que esta alteración de la permeabilidad intestinal implica un incremento en 

la absorción de grandes péptidos derivados del gluten en pacientes celiacos y 

animales sensibles al gluten (168-170).  

Permeabilidad paracelular: Se ha propuesto que las TJs que controlan el 

transporte paracelular podrían regular el paso de péptidos y proteínas provenientes de 

la dieta a través del epitelio intestinal (152). Pacientes con EC activa muestran una 

permeabilidad paracelular incrementada con respecto a individuos sanos (151, 171). 

Este incremento de la permeabilidad se puede deber a un mayor tamaño de poro 

debido a una expresión alterada de las proteínas estructurales (151). En pacientes 

celiacos se ha detectado una alteración estructural de las TJs en biopsias duodenales, 

así como una reducción en la expresión de ZO-1, un marcador de integridad de TJs 

(172, 173). Además, se ha descrito que en niños celiacos hay un aumento en la 

expresión de la Claudina 2, que incrementa la porosidad de las TJs, y de la Claudina 3 

que promueve la pérdida de tensión entre las uniones (174). Por otro lado aparece una 

asociación genética entre la EC y las regiones que codifican para proteínas de TJs 

como PARD-3, MAGI-2 y MYO9B (175, 176). 
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Fasano A et al. (105, 177), establecieron una hipótesis basándose en el 

descubrimiento de la zonulina, una proteína presente en el intestino de mamíferos y 

análoga a la toxina zónula ocludens (ZOT) perteneciente a la especie Vibrio cholerae. 

Está descrito que la toxina ZOT es capaz de debilitar las uniones TJs. Según esta 

hipótesis, la zonulina podría incrementar la permeabilidad paracelular en pacientes 

celiacos permitiendo la entrada de los péptidos tóxicos del gluten en la submucosa y 

generando el proceso inmunopatológico Estudios en animales demostraron que la 

zonulina reducía la resistencia eléctrica del yeyuno y del íleon (178). Aunque estos 

estudios son de interés, sólo se ha demostrado el paso de iones y pequeñas 

moléculas (100-300 Da) a través de este tipo de transporte. Los péptidos tóxicos de 

gliadina presentan un tamaño mucho mayor y las TJ son sensibles a la carga y al 

tamaño de las moléculas, por lo que los análisis de permeabilidad podrían no ser 

válidos para los péptidos de gliadina (151).  

Transporte transcelular: A diferencia de la permeabilidad paracelular, se ha 

demostrado que los péptidos de gliadina pueden atravesar la barrera intestinal 

mediante el transporte transcelular (151). Trabajos llevados a cabo en cultivos 

celulares han mostrado que péptidos inmunotóxicos como el 33-mer pueden aparecer 

en vesículas endocíticas dentro de la célula sufriendo una degradación parcial (179). 

Además, el proceso de transcitosis de péptidos de gliadina en cultivos celulares se 

incrementaba al ser tratado con interferón γ, una citoquina proinflamatoria producida 

en exceso en la mucosa de pacientes celiacos (180). Esto parece indicar que la 

permeabilidad transcelular podría estar aumentada en pacientes celiacos. Estudios en 

animales, realizados en macacos sanos y con intolerancia al gluten, mostraron que los 

especímenes intolerantes presentaban el péptido 33-mer intacto en la lámina propria y 

en el suero después de 60 minutos, a diferencia de los macacos sanos donde sólo se 

detectaba en el cepillo intestinal (168, 170).  

En humanos aparecen resultados similares a los descritos anteriormente. Se 

detectó que péptidos del gluten aparecían en vesículas endocíticas, endosomas 

tardíos y en vesículas con HLA-DR dentro de las células epiteliales de pacientes 

celiacos (181). Además, se observó una mayor entrada del péptido 33-mer en 

pacientes celiacos activos que en celiacos tratados e individuos control (179). Un 

estudio comparativo entre biopsias de sanos, celiacos activos y celiacos tratados, 

llevado a cabo con los péptidos 33-mer y 19 mer, mostró que las muestras control y 

las muestras de celiacos tratados eran capaces de degradar casi completamente estos 

péptidos durante el transporte. Sin embargo, esto no ocurría en las biopsias de los 

pacientes celiacos activos (138). Matysiak-Budnik T et al. (138), relacionaron este 
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transporte anormal con el receptor CD71 el cual es capaz de unirse a la 

inmunoglobulina A1 (Ig A1). Esta Ig A1 se caracteriza porque es capaz de reconocer y 

unirse a péptidos del gluten. En la mucosa intestinal de sanos el receptor CD71 sólo 

se expresa en la membrana basolateral del enterocito y principalmente en las criptas. 

Sin embargo, en pacientes celiacos está masivamente y ectópicamente expresado en 

las vellosidades del enterocito debido probablemente a que CD71 es un receptor para 

la transferrina, y la deficiencia en hierro es frecuente en EC (182, 183). La unión del 

receptor CD71 al complejo IgA1-gluten permite la entrada del péptido del gluten al 

enterocito y su transporte por transcitosis. Además, la formación de este complejo 

podría proteger al péptido del gluten de la degradación dentro de la vesícula llegando 

intacto a la lámina propria (151). 

 

 

Figura 6: Modelo hipotético del metabolismo del gluten en pacientes celiacos. La deficiencia en las 

enzimas del cepillo intestinal genera grandes péptidos de gluten que no son reconocidos por el 

transportador PEPT. Estos péptidos permanecen en el lumen intestinal donde pueden ser hidrolizados por 

las proteasas bacterianas, descritas en el duodeno pacientes celiacos, generando compuestos fácilmente 

absorbibles. Los pacientes celiacos presentan también un aumento de la permeabilidad intestinal que 

podría permitir la entrada de una gran cantidad de péptidos del gluten a través de los enterocitos 

mediante el transporte paracelular y transcelular.  

 

 



40 
 

Aunque el aumento de la permeabilidad intestinal en pacientes celiacos parece 

evidente, hay controversia a la hora de discernir si esta permeabilidad causa la EC o 

se produce como consecuencia de ella (151). Los estudios a nivel genético llevados a 

cabo hasta ahora no muestran asociaciones concluyentes entre la EC y los genes 

reguladores de la permeabilidad intestinal. Se especula que otros factores ambientales 

diferentes al gluten, como las infecciones víricas o un desequilibrio en la microbiota del 

tubo digestivo, pueden tener un papel importante (184, 185). Por ejemplo, se ha 

descrito que infecciones intestinales de origen vírico pueden estimular la producción 

de citoquinas inflamatorias e inducir lesiones epiteliales, generando un incremento de 

la permeabilidad intestinal (83). Así mismo, Cinova J et al. (111) demostraron que 

bacterias intestinales presentes en pacientes celiacos podían afectar a la integridad 

intestinal produciendo también un incremento de la permeabilidad. Sin embargo, hay 

pocos estudios llevados a cabo en este campo.  

 

4- La microbiota intestinal 

4.1- Composición y desarrollo de la microbiota intestinal 

La mayoría de los animales coexisten con una comunidad microbiana que 

aporta al animal hospedador múltiples beneficios fisiológicos, en una auténtica relación 

de simbiosis (186). El término “microbiota” hace referencia a la comunidad de 

microorganismos reunidos en un nicho ecológico determinado (187). El número de 

bacterias presentes en el cuerpo humano es muy extenso y variable. La microbiota 

humana consiste en aproximadamente 1014 células bacterianas que se estima que son 

10 veces superiores a las células eucariotas de humanos. Estas células bacterianas 

llevan asociada una tremenda información genética mucho mayor a la presente en 

nuestro genoma. Por tanto, la microbiota del individuo es relevante en nuestro 

funcionamiento “normal” o predisposición a padecer algunas enfermedades (188). 

En humanos, la interacción entre células animales y bacterianas es 

especialmente importante en el tracto gastrointestinal (186). Se estima que puede 

haber unas 2.000 especies de bacterias comensales en nuestro cuerpo, de las cuales, 

la inmensa mayoría se encuentran en el intestino. La mucosa del tracto gastrointestinal 

es la segunda superficie más extensa del organismo (250 m2) y constituye la principal 

zona de contacto frente a agentes externos. La microbiota colónica, que es la más 

diversa de todo el tracto digestivo, constituye un complejo ecosistema integrado por 
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más de 500 especies bacterianas cultivadas que pertenecen a más de 200 géneros. 

Sin embargo, la gran mayoría de las especies del intestino humano pertenecen a 

bacterias no cultivadas y nuevas especies (189). El ecosistema microbiano del tracto 

gastrointestinal incluye especies nativas que colonizan permanentemente el tracto y 

una serie de microorganismos que transitan temporalmente por el tubo digestivo (187). 

El primer grupo se distribuye de forma diferente según las características anatomo-

fisiológicas de cada región intestinal (186, 190). De este modo, la densidad microbiana 

va aumentando a medida que descendemos por el tracto gastrointestinal. El 

estómago, a consecuencia de su pH ácido, tradicionalmente se ha considerado que 

presenta una carga bacteriana limitada (191). En el intestino delgado es donde 

comienza a aparecer una microbiota estable. La distribución de los microorganismos 

presentes en el intestino delgado es diferente a lo largo de éste, de modo que la 

concentración de bacterias va aumentando desde 104 unidades formadoras de 

colonias (UFC)/g de contenido intestinal en el duodeno proximal, hasta alcanzar la 

concentración de 107 UFC/g de contenido intestinal en el íleon terminal (192). La 

mayor concentración de bacterias se encuentra en el intestino grueso, donde los 

recuentos de bacterias alcanzan densidades de alrededor 1012 UFC/g de heces. Los 

factores que facilitan el desarrollo bacteriano son la elevación del pH (próximo a la 

neutralidad), la disminución de las sales biliares y de los restos de secreción 

pancreática. Además, en el colon el tiempo de tránsito es más lento lo que brinda a los 

microorganismos la oportunidad de proliferar fermentando los sustratos disponibles 

derivados de la dieta (193, 194).  

 

 Desarrollo de la microbiota 

La microbiota intestinal es característica de cada persona. La adquisición de 

esta microbiota comienza en el momento del nacimiento y se va consolidando a lo 

largo de la vida del individuo, de modo que el feto y el recién nacido se consideran 

libres de bacterias. Sin embargo, se encuentran pequeñas cantidades de 

microorganismos inmediatamente después del nacimiento. Las bacterias 

frecuentemente aisladas son Staphylococcus, Streptococcus, Propionibacterium y 

Corynebacterium. La colonización inicial del intestino del niño ocurre durante el parto, 

al ponerse en contacto el bebé con la microbiota vaginal de su madre, y 

posteriormente por el contacto con la microbiota normal de sus padres (195). La leche 

materna es uno de los factores clave en la iniciación y el desarrollo de la microbiota 

intestinal del neonato, ya que garantiza un aporte continuo de bacterias durante todo el 
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período de lactancia (190). El desarrollo de una comunidad bacteriana estable 

depende de múltiples factores intrínsecos como las condiciones de pH, secreciones 

pancreáticas, sales biliares, etc; y extrínsecos tales como la alimentación, el clima, 

historial clínico, etc (186, 196). Dentro de ellos, la dieta se yergue como el factor 

ambiental más relevante, ya que cualquier nutriente ingerido en la dieta que llegue al 

intestino se convierte en sustrato para las bacterias (197). Se considera que una 

persona alcanza una microbiota estable una vez finalizada la lactancia y tras iniciarse 

de manera continuada una alimentación sólida (186). 

 

 Composición de la microbiota 

El ecosistema microbiano del tracto gastrointestinal incluye especies nativas 

que colonizan permanentemente el tracto gastrointestinal y una serie de 

microorganismos que transitan temporalmente por el tubo digestivo (187). La 

presencia específica de los microorganismos depende de las características 

fisiológicas y morfológicas de cada parte del aparato digestivo. Por tanto, vamos a 

encontrar diferentes especies bacterianas a lo largo del tubo digestivo (186). Así, los 

grupos más frecuentemente encontrados en el esófago pertenecen a los géneros 

Streptococcus, Prevotella y Veillonella (198). En cambio, el estómago presenta una 

carga bacteriana limitada debido a las condiciones adversas que aparecen en esta 

región. Bik EM et al. (191) determinaron que bacterias de los filos Proteobacteria, 

Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes y Fusobacteria aparecían con frecuencia en 

el estómago. Además, destaca la presencia de Helicobacter pylori como miembro de la 

microbiota indígena del estómago, el cual se ha considerado frecuentemente un 

microorganismo patógeno causante de enfermedades. Sin embargo, se ha 

demostrado que puede ejercer un papel protector sobre el huésped (199, 200). 

Se han llevado a cabo pocos estudios sobre la microbiota del intestino delgado 

debido a que se trata de una zona de difícil acceso para la toma de muestras. La 

mayoría de ellos han sido realizados apartir de muestras del duodeno, donde se ha 

determinado la presencia de bajas concentraciones de bacterias como consecuencia 

de su pH ácido, los movimientos peristálticos, y la secreción de jugos pancreáticos y 

biliares. Los primeros trabajos que analizaron la microbiota duodenal consideraron que 

la parte alta del intestino delgado era estéril o tenía una población muy dispersa, en la 

que predominaban microorganimos Gram-positivos (201, 202). La mayoría de los 

microorganismos aislados eran especies ácido-tolerantes (principalmente Lactobacillus 

spp. y Streptococcus spp.) derivadas de las cavidades orales y nasales; aunque 
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también se aislaron, en menor proporción, Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., 

Veillonella spp., Staphylococcus spp., enterobacterias y levaduras (203). Nistal E et al. 

(89), mediante técnicas moleculares, mostraron que la mayoría de las bacterias del 

duodeno pertenecían a Firmicutes, Proteobacteria y Bacteroidetes; y los géneros mas 

representativos eran Streptococcus y Prevotella. En el yeyuno e íleon se ha observado 

un predominio de microorganismos aerobios Gram-negativos, y en menor proporción 

de anaerobios obligados (187). Wang EM et al. (204), mediante la construcción de 

colecciones de clones del ADNr 16S, mostraron la presencia de Bacteroides y 

Clostridium como las especies dominantes en biopsias procedentes de la mucosa del 

íleon. Por otro lado, en un estudio posterior, se determinó que Bacillus, Lactobacillus, 

Streptococcus y representantes del filo Proteobacteria, aparecían frecuentemente en 

biopsias procedentes del yeyuno (205). 

Se sabe que en el colon existe un ambiente reductor desprovisto de oxígeno, 

por lo que la mayoría de las poblaciones que han sido identificadas son anaerobias 

estrictas. Dentro de esta microbiota, el género Bacteroides (constituído por bacilos 

Gram-negativos no esporulados) es uno de los más abundantes (206). Además, 

también son dominantes otros microorganismos Gram-positivos no esporulados 

pertenecientes a los géneros Eubacterium, Bifidobacterium, Peptostreptococcus y 

Ruminococcus (207). Los bacilos Gram-positivos esporulados están representados 

fundamentalmente por el género Clostridium. En menor proporción, aparecen 

poblaciones de bacterias anaerobias facultativas o aerotolerantes como 

enterobacterias, enterococos, lactobacilos y estreptococos, que son esenciales para la 

homeostasis microbiana en el intestino grueso (207, 208). 

 

4.2- Funciones de la microbiota intestinal 

Los microorganismos que viven en el intestino interaccionan con las células del 

hospedador ejerciendo una influencia vital en el correcto desarrollo bioquímico y 

fisiológico del organismo que colonizan. Esta interacción es una auténtica relación de 

mutualismo en la que ambas partes se ven beneficiadas (209, 210). Entre las 

funciones importantes para el hospedador en las que interviene la microbiota intestinal 

deben incluirse no sólo la metabólica y protectora, de las que se hablará en 

profundidad más adelante, sino también otras menos conocidas como la de contribuir 

a la maduración del tracto gastrointestinal, participar en la regulación de la 
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permeabilidad paracelular, regular la angiogénesis, la deposición de grasas, etc (211-

213).  

 

 Funciones metabólicas 

Muchos alimentos ingeridos en la dieta no son capaces de ser digeridos por las 

enzimas digestivas del tracto digestivo. El metabolismo microbiano es responsable de 

la conversión de muchas de estas sustancias en nutrientes que pueden ser absorbidos 

y utilizados por el huésped (214). Está ampliamente demostrada la importancia de la 

microbiota intestinal en el metabolismo de carbohidratos de difícil digestión (215). La 

diversidad genética de la microbiota intestinal produce diversas enzimas y rutas 

bioquímicas que son distintas a las que se encuentran en el hospedador, permitiendo 

así la recuperación de parte de la energía ingerida con la comida. Además, las 

bacterias también intervienen en otras funciones metabólicas como la producción de 

vitaminas (K, B12, biotina, ácido fólico y pantoténico), el control de los niveles de 

colesterol en sangre, la absorción de determinadas sales minerales, la síntesis de 

aminoácidos a partir del amoníaco o la urea, etc., todas ellas de gran importancia para 

el hospedador (214). 

La microbiota diversa presente en el colon participa en la fermentación de los 

alimentos que no han sido previamente digeridos por nuestras enzimas. Los productos 

metabólicos más importantes que se generan, como consecuencia de estas 

fermentaciones, son los ácidos grasos de cadena corta (AGCC), especialmente 

acético, propiónico y butírico (197). Estos AGCC son los principales aniones que 

surgen de la fermentación bacteriana de polisacáridos, oligosacáridos, proteínas, 

péptidos y glucopéptidos en el colon (216). Aunque en términos cuantitativos los 

carbohidratos de origen vegetal son los precursores más importantes, los restos 

proteicos que llegan al intestino también se utilizan en la producción de AGCC y 

específicamente en los AGCC ramificados (217, 218). Los AGCC constituyen la fuente 

energética principal de las células del epitelio intestinal en el colon y participan en el 

control de varios procesos metabólicos. El ácido butírico es, en su mayor parte, 

metabolizado en el epitelio intestinal, constituyendo la fuente energética principal para 

el epitelio del colon (218, 219). Por otro lado, el acético y el propiónico acceden a la 

circulación portal y participan en el metabolismo del colesterol y los lípidos (218, 219). 

Se ha descrito que el ácido propiónico disminuye la expresión de enzimas lipogénicas 

en el hígado, implicadas en la síntesis de novo de triglicéridos y ácidos grasos, y 

reduce los niveles de colesterol (220). Por el contrario, el acético reduce los niveles 



45 
 

séricos de ácidos grasos, aunque aumenta los de colesterol (221). Se considera que la 

microbiota intestinal puede contribuir a reducir la colesterolemia mediante su 

capacidad para modular el equilibrio y composición entre estos AGCC. Además se ha 

descrito que los AGCC favorecen también la absorción de minerales (calcio, magnesio 

y hierro) clínicamente relevantes para el tratamiento y prevención de ciertas 

enfermedades como la osteoporosis y la anemia. Esta absorción se produce como 

consecuencia de la reducción del pH luminal que aumenta la solubilidad de los 

minerales y favorece la entrada por difusión pasiva (221).  

Además de alimentos, en la dieta se ingieren otras sustancias como aditivos, 

fármacos o contaminantes que son absorbidos y llegan al hígado, a través de la 

circulación sanguínea, donde son detoxificados por procesos de oxidación y 

conjugación. Aunque la mayoría de estas sustancias son eliminadas por la orina, una 

pequeña proporción vuelve a ser excretada al lumen intestinal, vía bilis, donde se 

encuentra con la microbiota presente en el intestino. Muchas de estas sustancias son 

desconjugadas y detoxificadas por bacterias del intestino, permitiendo así su vuelta al 

torrente sanguíneo (222). Sin embargo, la actividad metabólica de la microbiota 

intestinal también puede producir un daño en el organismo. Así, el metabolismo 

anaeróbico de los péptidos y proteínas a nivel del intestino generan una serie de 

sustancias potencialmente tóxicas como amonio, aminas, fenoles, tioles e indoles 

(214, 223) 

 

 Funciones de protección 

Una de las funciones más importantes de la microbiota humana es la 

regulación y estabilización del ecosistema interno evitando la colonización por parte de 

otros microorganismos patógenos. Existe un fenómeno de competición entre los 

microorganismos ya instaurados y los microorganismos patógenos por los nutrientes y 

el espacio disponible. Además, la microbiota intestinal da lugar a unas condiciones de 

pH, producción de bacteriocinas, etc., que dificultan de forma importante la 

colonización por un elemento extraño a esta microbiota (224, 225). Por tanto, la 

microbiota humana constituye la primera barrera de defensa frente a las infecciones, 

de modo que, un desequilibrio en el ecosistema microbiano puede acarrear la invasión 

del espacio por bacterias dañinas (225).  

Otra función protectora esencial de la microbiota humana es la de desarrollar el 

sistema inmunitario (226, 227). Los estudios con animales gnotobióticos (libres de 
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bacterias) han demostrado que estos animales presentan un gran número de 

alteraciones en el sistema inmunitario, como por ejemplo una bajada en la densidad de 

células linfoides en la mucosa intestinal, estructuras foliculares linfocitarias pequeñas, 

una baja concentración de inmunoglobulinas circulantes en la sangre, etc (206, 228). 

La inmadurez del sistema inmunitario de estos animales demuestra que la microbiota 

intestinal podría actuar como un estímulo inmunogénico importante permitiendo la 

maduración del tejido linfoide (229). Dicha hipótesis queda demostrada cuando se 

induce experimentalmente la colonización bacteriana en estos animales y se 

comprueba la recuperación de la mayoría de los parámetros inmunitarios afectados 

por la ausencia de microorganismos (230).  

 

4.3- Bacterias proteolíticas en el tracto digestivo: ¿Degradación 

microbiana del gluten? 

Las proteasas bacterianas presentes en el tracto digestivo contribuyen a 

procesos fisiológicos importantes del hospedador. Probablemente su función más 

conocida es la metabólica. Los microorganismos producen diversas enzimas y rutas 

bioquímicas distintas a las que se encuentran en el huésped, permitiendo así el 

aprovechamiento de alimentos ingeridos en la dieta que no podrían ser aprovechados 

por las células del hospedador (231). Las bacterias proteolíticas también tienen 

funciones defensivas activando factores de crecimiento y citoquinas, y funciones 

estructurales tales como la recuperación de la matriz celular (231). Sin embargo, la 

microbiota proteolítica puede presentar actividades potencialmente dañinas para el 

organismo. Por ejemplo, el metabolismo anaeróbico de los péptidos y proteínas a nivel 

del intestino genera una serie de sustancias potencialmente tóxicas como amonio, 

aminas, fenoles, tioles e indoles (144, 223). Además, la activación anómala de 

receptores en el hospedador, la degradación excesiva de la matriz extracelular, el 

desequilibrio en la barrera intestinal y la invasión de bacterias patogénicas puede 

producirse por proteasas bacterianas (231, 232). 

Las bacterias del tracto digestivo tienen una función importante en el 

metabolismo de alimentos de difícil digestión para el hospedador. Precisamente, las 

prolaminas del gluten no son capaces de ser hidrolizadas completamente por las 

enzimas digestivas humanas, de modo que permanecen en el lumen intestinal donde 

pueden ser sustrato de las bacterias proteolíticas del tracto digestivo. Se ha 

especulado que la digestión del gluten podría comenzar en la cavidad oral debido a 
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que la boca presenta una actividad proteolítica frente al gluten (135). Así, en un 

estudio realizado por Helmershorst E et al. (135) se detectaron proteasas de origen 

microbiano en la saliva capaces de reconocer tripéptidos que aparecían con frecuencia 

en las prolaminas del gluten. Además, algunas de estas proteasas hidrolizaban 

péptidos del gluten resistentes a las enzimas digestivas humanas (135). Las cepas 

bacterianas aisladas de la placa dental con gran actividad hacia los péptidos del gluten 

fueron identificadas como Rothia mucilaginosa y Rothia aeria. Dichas cepas eran 

capaces de hidrolizar al 50% una concentración de 250 µg/ml de gluten en 30 minutos. 

A su vez, estos microorganismos hidrolizaron péptidos inmunogénicos del gluten que 

no habían sido digeridos por las proteasas digestivas humanas. Se demostró también 

que las proteasas de Rothia aeria eran capaces de resistir el pH ácido del estómago, 

reactivándose a pH neutro, de modo que esta cepa bacteriana podría atravesar el 

estómago y llegar al duodeno donde puede tener un papel importante en la digestión 

del gluten (136). Precisamente, especies de Rothia han sido asociadas a la microbiota 

duodenal (89, 233). En el estudio llevado a cabo por Helmerhorst E et al. (135) 

también se aislaron otras cepas bacterianas pertenecientes a Streptococcus mitis, 

Streptococcus penumoniae, Staphylococcus epidermidis, Bifidobacterium longum, y 

Bifidobacterium dentium que podrían estar relacionadas con el metabolismo del gluten 

(136). Todos estos estudios sugieren que el gluten puede sufrir un proceso digestivo 

en la parte alta del tracto gastrointestinal llevado a cabo por la acción de proteasas 

bacterianas.  

Aunque no se ha demostrado in vivo, hay varias razones para considerar que la 

microbiota intestinal puede tener un papel importante en el metabolismo de proteínas 

(122). Las proteínas y péptidos de la dieta pueden proporcionar aminoácidos a las 

bacterias del intestino delgado que éstas utilizan para su propia síntesis proteica, la 

generación de energía metabólica y el reciclaje de cofactores reducidos. A su vez, los 

compuestos metabólicos generados por las bacterias pueden ser utilizados por el 

hospedador. Por ejemplo, la microbiota es capaz de proporcionar aminoácidos al 

hospedador para la síntesis de proteínas (122). A pesar de que la concentración y 

diversidad bacteriana en el intestino delgado es menor que la presente en el intestino 

grueso, el intestino delgado muestra una concentración luminal de proteínas elevada 

que puede permitir la proliferación de bacterias proteolíticas (122). Además, la 

ubicuidad del gluten en la dieta y la resistencia de las prolaminas del gluten a las 

enzimas digestivas humanas permiten que aparezcan péptidos del gluten de gran 

tamaño en el duodeno. Estos péptidos pueden ser utilizados como sustrato por las 

bacterias intestinales, de hecho, se ha demostrado que la retirada de gluten en la dieta 
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puede afectar a la población bacteriana duodenal (89). En un estudio reciente se han 

aislado bacterias duodenales capaces de crecer en medios con gluten como única 

fuente de nitrógeno. La mayoría de las bacterias aisladas pertenecían al género 

Streptococcus. Además, también aparecieron especies como Staphylococcus 

epidermidis y Staphylococcus hominis con actividad proteolítica frente al gluten (234). 

La presencia de proteasas microbianas capaces de hidrolizar el gluten en el duodeno 

también ha sido descrita. Sin embargo, estas proteasas se restringían a la mucosa 

duodenal de pacientes celiacos (142). Por tanto, estos resultados parecen indicar que 

la microbiota intestinal puede participar en el metabolismo del gluten. 

A pesar de la eficiente capacidad proteolítica del intestino delgado, péptidos y 

proteínas no digeridos llegan al intestino grueso. Se sabe que el intestino grueso 

presenta una extensa y diversa microbiota capaz de utilizar los componentes dietéticos 

que escapan a la digestión en el estómago e intestino delgado (122), de modo que la 

composición de la microbiota se encuentra muy influenciada por la dieta (235). Se cree 

que una cantidad aproximada de 13 g de proteína entra al intestino grueso diariamente 

y pasa a disposición de la microbiota del colon, que la emplea para su metabolismo. 

Sin embargo, hay un escaso conocimiento de la digestión de proteínas y péptidos en 

el intestino grueso. Las principales bacterias proteolíticas del colon se atribuyen a los 

géneros Bacteroides, Lactobacillus, Fusobacterium Propionibacterium, Enterococcus, 

Clostridium, Bacillus y Staphylococcus (223). Estas bacterias producen enzimas y 

rutas metabólicas diferentes a las del hospedador, que permiten la recuperación de 

parte de la energía consumida en la dieta. Por tanto, proteínas resistentes a las 

enzimas digestivas humanas, como las proteínas del gluten, pueden ser utilizadas por 

las bacterias residentes en el intestino grueso. La retirada de gluten en la dieta puede 

afectar a las comunidades bacterianas del colon. De Palma G et al. (236) observaron 

una reducción en la población de Bifidobacterium y Lactobacillus, así como un 

incremento de las enterobacterias, cuando voluntarios sanos llevaban a cabo una dieta 

sin gluten. Resultados similares fueron obtenidos en estudios con celiacos; donde los 

pacientes celiacos tratados también presentaban un desequilibrio en Bifidobacterium y 

Lactobacillus con respecto a los pacientes celiacos activos (72). En un estudio llevado 

a cabo por Laparra M et al. (146) se observó que cepas bacterianas de 

Bifidobacterium aisladas de las heces, como B. animalis IATA-A2, B. bifidum IATAES2 

y B. longum CECT 7347, eran capaces de hidrolizar péptidos de gliadina. Además, 

dicha cepa (B. longum CECT 7347) resultó ser eficaz a la hora de digerir el péptido 33-

mer, péptido que como se mencionó anteriormente, es resistente a las enzimas 

digestivas humanas (72, 110). Por otro lado, se ha descrito que cepas fecales de 
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Bacteriodes fragilis también muestran actividad proteolítica frente a las proteínas del 

gluten (145, 237). Estos datos parecen indicar que Bifidobacterium y Bacteroides 

podrían participar en el metabolismo del gluten en el intestino grueso.  

 

Tabla 3: Microorganismos autóctonos del tracto digestivo y microorganismos capaces de participar en el 

metabolismo del gluten. 

 

 

4.4- Microbiota intestinal y la enfermedad celiaca 

La microbiota intestinal tiene gran impotancia médica, ya que las bacterias 

pueden influir de forma beneficiosa o dañina sobre la salud del hospedador. En 

condiciones no patológicas, el ecosistema intestinal está en equilibrio y los 

microorgamismos no ejercen ningún efecto perjudicial sobre el hospedador. Sin 

Tracto 
Digestivo 

UFC/g contenido 
intestinal 

Bacterias 
autóctonas 

Bacterias que utilizan péptidos 
de gluten 

Boca y esófago 10
4
-10

6
 

 
Streptococcus 

Prevotella 
Veillonella 

 
 

Rothia aeria/ R. mucilaginosa 
Staphylococcus epidermidis 

Streptococcus mitis/ S. pnuemoniae 
Bifidobacterium longum/ B. dentium 

Estómago 10
1
-10

3
 

 
Candida albicans 

Helicobacter pylori 
Lactobacillus 

Streptococcus 
 

-- 

Intestino 
delgado 
proximal 

10
3
-10

8
 

 
Bacteroides 

Candida albicans 
Lactobacillus 

Streptococcus 
Staphylococcus 

 

Streptococcus salivarius/ S. oralis 
Staphylococcus epidermidis/  

S. hominis 
Lactobacillus 

Intestino 
delgado distal 

10
5
-10

7
 

 
Bacteroides 

Candida albicans 
Lactobacillus 

Streptococcus 
Bacillus 

Enterococcus 
Lactobacillus 

Veillonella 
 

-- 

Intestino 
grueso 

10
10

-10
11

 

Bacteroides 
Bacillus 

Bifidobacterium 
Clostridium 

Enterococcus 
Eubacterium 

Fusobacterium 
Ruminococcus 
Streptococcus 

Bifidobacterium longum/ B.animalis 
 /B.bifidum 

Bacteroides distasonis 
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embargo, en determinadas situaciones, algunos microorganismos pueden dar lugar a 

infecciones si se establecen en regiones del cuerpo en las que no son residentes 

habituales o cuando su número se incrementa de forma excesiva debido a 

perturbaciones del ecosistema intestinal (238). La alteración de la microbiota del tracto 

gastrointestinal se ha asociado con frecuencia a muchas enteropatías como son las 

enfermedades inflamatorias crónicas intestinales, el cáncer de colon, así como 

desórdenes inmunes (239-241). Este desequilibrio en la microbiota intestinal se 

conoce como disbiosis intestinal y también ha sido descrita en pacientes con EC (72). 

El hecho de que el gluten resulte inofensivo para la mayor parte de la 

población, incluyendo a aquellos individuos que presentan una susceptibilidad 

genética, demuestra que otros factores ambientales diferentes al gluten podrían tener 

un papel importante en el proceso patológico de la EC (33, 242). Un trabajo pionero 

llevado a cabo por Forsberg G et al. (84) demostró, la presencia de unas bacterias 

bacilares ancladas en el duodeno de niños con EC, que no estaban presentes en 

individuos sanos. Los autores concluyeron que la mucosa de los individuos 

susceptibles de padecer la EC podría promover la penetración bacteriana y la 

subsiguiente unión al epitelio. Este trabajo sugirió por primera vez el posible papel de 

las bacterias intestinales en la patogénesis de la EC (242). Desde entonces son 

numerosos los trabajos que han descrito un desequilibrio en la microbiota intestinal de 

los pacientes celiacos (72, 86-88). 

 

 Microbiota duodenal en sanos y celiacos 

La EC es una alteración que afecta a la parte superior del intestino delgado y 

con frecuencia se ha relacionado con la edad infantil. Por tanto, la mayoría de los 

trabajos publicados se han centrado en la caracterización de la microbiota duodenal de 

niños celiacos (activos y tratados) y sanos. Un estudio utilizando la técnica de 

hibridación in situ con fluorescencia mostró una reducción en la población de 

Lactobacillus y Bifidobacterium, así como un incremento de Bacteroides y Prevotella, 

en biopsias duodenales de niños celiacos con respecto a niños sanos (88). 

Posteriormente, Collado MC et al. (85), mediante PCR a tiempo real, determinaron que 

dos poblaciones bacterianas asociadas al tracto gastrointestinal (Bacteroides sp. y 

Clostridium leptum) eran significativamente más abundantes en niños celiacos 

comparado con niños sanos, mientras que Bifidobacterium longum se veía disminuida 

en celiacos. En el mismo estudio se estableció que los niveles de Escherichia coli y 

Staphylococcus eran significativamente más altos en biopsias duodenales de niños 
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con EC activa frente a pacientes tratados o controles (85). En esta dirección, Sánchez 

E et al. (145), mediante electroforesis en gel desnaturalizante (DGGE), observaron una 

reducción en la diversidad de Bacteroides presente en las biopsias de niños celiacos, 

independientemente del tratamiento. De este modo, especies bacterianas como 

Bacteriodes distasonis, Bacteroides fragilis, Bacteroides uniformis y Bacteroides 

ovatus aparecían más frecuentemente en controles sanos que en pacientes celiacos 

activos y tratados, mientras que Bacteroides vulgatus aparecía incrementado sólo en 

sanos. En cambio, la diversidad de bifidobacterias era mayor en celiacos, 

presentándose las especies B. adolescentis y B. animalis más frecuentemente en 

pacientes celiacos activos que en sanos y celiacos en DSG (145). Todos estos 

trabajos muestran un disbiosis en la microbiota intestinal de niños celiacos (72).  

En un estudio similar, llevado a cabo por Schippa S et al. (243) se analizó, 

mediante electroforesis en gradiente temporal de temperatura (TTGE), la composición 

de la microbiota asociada a la mucosa duodenal de niños con EC y de niños sanos. 

Los resultados mostraron una mayor diversidad en la mucosa duodenal de pacientes 

con EC y un perfil de bandas característico que podría estar asociado a la enteropatía. 

Además, los niños con EC presentaban perfiles electroforéticos diferentes antes y 

después del tratamiento con la dieta libre de gluten (243). Sin embargo, no sólo se 

observan diferencias en la composición de la microbiota duodenal entre niños sanos y 

celiacos; la actividad funcional de la microbiota también aparece alterada. Bernardo D 

et al. (142), mediante técnicas de zimografía, observaron que en pacientes celiacos 

aparecía un perfil de proteasas bacterianas capaces de hidrolizar gliadina que no se 

encontraba en individuos sanos. Este resultado sugiere que además de existir un 

desequilibrio en la microbiota intestinal de los niños celiacos, éstos también presentan 

una actividad proteolítica de origen bacteriana diferente. 

No obstante, no todos los estudios presentan diferencias claras entre la 

microbiota de niños sanos y celiacos. Así, Ou G et al. (233), llevaron a cabo la 

caracterización de la microbiota de la parte proximal del intestino delgado de una 

población de niños suecos, mediante la secuenciación de una región del ADNr 16S, 

sin encontrar diferencias entre niños con EC y sanos. Por el contrario, sí que 

observaron diferencias entre la microbiota duodenal de biopsias que habían sido 

recogidas durante los últimos años (2004-2007) y las realizadas en torno a 1990, 

durante la epidemia de EC que había tenido lugar en Suecia. En estas últimas biopsias 

se observó una gran proporción de bacterias del género Clostridium, Prevotella y 

Actinomyces graevenizii (233). 
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Los trabajos anteriormente mencionados realizaron un estudio descriptivo de la 

microbiota presente en el duodeno de niños sanos y celiacos. Sin embargo, como ya 

se ha dicho, la EC no es una enfermedad exclusiva de la edad infantil. Hoy en día, se 

sabe que la EC puede ser diagnosticada a cualquier edad, manifestándose más 

comúnmente durante la infancia o durante la tercera o cuarta década de la vida (34, 

39). Pese a ésto, pocos trabajos han descrito la microbiota duodenal de adultos 

celiacos y sanos. Nistal E et al. (89), mediante la construcción de una colección de 

clones del ADNr 16S, caracterizaron la microbiota duodenal de niños y adultos 

diagnosticados como no celiacos, celiacos activos y celiacos tratados. Los resultados 

de dicho trabajo mostraron diferencias en función de la edad (diferencias significativas 

entre niños celiacos y adultos celiacos) y de la dieta (diferencias significativas entre 

celiacos activos y tratados). Sin embargo, no se mostraron diferencias claras 

asociadas al diagnóstico de la enfermedad.  

El sobrecrecimiento bacteriano duodenal también se ha asociado con la EC. 

Forsberg G et al. (84) encontraron unas bacterias bacilares en el duodeno de 

pacientes celiacos que podrían estar relacionadas con el proceso patológico de la EC. 

En esta dirección, Rubio-Tapia A et al. (244) confirmaron que las muestras duodenales 

de pacientes celiacos presentaban un sobrecrecimiento bacteriano que no aparecía en 

sanos. Además, este sobrecrecimiento se ha relacionado con aquellos pacientes 

celiacos en los que persisten los síntomas gastrointestinales tras la retirada del gluten 

de la dieta. Por tanto, el incremento de bacterias en el duodeno se ha investigado 

como una de las posibles causas por las que determinados pacientes celiacos no 

responden a la DSG (245).  

 

 Microbiota fecal en sanos y celiacos 

La inaccesibilidad del duodeno limita el número de muestras disponibles en los 

experimentos de caracterización de la microbiota intestinal. Además, la biopsia 

duodenal se lleva a cabo por un proceso incómodo para el paciente, por lo que con 

frecuencia los voluntarios que se engloban dentro del grupo control no son individuos 

totalmente asintomáticos (234). Por estas razones, y aunque la EC ocurra en la parte 

alta del intestino delgado, los estudios de caracterización de la microbiana fecal 

también son importantes. Es importante mencionar que aunque se encuentren 

poblaciones bacterianas diferentes en el colon y el duodeno, la microbiota fecal es 

capaz de reflejar al menos parte de la microbiota presente en el intestino delgado (85). 
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Un método indirecto para estudiar la microbiota intestinal en las heces consiste 

en la cuantificación de los productos metabólicos que producen las bacterias. Los 

AGCC son los principales aniones que surgen de la fermentación bacteriana de 

polisacáridos, oligosacáridos, proteínas, péptidos y glucopéptidos en el colon (218). La 

cuantificación de estos AGCC en muestras fecales de niños celiacos activos, niños 

celiacos tratados y niños sanos muestra un patrón diferente entre los tres grupos. 

Estos resultados sugieren una alteración en la actividad funcional de la microbiota 

intestinal entre sanos y celiacos. (165, 246-248). Un estudio posterior a éste, 

determinó que los familiares de primer grado de niños con EC también presentaban 

una actividad metabólica diferente en comparación a la de individuos sanos (249). Por 

tanto, esta alteración en la producción de metabolitos por la microbiota intestinal 

parece ser común en familiares y pacientes celiacos. Así mismo, los pacientes 

celiacos sintomáticos y no asintomáticos también muestran una concentración de 

AGCC similar en las muestras fecales (250).  

Mediante la técnica de DGGE se han llevado a cabo varios trabajos que 

comparan los patrones de bandas generados por las muestras fecales de voluntarios 

sanos y pacientes celiacos. Sanz Y et al. (251), empleando cebadores universales, 

determinaron que la diversidad de la microbiota fecal de niños con EC era 

significativamente mayor que la de niños sanos. Además, utilizando cebadores para 

bacterias ácido-lácticas observaron un desquilibrió en los géneros Lactobacillus y 

Leuconostoc. Un estudio similar llevado a cabo por Di Cagno R et al. (246) también 

mostró que los niños celiacos activos presentaban un desequilibrio tanto en la 

comunidad de Bifidobacterium como en la de Lactobacillus. Así mismo, estudios 

realizados con adultos mostraron resultados similares. Nistal E et al. (248) observaron 

que los celiacos activos adultos presentaban una microbiota diferente que los 

voluntarios sanos, encontrando también un desequilibrio en el grupo de las 

bifidobacterias. 

Otros estudios moleculares de las muestras fecales de sanos y celiacos 

reflejan variaciones similares a las encontradas en el duodeno. De acuerdo con esto, 

Collado MC et al. (85) analizaron las heces y biopsias de niños sanos y celiacos, 

mediante la técnica de PCR cuantitativa, mostrando que tanto en heces como en 

biopsia aparecía un incremento de Bacteroides sp. y Clostridium leptum en niños 

celiacos y un descenso de Bifidobacterium longum. También establecieron que los 

niveles de Escherichia coli y Staphylococcus fueron significativamente más altos en 

heces y biopsia de niños con EC activa con respecto a pacientes tratados y controles. 

Por otro lado, el análisis de la microbiota fecal también se llevó a cabo por la técnica 
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de hibridación in situ por fluorescencia. Mediante esta técnica se observó que las 

muestras fecales de niños celiacos activos y tratados presentaban una mayor 

proporción de bacterias Gram-negativas que los niños sanos, como ocurre en biopsias 

duodenales (252). Estos resultados demuestran que la microbiota fecal refleja 

parcialmente la microbiota presente en el duodeno (87), apoyando así la utilización de 

muestras fecales, mucho más fáciles de conseguir que las biopsias del intestino 

delgado, en el estudio de la microbiota intestinal de pacientes celiacos. 

Además de los trabajos de caracterización de la microbiota intestinal descritos 

anteiormente, también se han realizado estudios de virulencia en bacterias 

potencialmente patogénicas aisladas de pacientes celiacos. Sánchez E et al. (253) 

encontraron una asociación entre la EC y las enterobacterias patógenas. Las muestras 

fecales de niños con EC presentaban una menor diversidad dentro de la especie E.coli 

y las cepas aisladas de esta bacteria presentaban un mayor número de genes 

virulentos que las cepas obtenidas de niños sanos. Otras especies bacterianas que 

aparecen aumentadas en pacientes celiacos, como Bacteroides fragilis o 

Staphylococcus spp, también se han relacionado con genes y proteasas virulentas, 

que podrían estar relacionados con la EC (237, 254, 255). Como consecuencia, la 

actividad funcional de las bacterias presentes en el intestino de pacientes celiacos 

puede tener un papel importante en la aparición del proceso patológico de la EC. 
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El trigo es uno de los cereales más consumidos en todo el mundo gracias a las 

propiedades reológicas que le confieren sus proteínas de reserva y que le permiten 

formar masa. Dichas características fisicoquímicas únicas se deben principalmente a 

las proteínas del gluten, las cuales son responsables además de su gran valor 

culinario, permitiendo la elaboración de pan y otros alimentos procesados. Por esta 

razón, la harina de trigo se encuentra presente en numerosos alimentos y su 

eliminación de la dieta es realmente complicada. A pesar de la importancia y ubicuidad 

de la harina de trigo en los alimentos, apenas existen estudios del metabolismo del 

gluten en humanos. Ésto es más sorprendente si tenemos en cuenta que el gluten es 

el principal causante de la EC, una de las enfermedades autoinmunes más frecuentes 

en la actualidad, cuyo único tratamiento es llevar a cabo una dieta libre de gluten de 

por vida. Hoy en día se conoce que el gluten sólo es parcialmente digerido por las 

enzimas digestivas humanas generando péptidos inmunológicos de gran tamaño. Sin 

embargo, con frecuencia se subestima el papel de la microbiota en el proceso 

metabólico, la cual puede ejercer una función importante en la digestión de 

componentes recalcitrantes de la dieta, como las proteínas del gluten. El elevado 

consumo de gluten en la dieta y la resistencia de sus proteínas a las enzimas 

digestivas humanas nos permiten hipotetizar la exitencia de bacterias en el tracto 

digestivo capaces de participar en el metabolismo del gluten. Contemplando todo lo 

expuesto anteriormente en el presente trabajo, y dado el creciente interés que 

despierta el estudio de la EC y su componente microbiano, los objetivos 

fundamentales propuestos para esta Tesis Doctoral fueron los siguientes: 

- Estudiar la actividad metabólica de la microbiota intestinal asociada al 

consumo de gluten en individuos voluntarios sanos. 

- Comparar la actividad metabólica de la microbiota intestinal entre 

voluntarios sanos y pacientes celiacos en dieta normal y dieta sin gluten. 

- Analizar la actividad metabólica de la microbiota intestinal asociada al 

consumo de gluten en familiares con un HLA-DQ susceptible a la EC (HLA-

DQ2 y HLA-DQ8) y familiares de celiacos sin susceptibilidad genética.  

- Realizar un estudio comparativo del metabolismo de la microbiota intestinal 

entre sanos, celiacos y los dos grupos de familiares.  

- Caracterización de la microbiota fecal que participa en el metabolismo del 

gluten en sanos, pacientes celiacos y familiares de pacientes celiacos. 
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1- Sujetos de estudio 

La selección de los individuos que participaron en el estudio se llevó a cabo por 

el Dr. Santiago Vivas, la Dra. Laura Arias y el Dr. Luis Vaquero del Departamento de 

Gastroenterología del Hospital de León. El período de recogida fue consecutivo entre 

Septiembre de 2008 y Octubre de 2012. Se recogieron muestras fecales provenientes 

de 5 tipos de individuos cuyos criterios de inclusión y exclusión se describen a 

continuación: 

1- Voluntarios sanos: Individuos sin patología digestiva ni medicación 

crónica. Presentaron pruebas serológicas negativas para la EC (niveles normales de 

anti-transglutaminasa IgA y fenotipo HLA-DQ2/DQ8 negativos) y no tenían 

antecedentes familiares de la enfermedad. A su vez, presentaron niveles normales de 

hemoglobina y otros marcadores sanguíneos incluyendo parámetros renales y 

hepáticos. 

2- Enfermos celiacos activos: cumplían criterios diagnósticos de 

enfermedad celiaca con serología positiva y diferentes grados de atrofia vellositaria en 

la biopsia de la mucosa duodenal. A su vez, todos presentaban genética positiva 

(HLA-DQ 2/DQ8). Las muestras en estos pacientes fueron recogidas en el momento 

del diagnóstico antes de comenzar la dieta sin gluten. Se excluyeron aquellos casos 

dudosos donde faltaba alguno de los parámetros reflejados. 

3- Enfermos celiacos tratados: Sujetos previamente diagnosticados con 

enfermedad celiaca y que llevaban más de 1 año realizando dieta sin gluten. En todos 

ellos se realizó una biopsia duodenal de control que reflejaba una recuperación de la 

atrofia vellositaria, que presentaban al diagnóstico, junto con una serología de 

enfermedad celiaca negativa. 

4- Familiares de pacientes celiacos: Este grupo estaba formado por 

familiares de primer grado (padres y/o hermanos) de pacientes con EC 

(fundamentalmente niños celiacos). Todos ellos tenían serología negativa para la 

enfermedad y biopsia duodenal sin atrofia vellositaria, para diferenciarlos del grupo de 

enfermos celiacos. Estos familiares se dividieron en dos grupos según la presencia o 

no del HLA-DQ de riesgo para celiaca, de modo que aquellos familiares que 

presentaban un HLA-DQ2/DQ8 en las pruebas genéticas se englobaron en un grupo 

(HLA positivo) y los que no lo presentaban en otro (HLA negativo).  
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El acceso al estudio fue totalmente voluntario obteniéndose el consentimiento 

informado de todos los adultos participantes y de los padres en caso de que los 

individuos incluidos en el estudio fueran menores de edad. Se excluyeron aquellos 

voluntarios que habían tomado antiinflamatorios no esteroideos durante las cuatro 

semanas anteriores o corticoesteroides en los tres meses previos al experimento, así 

como aquellos individuos con otros tipos de patologías intestinales, alergias 

alimentarias o cuadros infecciosos que hubiesen requerido la toma de antibióticos en 

las cuatro semanas previas. Todos los protocolos y experimentos de estudio fueron 

aprobados por la Comisión de Ética del Hospital de León. 

Los pacientes que llevaron a cabo una dieta sin gluten fueron informados sobre 

los tipos de alimentos que podían y no podían consumir durante este período. La dieta 

fue controlada en todo momento y los individuos anotaron las comidas que 

consumieron durante el ensayo en un dietario. Para detectar un posible consumo 

inadvertido de gluten durante el período de DSG se hizo un cuestionario final por la 

sección de Aparato digestivo del Hospital de León.  

 

2- Recogida y conservación de muestras 

Todos los experimentos llevados a cabo en esta Tesis Doctoral se realizaron 

con muestras fecales humanas. Estas muestras fueron homogenizadas con 

depresores estériles en un tiempo no superior a 3 horas tras la defecación. El 

procesamiento posterior fue muy dependiente del ensayo que se realizó: 

- Las muestras destinadas a la cuantificación de los AGCC, así como a la 

detección de gluten fecal, se alicuotaron y se guardaron en un arcón de -80 ºC hasta el 

momento del análisis.  

- Las muestras destinadas al análisis de actividades enzimáticas (ATF, AGF, 

actividad PEPF, actividad DPPIVF y actividad peptidásica frente al 33-mer) se 

diluyeron en una proporción 1:5 (p/v) con una solución salina de NaCl al 0,9% y se 

dejaron 90 minutos a 4 ºC. Posteriormente se centrifugaron a 8.000 rpm a una 

temperatura de 4 ºC durante media hora y se recogieron los sobrenadantes que fueron 

conservados a -20 ºC hasta el momento de su análisis, salvo en el caso de la AGF que 

fue analizada en el momento.  
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- Las muestras fecales destinadas al cultivo de heces en los medios MCG fueron 

proporcionadas de manera diferente por el individuo. En el momento de la defecación, 

los voluntarios introdujeron la muestra de heces dentro de un envase de cierre 

hermético, junto con un sobre de anaerobiosis (Oxoid) que contenía ácido ascórbico, y 

las muestras se llevaron al Departamento de Gastroenterología del Hospital de León 

antes de 3 horas. Para llevar a cabo una mayor disgregación de las muestras, estas 

heces se homogenizaron con un Stomacher (Seward stomacher 80) en lugar de 

utilizar depresores. Las muestras fecales se diluyeron en una proporción 1:5 (p/v) de 

NaCl al 0,9% + 0,5 g/L de cisteína, para evitar el contacto con oxígeno disuelto 

durante el procesamiento, y se sembraron en el menor tiempo posible en los medios 

MCG. 

 

3- Cuantificación de actividades proteolíticas fecales 

3.1-  Actividad tríptica fecal (ATF) 

La ATF son los restos de actividad de la tripsina, una enzima pancreática que 

se secreta en el duodeno, que llegan a las heces. El ensayo para determinar la ATF se 

realizó siguiendo el protocolo descrito por Ramare F et al. (256) con modificaciones: 

- Se añadieron 100 μL de los sobrenadantes de las heces congeladas a -20 ºC 

con 2,9 mL de Tris buffer 10 mM (pH 8,2) conteniendo NaCl a una concentración 20 

mM. Para iniciar la reacción, se añadieron 0,6 mL del sustrato sintético 3 mM BAPNA 

(N-benzoil-L-arginina-4-nitroanilida) (Sigma-Aldrich) que es un sustrato cromogénico 

reconocido por la tripsina. La reacción se llevó a cabo durante 20 minutos en un baño 

a 20 ºC. 

- La reacción se detuvo añadiendo 0,6 mL de ácido acético 5 M. 

- Las muestras se analizaron mediante espectrofotometría a una longitud de 

onda de 405 nm. El valor real de absorbancia se calculó restando al valor obtenido tras 

la incubación el de la muestra parada a tiempo cero. 

- Los valores de ATF se expresaron en microgramos de actividad tríptica 

(unidades) por gramo de heces. Para ello se realizó una curva estándar en cada 

prueba de ATF, empleando tripsina tipo III de páncreas bovino (Sigma-Aldrich) disuelta 
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en 2 mM de ácido hidroclórico. La tripsina tipo III está tratada con TPCK (L-1-

tosylamida-2-feniletilclorometilcetona) que inactiva la actividad quimotripsina.  

 

3.2-  Actividad glutenásica fecal (AGF) 

La AGF es una actividad proteolítica degradadora de gluten que se detecta en 

las heces mediante bioensayo. El método para determinar la AGF se puso a punto en 

nuestro laboratorio, y se llevó a cabo de la siguiente manera: 

- Los sobrenadantes de las heces frescas se filtraron a través de filtros de 0,22 

μm para eliminar la carga de microorganismos. 

- La actividad glutenásica se determinó por bioensayo en un medio sólido con  

una base de gluten al 3%. El gluten (Sigma-Aldrich) se disolvió en buffer fosfato al 1% 

junto con agar al 1,6%. El medio se esterilizó durante 10 minutos a 121 ºC y se vertió 

en placas de petri de tamaño pequeño (5,5 cm de diámetro) un volumen de 12 mL de 

medio. 

- Se cargaron 100 µL de los sobrenadantes fecales en la placa con gluten y se 

incubaron a 37 ºC en una estufa durante 24 horas. 

- Tras la incubación se midieron los diámetros de los halos de degradación 

transparentes generados en la placa con gluten.  

- La actividad glutenásica se expresó en microgramos de tripsina (unidades) por 

gramo de heces. Para ello se realizó una curva estándar de tripsina disuelta en 

solución salina. 

 

3.3- Actividad prolilendopeptidásica fecal (PEPF) 

Las PEPs son endoproteasas pertenecientes a la familia de las prolil 

oligopeptidasas que tienen la capacidad de degradar péptidos con residuos internos 

de prolina (257-259). El ensayo para determinar la actividad PEP en heces se realizó 

siguiendo el método fluorimétrico descrito por Goossens F et al. (260) con 

modificaciones. 

- Se añadieron 10 µL de los sobrenadantes de las heces congeladas a -20 ºC en 

100 µl de buffer fosfato 100 mM (pH=7,5) con EDTA 1 mM y ditiotreitol (DTT) 1 mM 
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preincubado a 37 ºC. Para iniciar la reacción se añadieron 5 µL del sustrato 

fluorogénico N-benciloxicarbonil-glicil-prolil-7-amido-4-metil-cumarina (Z-Gly-Pro-AMC) 

(Bachem), disuelto a una concentración final de 0,12 mM en DMSO. Las reacciones se 

llevaron a cabo en placas de 96 pocillos oscuras con la base transparente.  

- Las placas su incubaron durante 120 minutos a 37 ºC totalmente protegida de 

la luz y se detuvieron las reacciones añadiendo 50 µL de ácido acético 1 M. 

- Las muestras se analizaron mediante espectrofluorescencia a una longitud de 

onda de excitación de 370 nm y de emisión de 440 nm. El valor real de fluorescencia 

se calculó restando al valor obtenido tras la incubación, el de la muestra parada a 

tiempo cero. 

- Los valores de PEP se expresaron en unidades internacionales/g de heces. La 

unidad de actividad PEP se definió como la cantidad de enzima que cataliza la 

formación de 1 nmol de 7-amino 4 -metilcoumarina por minuto. Para ello se realizó 

previamente una curva estándar. 

 

3.4-  Actividad dipeptidil peptidásica IV (DPPIV) 

La DPPIV es una exoproteasa perteneciente a la familia de las prolil 

oligopeptidasas que tienen la capacidad de degradar péptidos con residuos de prolina 

(258). La actividad DPPIV se caracteriza por hidrolizar los dos últimos restos 

aminoacídicos del extremo N-terminal cuando aparece un residuo de prolina en la 

posición dos (258, 259). El ensayo para determinar la actividad DPPIV en heces se 

realizó utilizando el sustrato colorimétrico glicil-prolil-p-nitroanilida tosilada descrito por 

Nagatsu T et al. (261) y el protocolo descrito por Elgün S et al. (262) con 

modificaciones: 

- Se añadieron 10 µL de los sobrenadante de las heces congeladas a -20 ºC en 

100 µl de buffer glicina-NaOH 71 mM (pH=8.5) preincubado a 37 ºC. Para iniciar la 

reacción, se añadieron 5 µl del sustrato cromogénico glicil-prolil p-nitroanilida tosilada 

(H-Gly-Pro-pNa tosilada) (Bachem) disuelto en tritón a una concentración final 3 mM. 

Las reacciones se a cabo llevaron en placas de 96 pocillos transparentes.  

- Las placas su incubaron durante 30 minutos a 37 ºC y las reacciones se 

detuvieron añadiendo 50 µL de ácido acético 1 M. 
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- Las muestras se analizaron mediante espectrofotometría a una longitud de 

onda de 385 nm. El valor real de absorbancia se calculó restando al valor obtenido tras 

la incubación el de la muestra parada a tiempo cero. 

- Los valores de DPPIV se expresaron en unidades internacionales/g de heces. 

La unidad de actividad DPPIV se definió como la cantidad de enzima que cataliza la 

formación de 1 nmol de p-nitroanilina por minuto. Para ello se realizó previamente una 

curva estándar utilizando 4-nitroanilina. 

 

4- Cuantificación de los ácidos grasos de cadena 

corta (AGCC) 

Los AGCC son los principales aniones que surgen de la fermentación 

bacteriana de polisacáridos, oligosacáridos, proteínas, péptidos y glucopéptidos en el 

colon (216-218). La cuantificación de los AGCC permite estudiar de una manera 

indirecta la actividad funcional de la microbiota intestinal. El análisis de los AGCC se 

llevó a cabo en colaboración con el Dr. Miguel Ángel Ferrero y el Dr. Leandro 

Rodríguez, del Área de Bioquímica de la Universidad de León, y se realizó en el 

Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) de la Universidad de León.  

 

4.1-  Extracción de los AGCC 

Para llevar a cabo la extracción de AGCC se utilizó el protocolo descrito por 

Whelan K et al. (263): 

- Las alícuotas guardadas a -70 ºC se resuspendieron en agua MilliQ en una 

proporción 1:5 (p/v) y se homogeneizaron en un vórtex hasta que las heces estaban 

totalmente resuspendidas. 

- Se centrifugaron a 12.000 rpm durante 10 minutos a 4 ºC, y se recogieron los 

sobrenadantes. 

- Para disminuir el pH de los sobrenadantes de las heces se añadió ácido 

clorhídrico a una concentración final de 80 mM. 
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- Se añadió el estándar interno 4-metilvalérico a una concentración final de 258 

µM y se llevó a cabo la inyección de las muestras en el cromatógrafo de gases.  

 

4.2-  Condiciones cromatográficas 

La determinación de los AGCC fecales se llevó a cabo siguiendo el protocolo 

de Zhao G et al. (264) con modificaciones. Para ello se utilizó un cromatógrafo de 

gases Perkin Elmer Autosystem XL GC equipado con un detector de llama por 

ionización (FID) y una columna capilar de 30 m x 0,53 mm de diámetro revestido con 1 

micra de espesor de película. Las condiciones cromatográficas que se utilizaron fueron 

las siguientes: 

- Columna: TRB-FFAP (30 m x 0,53 mm x 1 µm), Teknokroma SL. El relleno es 

polietilenglicol esterificado con ácido nitro tereftálico de fase entrecruzada y ligada. 

Part number: TR-151035 

- Gas portador: Helio (12 mL/min) con una tasa de presión de 13,8 psi. 

- Programa de temperaturas: horno a 130 °C de temperatura inicial, durante 3 

minutos, para luego subir hasta 170 °C a una velocidad de 40 °C/min y se mantuvo a 

esta temperatura durante 2 minutos. El tiempo de carrera es de 6 minutos. 

- Inyección: Temperatura 250 ºC. Modo Split (120 mL/min). El volumen de 

inyección fue 0,5 µL y la técnica de inyección fue automática. 

- Detector: detector por llama de ionización (FID) y puerto de inyección a una 

temperatura de 250 °C. 

- Los estándares de ácidos grasos volátiles se obtuvieron de Sigma-Aldrich y 

Fluka. Para cuantificar el área del pico se utilizó la metodología descrita por Ranilla MJ 

et al. (265). 

 

5- Estabilidad del péptido 33-mer en muestras fecales 

El péptido 33-mer de la α-gliadina es uno de los péptidos más resistentes e 

inmunotóxicos del gluten. Se analizó la actividad peptidásica de las muestras fecales 

frente a este péptido. Para ello se incubaron los sobrenadantes de las heces con el 
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péptido 33-mer a distintos tiempos. La estabilidad del péptido se comprobó mediante 

HPLC.  

 

5.1-  Incubación del péptido 33-mer con muestras fecales 

Los sobrenadantes de las muestras fecales que habían sido conservadas a -20 

ºC se incubaron con el péptido 33-mer a distintos tiempos: 

- Se mezclaron 7 µL del péptido 33-mer, a una concentración final de 60 µM, con 

5µL de los sobrenadantes de las muestras fecales, en un volumen final de reacción de 

60 µL, que se obtuvo añadiendo PBS. La incubación se llevo a 37 ºC durante distintos 

tiempos (2h, 6h, 8h y 12h).  

- A su vez, también se incubaron los siguientes controles: 

o Blanco 1: 60 µL de PBS 

o Blanco 2: 5 µL de sobrenadante fecal + 55 µL de PBS 

o Control negativo: 7 µL péptido 33-mer (60 µM) + 53 µL de PBS 

o Control positivo: 7µL péptido 33-mer (60 µM) + 5 µL enzima 

degradadora 33-mer + 48 µL PBS 

- Una vez llevadas a cabo las incubaciones, se pararon las reacciones 

calentando las mezclas a 100 ºC durante 10 minutos.  

- Las mezclas se pasaron por amicones con un tamaño de poro de 0,22 µm 

centrifugándolos durante 2 minutos a 8.000 rpm. Los eluidos se pasaron a viales de 

HPLC y se mantuvieron a 4 ºC. 

 

5.2-  Condiciones cromatográficas 

Para comprobar la estabilidad del 33-mer tras la incubación de los 

sobrenadantes fecales, las muestras se inyectaron en un HPLC Waters Alliance 

utilizando una columna de fase reversa con un relleno esférico de 5 µm de partícula. 

Las condiciones cromatográficas que se utilizaron fueron las siguientes: 
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- Columna: Lichrospher 100 RP18 de 25 cm de longitud y 0,4 cm de diámetro 

(Teknokroma SL). Es una columna en fase reversa con un relleno esférico de 5 µm de 

partícula de carácter hidrofóbico (lichrospher). Part number: TR-015243 

- Fases móviles: Se utilizó una fase móvil A con agua MilliQ + trifluoroacético al 

0,1% y una fase móvil B con acetonitrilo + trifluoroacético al 0,1%. 

- Programa: El flujo se mantuvo durante todo el programa a 1 mL/min. La 

temperatura de la columna fue de 35 ºC y se estableció por un horno de temperatura 

del HPLC. Se siguió el siguiente programa para cada inyección: 

o 100% de solución A durante 2 minutos. 

o Paso progresivo de solución A a solución B durante 20 minutos. 

o 100% de solución B durante 5 minutos. 

o Paso progresivo de solución B a solución A durante 5 minutos. 

o 100% solución A durante 3 minutos. 

- Inyección: El volumen de inyección fue 10 µL y la técnica de inyección fue 

automática. 

- Detector: Se utilizó un detector de PDA (Array de fotodiodos) 2998. Se midió la 

absorbancia a una longitud de onda de 215 nm. 

- Programa de análisis: Para el análisis de los resultados su utilizó el software 

Empower 2 Pro (Waters 2005). 

 

6- Cultivo de muestras fecales en medios con gluten 

Las muestras fecales se cultivaron en medios con gluten (MCG) con la finalidad 

de obtener cepas bacterianas provenientes del intestino con capacidad de participar 

en el metabolismo del gluten. Para ello, las muestras fecales se incubaron en medios 

MCG líquidos, que permitían la proliferación de bacterias proteolíticas, y luego se 

sembraron en medios MCG sólidos. También se sembraron directamente las muestras 

fecales sin la incubación en medio líquido. Se seleccionaron aquellas cepas con 

actividad glutenásica y/o aquellas que eran incapaces de crecer en el mismo medio en 

el que se aislaron cuando se retiraba el gluten. 
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6.1-  Cultivo de heces en medio líquido  

Las muestras fecales se incubaron en 3 medios de cultivo líquido, con gluten 

como principal fuente de nitrógeno, durante 48 h en condiciones anóxicas estrictas. El 

objetivo fue la proliferación de bacterias proteolíticas del gluten para ser 

posteriormente caracterizadas mediante electroforesis en gel de gradiente 

desnaturalizante (DGGE) o por técnicas de cultivo. El procedimiento seguido fue el 

siguiente: 

- Las heces destinadas al cultivo en medio líquido se introdujeron dentro de un 

envase de cierre hermético junto con un sobre de anaerobiosis (Oxoid) que contenía 

ácido ascórbico. Las muestras se mantuvieron en este envase hasta ser procesadas.  

- Las muestras fecales se diluyeron en una proporción 1:5 (p/v) de NaCl al 0,9% 

+ 0,5 g/L de cisteína y la disgregación se llevó a cabo con un stomacher. 

- En matraces de 50 mL se añadieron un volumen de 30 mL de MCG líquido a 

los que se inocularon 300 µL de las muestras fecales a analizar resuspendida en NaCl 

al 0,9%+0,5 g/L de cisteína. 

- Los matraces se introdujeron dentro de una jarra de anaerobiosis junto con un 

sobre de anaerobiosis con ácido ascórbico (Oxoid). Para comprobar que las 

condiciones anóxicas eran correctas se añadió también a la jarra un indicador de 

resazurina (Oxoid). La jarra se incubó a 37 ºC durante 48 h en condiciones de 

agitación suaves (50 rpm). 

 

6.2-  Cultivo de heces en medio sólido  

Se realizó un cultivo en medio sólido de las muestras fecales directamente, así 

como del medio con gluten líquido tras la incubación con las muestras fecales. Para 

ello se siguieron los siguientes pasos: 

- Se realizaron diluciones seriadas de las muestras fecales, y del cultivo de las 

heces en MCG, utilizando NaCl al 0,9% + 0,5 g/L de cisteína, hasta la dilución 10-8. 

- Se añadieron 100 µL de las muestras anteriores en placas de petri con MCG 

sólido y las placas se introdujeron dentro de una jarra de anaerobiosis, junto con un 
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sobre de anaerobiosis con ácido ascórbico y un indicador de resazurina (Oxoid). La 

jarra se incubó a 37 ºC durante 48 h. 

- Después de la incubación se llevó a cabo un análisis en visu de las distintas 

morfologías de las colonias crecidas en los tres medios. Solamente se seleccionaron 

aquellas colonias con actividad glutenásica (es decir, las que mostraban un halo 

degradativo alrededor de la colonia) y aquellas que eran incapaces de crecer en los 

mismos medios en los que fueron aislados, pero sin el gluten. 

 

6.3-  Medios de cultivo con gluten (MCG) 

Se utilizaron tres MCG diferentes para realizar el cultivo de las muestras 

fecales. La composición de los tres medios esta descrito en la Tabla 4. 

 

Tabla 4: Descripción de los tres medios con gluten (MCG) utilizados en el cultivo de muestras fecales. 

Componentes MCG-1 MCG-2 MCG-3 

Buffer  
Buffer fosfato 1% (p/v) 

pH=6,5 

Buffer fosfato 1% (p/v) 

pH=6,5 

NaHCO3  0,4 g/L 

pH=7 

Fuente de 

Carbono 
Glucosa  20 g/L Glucosa  20 g/L 

Glucosa  1 g/L 

Piruvato sódico  1g/L 

Succinato sódico 0,5g/L 

Fuente de 

Nitrógeno 
Gluten  30 g/L 

Gluten  25 g/L 

Digerido gluten  0,5% (v/v)* 

Gluten 25 g/L 

Digerido gluten 0,5% (v/v)* 

Sales  
CaCl2  0,05 g/L 

ZnSO4  0,07 g/L 

CaCl2  0,05 g/L 

ZnSO4  0,07 g/L 

NaCl  5 g/L 

CaOH2  0,15 g/L 

CaCl2  0,05 g/L 

ZnSO4  0,07 g/L 

NaCl  5 g/L 

CaOH2  0,15 g/L 

Aminoácidos L-Cys  0,5 g/L L-Cys  0,5 g/L 
L-Cys  0,5 g/L 

L-Arg  1 g/L 

Vitaminas   

Vitamina K1  0,0001% (v/v) 

Tiamina  0,001 g/L 

Riboflavina  0,001 g/L 

Biotina  0,001 g/L 

Otros Tween 80  0,1% (v/v) 
Extracto carne 2g/L 

Peptona carne 5g/L 

Extracto carne  1 g/L 

Peptona de carne  1 g/L 

Pirofosfato soluble 0,25 g/L 

Hemina  0,01 g/L 

Medios sólidos Agar 1,6% (p/v) Agar  1,6% (p/v) Agar 1,6% (p/v) 

*El digerido de gluten se obtuvo tras la incubación de 0,5 g de gluten con 1,7 g de pepsina en 500 mL de 

agua durante 2 horas a 37 ºC a pH ácido (pH=2) y agitación 180-200 rpm. 
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Los medios utilizados contenían gluten como fuente principal de nitrógeno. 

Para obtener los medios sin gluten, se añadieron los mismos componentes descritos 

en la Tabla 4 eliminando el gluten y el digerido de gluten. Los medios se podían 

preparar como medio sólido, añadiendo agar al 1,6% (p/v) o líquido (quitando el agar). 

Los MCG 1 y 2 fueron puestos a punto en nuestro laboratorio. En cambio, el MCG-3 

ha sido obtenido por la modificación del medio utilizado por Zamakhchari M et al. (136) 

para la búsqueda de microorganismos degradadores de gluten en la cavidad bucal. 

 

7- Caracterización y mantenimiento de las cepas que 

participan en el metabolismo del gluten 

Las colonias seleccionadas en el cultivo de muestras fecales se caracterizaron 

para saber que especies bacterianas tenían la capacidad de metabolizar el gluten. 

Para ello, de cada cepa se hicieron varios pases hasta obtener colonias aisladas. De 

estas bacterias se hizo un cultivo puro en medio líquido con el objetivo de amplificar el 

número de células y extraer el ADN. Tras la extracción, se cuantificó el ADN y se 

amplificó un fragmento codificante de ARN ribosomal 16S mediante la reacción en 

cadena de polimerasa (PCR). Este fragmento se clonó en el vector StrataClone 

amp/kam y se transformó en E.coli con el kit comercial StrataClone Cloning 

(Stratagene). Se comprobó que las bacterias clonadas poseían el fragmento a 

secuenciar mediante minipreparaciones, con las que se extraía el ADN plasmídico, y 

enzimas de restricción que permitían cortar el fragmento clonado. Se purificó el ADN 

plasmídico de las bacterias que habían incorporado el fragmento de interés y se 

mandó a secuenciar al Área de Secuenciación de Ácidos Nucleicos del Laboratorio de 

Técnicas Instrumentales (LTI) de la Universidad de León. La identificación molecular 

de las cepas se llevo a cabo mediante diversos programas informáticos de 

procesamiento y alineamiento, para después ser comparados en la base de datos 

GenBank del NCBI.  
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7.1-  Mantenimiento de las cepas bacterianas aisladas 

Las cepas aisladas se conservaron a una temperatura de 4 ºC, en placas petri 

selladas con Parafilm®, durante un mes como máximo. Para períodos de conservación 

más largos, las bacterias se almacenaron congeladas a una temperatura de -80 ºC. 

Con este objetivo, las cepas puras se cultivaron en medio MCG líquido en condiciones 

anóxicas estrictas, hasta alcanzar la fase estacionaria. El cultivo se centrifugó y el 

pellet obtenido se resuspendió en 500 µL de glicerol al 40% que ejercía como 

protector de la membrana bacteriana. Las cepas diluidas en glicerol se guardaron en el 

arcón de -80 ºC. 

 

7.2-  Extracción de ADN genómico de cultivos bacterianos 

Para llevar a cabo la extracción de ADN genómico de cultivos bacterianos se 

empleó el kit SpeedTools Tissue DNA Extraction (Biotools). El procedimiento llevado a 

cabo fue el descrito en el protocolo del kit comercial: 

- En el procedimiento habitual, se recogía una colonia del cultivo puro a 

identificar y se crecía en TSB*. Sin embargo, muchas bacterias no crecían en TSB, así 

que en estos casos se utilizaba el MCG líquido en el que se aislaba la cepa. Algunas 

bacterias no eran capaces de crecer tampoco en MCG líquido así que se recogieron 

las colonias directamente de la placa de petri, con el cultivo puro de la cepa, 

añadiendo 200 µL de agua MilliQ estéril. 

- Se recuperaron las células mediante centrifugación a 8.000 rpm durante 5 

minutos a partir de 1 mL de cultivo bacteriano. 

- Los pellets se resuspendieron en 180 µL de tampón BT1 pipeteando arriba y 

abajo. A continuación se añadieron 25 µL de proteinasa K. Las muestras se mezclaron 

con el vórtex de forma vigorosa y se incubaron a 56 ºC hasta que se obtuvo una lisis 

completa (1-3 h). Se mezclaron con el vórtex ocasionalmente durante el período de 

incubación. El objetivo de este paso era el lisado de las células. (Algunas cepas como 

las Gram-positivas son más difíciles de lisar. En estos casos se preincubaron las 

muestras con enzimas líticas. Se resuspendieron el pellet en lugar de en tampón BT 

en tampón: 20mM Tris/HCl; 2 mM EDTA; 1% Tritón X-100; pH 8 suplementado con 20 

mg/mL de lisozima. Se incubaron a 37 ºC durante 30-60 minutos). 



74 
 

- Se mezclaron las muestras con el vórtex y se añadieron 200 µL de tampón BB3 

de lisis. Se mezclaron de nuevo con el vórtex de forma vigorosa (10-20 segundos) y se 

incubaron a 70 ºC durante 10 minutos. Se mezclaron con el vórtex brevemente. 

- Se añadieron 210 µL de etanol (96-100%) al lisado y se mezclaron bien usando 

el vórtex. 

- Se cargaron los lisados en columnas, se centrifugaron 1 minuto a 11.000 rpm y 

se desecharon los tubos con los filtrados. El ADN queda unido a la columna. 

- Se llevaron a cabo dos lavados de la membrana de sílica del filtro. En el primer 

lavado se añadieron 500 µL de tampón BBW, se centrifugó 1 minuto a 11.000 rpm y se 

desecharon los tubos con el filtrado. En el segundo lavado se añadieron 600 µL de 

tampón BB5 y se centrifugaron de nuevo 1 minuto a 11.000 rpm. Se desecharon los 

tubos con el filtrado. 

- Se eliminó el etanol residual, para ello se colocaron las columnas en 

microtubos de 1,5 mL y se centrifugaron durante 1 minuto a 11.000 rpm. 

- Para la elución del ADN puro se añadieron 100 µL de tampón BBE, 

precalentado a 70 ºC, directamente en las membranas. Se incubaron a temperatura 

ambiente durante 1 minuto y seguidamente se centrifugaron 1 minuto a 11.000 rpm. El 

eluido contiene el ADN puro de la muestra. 

-  Una vez extraído el ADN se cuantificaron las concentraciones de los ácidos 

nucleícos midiendo la absorbancia a 260 nm y a 280 nm en un espectrofotómetro 

(NanoDrop ND-1.000, Biocompare). Este sistema permitió medir la concentración de 

ADN expresada en ng/µL a partir de un volumen de muestra de 1,5 µL. Al mismo 

tiempo midió los ratios de absorbancia entre 230/260 nm y 260/280 nm que permiten 

evaluar la pureza del ADN cuantificado.  

 

*Medio TSB (Tryptic Soy Broth). Se trata de un medio líquido compuesto por un digerido de 

soja y caseína utilizado para el cultivo de microorganismos generales. Composición: Peptona 

de caseína 20 g/L, Peptona de soja 5 g/L, Glucosa 2,5 g/L, NaCl 6 g/L, K2HPO4 2,5 g/L. Se 

ajustó el pH a 7,5. Para uso como medio sólido se añade agar al 2%. Se esterilizó en autoclave 

a 121 ºC durante 20 minutos (266). 
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7.3-  Reacción en cadena de polimerasa (PCR) 

La PCR es un método sencillo, descrito inicialmente por Mullis KB & Faloona 

FA (267), que permite la amplificación in vitro de fragmentos de ADN, mediante una 

serie de incubaciones a distintas temperaturas. Mediante esta técnica se amplificaron, 

a partir del ADN molde extraído de las bacterias puras, los fragmentos de ADN 

codificante para el ARNr 16S. Para ellos se utilizaron los cebadores universales 27F y 

E939R (Isogen Life Science) (Tabla 5), la rTaq polimerasa (GE Healthcare) y un 

termociclador de Biometra, modelo TProfessional Gradient. La región codificante del 

ARNr 16S, de aproximadamente unas 900 pares de bases, se utiliza con frecuencia en 

la identificación molecular, ya que permite identificar casi todas las cepas a nivel de 

especie, debido a que esta región presenta zonas hipervariables intercaladas entre 

regiones ampliamente conservadas. 

 

Tabla 5: Descripción de los oligonucleótidos empleados para el ensayo de PCR. 

Cebador Secuencia (5’-3’) 
Tamaño 

amplificado (pb) 
Temperatura de 
anillamiento (ºC) 

27F AGAGTTTGATCATGGCTCAG 

912 42 E939R CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC 

  

 

- Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 25 µL. Los 

componentes y las concentraciones de los mismos empleadas en las reacciones de 

PCR se muestran en la Tabla 6.  

 

Tabla 6: Componentes y concentraciones para la reacción de PCR en un volumen final de 25 µl 

empleando la enzima rTaq polimerasa. 

Componentes Volumen Concentración final 

10x PCR tampón 2,5 μL 1x 

10 mM dNTP mezcla 0,5 μL 0,2 mM de cada dNTP 

10 μM cebador directo 2,5 μL 1,0 μM 

10 μM cebador reverso 2,5 μL 1,0 μM 

DNA molde 20-50 ng 20-50ng 

rTaq polimerasa 
(5 unidades/μl) 

0,2 µL 0,04 unidades/µl 

Agua MilliQ Hasta 25 μL NA 
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- Las PCR se iniciaron con una desnaturalización a 94 ºC durante 4 minutos, y a 

partir de aquí se llevaron a cabo 30 ciclos con las siguientes temperaturas: 

desnaturalización del ADN a 94 ºC durante 30 segundos, hibridación de las cadenas 

de ADN a 42 ºC durante 30 segundos y elongación a 72 ºC durante 1 minuto. Tras los 

30 ciclos de amplificación se mantuvieron las muestras a 72 ºC durante 7 minutos para 

finalizar la extensión de las cadenas. 

 

Figura 7: Ciclos que se llevaron a cabo en el termociclador para realizar la PCR de una región de ADN de 

900 pb codificante de ARNr 16S. 

 

- Para comprobar si se habían llevado a cabo las amplificaciones del fragmento, 

se utilizó la electroforesis en geles de agarosa. Las condiciones de electroforesis para 

separar moléculas de ADN en geles de agarosa se basaron en las descritas 

previamente por Maniatis T et al. (266). Para la preparación del gel, se utilizó agarosa 

D1-electroendosmosis media (Pronadisa). El porcentaje de agarosa era muy 

dependiente del tamaño de fragmento de ADN que se quería utilizar. Los fragmentos 

de ADN amplificados eran de unas 900 pb por lo que se utilizaron geles de agarosa al 

1,6% disueltos en Tris acetato EDTA (TAE) al 1%. Las muestras de ADN que se 

cargaron en el gel se prepararon añadiendo tampón de carga 6X que permitía dar 

densidad a la muestra y ver como corría durante la electroforesis. Una vez cargadas 

en el gel, se llevó a cabo la electroforesis en tampón TAE 1X aplicando un voltaje 

aproximado de 5 V por cm2 de la cubeta. Finalizada la electroforesis, el gel se tiñó con 

bromuro de etidio durante 15-20 minutos. El bromuro de etidio es un agente que se 

intercala en la doble hélice de ADN, permitiendo que éste se haga visible cuando 

100ºC

0ºC

Desnaturalización
inicial

94ºC              10' 94ºC              30´´

42ºC              30´´

'

72ºC                1' 72ºC               7'

Anillamiento de las cadenas

Elongación 

30 ciclos

Desnaturalización

Elongación final 
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incide sobre él la luz ultravioleta. El tamaño de las bandas de ADN en los geles de 

agarosa se estimó por comparación con varios marcadores de peso molecular. A 

continuación, se citan algunos de ellos y el tamaño de las bandas que los componen: 

ʎ/HindIII: 23.130; 9.416; 6.557; 4.361; 2.322; 2.027; 564; 125 pb. 

ʎ/PstI: 11.509; 5.080; 4.649; 4.505; 2.840;2.577; 2.454; 2.443; 2.140; 1.980; 1.700; 

805; 516; 467; 448; 339; 265; 247; 210 pb. 

- Para llevar a cabo este apartado se necesitaron estas soluciones: 

TAE 50X: 242 g de Tris-HCl; 100 mL de EDTA 0,5 M; pH 8,0; 57,1 mL de ácido acético y agua 

destilada hasta 1 L. 

Tampón de carga 6X: Sacarosa 40% (p/v), azul de bromofenol 0,25% (p/v) y xileno cianol 

0,25% (p/v). 

Bromuro de etidio: solución 10 mg/mL en agua. Se conserva a 4 ºC. Teñir entre 5-30 minutos. 

 

7.4-  Ligación del fragmento en un vector  

Una vez amplificado el ADN de las bacterias que se pretendían identificar, se 

llevo a cabo una ligación de los fragmentos en un vector comercial. Para ello se 

empleó el kit comercial StrataClone PCR Cloning (Stratagene). 

- Las ligaciones se prepararon siguiendo las indicaciones del kit comercial. Se 

mezclaron en orden las siguientes cantidades: 3 µL del tampón StrataClone Cloning, 2 

µL del producto de PCR (5-50 ng), 1 µL del vector StrataClone amp/kan. Las mezclas 

se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente y a continuación se colocaron 

en hielo. En este paso los fragmentos de ADN quedan insertos en el vector comercial. 

- El vector proporcionado por Stratagene es el plásmido pSC-A-amp/kan que 

presenta un tamaño de 4,3 kb. Sus características principales son las siguientes: 

o Contienen un fragmento del gen LacZ (subunidad α de la β-

galactosidasa) capaz de complementar la mutación presente en la β-

galactosidasa que tienen las cepas de E. coli portadoras de la deleción 

LacΔM15 (proceso denominado α-complementación). Esta 

complementación permite la selección de los transformantes en los que 

se ha integrado el plásmido por la aparición del color azul al incubarlos 

en presencia de X-gal. 
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o Estos plásmidos portan los genes de resistencia a la kanamicina y a la 

ampicilina.  

o Poseen el origen de replicación monocatenario del fago f1. 

o Presentan los sitios loxP que son reconocidos por la Cre recombinasa. 

o Contienen el origen de replicación del pUC. 

Este vector se comercializa como una mezcla de dos fragmentos de ADN que 

presentan en uno de sus extremos la Topoisomerasa I, covalentemente unida al 

vector, junto con una uridina terminal modificada (U*). En el otro extremo aparece la 

secuencia loxP. Los productos de PCR originados por la Taq polimerasa, que 

contienen colas 3’-adenosina, son eficientemente ligados al vector en una reacción de 

ligación, a través de la unión A-U*, seguida por la ligación de ambos brazos por la 

topoisomerasa I. La molécula linear resultante es (vectorori-producto de PCR-

vectoramp/kan (Figura 10). 

 

 

Figura 8: Mecanismo de acción del StrataClone PCR cloning (Stratagene). 
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7.5-  Transformación del vector en E.coli  

Los productos de la reacción de ligación se transformaron en células 

comerciales químicamente competentes de E.coli (StrataCloneTM SoloPack® 

Competent cells). Estas cepas fueron proporcionadas por el kit StrataClone PCR 

Cloning (Stratagene). Entre las características más destacables de estas cepas está la 

de presentar una deleción en el gen Z del operón lac, esto permitió la selección por 

color de aquellos transformantes portadores de un plásmido capaz de originar la α-

complementación de dicha mutación. Además, poseían la capacidad de expresar la 

enzima Cre recombinasa la cual es capaz de reconocer los sitios loxP del plásmido 

lineal y llevar a cabo la recombinación entre ambos, dando lugar a una molécula de 

ADN circular (pSC-A-amp/kan, Figura 10). Estas cepas bacterianas también eran 

resistentes a la estreptomicina. El proceso de transformación se llevo a cabo siguiendo 

las indicaciones del kit comercial StrataClone (Stratagene). 

- Se descongelaron las células competentes lentamente en hielo durante unos 5 

minutos. Una vez descongeladas, se mezcló el contenido de los viales con 1 µL de las 

reacciones de ligación. Las mezclas se incubaron en hielo durante 20 minutos y 

durante este período de incubación, se precalentó el medio LB a 42 ºC. 

- Se dio un choque térmico a las células en un baño a 42 ºC durante 45 

segundos. A continuación se enfriaron rápidamente las mezclas en hielo durante 2 

minutos. 

- Se añadieron 250 µL de medio LB precalentado a las mezclas de reacción de 

transformación y se incubaron a 37 ºC con agitación (250 rpm) durante 60 minutos. 

- Se sembró una alícuota de cada transformación en placas de petri con medio 

LB a las que se les ha añadido el antibiótico de selección adecuado y X-gal. 

- Se incubaron las placas a 37 ºC durante toda la noche. 

- Para llevar a cabo este protocolo se necesitaron los siguientes productos  

Medio LB (Luria-Bertani). Se empleó como medio general para el crecimiento de E. coli. 

Composición: Bactotriptona 10 g/L, Extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L. Se ajustó el pH a 

un valor de 7,5 con NaOH 10M. Para su uso como medio sólido se añadieron 20 g de agar por 

litro. Se esterilizó en autoclave durante 20 minutos a 121 º C (266). 



80 
 

Kanamicina (kan): Antibiótico, el stock se preparó a una concentración de 50 mg/mL en agua 

y para la selección de bacterias portadoras del plásmido con resistencia a este antibiótico, se 

añadió a una concentración de 50 µg/mL. 

X-gal: se preparó a una concentración de 25 mg/mL en dimetilformamida. En los experimentos 

de transformación de E.coli se utilizó a una concentración de 40 µg/mL (266). 

 

7.6- Extracción ADN plasmídico de E. coli: Minipreparaciones 

La extracción de ADN plamídico mediante minipreparaciones, junto con la 

digestión de ADN con enzimas de restricción, se llevo a cabo para comprobar si la 

clonación se había llevado con éxito. Para ello se siguió un método basado en el 

protocolo descrito por Holmes DS & Quigley M (268). 

- Se inoculó una colonia de E.coli, procedente de cada proceso de clonación, en 

1 mL de medio TB, suplementado con el antibiótico Kanamicina. Después los inóculos 

se incubaron a 37 ºC con agitación (250 rpm) durante al menos, 6 horas. 

- Se recogieron las células por centrifugación a 10.000 rpm durante 2 minutos. 

Los precipitados se resuspendieron en 350 µL de STET y se añadieron en la tapa del 

tubo eppendorf 10 µL de solución de lisozima (a una concentración de 10 mg/mL 

disuelta en agua) con el objetivo de lisar las células. 

- Se mezclaron con el vórtex durante un minuto para que se resuspendieran bien 

los precipitado y seguidamente se hirvieron durante 45 segundos. Las proteínas y el 

ADN cromosómico se precipitaron por centrifugación a 14.000 rpm durante 10 

minutos. 

- Se eliminaron los precipitados obtenidos (restos celulares y ADN cromosómico) 

con palillos estériles y los sobrenadantes se volvieron a precipitar con 1/10 de acetato 

sódico 3 M, pH 5,2 y un volumen de isopropanol. Se mezclaron y se mantuvieron a 

temperatura ambiente durante 10 minutos. 

- Se centrifugaron a 14.000 rpm durante 5 minutos y se lavaron los precipitados 

resultantes, que contenía los restos plasmídicos, con etanol al 70%. Se secaron los 

precipitados y se resuspendieron en 30 µL de TE. Se usaron 2 µL del total para el 

análisis por digestión de endonucleasas de restricción. 

- Para llevar a cabo este protocolo se necesitaron las siguientes soluciones 
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Medio TB: (Terrific Broth). Medio tamponado y enriquecido para la propagación de E. coli. 

Formulado específicamente para incrementar el rendimiento de ADN plasmídico obtenido de 

transformantes de E. coli. Composición: bactotriptona 12 g/L, extracto de levadura 24 g/L, 

glicerol 4 mL/L. Los componentes de disolvieron en 900 mL de agua destilada y se esterilizaron 

en autoclave durante 20 minutos a 121 ºC. Antes de su utilización, se mezcló con 100 mL de 

una solución estéril de KH2PO4 170mM y K2HPO4 720 mM (266). 

STET: Sacarosa 8% (p/v), Tritón X-100 0,5% (v/v), Tris-HCl 10mM pH 8, EDTA 50 mM. 

Tampón TE: Tris-HCl 10 mM, pH 8; EDTA 1mM, pH 8. 

 

7.7-  Digestión del ADN con enzimas de restricción 

Una vez extraído el ADN plasmídico, se llevó a cabo una digestión dirigida con 

diversas enzimas de restricción, como la Eco RI, que tienen la capacidad de reconocer 

dos puntos del vector utilizado en la ligación, liberando el fragmento clonado. Este 

proceso se realizó con el objetivo de ver mediante un gel de agarosa si se había 

llevado correctamente la clonación. Las enzimas de restricción fueron empleadas 

siguiendo las recomendaciones de los proveedores (Roche y Fermentas). Cada una 

de ellas presentaba unas condiciones óptimas de digestión en lo que se refiere a 

temperatura de incubación, concentración de sales y pH. Como norma general, el 

volumen de enzima añadido a la mezcla de digestión no debe de superar 1/10 de 

volumen total, esto es debido a la alta concentración de glicerol de las soluciones de 

almacenamiento que podrían inhibir la actividad enzimática, si el volumen añadido es 

elevado. Así mismo, es muy conveniente que el ADN esté lo suficientemente diluido y 

limpio con el fin de no alterar las condiciones de reacción. El protocolo que se llevó a 

cabo fue el siguiente: 

- Se mezcló el tampón de la enzima de restricción (en un 1/10 del volumen total 

de digestión), 5 µL de ADN disuelto en tampón TE (Tris EDTA), n unidades de enzima 

que dependió de la enzima de restricción que se utilizaba y agua destilada estéril 

hasta completar el volumen de digestión, para cada muestra que se quería comprobar. 

- Las mezclas se incubaron a la temperatura recomendada durante 2-3 horas. 

- Mediante un gel de agarosa al 1,5% se comprobó si las clonaciones se habían 

llevado correctamente. Las condiciones de electroforesis fueron las mismas que las 

vistas anteriormente en la sección de PCR. En estos geles tenían que aparecer dos 
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bandas una de gran tamaño correspondiente al plásmido y otra de alrededor de unas 

900 pb que corresponde al fragmento clonado.  

 

7.8-  Purificación de ADN plasmídico para secuenciación 

La extracción y purificación del ADN plasmídico se llevó a cabo siguiendo el 

protocolo del kit comercial Illustra plasmidPrep Mini Spin (GE Healthcare). Mediante 

este método se obtenía una extracción plasmídica más limpia que la obtenida 

mediante minipreparaciones.   

- Se inoculó una colonia de cada transformante de E. coli en 1,5 mL de medio TB 

suplementado con el antibiótico adecuado. Las mezclas se incubaron a 37 ºC con 

agitación (250 rpm) durante un mínimo de 6 h. (Para conseguir un rendimiento más 

alto se prepararon cultivos de 3 mL). 

- Los inóculos se centrifugaron a la máxima velocidad (~15.000 rpm) durante 30 

segundos y se descartaron cuidadosamente todos los sobrenadantes con una pipeta. 

- Los pellets se resuspendieron en 200 μL de la solución I, proporcionado por el 

kit comercial, utilizando un vórtex. El objetivo de este paso era el lisado de las células. 

- Se añadieron a continuación 200 μL de la solución II de lisis y se mezclaron 

inmediatamente por inversión (aproximadamente unas 5 veces) hasta que las 

soluciones se volvían claras y viscosas (Las reacciones de lisis no excedieron más de 

5 minutos). 

- Se añadieron 400 μL de la solución III (solución de neutralización) y se 

mezclaron inmediatamente por inversión (~10 veces), hasta que los precipitados 

estaban totalmente homogeneizados, para así asegurar un aislamiento plasmídico 

puro y de alto rendimiento. Se centrifugaron a la máxima velocidad (~15.000 rpm) 

durante 4 minutos. 

- Los sobrenadantes se transfirieron cuidadosamente a una columna de 

purificación y se colocaron en un tubo eppendorf (fue importante evitar el paso de 

restos celulares a las columnas ya que puede afectar a la pureza en el aislamiento de 

los plásmidos). Se centrifugaron a la máxima velocidad durante 30 segundos y se 

eliminaron los eluidos. 
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- Lavado (opcional). Se añadieron los 400 μL de esta solución y se centrifugaron 

las columnas a la máxima velocidad durante 30 segundos. Los fluidos que pasan a 

través de la columna se desecharon. Este paso es necesario para eliminar nucleasas 

potenciales y contaminación de carbohidratos. 

- Se añadieron 400 μL de la solución de lavado etanólica y se centrifugaron las 

muestras a la máxima velocidad durante 1 minuto. Cuidadosamente se descartaron los 

fluidos que pasaron a través de la columna. No debe quedar ningún resto de etanol, 

por tanto se volvieron a centrifugar las columnas durante 30 segundos. 

- Se transfirieron las columnas de purificación a un tubo eppendorf nuevo y se 

añadieron 100 μL del tampón de elución. Se incubaron durante 30 segundos y 

seguidamente se centrifugaron a la máxima velocidad durante 30 segundos. Los 

eluidos se enviaron a secuenciar al Área de Secuenciación de Análisis de Ácidos 

Nucleicos del Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la Universidad de León 

(apartado 9). 

 

8- Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante 

(DGGE) 

El DGGE permite separar moléculas de ADN de doble hebra e igual tamaño, 

según su temperatura de fusión (Tm), la cual está directamente relacionado con su 

secuencia nucleotídica (269-271). Esta técnica emplea geles de acrilamida con un 

gradiente creciente de urea-formamida. Como en una electroforesis convencional, las 

moléculas de ADN corren hacia el polo positivo, pero cada molécula se va a detener 

cuando la concentración de urea-formamida sea suficiente para producir la 

desnaturalización del ADN, de modo que al cambiar su estructura y dejar de ser 

soluble no podrá seguir avanzando entre los poros de la acrilamida. Las moléculas de 

ADN que se analicen por este sistema deben llevar adheridas en uno de sus extremos 

una secuencia rica en los nucleótidos G y C (GC-clamp) idéntica para todas ellas 

(272). De este modo, cuando las moléculas se desnaturalicen por efecto del gradiente, 

no llegarán a separarse totalmente las dos hebras y se detendrán (Figura 11). Esta 

técnica es capaz de separar moléculas de ADN que se diferencian en un solo 

nucleótido (273). 
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Figura 9: Esquema del fundamento de la electroforesis en gel de gradiente 

desnaturalizante (DGGE). Cuando el ADN se desnaturaliza queda atrapado en el gel. R: 

Perfil de referencia; A: Microorganismo 1; B: Microorganismo 2; C: Microorganismo 3; M y 

S: Muestras polimicrobianas procedentes de diferentes orígenes. 

 

8.1-  Extracción de ADN 

Las muestras que se analizaron por DGGE fueron cultivos de heces en medios 

con gluten. Para la extracción del ADN de los cultivos celulares se llevó a cabo el kit 

comercial SpeedTools Tissue DNA Extraction (Biotools) que se describió con 

anterioridad en el apartado 7.1, correspondiente a extracción de ADN de cultivos. Sin 

embargo, en este caso cogemos 2 mL del cultivo de heces en MCG y extraemos el 

ADN del pellet resultante de centrifugar 15 minutos a 10.000 rpm.  

 

8.2-  Reacción de PCR-DGGE 

Para llevar a cabo la técnica de DGGE, las reacciones de PCR previas se 

realizaron utilizando las parejas de cebadores descritos en la Tabla 7, con la 

peculiaridad de que uno de los oligonucleótidos porta una cola de GC en el extremo 5’ 

(GC-clamp). Esta pareja de oligonucleótidos amplifica la región V3 del ADNr 16S 

(Anexo 1) que presenta regiones hipervariables dentro de zonas conservadas y, por 

tanto, se utilizan para llevar a cabo la identificación molecular. Sin embargo en pocas 

ocasiones permite identificar bacterias a nivel de especie, debido a que el fragmento 

secuenciado es muy pequeño (200 pb).  
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Tabla 7: Cebadores empleados para las reacciones de PCR-DGGE. 

Cebador Secuencia (5’-3’) 
Tamaño 

amplificado (pb) 

Temperatura de 

anillamiento (ºC) 

HDA1GC GCclamp*-ACTCCTACGGG AGGCAGCAGT 

200 56 HDA2 GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 

  

GC-clamp*: GCCGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCACGGGGGG                                                                                                                       

 

- Para llevar a cabo las PCR se usó el kit comercial iProof High-Fidelity Master 

Mix (BioRad) que permite la amplificación de moldes con alto contenido GC o con 

estructuras secundarias complejas. Las reacciones de PCR-DGGE se llevaron 

siguiendo el protocolo del kit para un volumen final de 20 µL. Los componentes y las 

concentraciones de los mismos empleados en la reacción de PCR se muestran en la 

Tabla 8. 

 

Tabla 8: Componentes y concentraciones para la reacción de PCR-DGGE en un volumen final de 25 

µL empleando la enzima rTaq polimerasa. 

Componentes Volumen Concentración final 

2x Buffer+enzima 10 μL 1x 

10 μM cebador directo 0,5 μL 0,5 μM 

10 μM cebador reverso 0,5 μL 0,5 µM 

DMSO 1µL NA 

DNA 3 µL 20-50 ng 

Agua milliQ Hasta 20 μL NA 

 

- El programa de PCR que se utilizó consistió en una desnaturalización inicial de 

98 ºC durante 30 segundos y a partir de aquí 30 ciclos con las siguientes 

temperaturas: 98 ºC durante 10 segundos, 56 ºC durante 30 segundos y 72 ºC durante 

30 segundos. El programa de PCR finalizó con una extensión a 72 ºC durante 10 

minutos. La reacción se mantuvo a 4 ºC. 
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Figura 10: Ciclos que se llevaron a cabo en el termociclador para realizar la PCR-DGGE. 

 

8.3-  Elaboración de los geles de acrilamida del DGGE 

La técnica del DGGE se basa en la separación de moléculas de ADN del 

mismo tamaño en base al momento en que se desnaturalizan. Los geles tienen una 

concentración de acrilamida-bisacrilamida constante que va a depender del tamaño de 

los fragmentos amplificados. Además, estos geles tienen un gradiente creciente de 

urea-formamida, agentes desnaturalizantes que van a hacer que el ADN cambie su 

estructura y deje de ser soluble. 

- Los porcentajes de acrilamida-bisacrilamida dependen de los tamaños de ADN 

amplificados a separar. El tamaño de fragmento de los ADN amplificados eran de 200 

pb. Utilizando la Tabla de referencia incluida en el manual del DCODETM Universal 

Mutation Detection System (Biorad), se eligió un porcentaje de acrilamida-

bisacrilamida al 30%. 

- La cantidad de urea y formamida de las soluciones del DGGE depende del 

gradiente desnaturalizante que se quiere obtener en el gel. En la Tabla 9 se muestran 

las cantidades de urea y formamida necesarias para generar los porcentajes de 

concentración del 10 al 90% en base a la Tabla de referencia incluida en el manual del 

DCODETM Universal Mutation Detection System. En este trabajo se llevó a cabo un 

gradiente desnaturalizante del 35% al 55% de acuerdo con el empleado en la 

bibliografía para bacterias no específicas (274).  

100ºC

0ºC

Desnaturalización

inicial

98ºC              30´´ 98ºC              10´´

56ºC              30´´
'

72ºC               30'' 72ºC               10'

Anillamiento de las cadenas

Elongación 

30 ciclos

Desnaturalización

Elongación final 
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Tabla 9: Volumen y cantidad de formamida y urea que es necesario añadir para soluciones 

desnaturalizantes menores del 100%. 

 

 

 

- La preparación de las soluciones desnaturalizantes de acrilamida, con 

diferentes concentraciones de urea y formamida, se realizó a partir de la combinación 

de dos soluciones cuya composición se indica en la Tabla 10. 

 

Tabla 10: Componentes empleados en la elaboración de las soluciones desnaturalizantes. 

Reactivos Solución al 35% Solución al 55% 

Acrilamida/Bisacrilamida 

(30%)  
27 mL (8%) / 33 mL (10%) 27 mL (8%) / 33 mL (10%) 

TAE 50x 2 mL 2 mL 

Formamida deionizada  14 mL 22 mL 

Urea  14,7 g 23,1 g 

Agua destilada Hasta 100 mL Hasta 100 mL 

 

- Ambas soluciones, una vez preparadas, se desgasificaron durante 10-15 

minutos, se filtraron a través de un filtro de 0,45 μm y finalmente se guardaron a 4 ºC 

(en una botella protegida de la luz hasta un mes). 

- Para realizar la polimerización de la acrilamida se añadieron 50 l de persulfato 

amónico (Sigma-Aldrich) al 10% y 18 L de TEMED (N,N,N´N´- 

tetrametiletilendiamina) (Sigma-Aldrich). Se dejó polimerizar aproximadamente durante 

una hora y media a temperatura ambiente. 

- El gradiente del gel se consiguió utilizando un sistema manual de ruleta 

proporcionado con el DCODETM Universal Mutation Detection System. La correcta 

formación del gradiente en el gel, se comprobó añadiendo 100 µL del reactivo DCode 

dye solution por cada 5 mL de solución de alta concentración de urea y formamida. 

(Solución Dcode Dye: Azul de bromofenol 0,5%; Xileno Cianol 0,5%, y TAE 1X 10 mL). 

Sol. Desnat. 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 

Formamida (mL) 4 8 12 16 20 24 28 32 36 

Urea (g) 4,2 8,4 12,6 16,8 21 25,2 29,4 33,6 37,8 
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De este modo, la parte superior del gel de acrilamida no tenía color (solución con 

menor concentración de soluciones desnaturalizantes sin tinte) y a medida que se 

descendía en el gel se iba incrementando la coloración azul. 

 

8.4-  Electroforesis del ADN en DGGE 

La electroforesis de los productos de PCR en el DGGE se realizó en el aparato 

DCODETM Universal Mutation Detection System (BioRad) con una fuente de 

alimentación Power Pac 300 (BioRad).  

- Las condiciones de electroforesis fueron las siguientes: Se empleó TAE 1X 

como tampón de electroforesis a una temperatura constante de 60 ºC durante 15-16 

horas a 70 V. El control de la temperatura fue muy importante ya que también puede 

actuar como factor desnaturalizante. El volumen de las muestras cargadas en el gel 

fue variable dependiendo de su concentración, añadiéndose el mismo volumen de 

tampón de carga 2X Gel Loading Dye que de muestra de PCR (2X Gel Loading Dye: 

Azul de bromofenol 0,05%; Xileno cianol 0,05%; glicerol 70% y agua destilada hasta 

10 mL). 

- Una vez completada la electroforesis, el gel se tiñó con bromuro de etidio (10 

mg/mL) durante 10-15 minutos y seguidamente se destiñó en TAE 1X durante 5-20 

minutos dos veces consecutivas. Las bandas fueron visualizadas bajo un 

transiluminador Quantityone, GelDoc.  

 

8.5-  Extracción de bandas para secuenciación 

Se llevó a cabo la extracción de las bandas de interés que aparecían en los 

geles obtenidos, mediante la técnica de DGGE, con el objetivo de identificar a que 

microorganismo pertenecían. 

- Las bandas de interés fueron cortadas del gel de poliacrilamida con un cubre 

estéril bajo luz ultravioleta e incubadas en 20 µL de agua MilliQ estéril a 4 ºC durante 

toda la noche. 

- Alícuotas de 5 µL fueron empleadas como molde en una reacción de PCR. Se 

llevó a cabo la reamplificación de la región ribosomal con el par de oligonucleótidos 
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correspondiente pero sin portar la cola de poli-GC. Lo volúmenes y concentraciones de 

PCR se muestran en la Tabla 11. 

 

Tabla 11: Componentes y concentraciones para la reacción de PCR en un volumen final de 25 µL 

empleando la enzima rTaq polimerasa. 

Componentes Volumen Concentración final 

10x PCR tampón 2,5 μL 1x 

10 mM dNTP mezcla 0,5 μL 0,2 mM de cada dNTP 

10 μM cebador directo 2,5 μL 1,0 μM 

10 μM cebador reverso 2,5 μL 1,0 μM 

DNA molde 20-50 ng 20-50ng 

rTaq polimerasa 
(5 unidades/μl) 

0,2 µL 0,04 unidades/µL 

Agua MilliQ Hasta 25 μL NA 

 

- El programa de PCR que se utilizó consistió en una desnaturalización inicial de 

94 ºC durante 4 minutos y a partir de aquí 30 ciclos con las siguientes temperaturas: 

94 ºC durante 30 segundos, 62 ºC durante 30 segundos y 72 ºC durante 1 minuto. El 

programa de PCR finalizó con una extensión a 72 ºC durante 7 minutos. La reacción 

se mantuvo a 4 ºC. 

 

Figura 11: Ciclos que se llevaron a cabo en el termociclador para realizar la PCR de una región de ADN 

de 200 pb .codificante de ARNr 16S. 

100ºC

0ºC

Desnaturalización

inicial

94ºC                 4´ 94ºC              30´´

62ºC              30´´
'

72ºC                  1' 72ºC                  7'

Anillamiento de las cadenas

Elongación 

30 ciclos

Desnaturalización

Elongación final 



90 
 

 

- Los fragmentos reamplificados fueron clonados con el sistema StrataClone 

PCR Cloning descrito en el apartado 7.4 y 7.5 para posteriormente ser purificados 

(apartado 7,8) y enviados a secuenciar (apartado 9). 

 

9- Secuenciación y análisis de ADN 

La secuenciación de los fragmentos de ADN se realizó utilizando los servicios 

de secuenciación automática del Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la 

Universidad de León con el objetivo de identificar, en la medida de lo posible, las 

bacterias aisladas en MCG y las bandas generadas por la PCR-DGGE. En las 

reacciones de secuenciación se usaron entre 300-500 ng de ADN plasmídico (en un 

volumen de 5-15 µL de tampón de elución del kit Illustra plasmidPrep Mini Spin), 

utilizando el kit Thermo Sequenase Y Fluorescent Labelled Primer Cycle Sequencing 

(Amersham Pharmacia Biotech), de acuerdo con las especificaciones indicadas por el 

fabricante. Para ello se utilizó el secuenciador automático MEGABACE 500 

(Amersham Bioscience). 

Una vez obtenidas las secuencias de ADN, fueron editadas y revisadas con la 

ayuda de los programas informáticos BioEdit y Editseq, para después llevar a cabo un 

análisis de las secuencias en bases de datos científicas. El alineamiento de las 

secuencias y el análisis filogenético de las mismas se llevó a cabo con el programa 

MEGA versión 5. 

- El programa BioEdit (Biological sequence alignment editor para winXP, Tom 

Hall, Ibis Biosciences, Carlsbad, CA) se utilizó para abrir los cromatogramas de las 

secuencias obtenidas del Servicio de Secuenciación de la Universidad de León.  

- El programa EditSeq (Lasergene, DNASTAR Inc.) permite editar los 

cromatogramas. Se utilizó para eliminar los restos del vector y las zonas que 

presentaban muchos errores.  

- Una vez corregidas y revisadas las secuencias se llevó a cabo un análisis 

comparativo de estas secuencias con las depositadas en la base de datos GenBank 

del NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), utilizando el método BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool) (275) y más concretamente el algoritmo BLASTN, que es 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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específico para nucleótidos. Actualmente son numerosas las entradas en la base de 

datos del GenBank cuyo origen es “bacteria no cultivada” y rara vez el programa 

BLASTN proporciona una entrada de bacterias cultivadas. Por ello, para la 

identificación de las secuencias también se ha recurrido al empleo del software 

Ribosomal Database Project release 10 (276). 

- Se realizó un alineamiento múltiple de todas las secuencias estudiadas, así 

como de las secuencias estudiadas junto con las secuencias de referencia obtenidas 

en la búsqueda con el BLASTN (tanto las cultivadas como las no cultivadas). Estos 

alineamientos permitieron asegurar que las posiciones nucleotídicas comparadas son 

homólogas con todas las secuencias. El alineamiento se realizó utilizando el sistema 

ClustalW mediante el programa MEGA versión 5 (Molecular Evolutionary Genetics 

Analisys).  

- Para la clasificación de las secuencias estudiadas se llevó a cabo un análisis 

filogenético con el programa informático MEGA versión 5. Se incluyeron las 

secuencias de ADN obtenidas en el estudio, así como las secuencias con mayor 

similitud obtenidas en las comparaciones hechas con la base de datos empleando el 

algoritmo BLASTN. Se construyeron árboles filogenéticos empleando el método 

Minimun Evolution (277), implementado por el programa MEGA versión 5. Según este 

modelo, el árbol óptimo es aquél que presenta los brazos más cortos. Como modelo 

de medición de distancia se eligió el modelo Tamura-Nei (278), que da distinta 

probabilidad a la aparición de mutaciones por transiciones y transversiones, y tiene en 

cuenta el porcentaje de AT o GC de cada linaje evolutivo. Esta distancia se calculó por 

parejas de secuencias (pairwise delection) con la eliminación de los gaps únicamente 

cuando está presente en una de las secuencias estudiadas. 

 

10- Detección de gluten en heces y medios con gluten 

La detección de gluten se llevo a cabo mediante el kit ELISA GlutenTox 

competitivo (Biomedal), capaz de detectar específicamente la presencia de la fracción 

tóxica de las prolaminas de trigo (gliadinas), centeno (secalinas) y cebada (hordeínas). 

El kit GlutenTox ELISA competitivo es un inmunoensayo ligado a enzima que se basa 

en la sensibilidad y especificidad del anticuerpo monoclonal G12-HRP que detecta la 

región QPQLPY del péptido inmunoreactivo 33-mer. Además, este ensayo permite la 

detección de gluten digerido o que haya sufrido procesos de proteólisis enzimática 
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(279, 280). El método ELISA competitivo es un modelo indirecto, de modo que a 

menor cantidad de gluten en la muestra, menos cantidad de anticuerpo G12-HRP 

queda unido a la muestra, y por tanto, más cantidad de anticuerpos se unirán a la 

gliadina que tapiza la placa. El anticuerpo G12-HRP se encuentra conjugado a una 

peroxidasa que producirá mas señal cuanto menos gluten se encuentre presente en la 

muestra (Figura 14). En este trabajo se utilizó el kit GlutenTox ELISA (Biomedal) para 

analizar la cantidad de gluten que aparecía en las heces de individuos siguiendo dietas 

con cantidades controladas de gluten, así como para detectar diferencias en la 

excreción de gluten fecal en función del diagnóstico (sanos, celiacos o familiares de 

celiacos). También se empleó para analizar el consumo de gluten que se producía en 

los MCG tras la incubación de estos con las diferentes heces a 37 ºC, durante 48h, en 

condiciones de anaerobiosis. Para llevar a cabo el experimento se utilizó las 

instrucciones del kit comercial. Antes de realizar el experimento es necesario llevar a 

cabo un proceso de extracción de las muestras de heces. 

 

Figura 12: Esquema del fundamento de ELISA competitivo.  

 

10.1- Extracción del gluten de las muestras 

El protocolo de extracción de gluten sólo se llevó en las muestras fecales; no 

se realizó en las muestras de cultivo porque se demostró que este proceso 

incrementaba los errores en vez de mejorar la detección del kit. El procedimiento que 

se llevó a cabo fue el siguiente: 

- Se pesó una alícuota de cada muestra de heces y se añadió una proporción 

1:10 (p/v) de la solución de extracción proporcionada por el kit. Las muestras se 

disolvieron en la medida de lo posible utilizando un vórtex. 
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- Se incubaron las muestras a 50 ºC durante 40 minutos agitando el tubo 

periódicamente por inversión. 

- Se añadió etanol al 80% en una proporción de 1:3 (v/v) y las muestras se 

incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación. 

- Las muestras se clarificaron por centrifugación de 6.000 rpm durante 15 

minutos y los sobrenadantes limpios se pasaron tubos estériles completamente 

limpios. Las muestras extraídas se analizaron con el ELISA tan pronto como fue 

posible. 

 

10.2- ELISA GlutenTox competitivo 

El análisis del gluten parcialmente digerido presente en las muestras fecales, 

así como en los cultivos tras la incubación con las muestras de heces, se llevó a cabo 

con en kit ELISA GlutenTox competitivo (Biomedal). El procedimiento realizado fue el 

siguiente: 

- Se prepararon diluciones de las muestras con la solución de dilución 

proporcionada por el kit. Las diluciones fueron muy dependientes de la muestra que se 

pretendía analizar, de este modo en las heces se realizaron diluciones desde 1/20 

hasta 1/500. En cambio, los cultivos en MCG de la heces requerían diluciones 

mayores porque se analizaban sin llevar a cabo la extracción de gluten (hasta 

1/10.000)  

- Se preparó el anticuerpo G12-HRP conjugado 50X diluyéndolo en el volumen 

apropiado de solución de dilución del kit para el número de muestras que se pretendía 

analizar.  

- Se mezcló 150 µL del anticuerpo G12-HRP con 150 µL de las diluciones de las 

muestras a analizar utilizando viales de ensayo. El mismo proceso se llevo a cabo con 

los distintos puntos de la recta (120; 60; 30; 15; 7,5 ng/mL), el control positivo y el 

negativo proporcionados por el kit. Las mezclas de ensayo se incubaron durante 45 

minutos a temperatura ambiente con agitación suave, permitiendo la unión del  

anticuerpo a la muestra de forma directamente proporcional a la cantidad de gluten 

presente. 

- En la placa de ELISA se colocaron el número necesario de tiras revestidas con 

gluten y en ellas se añadieron 200 µL de las mezclas de ensayo (muestras diluidas, 
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puntos de la recta y controles). Los pocillos se cubrieron y se incubaron a temperatura 

ambiente durante 30 minutos. En esta parte el anticuerpo que no se une a la muestra 

queda retenido en los pocillos revestidos con gluten. 

- Tras la incubación se eliminó el contenido de los pocillos y se llevaron a cabo 

los lavados. La solución de lavado proporcionada por el kit se diluyó diez veces en 

agua destilada y se añadieron 300 µL en todos los pocillos. Este proceso se repitió 

cuatro veces más hasta completar un total de cinco lavados. Después del último 

lavado se invirtió la placa y se golpeo suavemente hasta eliminar todo el líquido 

residual. 

- Se añadieron 100 µL de la solución de sustrato proporcionada por el kit y se 

incubó a temperatura ambiente durante 15 minutos protegido de la luz. Esta solución 

contiene el sustrato de la peroxidasa ligada al anticuerpo, junto con un cromóforo que 

se ve liberado tras la acción de la enzima, de modo que a mayor cantidad de 

anticuerpo en el pocillo (menos gluten presente en la muestra) se libera más cantidad 

de cromóforo. 

- Se añadieron 100 µL de solución de stop en todos los pocillos para detener la 

reacción. 

- Se leyó la absorbancia en un lector de placas a una densidad óptica de 450 nm 

en un plazo máximo de una hora. 

- A partir de los resultados de absorbancia generados se construyó una recta 

patrón polinómica representando el logaritmo de las concentraciones de gliadina de 

cada uno de los patrones del kit (eje y) frente a las respectivas absorbancias obtenidas 

(eje x). Los resultados se expresaron como ppm de gluten presentes en la muestra. 

 

11- Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó con el paquete estadístico SPSS versión 18.0 

para Windows. Las variables categóricas se expresaron como números y porcentajes, 

y las cuantitativas como medias y desviaciones estándar.  

Para comparar variables cuantitativas, entre diferentes grupos, cuando los 

datos mostraban una distribución normal, se utilizó el test estadístico ANOVA. En 

cambio, se utilizó el test H de Kruscal-Wallis en aquellas poblaciones en las que no se 
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mostraba una distribución normal. La prueba de Kruskal-Wallis constituye una 

alternativa no paramétrica al uso del análisis de la varianza de un factor (ANOVA) con 

los datos reemplazados por categorías. Esta prueba es una extensión para tres o más 

grupos de la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney (equivalente no paramétrico 

de la prueba T de Student). La prueba U de Mann-Whitney y la prueba T de Student se 

utilizaron para ver si existían diferencias significativas entre dos grupos, según fuera la 

distribución de la población no paramétrica o paramétrica. Estos tests nos permitieron 

ver si existían diferencias a nivel de diagnóstico en los AGCC, las actividades 

enzimáticas cuantitativas (ATF, AGF, FPEP y DPPIV) y la cantidad de gluten 

excretada en las heces.   

Para ver si existían diferencias estadísticamente significativas entre dietas, 

para estos mismos parámetros, se utilizó el test de Friedman. El test de Friedman 

permite evaluar las diferencias existentes entre varias muestras relacionadas. Para 

evaluar las diferencias entre dos muestras relacionadas se realizó el test de Wilcoxon. 

Los resultados de estos análisis fueron considerados estadísticamente significativos 

para valores de p menores de 0,05. Para las comparaciones dos a dos en poblaciones 

englobadas en más de dos grupos se llevó a cabo la corrección de Bonferroni. Por otro 

lado, para evaluar el grado de asociación lineal entre dos variables cuantitativas se 

utilizó el coeficiente de correlación ordinal Rho de Spearman.  

El análisis estadístico del DGGE fue más complejo. Los diferentes perfiles 

electroforéticos de bandas obtenidos para cada uno de los pacientes analizados 

mediante DGGE, fueron transformados en una matriz binaria en función de su 

presencia (1) o ausencia (0). Las bandas generadas por los diferentes pacientes 

fueron consideradas como idénticas cuando mostraron igual migración en el gel. Se 

realizó un análisis de agrupamiento por similitud genética estimada según el 

coeficiente de Dice (281) y el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method) que 

utiliza la media aritmética no ponderada como método de agrupamiento. Esta matriz 

de similitud puede ser mostrada gráficamente como un dendograma. Para ello se 

utilizó el programa Tulkas (programa informático diseñado por el Dr. Luis E. Sáenz de 

Miera, profesor de genética de la Universidad de León). 

El número de bandas de cada perfil electroforético obtenidos a partir del DGGE 

fue considerado como un indicador de la diversidad de la microbiota fecal. Para 

determinar las diferencias en la diversidad de bandas entre los grupos se aplicó la 

prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. Debido a que la presencia o ausencia de 

bandas son variables categóricas, se determinaron las diferencias en la composición 
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de bandas entre los diferentes grupos de poblaciones mediante el test “Chi-cuadrado”. 

Los resultados de estos análisis fueron considerados estadísticamente significativos 

para valores de p menores de 0,05. 
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1. ESTUDIO DEL METABOLISMO DEL GLUTEN EN 

INDIVIDUOS SANOS 

Las características únicas de las proteínas del gluten hacen que la harina de 

trigo se encuentre presente en numerosos alimentos, convirtiéndose en uno de los 

cereales más consumidos en el mundo (8, 15). Se estima que la ingestión de gluten en 

un individuo que sigue una dieta occidental es de 13 a 15 g de gluten al día, que es 

una cantidad muy elevada (85). A pesar de la ubicuidad del gluten en los alimentos, 

existen pocos estudios sobre el metabolismo del gluten en individuos sanos. Más 

sorprendente es si tenemos en cuenta que el gluten es el causante de una de las 

intolerancias alimentarias más extendidas en la actualidad: la enfermedad celiaca (28). 

El objetivo de este Capítulo fue el estudio del metabolismo del gluten asociado a la 

actividad de la microbiota intestinal en individuos sanos. Para ello se seleccionaron 11 

voluntarios sanos (con edades comprendidas entre los 25 y 45 años; media de edad 

32,2 años) que llevaron a cabo distintas dietas en las que se ingerían cantidades 

controladas de gluten durante 15 días (Figura 1.1). Antes de comenzar la primera dieta 

se recogió una muestra fecal a todos los individuos que correspondió a su dieta normal 

(DN). El control dietético se inició con una semana en dieta estricta sin gluten (DSG). 

Los 4 días siguientes se mantuvo la dieta sin gluten pero los voluntarios ingirieron 9 g 

de gluten en polvo al día, repartidos en las tres comidas principales (DSG+9 g 

gluten/día). Para terminar, los voluntarios continuaron 4 días más en DSG pero se 

incrementó la cantidad de gluten en polvo ingerido a 30 g de gluten al día, repartidos 

en las tres comidas principales (DSG+30 g gluten/día). Al final de cada dieta los 

voluntarios proporcionaron una muestra de heces. En las muestras fecales recogidas 

se llevaron a cabo las siguientes determinaciones: 

- Actividades tríptica fecal (ATF), glutenásica fecal (AGF), prolilendopeptidásica 

fecal (PEPF) y dipeptidil peptidásica IV fecal (DPPIVF). 

- Cuantificación de los ácidos grasos de cadena corta (AGCC) excretados en las 

heces. 

- Cuantificación del gluten que se eliminaba por las heces. 

- Estabilidad del péptido 33-mer en los sobrenadantes fecales. 
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Figura 1. 1: Esquema de la dieta llevada a cabo por los 11 voluntarios sanos. El estudio consistió en una 

semana en dieta sin gluten (DSG), seguida de 4 días en DSG con ingesta de 9 g de gluten/día (DSG+9g 

gluten/día) y de otros 4 días en DSG con ingesta de 30 g gluten/día (DSG+30g gluten/día). Las muestras 

fecales se recogieron al final de cada dieta. 

 

1.1- Las actividades enzimáticas fecales se incrementan a medida que 

se ingiere gluten en la dieta 

Las proteínas del gluten ingeridas en la dieta, como todas las proteínas, sufren 

un proceso de digestión en el tracto digestivo que normalmente genera productos 

fácilmente asimilables que son aprovechados como nutrientes por el individuo. Sin 

embargo, las proteínas del gluten presentan regiones ricas en glutamina y prolina que 

les confieren resistencia a la acción de las proteasas digestivas humanas (25). Por 

tanto, péptidos parcialmente digeridos de las proteínas del gluten aparecen en el 

lumen intestinal. Estos péptidos podrían servir de sustrato para las proteasas 

bacterianas. En este apartado se cuantificó la ATF, la AGF, la actividad PEPF y la 

actividad DPPIVF en las muestras de heces correspondientes a 11 voluntarios sanos 

en DN, DSG, DSG+9 g gluten/día y DSG+30 g gluten/día. Los valores medios 

obtenidos tras la cuantificación están representados en la Figura 1.2. Los resultados 

muestran que los valores más bajos en las cuatro actividades enzimáticas 

corresponden a la DSG, y a medida que se incorpora el gluten en la dieta se produce 

un incremento en los valores medios de estas actividades. De este modo, se puede 

observar claramente que los valores más altos corresponden a las muestras fecales 

obtenidas en DSG+30g gluten/día. Sin embargo, no aparecen diferencias significativas 

   Día 1    Día 2    Día 3    Día 4    Día 5    Día 6    Día 7

DSG+9g
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entre todas las dietas ni se encuentra ningún tipo de correlación entre las cuatro 

actividades enzimáticas analizadas. A continuación se exponen los resultados 

obtenidos para cada actividad en detalle. 

 

 

Figura 1. 2: Valores medios obtenidos de ATF, AGF, PEPF y DPPIV fecal en la población de 11 

voluntarios sanos. ATF: actividad tríptica fecal, AGF: actividad glutenásica fecal, PEPF: actividad prolil 

endopeptidásica fecal, DPPIVF: actividad dipeptidil peptidásica IV fecal, DN: dieta normal, DSG: dieta sin 

gluten, DSG+9g: DSG con ingesta de 9 g de gluten al día, DSG+30g: dieta sin gluten con ingesta de 30 g 

de gluten al día. 

 

- Actividad tríptica fecal (ATF) 

La ATF permite estudiar de una manera indirecta la actividad metabólica de la 

microbiota intestinal. Esta actividad se cuantificó para estudiar la influencia de la 

ingesta de diferentes cantidades de gluten en la actividad de la microbiota intestinal. 

Para ello se analizó la ATF en las muestras de heces correspondientes a 11 

voluntarios sanos en DN, DSG, DSG+9 g gluten/día y DSG+30 g gluten/día. Los 

resultados obtenidos mostraron que la actividad tríptica se incrementa a medida que 
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se ingiere el gluten en la dieta (Figura 1.2), de modo que los valores más bajos 

aparecieron en DSG y los más altos en DSG+30 g gluten/día. Así mismo, en las 

muestras fecales correspondientes a la dieta normal del propio individuo se observó 

que la ATF también es elevada. El análisis estadístico mediante el test de Wilcoxon 

para valores no paramétricos de muestras relacionadas, mostró diferencias 

estadísticamente significativas entre DSG vs DSG+30g gluten/día y entre DSG vs DN. 

Por tanto, en los resultados se observa un incremento significativo de la ATF cuando 

se aumenta el consumo de gluten en la dieta.  

La tripsina es una enzima pancreática cuya función principal es la hidrólisis de 

péptidos y proteínas ingeridos en la dieta a componentes fácilmente aprovechables 

por el organismo. Está descrito que la tripsina, una vez que realiza su función 

hidrolítica en el duodeno, va disminuyendo su actividad a medida que entra en el 

intestino grueso, presumiblemente debido a proteasas microbianas capaces de 

inactivar la tripsina (249). Los resultados obtenidos en este trabajo podrían indicar que 

los voluntarios en DSG tienen en el intestino grueso una actividad proteolítica 

microbiana frente a la tripsina mayor que la de aquellos individuos que consumen 

grandes cantidades de gluten. Este hecho resulta sorprendente puesto que el gluten 

está formado mayoritariamente por proteínas que son parcialmente digeridas en el 

intestino delgado, llegando una parte importante de estas al intestino grueso (25). Los 

péptidos del gluten que llegan al intestino grueso podrían convertirse en sustrato para 

las bacterias intestinales, estimulándose la producción de proteasas de origen 

microbiano. Por tanto, parece más lógico que el gluten incremente la actividad de las 

proteasas bacterianas capaces de inactivar la tripsina en el intestino grueso. También 

es posible que el aumento de la ATF observado tras la ingesta de grandes cantidades 

de gluten esté relacionado con una mayor producción y activación de la tripsina 

humana en el intestino delgado. La tripsina es una proteasa que se sintetiza por las 

células exocrinas acinares del páncreas en forma de tripsinógeno y se activa en el 

duodeno donde participa en el metabolismo de proteínas. Se ha demostrado que la 

presencia de proteínas en el duodeno estimula la producción y activación del 

tripsinógeno (22), sugiriendo que el incremento de la ATF podría deberse a una mayor 

llegada de proteínas del gluten, provenientes de la dieta, al intestino delgado. Sin 

embargo, la dificultad que entraña la hidrólisis de las proteínas del gluten por parte de 

las enzimas digestivas humanas y la llegada de gluten parcialmente digerido al 

intestino grueso permite que el gluten esté disponible como sustrato para las bacterias 

proteolíticas del colon. Está descrito que la composición y actividad metabólica de la 

microbiota intestinal está muy influenciada por la dieta (235). Además, hay algunos 
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trabajos que describen la presencia en el tracto digestivo de cepas bacterianas del 

género Bacteroides, que tienen una actividad tríptica similar a la que encontramos en 

humanos (282). Por tanto, es posible que, como consecuencia de una mayor llegada 

de gluten parcialmente digerido a la parte baja del tracto digestivo, el incremento en la 

ATF observado sea debido a una mayor producción de proteasas de origen 

bacteriano, similares a la tripsina, en el intestino grueso.  

 

- Actividad glutenásica fecal (AGF) 

La AGF es una actividad proteolítica que aparece en las heces, capaz de 

hidrolizar el gluten. Su origen es desconocido y se describe por primera vez en esta 

Tesis Doctoral. El objetivo de este apartado fue estudiar como afectaba la ingesta de 

gluten a la AGF. Para ello se midió la AGF en las muestras fecales de 11 voluntarios 

sanos en DN, DSG, DSG+9 g gluten/día y DSG+30 g gluten/día. Los resultados 

muestran que la AGF se duplica cuando los individuos pasan de DSG a DSG+9g 

gluten/día y se incrementa la actividad seis veces cuando hay una sobrecarga de 

gluten en la dieta (DSG+30g gluten/día) (Figura 1.2). Cuando se comparan los valores 

de AGF entre la DSG y la DN se observa que la actividad aumenta 3,5 veces. Los 

análisis estadísticos mediante el test de Wilcoxon mostraron que estas diferencias son 

significativas, pudiendo concluir que la AGF se incrementa proporcionalmente a 

medida que se ingiere gluten en la dieta.  

El origen de la AGF que se detecta en esta Tesis Doctoral es desconocido. 

Todos los componentes de la dieta que escapan a la digestión en el intestino delgado 

son sustratos potenciales para las bacterias del tracto digestivo bajo (219). Éste es el 

caso de las proteínas del gluten. La resistencia de algunas regiones de las proteínas 

del gluten a las enzimas digestivas humanas permite la llegada de gluten parcialmente 

hidrolizado al intestino grueso (25). El intestino grueso se caracteriza por presentar 

una microbiota diversa que es responsable de la conversión de muchas sustancias no 

asimilables en nutrientes. La diversidad genética de la microbiota intestinal produce 

multitud de enzimas y rutas bioquímicas distintas a las que se encuentran en el 

hospedador, permitiendo así la recuperación de parte de la energía consumida durante 

la comida (213, 214). Además, en el intestino grueso aparecen bacterias proteolíticas 

capaces de aprovecharse de los restos peptídicos no digeridos en el intestino delgado 

(144). Precisamente, en las heces humanas se han aislado cepas bacterianas de la 

especie Bacteroides fragilis con actividad gliadinásica, así como cepas de 

Bifidobacterium como B. longum IATA-ES1, B. animalis IATA-A2 y B. bifidum IATA-
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ES2 capaces de hidrolizar péptidos del gluten (110, 237). Por tanto, la AGF que 

detectamos en este estudio podría provenir de la actividad proteolítica frente a las 

proteínas del gluten de las bacterias que se encuentran en el intestino grueso. 

Además, los resultados obtenidos en este apartado mostraron que la AGF es 

proporcional al consumo de gluten dietético. La dieta es el principal factor ambiental 

que influye en la diversidad y la funcionalidad de la microbiota intestinal (235). En un 

estudio reciente se ha mostrado que la retirada del gluten de la dieta en voluntarios 

sanos disminuye la proporción de bacterias fecales pertenecientes a los géneros 

Bifidobacterium o Lactobacillus (236). Resultados similares se obtuvieron en pacientes 

celiacos donde también se observaba una reducción de estos grupos bacterianos en 

pacientes tratados con respecto a pacientes con EC activa (246, 248). Aunque en 

estos estudios no se comprobó la capacidad hidrolítica frente al gluten, se han aislado 

cepas bacterianas incluidas en estos géneros que presentan actividades proteolíticas 

frente a péptidos del gluten. Por tanto, el consumo de gluten podría afectar a la 

actividad proteolítica microbiana en el intestino grueso y detectarse indirectamente por 

la AGF.  

 

- Actividad prolilendopeptidásica fecal y dipeptidil peptidásica IV fecal 

(PEPF y DPPIVF) 

Las actividades PEP y DPPIV son actividades enzimáticas capaces de 

hidrolizar enlaces peptídicos que presentan residuos de prolina (257, 258). La DPPIV 

escinde los dos últimos restos aminoacídicos por el extremo N-terminal cuando 

aparece un residuo de prolina en la segunda posición (283). En cambio, la actividad 

PEP hidroliza péptidos con residuos de prolina desde el extremo carboxilo (96, 259). El 

análisis de estas actividades se llevó a cabo para estudiar el posible papel de la PEPF 

y la DPPIVF en el metabolismo del gluten. Se cuantificaron las dos actividades 

enzimáticas en las muestras fecales de 11 voluntarios sanos en DN, DSG, DSG+9 g 

gluten/día y DSG+30 g gluten/día. Los valores medios obtenidos en las distintas dietas 

están representados en la Figura 1.2. Se puede observar que ambas actividades 

enzimáticas parecen incrementarse cuando se aumenta la ingesta de gluten en la 

dieta. Sin embargo, el análisis estadístico mostró que sólo había diferencias 

significativas para la PEPF. Los individuos en sobrecarga de gluten (DSG+30g 

gluten/día) presentaban un incremento significativo en la PEPF con respecto a la DN y 

a la DSG, sugiriendo que esta actividad aumenta tras la ingesta de grandes cantidades 

de gluten en la dieta.  
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La PEPF y la DPPIVF aparecen ampliamente distribuidas en los tejidos y 

fluidos de los mamíferos. Además, estas actividades enzimáticas también han sido 

descritas en diversas bacterias y hongos (262, 284, 285). En el tracto gastrointestinal 

la actividad DPPIV aparece en las peptidasas del cepillo intestinal (158). Sin embargo, 

se ha descrito que las proteasas digestivas humanas carecen de actividad PEP, 

motivo por el cual las proteínas del gluten sólo sufren una degradación parcial en el 

duodeno (25). La resistencia del gluten a las enzimas digestivas del duodeno permite 

la llegada de péptidos ricos en prolina al intestino grueso, donde pueden ser atacados 

por las bacterias proteolíticas intestinales. En este trabajo se muestra la presencia de 

actividad DPPIVF y actividad PEPF en las muestras fecales de voluntarios sanos. Esto 

parece indicar que las actividades enzimáticas, como ocurre con la AGF, provienen del 

metabolismo microbiano intestinal. En concordancia con estos resultados, se ha 

descrito la presencia de cepas de Lactobacillus helveticus o Streptococcus suis, con 

actividad PEP y DPPIV respectivamente, que pueden proliferar en el intestino grueso 

(286, 287). Además, debido a la capacidad para degradar péptidos con prolina, estas 

actividades son candidatas a participar en la degradación del gluten en el tracto 

gastrointestinal (257). Aunque ambas actividades se ven incrementadas cuando se 

ingieren grandes cantidades de gluten, sólo aparecen diferencias significativas para la 

PEPF, Indicando que ésta es la única actividad enzimática que se ve influenciada 

claramente por el consumo de gluten en la dieta.  

 

1.2- Los ácidos grasos de cadena corta fecales aumentan cuando hay 

grandes ingestas de gluten en la dieta 

Los AGCC son los principales aniones que surgen de la fermentación 

bacteriana de polisacáridos, oligosacáridos, proteínas, péptidos y glucopéptidos en el 

colon (216-218). Los precursores de los AGCC se ingieren como alimentos en la dieta 

y llegan al intestino grueso donde la microbiota intestinal desarrolla una intensa 

actividad metabólica que genera AGCC entre otros metabolitos (165). Por tanto, los 

AGCC permiten estudiar de una manera indirecta la actividad metabólica de la 

microbiota intestinal. La cuantificación de los AGCC en este trabajo se llevó a cabo 

con el objetivo de estudiar los posibles cambios que se producían en el metabolismo 

microbiano intestinal de los 11 voluntarios sanos en DN, DSG, DSG+9 g gluten/día y 

DSG+30 g gluten/día. Los resultados obtenidos están representados en la Tabla 1.1. 

Se puede observar que el AGCC mayoritario es el ácido acético seguido por el ácido 

propiónico y el ácido butírico. En cambio los ácidos grasos que poseen una cadena 

más larga (por ejemplo el ácido valérico con cinco átomos de carbono o el hexanoico 
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con seis) y los AGCC ramificados (ácido isobutírico y ácido isovalérico) aparecen en 

concentraciones menores. 

 

Tabla 1. 1: Valores medios de concentración de los ácidos grasos de cadena corta (AGCC) en las 

muestras fecales de 11 voluntarios sanos en las distintas dietas de estudio. DN: dieta normal, DSG: dieta 

sin gluten, DSG+9g: DSG con ingesta de 9 g de gluten al día, DSG+30g: dieta sin gluten con ingesta de 

30 g de gluten al día. 

Tipo de AGCC  DN DSG 
DSG + 9 g 
gluten/día 

DSG+30 g 
gluten/día 

Ácido Acético*  24,60±9,18 20,60±10,46 31,21±25,15 43,67±21,88** 

Ácido Propiónico* 7,05±3,21 5,82±2,27 8,66±5,72 11,70 ±3,07** 

Ácido Isobutírico* 0,98±0,38 0,90±0,49 1,01±0,48 1,43±0,34** 

Ácido Butírico* 5,33±2,84 4,22±2,15 6,17±4,89 9,70±4,77** 

Ácido Isovalérico * 1,36±0,62 1,18±0,55 1,25±0,66 1,72±0,65 

Ácido Valérico* 0,97±0,46 0,77±0,42 1,03±0,49 1,59±0,38** 

Ácido Hexanoico* 0,44±0,34 0,36±0,33 0,35±0,32 0,7±0,55** 

*Media de las 11 muestras (mmol/Kg heces)  

** Diferencias significativas con respecto a DSG: p <0.01  

 

Al analizar la Tabla 1.1, se observa un incremento en la concentración de todos 

los AGCC fecales al incorporar el gluten en la dieta. Sin embargo, estas diferencias 

sólo son estadísticamente significativas cuando se compara la DSG con la 

introducción de una sobrecarga de gluten en la dieta (DSG+30g de gluten/día). Por 

otro lado, cuando se cotejan los resultados de cada AGCC obtenidos en DSG con 

respecto a los obtenidos en DN se observa que apenas se detectan variaciones. Estos 

resultados se pueden ver de una manera más gráfica en la Figura 1.3, donde se 

representan los AGCC totales en las diferentes condiciones dietéticas analizadas. Se 

puede observar que los valores más altos de AGCC totales aparecen en la dieta con 

sobrecarga de gluten. En cambio, los más bajos se encuentran en DSG y DN. El 

análisis estadístico reveló que existían diferencias estadísticamente significativas entre 

DSG vs DSG+30 g gluten/día y entre DN vs DSG+30 g gluten/día.  
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Figura 1. 3: Valores medios de concentración de AGCC totales en las muestras fecales de 

11 voluntarios sanos en las distintas dietas. AGCC: ácidos grasos de cadena corta, DN: 

dieta normal, DSG: dieta sin gluten, DSG+9g: DSG con ingesta de 9 g de gluten al día, 

DSG+30g: dieta sin gluten con ingesta de 30 g de gluten al día.  

 

Aunque las proteínas del gluten son relativamente resistentes a la proteólisis en 

el tracto digestivo y podrían ser sustrato del metabolismo microbiano en el intestino 

grueso, nuestros resultados sugieren que no hay una influencia muy fuerte del gluten 

en la producción de los AGCC, puesto que los valores obtenidos en DSG son similares 

a los de DN. Se ha descrito que los sustratos más importantes en la formación de los 

AGCC por fermentación bacteriana son los hidratos de carbono, principalmente fibras 

y almidones resistentes. Por el contrario, el gluten está formado mayoritariamente por 

proteínas, que se sabe, juegan un papel minoritario. Aunque los componentes 

proteicos también pueden participar en menor medida en la formación de los ácidos 

grasos mayoritarios, las proteínas son los precursores exclusivos de AGCC 

ramificados como el ácido isovalérico y el ácido isobutírico (217). En este trabajo no se 

detectaron diferencias significativas entre DSG y DN. La baja participación de las 

proteínas en la concentración de AGCC fecales puede ser la explicación de que no 

aparezcan diferencias en los AGCC cuando se retira el gluten de la dieta. Sin 

embargo, cuando la DSG se suplementa con 30 g gluten/día se produce un 

incremento significativo de la mayoría de los AGCC. Esto se podría deber a que, 

además de proteínas, el gluten contiene entre un 5-10% de lípidos e hidratos de 

carbono no solubles en agua que podrían ocasionar un aumento considerable de los 
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AGCC cuando se consume una gran cantidad de gluten. No obstante, los ácidos 

grasos ramificados también aparecieron aumentados en DSG+30 g gluten/día, 

mostrándose diferencias significativas entre DSG vs DSG+30 g gluten/día para el 

ácido isovalérico. Por tanto, las proteínas del gluten también pueden afectar al 

metabolismo microbiano intestinal tras un elevado consumo de gluten en la dieta. 

 

1.3- La cantidad de gluten que se detecta en las heces está relacionado 

con su consumo en la dieta 

La resistencia de los péptidos del gluten a las enzimas digestivas humanas 

permite la llegada de gluten parcialmente digerido al intestino grueso. Como se 

observó en los resultados previos, en el intestino grueso se genera una intensa 

actividad proteolítica capaz de hidrolizar los péptidos del gluten. El objetivo de este 

apartado fue cuantificar el gluten que era capaz de atravesar el tracto gastrointestinal 

excretándose por las heces. Para ello, se determinó el gluten presente en las heces de 

11 voluntarios sanos en DN, DSG, DSG+9 g gluten/día y DSG+30 g gluten/día. La 

cantidad media de gluten fecal para las cuatro dietas analizadas está representada en 

la Figura 1.4. Los resultados obtenidos muestran que los niveles de gluten detectados 

en las heces están relacionados con la ingesta de éste en la dieta. De este modo, en 

las heces de los voluntarios sanos en DSG no se detectó gluten, y a medida que el 

gluten se introducía en la dieta la excreción fecal de éste aumentaba 

proporcionalmente. En DSG+9 g gluten/día se detectó una concentración media de 

580 ppm de gluten en las heces, mientras en DSG+30 g de gluten/día la concentración 

media fue de 1630 ppm, aproximadamente 3 veces más. La DN de los individuos 

analizados se caracterizó por la presencia de una concentración de gluten fecal 

elevada (media 1060 ppm), aunque los resultados individuales fueron muy dispersos 

dependiendo del individuo. Todas las dietas con gluten mostraron diferencias 

estadísticamente significativas con respecto a la DSG, y además se obtuvieron 

diferencias significativas entre DSG+9 g gluten/día vs DSG+30g gluten/día. 
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Figura 1. 4: Valores medios obtenidos de la cuantificación del gluten fecal de 11 

voluntarios sanos en las distintas dietas. DN: dieta normal DSG: dieta sin gluten, 

DSG+9g: DSG con ingesta de 9 g de gluten al día, DSG+30g: dieta sin gluten con 

ingesta de 30 g de gluten al día.  

 

Los componentes de origen proteico ingeridos en la dieta, al llegar al duodeno, 

son digeridos a productos de menor tamaño por las enzimas pancreáticas y del cepillo 

intestinal. Estos productos de la degradación proteolítica se absorben por los 

enterocitos para cubrir las necesidades nutricionales de aminoácidos requeridas por 

los seres humanos. Sin embargo, resultados previos sugieren que el gluten no es 

completamente asimilado en el intestino (143). La asimilación incompleta de proteínas 

ya ha sido demostrada previamente con otras proteínas dietéticas, incluso en 

proteínas fácilmente digeribles como las proteínas del huevo (120, 121). Además, el 

componente proteico de gluten presenta regiones ricas en glutamina y prolina que le 

confieren resistencia frente a las enzimas digestivas humanas, debido a la ausencia de 

actividad prolilendopeptidásica en el intestino (25). De modo que los péptidos del 

gluten no absorbidos en el intestino delgado llegan al intestino grueso donde, como 

hemos visto anteriormente, se genera una intensa actividad proteolítica frente a las 

proteínas del gluten. Sin embargo, esta actividad parece insuficiente para hidrolizar el 

gluten completamente durante su tránsito por el intestino grueso y, como 

consecuencia, en las heces se detecta gluten parcialmente digerido. Los resultados 

obtenidos en este apartado muestran que el gluten que se detecta en las heces es 

proporcional al gluten ingerido en la dieta. Por tanto, parte del gluten consumido en la 

dieta atraviesa el tracto digestivo sin ser completamente digerido y se elimina por las 

heces. 
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1.4- La capacidad de las heces de digerir 33-mer es independiente de la 

dieta pero está relacionada con la AGF 

El péptido 33-mer de la α-gliadina es uno de los péptidos más inmunotóxicos 

en la enfermedad celiaca. El objetivo de este apartado fue comprobar si los 

sobrenadantes de las heces presentaban actividades peptidásicas capaces de 

hidrolizar el péptido 33-mer. Para ello, se incubaron las muestras fecales de los 

voluntarios sanos en DN y DSG con el 33-mer a distintos tiempos (t=2h, t=6h t=8h y 

t=12h), y la estabilidad del péptido 33-mer fue posteriormente analizada mediante 

HPLC (Figura 1.5). Se consideró que el péptido estaba hidrolizado cuando se reducía 

el área de pico al menos un 90%. Los resultados obtenidos (Figura 1.6 A) mostraron 

que la actividad proteolítica de las heces frente a este péptido es dependiente del 

individuo y no de la dieta llevada a cabo por el voluntario. De este modo, se detectó 

que uno de los individuos analizados era capaz de degradar el 33-mer a las 6 horas 

(9,1%), dos a las 8 horas (18,2%), cuatro de ellos a las 12 horas (36,4%) y otros 4 no 

fueron capaces de hidrolizar el péptido durante las 12 horas que duró la incubación 

(Figura 1.6 B). Es importante mencionar que las muestras en DSG incubadas con el 

33-mer generaron exactamente los mismos cromatogramas que las muestras en DN 

correspondientes a cada individuo. Además, los productos generados tras la 

degradación del péptido 33-mer por los sobrenadantes fecales a distintos tiempos 

fueron característicos de cada individuo. Por tanto, no se detectaron diferencias en la 

actividad hidrolítica del 33-mer por parte de las heces en función de la dieta, pero si en 

función del individuo.  
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Figura 1. 5: Cromatogramas de cuatro muestras fecales en DN incubadas con el péptido 33-mer a 

distintos tiempos (2h, 6h, 8h y 12 h). El pico que corresponde al 33-mer aparece en torno al minuto 13. Se 

considera la hidrólisis del péptido cuando el área de pico se reduce a menos de un 10%. DN: dieta 

normal. 

 

Si se compara la actividad proteolítica frente al 33-mer presente en las heces 

con las actividades proteolíticas fecales analizadas con anterioridad, se puede ver que 

no existe una correlación significativa entre ninguna de las actividades. Sin embargo, 

si se observa que las muestras fecales que presentan una mayor AGF en DN son 

capaces de hidrolizar el péptido 33-mer en menos tiempo (Figura 1.6 A). La AGF es 

una actividad proteolítica de origen desconocido que es característica de cada 

individuo. Esta actividad detectada en las heces podría proceder de la acción conjunta 

de varias proteasas intestinales. Por lo que es posible que alguna o algunas de las 

proteasas que participan en la actividad glutenásica sean capaces de hidrolizar el 33-

mer. Por tanto, aquellos individuos que presentan una AGF elevada es más probable 

que muestren una mayor actividad hidrolítica frente al 33-mer. No obstante, el tamaño 

muestral analizado es muy pequeño para obtener resultados claros. Además, hemos 

visto que la retirada del gluten de la dieta afecta a la AGF pero no a la actividad 
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hidrolítica frente al 33-mer. Esto muestra que aunque estas actividades pueden estar 

relacionadas, realmente son actividades enzimáticas distintas. 

 

 

 
 

Figura 1. 6: A, Correlación entre los valores obtenidos de AGF con los obtenidos de actividad peptidásica 

frente al 33-mer. Los puntos negros corresponden a los valores de AGF obtenidos en DN, debajo de cada 

punto negro aparece otro punto rojo que corresponde al valor de la AGF en DSG del mismo paciente. B, 

Diagrama sectorial del porcentaje de muestras fecales con actividad proteolítica frente al 33-mer para los 

diferentes tiempos de incubación. 

 

Estudios in vitro han mostrado que péptidos capaces de desencadenar la 

respuesta inmune en pacientes celiacos, como el péptido 33-mer, son resistentes a las 

enzimas digestivas humanas presentes en el intestino delgado. Estos péptidos 

permanecen en el lumen intestinal desencadenando el proceso inflamatorio 

característico de la EC en pacientes genéticamente susceptibles. Los péptidos del 

gluten no digeridos en el duodeno llegan al intestino grueso donde, como hemos visto 

anteriormente, aparece una intensa actividad proteolítica frente al gluten. Los 

resultados obtenidos en este apartado manifiestan que muchos de los sobrenadantes 

fecales son capaces de hidrolizar el 33-mer en mayor o menor medida, de modo que 

en el colon se puede generar una actividad proteolítica diferente a la producida por las 

proteasas digestivas humanas en el intestino delgado. El intestino grueso se 

caracteriza por presentar una microbiota diversa capaz de producir rutas bioquímicas 

diferentes a las que se encuentran en el hospedador (213, 214). Por tanto, la 

capacidad hidrolítica frente al 33-mer que detectamos en las muestras fecales parece 

provenir de la actividad metabólica microbiana en el intestino grueso. La 

caracterización de estas bacterias capaces de degradar el péptido 33-mer es 
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interesante debido a que estos microorganismos pueden tener importancia en el 

tratamiento de la enfermedad celiaca, bien como probióticos o como terapia 

enzimática oral. 

 

1.5- Discusión general 

El trigo es uno de los cereales más consumidos en todo el mundo gracias a las 

características únicas de viscoelasticidad que les aporta el gluten (15). Por esta razón, 

la harina de trigo, y más concretamente el gluten, se encuentra presente en 

numerosos alimentos y su eliminación de la dieta es realmente complicada. Todas las 

proteínas consumidas en la dieta, incluidas las proteínas del gluten, sufren un proceso 

digestivo a lo largo del tracto gastrointestinal hasta generar productos fácilmente 

asimilables (22). Aunque se considera que la digestión significativa de proteínas 

empieza en el estómago por acción de la pepsina, la cavidad oral presenta una 

actividad proteolítica frente al gluten de origen bacteriano que podría participar en el 

metabolismo del gluten (136). No obstante, va a ser en el intestino delgado donde se 

produce la degradación principal de las proteínas de la dieta por acción de las enzimas 

pancreáticas y del cepillo intestinal (22). Como resultado, se generan aminoácidos y 

pequeños péptidos de 2 o 3 aminoácidos que pueden ser transportados al interior del 

enterocito. Sin embargo, estudios in vitro han mostrado que el gluten sólo es 

parcialmente hidrolizado por las enzimas digestivas humanas del tracto 

gastrointestinal. Ésto es debido a que el gluten presenta en su secuencia aminoacídica 

regiones ricas en glutamina y prolina que juegan un papel crítico en la protección de 

los péptidos frente a la degradación proteolítica (24). La capacidad de hidrolizar 

enlaces peptídicos en los que participan residuos de prolina es producido, entre otras, 

por la actividad prolilendopeptidásica, y las enzimas proteolíticas humanas presentes 

en el tubo digestivo carecen de esta actividad (23, 24).  

Muchos alimentos ingeridos en la dieta, como el gluten, no son digeridos 

completamente por las enzimas proteolíticas del duodeno. Estos alimentos atraviesan 

el intestino delgado hasta llegar al intestino grueso donde está descrita una población 

microbiana diversa. Con frecuencia se subestima el papel de la microbiota intestinal en 

la hidrólisis de proteínas difícilmente digeribles por las proteasas humanas. Aunque no 

se ha demostrado in vivo todavía, hay razones para pensar que la microbiota intestinal 

no sólo tiene un papel importante en la digestión de proteínas en el intestino grueso, 

sino también en el intestino delgado (122). El metabolismo microbiano es responsable 

de la conversión de muchas sustancias no asimilables a nutrientes que pueden ser 
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absorbidos y utilizados por el huésped (213). La composición y actividad metabólica de 

la microbiota intestinal está muy influenciada por los componentes dietéticos ingeridos 

en el hospedador (235), de modo que la presencia de gran cantidad de gluten en la 

alimentación occidental, junto con la resistencia de éste a las enzimas digestivas 

humanas, hacen que el gluten pueda ser sustrato del metabolismo microbiano en el 

intestino. Precisamente, De Palma G et al. (236) mostraron que individuos sanos en 

DSG durante un mes presentaban un desequilibrio en las poblaciones bacterianas 

fecales de Lactobacillus, Bifidobacterium y Enterobacteriaceae. Además, se han 

descrito cepas bacterianas fecales, pertenecientes al grupo de las bifidobacterias, 

capaces de hidrolizar péptidos de gluten (146). Los resultados obtenidos en nuestro 

trabajo también parecen indicar que el gluten puede ser aprovechado por la microbiota 

intestinal. En esta Tesis Doctoral se describe por primera vez una intensa actividad 

proteolítica frente al gluten, que denominamos AGF, y al menos 2 actividades 

proteolíticas diferentes que reconocen enlaces peptídicos en los que participa la 

prolina (PEPF y DPPIVF). La AGF, y en menor medida la PEPF, están influenciadas 

por la ingesta de gluten en la dieta. Aunque estas actividades son de origen 

desconocido, todo parece indicar que provienen del metabolismo microbiano que tiene 

lugar en el intestino grueso. Precisamente, estudios previos han mostrado la ausencia 

de actividad PEP en las enzimas digestivas humanas como la que cuantificamos en 

heces, impidiendo la digestión completa de péptidos ricos en prolina. En las heces 

también se ha detectado una actividad proteolítica frente al 33-mer, un péptido 

resistente a la digestión intestinal humana capaz de activar la respuesta inmune en 

pacientes celiacos. Por lo tanto, en el intestino grueso se pueden hidrolizar péptidos 

del gluten que no pueden ser degradados por las enzimas digestivas humanas. 

La intensa actividad proteolítica degradadora de gluten detectada en las heces 

puede generar péptidos absorbibles en el intestino grueso. Aunque el intestino delgado 

es la principal zona de absorción de proteínas, se ha descrito que el intestino grueso 

también puede participar en la asimilación (22). Sin embargo, la parte baja del tracto 

digestivo parece que sólo es capaz de absorber péptidos en el período postnatal y en 

determinadas patologías (122). El transportador PEPT1 no se expresa en el colon 

sano de humanos y los estudios de transporte de aminoácidos en el intestino grueso 

de mamíferos no muestran resultados concluyentes (126-130, 288). Por tanto, los 

péptidos y aminoácidos generados por las proteasas bacterianas podrían no ser 

aprovechados por el hospedador. El destino principal de estos compuestos proteicos 

será el metabolismo microbiano. Como consecuencia del metabolismo bacteriano de 

aminoácidos en el colon se generan AGCC y otros compuestos nitrogenados que 
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pueden tener diferentes efectos sobre el hospedador. En este trabajo se observó que 

la ingesta de grandes cantidades de gluten es capaz de incrementar la producción de 

AGCC, por lo que parece lógico que las bacterias se estén aprovechando de los 

componentes proteicos que llegan al intestino grueso.  

A pesar de las actividades proteolíticas detectadas en las heces y a la intensa 

actividad metabólica de las bacterias en el colon, el gluten tampoco se digiere 

completamente en el intestino grueso (143). En este trabajo se cuantificó el gluten 

excretado por las heces en individuos sanos que ingerían cantidades controladas de 

gluten en la dieta. Los resultados obtenidos mostraron que la cantidad de gluten que 

se detecta en las heces es proporcional al gluten consumido. Por tanto, al menos una 

parte del gluten ingerido en la dieta se excreta en las heces sin ser aprovechado por el 

hospedador. Además, hay una correlación entre la ingesta de gluten, la AGF y el 

gluten eliminado por las heces. En definitiva, el consumo de gluten en la dieta es 

capaz de generar una intensa actividad proteolítica en el intestino de los voluntarios 

sanos que no es suficiente para llevar a cabo la hidrólisis completa de los péptidos del 

gluten, eliminándose parte de éste por las heces.  
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2.  ESTUDIO COMPARADO ENTRE EL METABOLISMO DEL 

GLUTEN EN INDIVIDUOS SANOS Y PACIENTES CON 

ENFERMEDAD CELIACA 

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatía inflamatoria crónica del 

intestino delgado que aparece en individuos genéticamente susceptibles y es causada 

por una respuesta inmune inapropiada a las proteínas del gluten del trigo, así como a 

otras proteínas similares presentes en la cebada y en el centeno (31). Aunque el 

gluten es el factor desencadenante de la enfermedad, hay pocos trabajos que estudien 

el metabolismo de estas proteínas en pacientes con EC. Este Capítulo se centró en el 

análisis comparativo de la actividad metabólica microbiana entre voluntarios sanos y 

pacientes celiacos. Para ello, se seleccionaron 16 voluntarios sanos en DN (rango de 

edades 25-45 años y media 30,1), 11 individuos sanos que siguieron una dieta estricta 

sin gluten durante una semana (rango 25-45 años y media 32,2), 22 enfermos celiacos 

activos (rango 15-60 años y media 39,5) y 18 pacientes celiacos tratados con una 

DSG durante al menos un año (rango 24-42 años y media 30,6). Cada uno de los 

voluntarios proporcionó una muestra de heces en las que se llevaron a cabo las 

siguientes determinaciones:  

- Actividades tríptica fecal (ATF), glutenásica fecal (AGF), prolilendopeptidásica 

fecal (PEPF) y dipeptidil peptidásica IV fecal (DPPIVF). 

- Cuantificación de los ácidos grasos de cadena corta (AGCC) excretados en las 

heces. 

- Cuantificación del gluten que se eliminaba por las heces. 

- Estabilidad del péptido 33-mer en los sobrenadantes fecales. 

 

2.1- Aparecen diferencias significativas entre los distintos grupos 

analizados en las actividades glutenásica fecal y tríptica fecal 

Durante mucho tiempo se pensó que la EC se debía a una digestión anómala 

del gluten causada por una deficiencia enzimática en el intestino de los pacientes 

celiacos. Aunque actualmente se acepta que la digestión de gluten es incompleta en 

cualquier persona, hay varios trabajos que describen una alteración en la actividad de 
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las peptidasas intestinales en pacientes celiacos (155, 156). En este apartado se 

cuantificó la AGF, la actividad PEPF y la actividad DPPIVF, que podrían participar en 

el metabolismo del gluten. Además, se analizó la ATF con el objetivo de estudiar la 

actividad de la microbiota intestinal. Los valores obtenidos tras la cuantificación de las 

actividades enzimáticas en las heces de 16 voluntarios sanos en DN, 11 individuos 

sanos en DSG, 22 enfermos celiacos activos y 18 pacientes celiacos tratados están 

representados en la Figura 2.1. Se analizó mediante el test H de Kruskal-Wallis para 

valores no paramétricos si existían diferencias significativas entre las actividades 

enzimáticas analizadas para varias muestras independientes. Los resultados muestran 

que hay diferencias estadísticamente significativas en la AGF y la ATF entre las 

distintas poblaciones. 

 

 

Figura 2. 1: Valores de mediana, rangos e intercuartiles de las actividades enzimáticas analizadas en las 

muestras de voluntarios sanos en DN, voluntarios sanos en DSG, pacientes celiacos en DN y pacientes 

celiacos en DSG. ATF: actividad tríptica fecal, AGF: actividad glutenásica fecal, PEPF: actividad prolil 

endopeptidásica fecal, DPPIVF: actividad depeptidil peptidásica IV fecal, DN: dieta normal, DSG: dieta sin 

gluten. 
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- Actividad tríptica fecal (ATF) 

La ATF es un método indirecto que permite estudiar la actividad de la 

microbiota intestinal. Esta actividad se cuantificó con la finalidad de detectar posibles 

variaciones en la actividad metabólica de la microbiota intestinal entre voluntarios 

sanos y pacientes celiacos en DN y DSG. En la Figura 2.1 se puede observar que los 

valores de mediana de ATF en pacientes celiacos son superiores a los valores de 

mediana en voluntarios sanos. Mediante el test U de Mann-Whitney para valores no 

paramétricos se analizaron las diferencias existentes entre los grupos poblacionales 

por pares. Los resultados mostraron que había diferencias estadísticamente 

significativas entre: pacientes celiacos en DN vs sanos en DN, pacientes celiacos en 

DSG vs sanos en DSG y pacientes celiacos en DN vs sanos en DSG. Por tanto, se 

observan diferencias significativas entre sanos y celiacos independientemente de la 

ingesta de gluten en la dieta. Además, como habíamos visto previamente, también 

aparecen diferencias entre sanos en DN y sanos en DSG.  

Los resultados obtenidos parecen indicar que la actividad de la microbiota 

intestinal en pacientes celiacos es diferente a la de sanos. La tripsina, una vez que 

realiza su función en el duodeno, entra en el intestino grueso donde pierde parte de su 

actividad debido a la acción de proteasas de origen bacteriano (256). Además, en el 

tracto digestivo también aparecen bacterias con actividad proteolítica similar a la que 

presenta la tripsina. Por tanto, la ATF varía dependiendo de la actividad de las 

bacterias intestinales y permite estudiar de una manera indirecta la microbiota 

intestinal (249). Numerosos trabajos han descrito un desequilibrio en la composición 

microbiana intestinal de pacientes celiacos así como en los productos metabólicos 

generados por ésta (85-87, 165, 248). Dentro de los grupos de bacterias que aparecen 

frecuentemente alterados en pacientes celiacos están Bacteroides, Lactobacillus, 

Prevotella, Staphylococcus, Escherichia y Bifidobacterium (145). Precisamente, se han 

caracterizado bacterias incluidas dentro del género Bacteroides que podrían afectar a 

la ATF. En la actualidad se desconoce la identidad de todas las bacterias 

responsables de la inactivación de la tripsina humana en el intestino grueso, aunque 

se ha descrito que cepas de Bacteroides distasonis si tienen esta capacidad (256). Así 

mismo, algunos trabajos han mostrado la presencia en el tracto digestivo de cepas 

bacterianas del género Bacteroides con actividad tríptica similar a la que encontramos 

en humanos (282). Por tanto, las alteraciones observadas en pacientes celiacos dentro 

del grupo de los Bacteroides, y de otros grupos bacterianos, podrían explicar el 
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incremento de la ATF en las muestras de pacientes con EC. Además, aunque la 

retirada del gluten de la dieta en pacientes celiacos puede recuperar en parte la 

microbiota intestinal, algunos grupos bacterianos como los Bacteroides permanecen 

alterados en celiacos tratados (86). Esto explicaría porque el incremento en la ATF 

permanece en pacientes celiacos tratados.  

 

- Actividad glutenásica fecal (AGF) 

La AGF es una intensa actividad proteolítica frente a las proteínas del gluten 

que se detecta por primera vez en esta Tesis Doctoral y está relacionada con el 

consumo del gluten en la dieta. En la Figura 2.1 se pueden observar los valores de 

mediana, rangos e intercuartiles de AGF obtenidos en este apartado. Los valores más 

altos y diversos de AGF se obtuvieron en los pacientes celiacos activos con un valor 

de mediana de 3612. Los pacientes celiacos tratados y los voluntarios sanos en DN 

presentaban resultados similares con una mediana de 2460 y 2750 respectivamente. 

Sin embargo, en el grupo de celiacos tratados varios valores fueron considerados 

como outliers (o valores fuera de la población). En cambio, los valores más bajos de 

AGF pertenecían a la población de sanos en DSG (mediana = 1014). El análisis 

estadístico de los cuatro grupos analizados dos a dos mediante el test U de Mann-

Whitney mostraron que había diferencias estadísticamente significativas entre: 

celiacos en DN vs sanos en DSG y celiacos en DSG vs sanos en DSG. Sin embargo, 

al comparar sanos en DN vs celiacos en DN no se encontraron diferencias 

significativas. Esto parece mostrar que la AGF depende del consumo de gluten en la 

dieta, así como de la aparición de la EC.  

En el Capítulo 1 de Resultados se expuso que la AGF parecía provenir del 

metabolismo microbiano intestinal. De este modo, el incremento en la AGF que se 

detecta en pacientes celiacos con respecto a voluntarios sanos podría deberse a una 

mayor actividad proteolítica de origen bacteriano en el intestino de celiacos. 

Precisamente, Bernardo D et al (142) mostraron un patrón específico de proteasas de 

origen bacteriano, con la capacidad de hidrolizar gliadinas, en la mucosa duodenal de 

pacientes celiacos, las cuales no aparecían en la mucosa de controles no celiacos. 

Estas proteasas podrían atravesar el intestino grueso y ser eliminadas por las heces 

donde podrían formar parte de la AGF que detectamos en este Capítulo. Sin embargo, 

se desconocen las bacterias capaces de generar estas gliadinasas y los productos que 

se forman tras su actividad proteolítica. Numerosos trabajos han mostrado que los 

pacientes celiacos presentan una disbiosis intestinal que podría participar en el 
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proceso patológico de la EC (85-87, 165, 248). Los grupos bacterianos que aparecen 

frecuentemente alterados en pacientes celiacos son Bacteroides, Lactobacillus, 

Prevotella, Staphylococcus, Escherichia y Bifidobacterium (145). Dentro de estos 

grupos aparecen especies bacterianas con actividad proteolítica que podrían ser los 

responsables de que se genere una actividad glutenásica mayor en pacientes celiacos 

que en voluntarios sanos. Por ejemplo, se han aislado de heces humanas varias cepas 

bacterianas pertenecientes a Bifidobacterium, tales como B. longum IATA-ES1, B. 

animalis IATA-A2 y B. bifidum IATA-ES2, capaces de hidrolizar péptidos de gluten. 

Además, se han descrito cepas bacterianas intestinales de Bacteroides fragilis que son 

capaces de degradar gliadina (145, 146, 237). Aunque no se ha establecido una 

relación entre la disbiosis intestinal y las bacterias proteolíticas, el incremento en la 

AGF que se observa en pacientes celiacos podría ser debido a un desequilibrio en las 

bacterias intestinales con la capacidad de hidrolizar gluten.  

A pesar del incremento de AGF que aparece en celiacos activos, no existen 

diferencias estadísticamente significativas con respecto a sanos en DN. Esto puede 

ser debido a que, como vimos anteriormente, la AGF es muy dependiente del 

consumo de gluten en la dieta. Tal y como muestran nuestros resultados, en pacientes 

celiacos tratados se produce un descenso de esta actividad con respecto a celiacos 

activos, demostrando que el consumo de gluten influye en la AGF de pacientes 

celiacos. Por el contrario, si aparecen diferencias significativas entre celiacos tratados 

y sanos en DSG. La retirada de gluten de la dieta sólo es capaz de restaurar en parte 

la microbiota intestinal de pacientes celiacos (89), de modo que la parte que se 

mantiene alterada puede estar generando la mayor actividad glutenásica que 

detectamos en celiacos tratados. Precisamente, Bacteroides, dónde se han descrito 

cepas bacterianas capaces de degradar gliadina, es un género que permanece 

alterado en pacientes celiacos tratados (237). Además, las proteasas bacterianas 

descritas en el trabajo de Bernardo D et al. (142) también aparecían en pacientes 

celiacos tratados. Por tanto, el incremento en la AGF que se observa en pacientes 

celiacos parece que es debido a un desequilibrio en la microbiota proteolítica de estos 

pacientes. 

 

- Actividad prolilendopeptidásica fecal y dipeptidil peptidásica IV fecal 

(PEPF y DPPIVF) 

La PEP y la DPPIV son actividades proteolíticas capaces de hidrolizar enlaces 

peptídicos en los que participan residuos de prolina. En este apartado se analizaron 
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ambas actividades enzimáticas en voluntarios sanos y pacientes celiacos en DN y 

DSG. Los resultados de mediana rangos e intercuartiles están representados en la 

Figura 2.1. Mediante el test U de Mann-Whitney para valores no paramétricos se 

analizaron las posibles variaciones existentes entre los grupos poblacionales por 

pares. No se encontraron diferencias estadísticamente significativas para estas dos 

actividades enzimáticas entre ninguno de los grupos. 

En el Capítulo 1 de Resultados se detectó actividad DPPIVF y actividad PEPF 

en las muestras de heces de voluntarios sanos. Curiosamente la actividad PEP no 

aparece en las enzimas digestivas humanas que actúan en el intestino delgado y, 

como consecuencia de ello, el gluten sufre una digestión parcial. La actividad PEPF se 

incrementaba cuando los voluntarios sanos ingerían grandes cantidades de gluten en 

la dieta, probablemente por la actividad proteolítica de la microbiota intestinal. Por 

tanto, esta actividad podría participar en el metabolismo del gluten. En este apartado 

también se detectaron las actividades PEPF y DPPIVF en las muestras fecales de 

pacientes celiacos. Sin embargo, no se observaron diferencias entre pacientes 

celiacos activos y pacientes celiacos tratados. Esto indica que estas actividades no se 

ven muy influenciadas por la ingesta de gluten en pacientes con EC. Además, al 

comparar los resultados de PEPF y DPPIVF entre sanos y celiacos no se manifestaron 

diferencias estadísticamente significativas en función del diagnóstico. Por tanto, no 

aparece un desequilibrio en estas actividades enzimáticas capaces de hidrolizar 

péptidos con prolina en el intestino de pacientes celiacos. 

 

2.2- Los ácidos grasos de cadena corta son significativamente más 

abundantes en pacientes con enfermedad celiaca 

Los AGCC son los principales aniones que surgen de la fermentación 

bacteriana en el colon. Las diferencias que aparecen en la microbiota intestinal de 

pacientes celiacos se podrían detectar indirectamente cuantificando los AGCC 

excretados en las heces (217). Se analizaron los AGCC en las muestras fecales 

correspondientes a 16 voluntarios sanos en DN, 11 individuos sanos en DSG, 22 

enfermos celiacos activos y 18 pacientes celiacos en DSG. Los resultados obtenidos 

para cada AGCC están representados en la Tabla 2.1. Se puede observar que el 

AGCC mayoritario es el ácido acético seguido por el ácido propiónico y el ácido 

butírico. En cambio, los ácidos grasos que poseen una cadena más larga y los AGCC 

ramificados aparecen en concentraciones menores. 



123 
 

 

Tabla 2. 1: Valores medios de las concentraciones de los ácidos grasos de cadena corta (AGCC) en las 

muestras fecales de 16 sanos en DN, 11 sanos en DSG, 22 celiacos en DN y 18 celiacos en DSG. DN: 

dieta normal, DSG: dieta sin gluten 

Tipo de AGCC  Sano DN Sano DSG Celiaco DN Celiaco DSG 

Ácido Acético*  26,76±12,23 20,60±10,46 42,68±19,97** 50,96±22,02** 

Ácido Propiónico* 7,24±2,95 5,82±2,27 10,92±5,46** 14,78±9,80** 

Ácido Isobutírico* 0,95±0,34 0,90±0,49 1,31±0,65 0,93±0,43 

Ácido Butírico* 5,19±3,11 4,22±2,15 8,77±5,78** 9,95±5,54** 

Ácido Isovalérico * 1,37±0,60 1,18±0,55 1,77±1,01** 1,18±0,60 

Ácido Valérico* 0,90±0,41 0,77±0,42 1,42±0,87** 1,28±0,62 

Ácido Hexanoico* 0,35±0,31 0,36±0,33 0,49±0,50 0,50±0,48 

Totales* 42,85±14,75 33,94±14,95 67,52±28,81** 79,74±34,37** 

* Media de las muestras (mmol/Kg heces)  

** Diferencias significativas con respecto a sanos en DN y sanos en DSG: p <0,05 

 

Se analizó mediante el test H de Kruskal-Wallis para valores no paramétricos si 

aparecían diferencias en la concentración de los AGCC en función del diagnóstico. Los 

resultados mostraron que existía un desequilibrio estadísticamente significativas en la 

concentración del ácido acético, propiónico, butírico, isovalérico, valérico y los AGCC 

totales. Los pacientes celiacos, independientemente de la dieta, mostraban una 

concentración mayor de AGCC que los individuos sanos. Se llevó un análisis 

estadístico con el test U de Mann-Whitney para valores no paramétricos entre los 

grupos poblacionales por pares. Los resultados mostraron que había diferencias 

estadísticamente significativas en las concentraciones del ácido acético, propiónico, 

butírico y los AGCC totales entre: celiacos en DN vs sanos en DN, celiacos en DSG vs 

sanos en DSG, celiacos en DN vs sanos en DSG y celiacos en DSG vs sanos en DN. 

Por tanto, existen diferencias en la concentración de los AGCC en función del 

diagnóstico. Además, aparecía un desequilibrio en el ácido isovalérico y el ácido 

valérico entre los celiacos en DN y los sanos, independientemente de la dieta. Los 

resultados de AGCC totales se pueden observar de una manera más gráfica en la 

Figura 2.2 donde están representados los valores de mediana, rangos e intercuartiles 

de los AGCC totales cuantificados en las muestras fecales de sanos en DN, sanos en 
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DSG, celiacos activos y celiacos en DSG. Se puede ver que los valores más altos de 

AGCC totales aparecen en los celiacos y los más bajos aparecen en los sanos. 

 

 

Figura 2. 2: Valores de mediana, rangos e intercuartiles de la concentración de AGCC en las muestras 

fecales de sanos en DN, sanos en DSG, celiacos DN y celiacos en DSG. AGCC: ácidos grasos de cadena 

corta, DN: dieta normal, DSG: dieta sin gluten. 

 

Todos los alimentos que no se digieren completamente en el intestino delgado 

llegan al intestino grueso donde se convierten en sustrato para el crecimiento de las 

bacterias intestinales. Los AGCC son los principales productos que se generan tras la 

fermentación bacteriana en el colon. Por tanto, el incremento en los AGCC que se 

observa en las muestras fecales de pacientes celiacos puede deberse a la disbiosis 

intestinal que aparece en estos pacientes. Numerosos trabajos han descrito un 

desequilibrio en la microbiota intestinal en los pacientes celiacos con respecto a la 

microbiota intestinal de los sanos (85-87, 165, 248). Además, en un estudio realizado 

por Tjellström B et al. (165), se detectó un desequilibrio entre la concentración de los 

AGCC fecales de niños celiacos y de niños sanos, que fue asociada a una diferente 

actividad metabólica microbiana en el intestino de los pacientes celiacos. En este 

apartado se cuantificaron los AGCC en muestras fecales de adultos y se obtuvieron 

resultados similares a los obtenidos en el trabajo de Tjellströn B et al., también se 

observó una mayor producción de AGCC en el intestino de pacientes celiacos. Por 
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tanto, este estudio parece demostrar la presencia de una actividad metabólica 

microbiana diferente entre sanos y celiacos. Sin embargo, la microbiota intestinal no es 

el único factor importante en la producción de los AGCC.  

La concentración fecal de los AGCC viene determinada por un complejo 

conjunto de factores como pueden ser la dieta seguida por el individuo, la microbiota 

intestinal o un fallo metabólico derivado de la enfermedad (216). Entre los metabolitos 

que aparecieron alterados en niños celiacos estaban los AGCC ramificados (165). 

Además, en este apartado también se mostraron diferencias significativas para el 

ácido isovalérico entre adultos celiacos en DN y adultos sanos. Aunque los principales 

precursores de los AGCC son principalmente carbohidratos, los precursores 

exclusivos de los AGCC ramificados son las proteínas, de modo que los AGCC 

ramificados son buenos marcadores para estudiar el metabolismo de proteínas en el 

intestino. Por tanto, el incremento en los AGCC ramificados en pacientes celiacos 

puede indicar un fallo en el metabolismo de proteínas en estos pacientes. Además, los 

AGCC principales también se pueden generar de la fermentación bacteriana de 

componentes proteicos (289, 290). De hecho, en el Capítulo 1 se describió que la 

sobrecarga de gluten en la dieta era capaz de incrementar la mayoría de los AGCC. 

Por tanto, es posible que los pacientes celiacos presenten alterado el metabolismo de 

proteínas en el intestino delgado, llegando una mayor cantidad de proteína al intestino 

grueso. Estos componentes podrían ser fermentados por las bacterias colónicas 

generando una cantidad anómala de AGCC en pacientes celiacos. Precisamente, ya 

han sido descritos fallos en la digestión de las proteínas del gluten en el duodeno de 

pacientes celiacos (158). Por tanto, el incremento de los AGCC en pacientes celiacos 

podría producirse como consecuencia de la disbiosis intestinal documentada en la EC 

o debido a un fallo en el metabolismo intestinal de las proteínas en estos pacientes.  

 

2.3- El contenido de gluten es menor en las heces de pacientes celiacos 

que en las heces de los voluntarios sanos 

Parte del gluten consumido en la dieta recorre todo el tracto digestivo, 

eliminándose por las heces. En este apartado se cuantificó la cantidad de gluten que 

se excreta por las heces en voluntarios sanos y pacientes celiacos para estudiar si 

aparecían diferencias a nivel de diagnóstico. Los valores de medianas, rangos e 

intercuartiles correspondientes a la concentración de gluten fecal en las muestras de 

14 voluntarios sanos en DN, 11 sanos en DSG, 18 celiacos activos y 15 celiacos en 

DSG están representados en la Figura 2.3. En la Figura se puede observar que los 
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valores más bajos en la concentración de gluten fecal aparecen en pacientes celiacos 

que llevaban más de un año en DSG y en los voluntarios sanos que estuvieron una 

semana en DSG. Sin embargo, los celiacos en DSG presentaron una cantidad 

significativamente menor de gluten fecal que los sanos en DSG. En los voluntarios 

sanos y pacientes celiacos en DN la detección de gluten en heces es más alta y 

variable que la cantidad cuantificada en individuos bajo una DSG, independientemente 

del diagnóstico, de modo que se encontraban diferencias estadísticamente 

significativas entre los dos grupos que ingerían gluten en la dieta con respecto a los 

voluntarios sanos en DSG y pacientes celiacos tratados. Además, se detectaron 

valores estadísticamente más altos en sanos en DN con respecto a celiacos activos. 

Esto parece indicar que hay diferencias en la excreción de gluten fecal en función del 

diagnóstico. 

 

Figura 2. 3: Valores de mediana, rangos e intercuartiles del gluten fecal cuantificado en las muestras de 

sanos en DN, sanos en DSG, celiacos en DN y celiacos en DSG. DN: dieta normal, DSG: dieta sin gluten. 

 

Los resultados obtenidos en este apartado muestran que el gluten presente en 

las heces es dependiente de la dieta. Los valores más bajos de gluten fecal se 

detectaron en aquellos individuos que llevaban a cabo una DSG. De modo que, como 

vimos anteriormente, existe una relación entre el consumo de gluten en la dieta y la 

cantidad de éste que se excreta por las heces. Además, también se encontraron 

diferencias a nivel de diagnóstico. Los pacientes celiacos activos presentaban menos 

gluten en la dieta que los voluntarios sanos en DN. Sin embargo, a ninguno de estos 

dos grupos se les controló la ingesta de gluten en la dieta y estos resultados pueden 
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ser debidos a un menor consumo de gluten por parte de los celiacos. Aunque los 

pacientes activos seleccionados desconocían que padecían de EC en el momento de 

la recogida de muestra, ya que la enfermedad no había sido confirmada por la biopsia 

duodenal, es posible que fueran informados de la sospecha clínica por parte del 

personal sanitario. No obstante, las recomendaciones diagnósticas para este tipo de 

pacientes es que se mantengan en DN hasta la extracción de la biopsia con la 

finalidad de detectar la arquitectura duodenal patológica asociada a la EC. También, 

es posible que los pacientes celiacos hubiesen notado un perjuicio cuando ingerían 

determinados alimentos ricos en gluten y que los hubieran eliminado de su consumo 

habitual. Por tanto, parece factible la hipótesis de un menor consumo de gluten por 

parte de los pacientes celiacos. Sin embargo, la ingesta de gluten no es el único factor 

a tener en cuenta. Es posible que otros factores, como la presencia de una mayor 

actividad proteolítica frente al gluten en pacientes celiacos, también tengan un papel 

importante. Se ha descrito que los pacientes celiacos presentan una actividad 

glutenásica elevada. Además, como veremos más adelante, las muestras fecales de 

pacientes celiacos activos muestran una mayor actividad frente al péptido 33-mer. El 

anticuerpo utilizado para la detección de gluten en las heces detecta una región de 

este péptido inmunogénico (280). Por tanto, parece posible la rotura del epítopo del 

33-mer que reconoce el anticuerpo G-12 mediante la acción de las peptidasas fecales 

que aparecen en pacientes celiacos. Como consecuencia, se detectaría menos gluten 

fecal en pacientes celiacos. En conclusión, hay varios motivos para explicar este 

descenso de gluten en las muestras fecales de celiacos activos y es posible que se 

deba al conjunto de todos ellos. 

A pesar de que los voluntarios en DSG no consumían nada de gluten, en todas 

las muestras se detectaba una señal por parte del kit ELISA que se consideró como el 

fondo o background de la técnica. Esta señal podría no deberse a la presencia de 

gluten en la dieta, sino a la interferencia del kit con otros componentes de las heces. 

Curiosamente, los pacientes celiacos tratados presentaban una señal menor a la que 

mostraban los voluntarios sanos en DSG. Esto puede ser debido al corto período de 

tiempo que los sanos mantuvieron la DSG (1 semana), que pudo no ser suficiente para 

eliminar completamente las trazas de gluten del intestino. Las características 

físicoquímicas del gluten, como la insolubilidad al agua o la formación de una masa 

pegajosa, pueden permitir que una cantidad residual de gluten permanezca en el 

intestino y que se vaya eliminando poco a poco a lo largo de la semana. Además, es 

posible que el aumento de la señal en voluntarios sanos en DSG con respecto a 

celiacos tratados también se deba a la ingestión inadvertida de pequeñas cantidades 
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de gluten. No obstante, los voluntarios sanos fueron informados de los alimentos que 

contenían gluten, fueron instruidos para seguir una correcta DSG y tras la dieta 

proporcionaron un diario en el que se mostraba en detalle los alimentos consumidos 

durante la semana en DSG para detectar posibles transgresiones dietéticas. No se 

detectó infracción de ningún tipo en los 11 voluntarios analizados, por lo que parece 

poco probable que la ingestión inadvertida de gluten sea la explicación a la mayor 

señal del kit ELISA en voluntarios sanos en DSG.  

 

2.4- Los sobrenadantes fecales de los pacientes celiacos también son 

capaces de hidrolizar el péptido 33-mer 

En el Capítulo 1 de la Tesis se mostró que los sobrenadantes de algunas 

muestras fecales de voluntarios sanos tenían la capacidad de hidrolizar el péptido 33-

mer. En este apartado se analizó mediante HPLC la actividad peptidásica frente al 33-

mer en muestras fecales de pacientes celiacos y de voluntarios sanos. Para ello se 

incubaron con el péptido 33-mer las muestras fecales de 15 voluntarios sanos en DN, 

11 voluntarios sanos en DSG, 13 pacientes celiacos en DN y 20 pacientes celiacos en 

DSG a distintos tiempos (t=2h, t=6h t=8h y t=12h). En la figura 2.4 A se representan 

los tiempos que fueron necesarios para que las muestras fecales hidrolizaran 

completamente el péptido 33-mer en función del diagnóstico. Se consideró que el 

péptido estaba hidrolizado cuando se reducía el área del pico al menos un 90%. En la 

figura 2.4 A se observa que un 39,5% de las muestras fecales, independientemente 

del diagnóstico, no eran capaces de hidrolizar completamente el péptido 33-mer. 

También se observa que las muestras de heces de sanos tienen menos capacidad 

para digerir el 33-mer que las muestras de los pacientes celiacos. Sólo un 46,6% de 

las muestras fecales de sanos en DN hidrolizaron el 33-mer completamente frente al 

62,5% de las muestras de celiacos. Además, las muestras fecales de pacientes 

celiacos digieren el 33-mer antes que las muestras de voluntarios sanos. Sin embargo, 

el análisis estadístico no mostró diferencias significativas en función del diagnóstico.  

Por otro lado, en el Capítulo 1, aunque no se encontró ninguna relación 

significativa entre las actividades proteolíticas fecales y la actividad de las heces para 

hidrolizar el péptido 33-mer, si se observó que los sobrenadantes fecales con mayor 

AGF eran capaces de hidrolizar este péptido en menos tiempo. En la figura 2.5 B se 

muestra una gráfica que correlaciona la hidrólisis del 33-mer en el tiempo con respecto 

a los valores de AGF obtenidos en sanos en DN, sanos en DSG, celiacos en DN y 



129 
 

celiacos en DSG. En esta Figura se puede observar que la mayoría de las muestras 

que presentan una AGF elevada son capaces de hidrolizar el péptido 33-mer en 

menos tiempo, independientemente del diagnóstico y de la dieta (salvo excepciones). 

Sin embargo, no existe relación significativa entre estas dos actividades proteolíticas. 

 

 

Figura 2. 4: A, Esquema en el que está representado el tiempo necesario para la degradación del 33-mer 

por parte de las heces de sanos en DN, sanos en DSG, celiacos en DN y celiacos en DSG B, Correlación 

entre los valores obtenidos de AGF con la actividad degradadora de 33-mer con respecto al tiempo en 

sanos en DN, sanos en DSG, celiacos en DN y celiacos en DSG. Los puntos negros corresponden a los 

valores obtenidos en sanos en DN, los  puntos rojos a la DSG de sanos, los recuadros azules a celiacos 

activos y los verdes a celiacos en DSG. DN: dieta normal, DSG: dieta sin gluten. 

 

Las proteasas digestivas humanas presentes en el tracto intestinal no son 

capaces de hidrolizar el péptido 33-mer (25), por lo que la actividad peptidásica frente 

al 33-mer que detectamos en las heces parece provenir de la actividad metabólica 

microbiana en el intestino grueso. Numerosos trabajos muestran un desequilibrio en la 

microbiota intestinal entre sanos y celiacos (85, 89). Incluso se ha descrito un patrón 

de proteasas bacterianas degradadoras de gliadina presente en la mucosa duodenal 

de pacientes celiacos que no aparece la mucosa de los controles no celiacos (142), de 

modo que la actividad proteolítica de la microbiota intestinal podría generar una 

actividad hidrolítica frente al 33-mer diferente en sanos y celiacos. Sin embargo, en 

este apartado no aparecen diferencias estadísticamente significativas en función del 

diagnóstico. Esto puede ser debido a que el tamaño muestral analizado es muy 

pequeño. Anteriormente habíamos demostrado que las muestras fecales de pacientes 

celiacos presentan una mayor AGF que las muestras de sanos. Aunque no hay una 
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correlación significativa entre la AGF y la capacidad hidrolítica de las heces frente al 

33-mer, se ha observado una tendencia a que las muestras fecales con mayor AGF 

digieran el péptido 33-mer en menos tiempo. Esto parece indicar que las dos 

actividades proteolíticas, a pesar de ser diferentes, pueden estar relacionadas El 

incremento de la AGF en las muestras de pacientes celiacos se explicó como una 

mayor actividad proteolítica frente al gluten de origen microbiano, debido a la disbiosis 

intestinal que aparece en estos pacientes. Sin embargo, la ausencia de diferencias 

estadísticamente significativas en la actividad peptidásica fecal frente al 33-mer en 

función del diagnóstico parece indicar que no hay una microbiota característica capaz 

de llevar a cabo esta actividad en pacientes celiacos. 

 

2.5- Discusión general 

La EC es un desorden multisistémico cuya etiología es multifactorial y en parte 

desconocida (27). El gluten es el principal desencadenante de la enfermedad, de 

modo que la simple presencia o eliminación del gluten de la dieta puede activar o 

detener el proceso patológico (4). Sin embargo, para desarrollar la EC también es 

necesario una predisposición genética del individuo, así como la implicación de otros 

factores ambientales desconocidos (31). Pese a que el gluten es el principal 

desencadenante de la enteropatía, no hay muchos estudios sobre el metabolismo in 

vivo de las proteínas del gluten en pacientes celiacos. Estudios previos han mostrado 

que los pacientes celiacos activos podrían presentar un metabolismo del gluten 

alterado asociado a un desequilibrio en la actividad de proteasas intestinales o a un 

incremento de la permeabilidad intestinal (151, 158). Sin embargo, no se ha estudiado 

el posible papel de la microbiota intestinal en el metabolismo del gluten en pacientes 

celiacos. Por esta razón, en el Capítulo 2 de la Tesis se ha llevado un estudio 

comparativo entre la actividad metabólica microbiana frente al gluten en voluntarios 

sanos y pacientes celiacos.  

Los componentes proteicos ingeridos por el individuo sufren un proceso de 

digestión en el tracto gastrointestinal con el objetivo de generar nutrientes fácilmente 

asimilables por el hospedador (22). Sin embargo, las proteínas del gluten son 

resistentes a la digestión completa por las enzimas digestivas humanas debido a que 

presentan en su secuencia aminoacídica regiones ricas en glutamina y prolina (25). 

Aunque hoy en día se considera que la digestión parcial del gluten se produce en 

todos los individuos, durante mucho tiempo se pensó que la EC se debía a una 

digestión anómala del gluten causada por una deficiencia enzimática en el borde del 
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cepillo intestinal de los pacientes celiacos. Esta teoría se conoce como “hipótesis de la 

peptidasa perdida” o “hipótesis metabólica”. Como consecuencia de esta deficiencia 

enzimática, se generaría una degradación incompleta del gluten que facilitaría su 

efecto tóxico en los pacientes celiacos. Hay muchos trabajos en los que se detecta un 

descenso en la actividad peptidásica de las enzimas del cepillo intestinal y que apoyan 

esta teoría (155, 158, 164). Sin embargo, la hipótesis metabólica hoy en día está en 

desuso. Se ha demostrado que las proteasas digestivas humanas hidrolizan 

parcialmente el gluten en todos los individuos, independientemente de la EC, 

generándose péptidos de gran tamaño capaces de desencadenar la respuesta 

inmunológica en pacientes susceptibles de padecer la EC (25).  

Todos los componentes de la dieta que escapan a la digestión de las enzimas 

digestivas humanas son sustratos potenciales para las bacterias en el lumen intestinal. 

Sin embargo, con frecuencia se subestima el papel de la microbiota intestinal en la 

hidrólisis de las proteínas (122). El gran consumo de gluten en la dieta occidental y la 

resistencia de las prolaminas del gluten a las enzimas digestivas humanas, hace que 

aparezcan péptidos del gluten de gran tamaño en el lumen duodenal que pueden ser 

aprovechados por las bacterias. Bernardo D et al. (142) mostraron un patrón 

específico de proteasas de origen bacteriano, con la capacidad de hidrolizar gliadinas, 

en la mucosa duodenal de pacientes celiacos, que no aparecían en la mucosa de los 

controles no celiacos. Aunque se desconocen las bacterias que producen estas 

proteasas, y los péptidos que generan, es posible que se originen péptidos 

inmunogénicos que no estarían presentes en sanos. Además, numerosos estudios han 

mostrado un desequilibrio entre la microbiota intestinal de sanos y celiacos, así como 

en los metabolitos derivados de la actividad metabólica microbiana, llegándose a 

hipotetizar que la disbiosis intestinal presente en pacientes celiacos podría ayudar a 

que se desencadene el proceso patológico de la enfermedad. Entre los grupos 

bacterianos que aparecen alterados frecuentemente en pacientes celiacos están 

Bifidobacterium, Lactobacillus, Bacteroides, Prevotella, Staphylococcus y Escherichia 

(86, 89, 165, 252). Precisamente, se han descrito cepas de Bifidobacterium y 

Bacteroides, aisladas de las heces de humanos, capaces de hidrolizar péptidos del 

gluten. Por tanto, aunque no hay estudios directamente con bacterias proteolíticas 

duodenales, es posible que la disbiosis intestinal en pacientes celiacos genere una 

degradación de las proteínas del gluten diferente a la que se produce en sanos. Los 

resultados que se obtuvieron en el Capítulo 2 muestran una mayor actividad 

proteolítica en las heces de pacientes celiacos con respecto a voluntarios sanos. Se 

observó que los pacientes celiacos presentaban un incremento en la ATF y en la AGF 
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con respecto a los sanos. Esto parece indicar que los pacientes celiacos presentan 

una microbiota proteolítica diferente a la de voluntarios sanos que podría generar un 

metabolismo del gluten anormal. 

Los péptidos y proteínas que escapan a la digestión en el intestino delgado 

llegan al intestino grueso donde hay una microbiota compleja. Las proteínas del gluten 

presentan regiones ricas en prolina que le confieren resistencia frente a las proteasas 

digestivas humanas, de modo que péptidos del gluten de gran tamaño llegan al 

intestino grueso (143). El intestino grueso se caracteriza por presentar una microbiota 

diversa que es responsable de la conversión de muchas sustancias no asimilables a 

nutrientes. La diversidad genética de la microbiota intestinal produce multitud de 

enzimas y rutas bioquímicas que son distintas a las que se encuentran en el 

hospedador (213, 214). Por tanto, es factible que la AGF y la ATF que se cuantificó en 

este Capítulo proceda de la actividad proteolítica microbiana del intestino grueso. 

Aunque el incremento de la ATF y de la AGF en pacientes con EC puede ser explicada 

por la disbiosis intestinal que aparece en estos pacientes, las actividades también 

pueden indicar un fallo en el metabolismo de proteínas en los pacientes con EC. Un 

fallo en la hidrólisis de proteínas en el intestino delgado de los pacientes celiacos 

podría permitir una mayor llegada de proteínas al intestino grueso capaz de estimular 

la producción de proteasas de origen microbiano.  

Como consecuencia del metabolismo bacteriano de componentes de origen 

proteico en el colon se generan AGCC y otros compuestos nitrogenados. En este 

apartado se describe un incremento en la concentración de los AGCC en las muestras 

fecales de adultos celiacos con respecto a voluntarios sanos. Además, un estudio 

similar realizado por Tjellström B et al. (165), también mostró un desequilibrio entre los 

AGCC fecales de niños celiacos y niños sanos. Este desequilibrio fue asociado a una 

diferente actividad metabólica microbiana en el intestino de los pacientes celiacos a 

consecuencia de la disbiosis intestinal presente en estos individuos. Sin embargo, 

¿podría el incremento de AGCC deberse a un fallo en el metabolismo de proteínas en 

pacientes celiacos? Entre los AGCC alterados en pacientes con EC están los AGCC 

ramificados cuyos precursores exclusivos son los componentes proteicos. Además, en 

el Capítulo 1 se vio que la sobrecarga de gluten en la dieta permite una mayor llegada 

de las proteínas del gluten al intestino grueso donde son metabolizadas por las 

bacterianas colónicas produciéndose un incremento en los AGCC. Por tanto, es 

posible que en pacientes celiacos exista un fallo en el metabolismo duodenal de 

proteínas que permite una mayor llegada de componentes proteicos al colon. Estos 

componentes proteicos podrían ser fermentados por las bacterias colónicas 
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generándose una mayor cantidad de AGCC en el intestino de pacientes celiacos. 

Además, hay trabajos que sugieren que la digestión de las proteínas del gluten en el 

duodeno de pacientes celiacos es diferente al de sanos. Se ha descrito una deficiencia 

enzimática en las peptidasas del cepillo intestinal de pacientes celiacos, así como un 

patrón de proteasas bacterianas capaces de hidrolizar gliadinas en pacientes celiacos 

pero no en controles no celiacos (142, 158). Sin embargo, más estudios son 

necesarios para dilucidar si el desequilibrio en los AGCC en las heces de pacientes 

celiacos se debe únicamente a la disbiosis intestinal o también aparece alterado el 

metabolismo de proteínas en el intestino de pacientes celiacos.  

Una parte del gluten ingerido en la dieta es capaz de atravesar el tracto 

digestivo, sin ser aprovechado por el hospedador ni por las bacterias intestinales, 

excretándose por las heces. En el Capítulo 1 se observó que la cantidad de gluten 

ingerido en la dieta era proporcional al que se eliminaba en las heces. En este 

apartado se detectó que las muestras fecales de pacientes celiacos presentaban 

menos gluten que las muestras fecales de los voluntarios sanos. Este descenso en el 

gluten eliminado por las heces en pacientes celiacos podría deberse a un conjunto de 

factores como pueden ser una reducción en el consumo de gluten por el paciente, un 

incremento en la permeabilidad intestinal y/o un aumento en la actividad proteolítica 

intestinal frente al gluten. En la EC, como en la mayoría de las enfermedades 

digestivas, aparece una permeabilidad intestinal alterada que puede permitir el paso 

de los péptidos del gluten través del epitelio intestinal (154). Además, en este trabajo 

se ha descrito que los pacientes celiacos presentan una mayor actividad proteolítica 

intestinal frente al gluten que los voluntarios sanos. Como consecuencia, la excreción 

de gluten en los pacientes celiacos puede ser inferior a la excretada por los voluntarios 

sanos. 

En definitiva, las diferencias entre sanos y celiacos observadas en este 

Capítulo, basadas en un incremento de las proteasas intestinales, una mayor 

presencia de AGCC fecales y una menor excreción del gluten en las heces, parecen 

indicar que el metabolismo del gluten en pacientes celiacos es diferente al de los 

voluntarios sanos. 
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3. ESTUDIO DEL METABOLIMO DEL GLUTEN EN 

FAMILIARES DE CELIACOS 

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatía con un alto componente 

genético. Dentro de los factores genéticos está ampliamente demostrado que la región 

HLA se encuentra implicada en la enfermedad (28). En la mayoría de las poblaciones 

de celiacos estudiadas, más del 90-95% de los pacientes expresan el heterodímero 

HLA-DQ2 y el otro 5-10% restante de pacientes celiacos son HLA-DQ8 (66). Sin 

embargo, estos alelos se encuentran en un 30-40% de la población mundial, de los 

cuales se estima que tan solo un pequeño porcentaje sufre la enteropatía. Por tanto, la 

presencia de estas proteínas HLA es necesaria pero no suficiente para el desarrollo de 

la EC (28). El objetivo de este apartado fue el estudio de la actividad metabólica 

microbiana asociada al consumo de gluten en familiares con un HLA-DQ susceptible a 

la EC (familiares DQ+) y familiares de celiacos sin susceptibilidad genética (familiares 

DQ-). A partir de estos resultados se realizó un estudio comparativo del metabolismo 

del gluten entre sanos, celiacos y los dos grupos de familiares analizados. Para llevar 

a cabo este objetivo se seleccionaron 58 familiares DQ+ (rango 25-59 años y media 

37,6 años) y 13 familiares DQ- (rango 24-53 años y media 34,4 años) a los cuales se 

les recogieron muestras de heces en su dieta normal (DN), tras un mes llevando a 

cabo una dieta totalmente libre de gluten (DSG) y después de otro mes en el que se 

incorporaba de forma exógena 15 g de gluten al día a la DN (DN+15 g gluten/día). En 

la Figura 3.1 se muestra un esquema de las dietas llevadas a cabo por los familiares 

de pacientes celiacos. En las muestras fecales obtenidas al final de cada dieta se 

analizaron los siguientes parámetros: 

- Actividades tríptica fecal (ATF), glutenásica fecal (AGF), prolilendopeptidásica 

fecal (PEPF) y dipeptidil peptidásica IV fecal (DPPIVF). 

- Cuantificación de los ácidos grasos de cadena corta (AGCC) excretados en las 

heces. 

- Cuantificación del gluten eliminado por las heces. 

- Estabilidad del péptido 33-mer en los sobrenadantes fecales. 
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Figura 3. 1: Esquema de la dieta llevada a cabo por los familiares de pacientes celiacos durante 2 meses. 

El estudio consistió en un mes en dieta sin gluten (DSG), seguida de otro mes en dieta normal en la que 

se ingerían, además del gluten presente en su dieta habitual, 15 g de gluten/día. Las muestras fecales se 

recogieron al final de cada dieta.  

 

3.1- Sólo se detectan diferencias significativas en la actividad 

glutenásica fecal entre las distintas dietas llevadas a cabo por los 

familiares  

En el Capítulo 1 de Resultados se observó que la ATF, la AGF y la actividad 

PEPF cuantificadas en los voluntarios sanos eran dependientes del consumo de gluten 

en la dieta. El objetivo de este apartado fue determinar si en familiares de pacientes 

celiacos también se incrementaban estas actividades tras la ingesta de gluten. Para 

ello, se cuantificó la ATF, la AGF, la actividad PEPF y la actividad DPPIVF en las 

muestras de heces correspondientes a 50 familiares DQ+ y 13 familiares DQ- 

siguiendo una DN, una DSG y una DN+15 g gluten/día. Los resultados obtenidos 

están representados en la Figura 3.2. En los dos grupos de familiares se observa un 

incremento de en las tres actividades cuando se ingería una sobrecarga de gluten en 

la dieta. Sin embargo, el análisis estadístico mostró que sólo aparecían diferencias 

estadísticamente significativas en la AGF. Se encontraron diferencias significativas en 

familiares DQ+ entre: DN vs DSG, DN vs DN+15 g gluten/día y DSG vs DN+15 g 

gluten/día. Por otro lado, en familiares DQ- sólo se detectaron diferencias estadísticas 

entre DSG vs DN+15 g gluten/día.  

En este apartado se estudió como afectaba el consumo de gluten a las 

actividades proteolíticas fecales en familiares de pacientes celiacos. Los familiares, a 

diferencia de los voluntarios sanos, no mostraron diferencias estadísticamente 

significativas para la ATF entre la DSG y la DN. Además, la AGF, la cual se demostró 

en sanos que es muy dependiente de la ingesta de gluten en la dieta, descendía 

significativamente cuando los familiares DQ+ llevaban a cabo la DSG, mientras que 

los familiares DQ- presentaban valores similares en DN y DSG. Todos los familiares 

que participaron en el estudio eran padres o hermanos de niños celiacos. Estudios 
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previos habían mostrado que los familiares de celiacos presentaban una ingesta de 

gluten similar a los sanos (7). Sin embargo, parece normal que los familiares de primer 

grado de niños celiacos consuman menos gluten en su DN, adaptándose a las 

condiciones dietéticas especiales del enfermo. Como se observa más adelante, la 

cuantificación del gluten fecal en DN es menor en los familiares de pacientes celiacos 

con respecto a los voluntarios sanos. Este resultado parece confirmar una menor 

ingesta de gluten en familiares de celiacos con respecto a sanos. Aunque estas 

diferencias no son significativas, parece que pueden ser suficientes para que la ATF 

no aparezca incrementada en DN.  

La misma explicación se puede dar para la dieta con sobrecarga de gluten. A 

diferencia de los voluntarios sanos, a los cuales se les añadía a la DSG una 

sobrecarga de gluten de 30 g gluten/día, los familiares de pacientes celiacos seguían 

una DN en la que se introducía de forma exógena 15 g de gluten/día. Si consideramos 

que la DN de los familiares lleva un bajo contenido de gluten, la condición dietética de 

sobrecarga de gluten realizada en los familiares podría ser menor que la llevada a 

cabo en los voluntarios sanos. Por tanto, esto podría explicar porque la ATF y la 

actividad PEPF en las muestras fecales recogidas en familiares de pacientes celiacos 

tras la DN+15 g gluten/día no eran tan altas como las que se obtuvieron en las 

muestras de sanos tras la DSG+30 g gluten/día. Como consecuencia, no aparecen 

diferencias significativas entre la DN+15 g de gluten/día y el resto de condiciones 

dietéticas analizadas en familiares, para estas actividades fecales. Según esta 

explicación, parece que la ATF y la actividad PEPF en familiares de pacientes celiacos 

podrían depender de la ingesta de gluten en la dieta, como ocurría en los voluntarios 

sanos. Sin embargo, los familiares en DN consumen menos gluten que los sanos y por 

eso no aparecen diferencias significativas. En cambio, la aparición de diferencias 

estadísticamente significativas en la AGF entre DN vs DN+15 g gluten/día para 

familiares DQ+ y entre DSG vs DN+15g gluten/día para el conjunto de todos los 

familiares, parece mostrar que esta actividad es más dependiente del consumo de 

gluten en la dieta. De modo que pequeñas variaciones en el consumo de gluten en la 

dieta pueden afectar a la AGF. Por tanto, el consumo de gluten en la dieta afecta a la 

AGF, como ocurre en voluntarios sanos. 
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Figura 3. 2: Valores medios obtenidos de ATF, AGF, PEPF y DPPIVF en familiares DQ+ y familiares DQ- 

en DN, DSG y DN+15g gluten. DN: dieta normal, DSG: dieta sin gluten, DN+15 g gluten: DN con ingesta 

de 15 g de gluten al día, ATF: actividad tríptica fecal, AGF: actividad glutenásica fecal, PEPF: actividad 

prolil endopeptidásica fecal, DPPIVF: actividad dipeptidil peptidásica IV fecal.  

 

3.2- Aparecen diferencias significativas entre familiares y enfermos 

celiacos en las actividades tríptica fecal y glutenásica fecal 

No todos los individuos que presentan una susceptibilidad genética y que 

ingieren gluten desencadenan el proceso patológico de la EC, por lo que se ha 

especulado que otros factores podrían participar en la aparición de la enteropatía. En 

los apartados anteriores se han descrito diferencias en la actividad enzimática de 

algunas proteasas fecales entre sanos y celiacos. El objetivo de este apartado fue 

realizar un estudio comparativo de las cuatro actividades enzimáticas fecales entre 

familiares de pacientes celiacos con respecto a voluntario sanos y pacientes celiacos. 

Para ello se cuantificó la ATF, la AGF, la actividad PEPF y la actividad DPPIVF en las 

muestras de heces correspondientes a 58 familiares DQ+ en DN, 13 familiares DQ- en 

DN, 16 voluntarios sanos en DN y 22 pacientes celiacos activos. Los resultados están 

representados en la Figura 3.3. Por otro lado, también se cuantificaron estas 
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actividades enzimáticas en 57 familiares DQ+ en DSG, 13 familiares DQ- en DSG, 11 

voluntarios sanos en DSG y 18 pacientes celiacos tratados. Los valores obtenidos se 

muestran en la Figura 3.4. El análisis estadístico reveló la existencia de diferencias 

significativas en la AGF y la ATF en función del diagnóstico. En la Figura 3.3 y en la 

Figura 3.4 se puede observar que los valores obtenidos de ATF en pacientes celiacos 

son superiores a los cuantificados en los otros grupos, independientemente de la dieta. 

Además, el análisis estadístico mostró que en DN había diferencias significativas entre 

celiacos activos vs sanos en DN y entre celiacos activos vs familiares DQ+ en DN. Los 

mismos resultados se obtuvieron para los valores de ATF obtenidos en DSG. Sin 

embargo, no se detectaron diferencias entre celiacos y familiares DQ- probablemente 

por el pequeño tamaño muestral de estos últimos. Por otro lado, se compararon los 

pacientes celiacos con respecto a un grupo que englobaba a todos los pacientes no 

celiacos (sanos, familiares DQ+ y familiares DQ-). Los resultados mostraban 

diferencias altamente significativas tanto en DN como en DSG que implican que la 

población de celiacos tiene la ATF aumentada independientemente de la dieta. 

 

Figura 3. 3: Valores de mediana, rangos e intercuartiles de las actividades enzimáticas analizadas en las 

muestras de sanos en DN, celiacos en DN, familiares DQ+ en DN y familiares DQ- en DN. ATF: actividad 

tríptica fecal, AGF: actividad glutenásica fecal, PEPF: actividad prolil endopeptidásica fecal, DPPIVF: 

actividad dipeptidil peptidásica IV fecal, DN: dieta normal. 
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La AGF también apareció aumentada en pacientes celiacos. Sin embargo, en 

DN sólo encontramos diferencias significativas entre celiacos vs familiares DQ-. Los 

celiacos en DSG presentan una menor AGF que los celiacos activos, pero al 

compararla con los valores obtenidos en el resto de grupos en DSG, se ve que 

también se encuentra incrementada en esas condiciones dietéticas. El análisis 

estadístico mostró que en DSG había diferencias significativas entre: celiacos vs 

sanos, celiacos vs familiares DQ+ y celiacos vs familiares DQ-. Por tanto, parece claro 

que la AGF se encuentra aumentada en pacientes celiacos. A diferencia de la AGF y 

la ATF, no se detectaron diferencias estadísticamente significativas en las actividades 

PEPF y DPPIVF entre ninguno de los grupos.  

 

 

Figura 3. 4: Valores de mediana, rangos e intercuartiles de las actividades enzimáticas analizadas en las 

muestras de sanos en DSG, celiacos en DSG, familiares DQ+ en DSG y familiares DQ- en DSG. ATF: 

actividad tríptica fecal, AGF: actividad glutenásica fecal, PEPF: actividad prolil endopeptidásica fecal, 

DPPIVF: actividad dipeptidil peptidásica IV fecal, DSG: dieta sin gluten. 
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En el Capítulo 2 de resultados se había mostrado que los pacientes celiacos 

presentaban un incremento en la AGF y en la ATF con respecto a voluntarios sanos. 

Se especuló que este incremento podía ser debido a la disbiosis intestinal que aparece 

en pacientes celiacos. Aunque no hay estudios directamente en familiares, varios 

trabajos han descrito que los pacientes celiacos presentan una microbiota intestinal 

diferente a la de sanos (86, 89, 165, 252). En este apartado se muestran diferencias 

estadísticamente significativas en la ATF y en la AGF entre los pacientes con EC y los 

familiares de enfermos celiacos. Por tanto, los familiares de pacientes celiacos podrían 

presentar una microbiota proteolítica similar a la de sanos y diferente a la de celiacos.  

 

3.3- Los ácidos grasos de cadena corta aumentan con la ingesta de 

gluten en la dieta 

En el Capítulo 1 de Resultados se observó que una sobrecarga de gluten en la 

dieta genera un incremento en la excreción de AGCC en las heces de los voluntarios 

sanos. El objetivo de este apartado fue determinar cómo afectaba la ingesta de gluten 

a la excreción de AGCC fecales en familiares de pacientes celiacos. Para ello, se 

cuantificaron los AGCC en las muestras fecales correspondientes a 50 familiares DQ+ 

y 13 familiares DQ- en DN, DSG y DN+15 g gluten/día. Los resultados obtenidos para 

cada AGCC están representados en la Tabla 3.1. Se puede observar que el AGCC 

mayoritario es el ácido acético seguido por el ácido propiónico y el ácido butírico. En 

cambio los ácidos grasos que poseen una cadena más larga y los AGCC ramificados 

aparecen en pequeñas concentraciones. 
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Tabla 3. 1: Valores medios de la concentración de los ácidos grasos de cadena corta (AGCC) en 

muestras fecales correspondientes a 50 familiares DQ+ y 13 familiares DQ- en las distintas dietas. DN: 

dieta normal, DSG: dieta sin gluten, DN+15 g: dieta normal con ingesta de 15 g de gluten al día.  

AGCC  

Familiar DQ+ 

DN 

Familiar DQ+ 

DSG 

Familiar DQ+ 

DN+15 g  

Familiar DQ- 

DN 

Familiar DQ- 

DSG 

Familiar DQ- 

DN+15 g 

Acético*  48,22±26,11 51,68±27,62 54,27±27,50 49,42±24,42 37,76±24,90 56,11±20,63
b
 

Propiónico* 12,63±8,89 13,43±9,73 12,88±6,94 12,12±6,45 9,52±6,71 12,22±4,90 

Isobutírico* 1,34±0,79 1,32±0,77 1,24±0,47 1,39±0,46 1,30±0,45 1,38±0,52 

Butírico* 10,65±9,52 10,89±8,47 12,19±9,14
a
 9,53±6,55 7,95±7,14 10,35±4,69

b
 

Isovalérico*  2,02±1,42 1,92±1,31 1,76±0,87 1,86±0,54 1,83±0,75 2,02±0,88 

Valérico* 1,65±1,02 1,57±1,02 1,51±0,91 1,72±0,84 1,31±0,56 1,78±0,63 

Hexanoico* 0,62±0,73 0,69±0,59 0,74±0,72 0,75±0,79 0,35±0,32 0,89±0,77
b
 

Totales* 77,25±42,44 81,59±44,58 85,09±41,23 76,91±36,67 60,05±38,44 84,89±29,48
b
 

*Media de las  muestras (mmol/Kg heces)  

a
Diferencias significativas con respecto a familiares DQ+ en DSG p <0,03 

b
Diferencias significativas con respecto a familiares DQ- en DSG p<0,03 

 

Se analizó si aparecían diferencias estadísticamente significativas en los dos 

grupos de familiares en función de la dieta. En los familiares DQ+ aparecieron 

diferencias significativas en el ácido butírico entre la DSG y la DN+15 g gluten/día. Esto 

parece indicar que el aumento en el consumo de gluten en estos familiares produce un 

incremento en la producción del butirato. Los familiares DQ- también presentaron un 

incremento significativo de algunos AGCC entre la DSG y la DN+15g gluten/día. En 

estos pacientes aparecían diferencias significativas en el ácido butírico, como en los 

familiares DQ+, así como en el acético y en el ácido hexanoico. Además hay un 

incremento en la producción de los AGCC totales entre DSG y la dieta en sobrecarga de 

gluten. Esto se puede ver de una manera más gráfica en la Figura 3.5 donde están 

representados los AGCC totales. Si se considera a todos los familiares como un 

conjunto sólo aparecen diferencias significativas entre DSG y DN+15g gluten/día para el 

butirato. 
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Figura 3. 5: Valores medios obtenidos de concentración de AGCC en familiares DQ+ y familiares DQ-en 

DN, DSG y DN+15 g gluten/día. AGCC: ácidos grasos de cadena corta, DN: dieta normal, DSG: dieta sin 

gluten, DN+15 g: dieta normal con ingesta de 15 g de gluten al día.  

 

Los resultados obtenidos en sanos mostraron que una sobrecarga de gluten en 

la dieta era capaz de incrementar la mayoría de los AGCC fecales. Esto parece ser 

debido a una mayor llegada de gluten al intestino grueso que se convierte en sustrato 

de las bacterias colónicas. Como consecuencia del metabolismo bacteriano, se 

podrían generar AGCC que se excretan en las heces. Los resultados obtenidos en 

familiares muestran que la sobrecarga de gluten en la dieta es capaz de incrementar 

significativamente, con respecto a la DSG, el ácido acético, ácido hexanoico y los 

AGCC totales en familiares DQ-; y el ácido butírico en todos los familiares. Como 

discutimos anteriormente, parece que la dieta en sobrecarga de gluten que llevaron los 

familiares de pacientes celiacos, basada en una DN que se suplementaba con 15 g de 

gluten/día, presentaba menos contenido de gluten que la seguida por los voluntarios 

sanos, los cuales llevaban a cabo una DSG a la que se añadían 30 g de gluten/día de 

forma exógena. Esto podría ser debido a que los familiares, por diversos motivos, 

consumen menos gluten en su DN. Como se observa más adelante, la cantidad de 

gluten excretado por las heces en familiares en DN es inferior a la de sanos, lo que 

parece confirmar esta hipótesis. Además, los familiares DQ+ en DN presentaron una 

menor cantidad de gluten fecal que los familiares DQ-. Precisamente, es en los 

familiares DQ+ donde apenas se encuentran diferencias estadísticamente 

significativas para los AGCC entre dietas. Por tanto, la sobrecarga de gluten en 

familiares es capaz de incrementar los AGCC como se observó en sanos. Sin 

embargo, no se ven grandes diferencias significativas debido a que la dieta en 
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sobrecarga de gluten en familiares parece contener menos gluten que la seguida por 

los sanos.  

 

3.4- La concentración de ácidos grasos de cadena corta es menor en 

sanos que en familiares y pacientes celiacos 

En el apartado anterior se describieron diferencias en los AGCC fecales entre 

sanos y celiacos. El objetivo de este apartado fue comparar la concentración de los 

AGCC excretados en las heces de familiares de pacientes celiacos con respecto a 

sanos y pacientes con EC. Para ello, se cuantificaron los AGCC en las muestras 

fecales correspondientes a: 58 familiares DQ+ en DN, 13 familiares DQ- en DN, 11 

voluntarios sanos en DN y 22 enfermos celiacos activos. Los resultados obtenidos 

para cada AGCC están representados en la Tabla 3.2. Al analizar la Tabla se observa 

que en los voluntarios sanos aparecía una concentración menor de AGCC con 

respecto a celiacos y familiares. Debido al gran número de muestras de familiares 

analizadas, la población seguía una distribución normal por lo que se utilizaron análisis 

estadísticos paramétricos. El análisis estadístico determinó que existen diferencias 

estadísticamente significativas para el ácido acético, propiónico, butírico, valérico y los 

AGCC totales a nivel poblacional. Estas diferencias se deben a la baja concentración 

de AGCC que aparecen en las heces de sanos.  

Al comparar los resultados de familiares en DN con los de sanos en DN se 

observó que había diferencias estadísticamente significativas para el ácido acético, 

propiónico, butírico, valérico y los AGCC totales entre familiares DQ+ vs sanos. 

Además, al comparar los sanos en DN con los familiares DQ- en DN se observaron 

diferencias en estos mismos AGCC y en los AGCC ramificados (ácido isobutírico y 

ácido isovalérico). Sin embargo, no se detectaron diferencias entre las dos 

poblaciones de familiares estudiadas (DQ+ y DQ-), ni entre los familiares y los 

pacientes celiacos en DN. Estos resultados se pueden observar de una manera más 

gráfica en la Figura 3.6 donde están representados los valores de mediana, rangos e 

intercuartiles de los AGCC totales cuantificados en las muestras fecales de los cuatro 

grupos estudiados en DN. Se puede ver que los valores más bajos de AGCC totales 

aparecen en los sanos. 
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Tabla 3. 2: Valores medios de la concentración de los ácidos grasos de cadena corta (AGCC) en 

muestras fecales correspondientes a 16 sanos en DN, 22 celiacos en DN, 58 familiares DQ+ en DN y 13 

familiares DQ- en DN. DN: dieta normal. 

AGCC
 

Sano 

DN 

Celiaco 

DN 

Familiar DQ+ 

DN 

Familiar DQ- 

DN 

Ácido Acético*  26,76±12,23 42,68±19,97
a
 48,22±26,11

a
 49,42±24,42

a
 

Ácido Propiónico* 7,24±2,95 10,92±5,46
a
 12,63±8,89

a
 12,12±6,45

a
 

Ácido Isobutírico* 0,95±0,34 1,31±0,65 1,34±0,79 1,39±0,46
a
 

Ácido Butírico* 5,19±3,11 8,77±5,78
a
 10,65±9,52

a
 9,53±6,55

a
 

Ácido Isovalérico* 1,37±0,60 1,77±1,01 2,02±1,42 1,86±0,54
a
 

Ácido Valérico* 0,90±0,41 1,42±0,87 1,65±1,02
a
 1,72±0,84

a
 

Ácido Hexanoico* 0,35±0,31 0,49±0,50 0,62±0,73 0,75±0,79 

Totales* 42,85±14,75 67,52±28,81
a
 77,25±42,44

a
 76,91±36,67

a
 

*Media de las muestras (mmol/kg heces)  

a 
Diferencias significativas con respecto a sanos en DN  p <0,03 

 

En la Tabla 3.3 están representados los AGCC cuantificados en las muestras 

de heces de 57 familiares DQ+ en DSG, 13 familiares DQ- en DSG, 11 voluntarios 

sanos en DSG y 18 enfermos celiacos tratados. Como ocurre con la DN, aparecieron 

diferencias estadísticamente significativas en el acético, propiónico, butírico, valérico y 

AGCC totales entre los familiares DQ+ en DSG vs sanos DSG. Al comparar los AGCC 

de familiares DQ- en DSG vs sanos en DSG se observa que el ácido acético, el 

valérico y el isovalérico también son estadísticamente significativos y, en cambio, el 

propiónico, butírico, isobutírico y los AGCC totales no. Además, en estas condiciones 

dietéticas aparecieron diferencias significativas entre familiares y celiacos en los 

AGCC ramificados que no se detectaron en DN. Los familiares DQ- y familiares DQ+ 

presentaron un incremento del ácido isobutírico y el ácido isovalérico con respecto a 

los celiacos tratados. Estas diferencias detectadas pueden ser debidas a las 

condiciones de la dieta ya que los enfermos celiacos tratados llevan más tiempo con 

una retirada completa del gluten de la dieta. 
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Tabla 3. 3: Valores medios de la concentración de los ácidos grasos de cadena corta (AGCC) en 

muestras fecales correspondientes a 11 sanos en DSG, 18 celiacos en DSG, 57 familiares DQ+ en DSG y 

13 familiares DQ- en DSG. DSG: dieta sin gluten.  

AGCC 

Sano 

DSG 

Celiaco 

DSG 

Familiar DQ+ 

DSG 

Familiar DQ- 

DSG 

Ácido Acético* 20,60±10,46 50,96±22,02
a 

51,68±27,62
a
 37,76±24,90

a
 

Ácido Propiónico* 5,82±2,27 14,78±9,80
a
 13,43±9,73

a
 9,52±6,71 

Ácido Isobutírico* 0,90±0,49 0,93±0,43
a
 1,32±0,77

b
 1,30±0,45

b
 

Ácido Butírico* 4,22±2,15 9,95±5,54
a
 10,89±8,47

a
 7,95±7,14 

Ácido Isovalérico* 1,18±0,55 1,18±0,60 1,92±1,31
a,b

 1,83±0,75
a,b

 

Ácido Valérico* 0,77±0,42 1,28±0,62
a
 1,57±1,02

a 
1,31±0,56

a
 

Ácido Hexanoico* 0,36±0,33 0,50±0,48
a
 0,69±0,59 0,35±0,32 

Totales* 33,94±14,95 79,74±34,37
a
 81,59±44,58

a
 60,05±38,44 

*Media de las muestras (mmol/kg heces)  

a 
Diferencias significativas con respecto a sanos en DSG p <0,03 

b 
Diferencias significativas con respecto a celiacos en DSG p<0,03 

 

En el Capítulo 2 de Resultados se llevó a cabo un análisis comparativo entre la 

concentración de los AGCC fecales de pacientes celiacos y sanos. Los resultados 

mostraron diferencias significativas entre los dos grupos. Numerosos trabajos han 

descrito un desequilibrio en la microbiota intestinal de los pacientes celiacos (85, 87), 

de modo que esta alteración en los AGCC fecales se asoció con la disbiosis intestinal 

que aparecía en los enfermos celiacos. En este apartado se cuantificaron los AGCC 

en las heces de familiares DQ+ y familiares DQ-. Sorprendentemente, los familiares, 

independientemente de la susceptibilidad genética a la enfermedad, presentaron un 

patrón de AGCC similar al de pacientes celiacos y diferente al de sanos. Esta 

diferencia en los AGCC entre familiares y sanos parece que no es debida a la ingesta 

de gluten en la dieta ya que los familiares mostraron una cantidad menor de gluten 

fecal en DN que los voluntarios sanos y, como vimos anteriormente, la producción de 

los AGCC sólo se ve influenciada por el consumo de grandes cantidades de gluten. 

Más factible parece una relación de la microbiota intestinal entre familiares y pacientes 

celiacos. La composición de la microbiota intestinal está muy influenciada por la 

genética del individuo, apareciendo similitudes en los patrones bacterianos de padres 

a hijos (291, 292). De hecho, hay trabajos que muestran que los genes que codifican 
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para el complejo mayor de histocompatibilidad influyen en la composición de la 

microbiota fecal (292). Precisamente, uno de los criterios de selección de los 

voluntarios sanos en este estudio es que no presentaran marcadores genéticos 

asociados a la EC, es decir, con un HLA-DQ-. Además, Tjellström B et al. (249) 

mostraron que familiares de primer grado de pacientes celiacos, independientemente 

del DQ, presentaban una producción anómala de AGCC con respecto a voluntarios 

sanos. Por tanto, los pacientes celiacos y familiares de primer grado pueden presentar 

una microbiota característica capaz de generar el incremento en la producción de los 

AGCC que se observa en este trabajo.  

Los AGCC fecales de familiares de pacientes celiacos en DSG permanecían 

alterados con respecto a sanos. Sin embargo, se observaron diferencias significativas 

en los AGCC ramificados entre celiacos tratados y familiares en DSG. Los pacientes 

celiacos tratados excretan menos AGCC ramificados que los pacientes celiacos 

activos, aunque no aparecen diferencias estadísticamente significativas entre ambos 

grupos. Esto puede ser debido al cambio en los hábitos alimenticios de los pacientes 

celiacos tratados y a la retirada del gluten de la dieta. El gluten está formado 

principalmente por proteínas y los componentes proteicos son los precursores 

exclusivos de los AGCC ramificados. Por tanto, parece lógico que los pacientes 

celiacos tratados presenten valores más bajos de ácido isobutírico e isovalérico con 

respecto a celiacos activos. Aunque los familiares llevaron a cabo una DSG durante un 

mes, ésta pudo no ser suficiente para modificar la microbiota intestinal capaz de 

generar los AGCC ramificados. De hecho, los valores de los AGCC fecales entre 

familiares en DN y familiares en DSG son similares. En cambio, los pacientes celiacos 

tratados llevaban más de un año con la retirada del gluten de la dieta, de modo que la 

microbiota intestinal puede verse profundamente afectada. La dieta es uno de los 

factores ambientales más importantes en la composición de la microbiota (235). Por 

tanto, las diferencias que se observan entre celiacos tratados y familiares en DSG 

pueden ser debidas a un escaso período en DSG por parte de los familiares. 
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Figura 3. 6: Valores de mediana, rangos e intercuartiles de concentración de los AGCC en las muestras 

fecales de sanos, celiacos, familiares DQ+ y familiares DQ- en DN y en DSG. AGGC: ácidos grasos de 

cadena corta, DN: dieta normal, DSG: dieta sin gluten. 

 

3.5- Las heces de familiares presentan una concentración menor de 

gluten que las muestras fecales de sanos y mayor que las muestras 

de celiacos 

En el Capítulo 2 de Resultados se había mostrado que los pacientes celiacos 

excretaban menos gluten en las heces que los voluntarios sanos. El objetivo de este 

apartado fue comparar el gluten que se excreta en las heces de familiares de 

pacientes celiacos con respecto a voluntarios sanos y pacientes con EC. Para ello, se 

cuantificó el gluten fecal de 14 voluntarios sanos en DN, 18 celiacos activos, 26 

familiares DQ+ en DN y 12 familiares DQ- en DN. Los valores de medianas, rangos e 

intercuartiles correspondientes al gluten cuantificado en las muestras fecales en 

función del diagnóstico están representados en la Figura 3.7. Los resultados obtenidos 

muestran que el gluten presente en las heces es más alto en sanos y familiares DQ- 

que en celiacos activos. Además se llevó un análisis estadístico entre los voluntarios 

que presentaban un HLA positivo y aquéllos con un HLA negativo para la EC. De este 

modo en el primer grupo se englobaba a los pacientes celiacos y a los familiares DQ+; 

y en el segundo grupo a los voluntarios sanos y los familiares DQ-. El estudio 

comparativo mediante el test U de Mann-Whitney entre los dos grupos mostró 

diferencias fuertemente significativas (p=0,002). 
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Por otro lado, se puede observar que los grupos con una AGF menor en DN, 

como los sanos o los familiares DQ-, presentan una gran cantidad de gluten 

parcialmente digerido en las heces. En cambio, en los pacientes celiacos, que tienen 

una AGF elevada, apenas se detecta gluten en las heces. Este resultado podría 

indicar que la AGF influye en la cantidad de gluten excretado por las heces. Aunque 

ambos parámetros están influenciados por la cantidad de gluten ingerida en la dieta, 

se ha descrito que la AGF también depende bastante del individuo. Mediante el test 

Rho de Spearman se analizó la posible relación entre ambos análisis. Sin embargo, 

los resultados no fueron estadísticamente significativos. Esto puede ser debido a que 

la presencia de gluten en las heces está más influenciada por el consumo de gluten en 

la dieta que la AGF.  

 

 

Figura 3. 7: Valores de mediana, rangos e intercuartiles de la concentración de gluten en las heces de 

sanos en DN, celiacos activos, familiares DQ+ en DN y familiares DQ- en DN. DN: dieta normal 

  

En el Capítulo 2 de Resultados se detectó una reducción de gluten fecal en 

pacientes celiacos con respecto a voluntarios sanos. Este resultado se relacionó con 

tres factores: una posible reducción en la ingesta de gluten, un incremento de la 

permeabilidad intestinal y una mayor actividad de las proteasas intestinales en los 

pacientes celiacos. En este apartado se cuantificó el gluten fecal en familiares DQ+ y 

DQ-. Los resultados mostraron diferencias estadísticamente significativas entre 

celiacos y familiares DQ-. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas 
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entre los familiares DQ+ y los pacientes con EC. Como se observó anteriormente, la 

presencia de gluten en las heces está relacionada con la ingesta de gluten en la dieta. 

Todos los familiares que llevaron a cabo el estudio eran padres y hermanos de niños 

celiacos. Aunque estudios previos han mostrado que los familiares de pacientes 

celiacos presentan una ingesta de gluten similar a los sanos (7), parece normal que los 

familiares de primer grado de niños celiacos consuman menos gluten en su DN, 

adaptándose a la dieta especial del paciente celiaco. Además, los pacientes DQ+, si 

sospechaban su predisposición genética a padecer la EC, es posible que evitaran el 

consumo de alimentos con gluten. Por tanto, parece factible que los familiares DQ+ 

consumieran menos gluten en la dieta durante el estudio.  

Al comparar los voluntarios que presentaban un HLA positivo (familiares DQ+ y 

celiacos) con aquellos que presentaban un HLA negativo (sanos y familiares DQ-) 

aparecían diferencias estadísticamente significativas. Por tanto, no podemos descartar 

una posible relación entre el descenso del gluten fecal y la presencia de un HLA 

positivo. Sin embargo, este resultado puede deberse a otros factores como la actividad 

proteolítica intestinal. En el Capítulo 2 se especuló con que la reducción del gluten en 

las heces de pacientes celiacos se podía corresponder a un incremento en la AGF. 

Los grupos con una menor AGF en DN, como los sanos o los familiares DQ-, 

presentaban una gran concentración de gluten en las heces. Así mismo, en los 

pacientes celiacos y familiares DQ+, que tienen una AGF elevada, se detecta menos 

gluten fecal. Este resultado parece indicar que la AGF influye en la cantidad de gluten 

excretado por las heces. La AGF está relacionada con la actividad proteolítica frente al 

péptido 33-mer, la cual podría hidrolizar el epítopo del 33-mer que reconoce el 

anticuerpo G12, detectándose menos gluten en las heces. Sin embargo, no aparece 

una correlación significativa entre el gluten excretado en las heces y la AGF. Esto 

podría ser debido a que la presencia del gluten parcialmente digerido en las heces es 

muy dependiente de su consumo en la dieta. En cambio, la AGF, aunque también se 

ve afectada por la ingesta de gluten, va a ser característica de cada individuo, 

encontrándose individuos que presentan una AGF muy elevada y otros con una 

actividad muy baja. Por tanto, la concentración de gluten en las heces de familiares 

parece depender de la ingesta del gluten dietético y de la AGF de cada individuo.  
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3.6- Hay correlación entre la AGF y la actividad peptidásica frente al 33-

mer de las muestras fecales 

Algunas muestras fecales presentan actividad peptidásica frente al péptido 33-

mer. El objetivo de este apartado fue analizar la actividad peptidásica en las heces de 

familiares de pacientes celiacos. Para ello se incubaron con el péptido 33-mer las 

muestras fecales de 8 familiares DQ+ y de 3 familiares DQ- a distintos tiempos (t=2h, 

t=6h t=8h y t=12h). En la Figura 3.8 A se representan los tiempos que fueron 

necesarios para que las muestras fecales hidrolizaran completamente el péptido 33-

mer en función del diagnóstico. Se consideró que el péptido estaba hidrolizado cuando 

se reducía el área de pico al menos un 90%. En la Figura 3.8 A se observa que un 

57% de las muestras fecales, independientemente del diagnóstico, eran capaces de 

hidrolizar completamente el péptido 33-mer. También se observa que las muestras de 

heces de sanos y familiares de celiacos tienen menos capacidad para digerir el 33-mer 

que los pacientes celiacos. Sin embargo, el análisis estadístico no mostró diferencias 

significativas en función del diagnóstico.  

Por otro lado, en los Capítulos previos, aunque no se encontró ninguna relación 

significativa entre las actividades proteolíticas fecales y la capacidad de las heces para 

hidrolizar el péptido 33-mer, si se observó que los sobrenadantes fecales con mayor 

AGF eran capaces de hidrolizar este péptido en menos tiempo. En este apartado, al 

incrementar el tamaño muestral, si aparece una correlación significativa entre la AGF y 

la actividad peptidásica fecal frente al 33-mer. En la Figura 3.8 B se muestra una 

gráfica que correlaciona la hidrólisis del 33-mer en el tiempo con respecto a los valores 

de AGF obtenidos en sanos en DN, sanos en DSG, celiacos en DN, celiacos en DSG, 

familiares DQ+ en DN y familiares DQ- en DN. En esta Figura se puede observar 

claramente que la mayoría de las muestran que presentan una AGF elevada son 

capaces de hidrolizar el péptido 33-mer en menos tiempo, independientemente del 

diagnóstico y de la dieta. 
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Figura 3. 8: A, Esquema en el que está representado el tiempo necesario para la degradación del 33-mer 

por parte de las heces de sanos en DN, sanos en DSG, celiacos en DN, celiacos en DSG, familiares DQ+ 

en DN y familiares DQ- en DN B, Correlación entre los valores obtenidos de AGF y la actividad 

peptidásica frente al 33-mer en sanos en DN, sanos en DSG, celiacos en DN, celiacos en DSG, familiares 

DQ+ en DN y familiares DQ- en DN. Los puntos negros corresponden a los valores obtenidos en sanos en 

DN, los  puntos rojos a la DSG de sanos, los recuadros azules a celiacos activos, los verdes a celiacos en 

DSG, los rombos amarillos a familiares DQ+ en DN y los rombos morados a los familiares DQ- en DN. 

DN:dieta normal, DSG:dieta sin gluten. 

 

Las proteasas humanas presentes en el tracto digestivo no son capaces de 

hidrolizar el péptido 33-mer (25). Por lo tanto, la actividad peptidásica frente al 33-mer 

que detectamos en las heces parece provenir de la actividad metabólica microbiana en 

el intestino grueso. Los resultados obtenidos muestran una relación significativa entre 

la AGF y la actividad peptidásica frente al 33-mer, independientemente de la dieta. 

Previamente, se había descrito que la AGF de pacientes celiacos era mayor que la de 

los voluntarios sanos y familiares de celiacos. Esto podría explicar porque hay una 

mayor proporción de muestras fecales de pacientes celiacos capaces de hidrolizar el 

péptidos 33-mer y porque muchas de estas muestras son capaces de degradar el 

péptido en menos tiempo que las muestras de familiares de celiacos y de voluntarios 

sanos. Numerosos trabajos muestran un desequilibrio en la microbiota intestinal entre 

sanos y celiacos (85, 89). Incluso se ha descrito un patrón de proteasas bacterianas 

degradadoras de gliadina en la mucosa duodenal de pacientes celiacos que no 

aparece en sanos (142). Por tanto, los pacientes celiacos pueden presentar una 

microbiota proteolítica característica capaz de generar una AGF mayor y, en algunos 

casos, un incremento en la actividad peptidásica frente al 33-mer. 
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3.7- Discusión general  

El componente genético de la EC es indudable. Los genes del complejo mayor 

de histocompatibilidad que conforman el sistema HLA de clase II están relacionados 

con la enfermedad (65), de modo que todos los pacientes celiacos presentan los 

heterodímeros HLA-DQ2 y HLA-DQ8 (66, 67). Estos heterodímeros juegan un papel 

central en la patogénesis de la enfermedad debido a que se encuentran en la 

membrana de las células presentadoras de antígeno y tienen alta afinidad por los 

péptidos del gluten desaminados por la transglutaminasa tisular (28). Sin embargo, los 

alelos que codifican para estas moléculas se encuentran en un 30-40% de la población 

mundial, de los cuales se estima que tan solo un pequeño porcentaje desarrolla la EC. 

Por tanto, la presencia de las proteínas HLA es necesaria pero no suficiente para el 

desarrollo de la EC (27, 28). Es más, se estima que los genes HLA aportan no más del 

40% del riesgo genético de la enfermedad. El otro 60% restante sería debido a la 

acción de numerosos genes de efecto menor (68). Además, se ha descrito que otros 

factores ambientales como la microbiota intestinal y los patrones de lactancia pueden 

tener un papel clave en el desarrollo de la EC (72). En el Capítulo 2 de esta Tesis 

Doctoral se especuló que podría existir un metabolismo bacteriano del gluten diferente 

entre celiacos y no celiacos. Por tanto, el objetivo del Capítulo 3 fue el estudio de la 

actividad metabólica de la microbiota intestinal asociada al consumo de gluten en 

familiares con un HLADQ susceptible a la EC (familiar DQ+) y familiares de celiacos 

sin susceptibilidad genética (familiar DQ-). A partir de estos resultados se realizó un 

estudio comparativo entre el metabolismo del gluten entre sanos, celiacos y los dos 

grupos de familiares analizados.  

Todos los componentes de la dieta que escapan a la digestión en el intestino 

delgado, como las proteínas del gluten, se convierten en sustrato de las bacterias 

colónicas en el intestino grueso. Por tanto, la ingesta de gluten en la dieta es capaz de 

incrementar la actividad metabólica microbiana en el intestino grueso generándose un 

aumento en determinadas actividades proteolíticas, así como en la concentración de 

los AGCC, en las muestras fecales de sanos. Los resultados obtenidos en este 

Capítulo parecen indicar que el consumo de gluten en los familiares de pacientes 

celiacos también incrementa la actividad metabólica microbiana. En los grupos de 

familiares se observó un incremento de la ATF, la AGF, la actividad PEPF y los AGCC 

cuando se ingería una sobrecarga de gluten en la dieta. Sin embargo, sólo aparecieron 

diferencias estadísticamente significativas en la AGF y en algunos AGCC. La 

explicación a este hecho parece ser un menor consumo de gluten en la dieta seguida 

por los familiares de pacientes celiacos. Por tanto, parece que el metabolismo 
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microbiano responde a la ingesta de gluten en la dieta de la misma manera en 

familiares de celiacos y voluntarios sanos, y las diferencias obtenidas en los resultados 

se deben a una dieta diferente entre ambos grupos. 

Sin embargo, la composición de la microbiota intestinal parece que puede 

diferir entre sanos y familiares de celiacos. Se ha observado que el patrón de AGCC 

en familiares de celiacos, independientemente de la susceptibilidad genética, es 

similar al obtenido en pacientes celiacos, encontrándose diferencias significativas con 

sanos. Este resultado parece indicar que al menos una parte de la microbiota intestinal 

es similar entre celiacos y familiares de celiacos. La microbiota humana está muy 

influenciada por la genética del individuo, apareciendo similitudes en los patrones 

bacterianos de familiares de primer grado (291, 292). Esta microbiota similar entre 

pacientes celiacos y familiares de celiacos puede generar una actividad metabólica 

microbiana análoga capaz que generar una producción de AGCC similar entre ambos 

grupos. No es la primera vez que se detectan diferencias en la cantidad de AGCC 

fecales entre sanos y familiares de pacientes celiacos. Tjellström B et al. (249) 

mostraron que los familiares de primer grado de pacientes celiacos, 

independientemente del DQ, presentaban una producción anómala de AGCC con 

respecto a voluntarios sanos. En definitiva, los pacientes celiacos y familiares de 

primer grado pueden presentar una microbiota característica capaz de generar el 

incremento en la producción de los AGCC que se observa en este trabajo. 

Por el contrario, los familiares de celiacos, como ocurría con los voluntarios 

sanos, presentan una menor ATF y AGF que los pacientes celiacos. En el Capítulo 2 

se especuló con que las diferencias en estas actividades proteolíticas entre sanos y 

celiacos podrían ser debidas a la disbiosis intestinal que aparece en pacientes 

celiacos. Aunque la excreción de AGCC fecales en celiacos y familiares de celiacos 

parece indicar que estos grupos presentan una microbiota similar, es posible que los 

celiacos tengan una comunidad de bacterias proteolíticas diferente a la que aparece 

en familiares. Este resultado es de interés ya que muestra diferencias entre los 

pacientes celiacos y los familiares susceptibles a padecer la EC. Además, obliga a 

hacerse una pregunta ¿Podría existir un metabolismo del gluten, de origen microbiano, 

diferente entre celiacos y no celiacos? Bernardo D et al. (142) mostraron que los 

pacientes celiacos presentan en la mucosa duodenal unas proteasas capaces de 

degradar gliadina que no aparecen en sanos. Estas proteasas pueden atravesar el 

intestino grueso y ser excretadas por las heces formando parte de la ATF y la AGF 

que detectamos en este trabajo. Además, se han descrito cepas proteolíticas dentro 

de los grupos bacterianos que aparecen frecuentemente alterados en pacientes 
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celiacos. Por ejemplo, cepas de Bifidobacterium son capaces de degradar péptidos del 

gluten que son generados tras la digestión por las enzimas digestivas humanas (146). 

Lo mismo ocurre con el género Bacteroides que aparece alterado tanto en celiacos 

activos como en celiacos tratados. Se ha mostrado que cepas de Bacteroides fragilis 

son capaces de degradar gliadinas (237). Por tanto, los pacientes celiacos pueden 

presentar una microbiota proteolítica diferente a la de sanos y familiares, capaz de 

generar una anormal ATF y AGF en pacientes celiacos, y que podría participar en el 

proceso patológico de la EC. Sin embargo, son necesarios más trabajos en esta 

dirección. 

En este Capítulo también se observa una excreción menor de gluten en las 

heces de pacientes celiacos, encontrándose diferencias estadísticamente significativas 

con respecto a sanos y familiares DQ-. Aunque la concentración de gluten fecal puede 

variar en función a distintos factores como la ingesta de gluten en la dieta, parece que 

la actividad proteolítica intestinal puede influir fuertemente. En este apartado se ha 

mostrado que los grupos con una AGF menor, como los sanos o los familiares DQ-, 

presentan una concentración elevada de gluten en las heces. En cambio, en los 

pacientes celiacos, que tienen una AGF alta, se detecta menos gluten fecal. Además, 

se ha descrito una correlación significativa entre la AGF y la actividad peptidásica fecal 

frente al 33-mer. El anticuerpo utilizado en la detección de gluten fecal reconoce una 

región del péptido inmunotóxico del 33-mer, por lo que parece lógica la relación 

inversa entre la AGF y la detección de gluten en las heces. Por tanto, la presencia de 

menos gluten fecal en pacientes celiacos también parece indicar que existe un 

metabolismo microbiano diferente entre celiacos y no celiacos. 

En conclusión, los pacientes celiacos pueden presentar un metabolismo 

microbiano distinto respecto a sanos y familiares de celiacos. El hecho de que los 

familiares de pacientes celiacos no compartan el incremento en las actividades 

proteolíticas fecales, y la reducción de la concentración del gluten excretado en heces, 

que muestran los pacientes celiacos, parece indicar que estos pacientes presenten un 

metabolismo de gluten anormal.  
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4.  IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LA 

MICROBIOTA FECAL IMPLICADA EN EL METABOLISMO DEL 

GLUTEN EN SANOS, CELIACOS Y FAMILIARES DE CELIACOS 

Las proteínas del gluten son resistentes a la digestión completa por las 

enzimas gástricas, pancreáticas y del cepillo intestinal (25). Como consecuencia, en el 

intestino delgado se generan péptidos relativamente grandes ricos en prolina y 

glutamina. Todos los componentes de la dieta que escapan a la digestión de las 

proteasas digestivas humanas, como ocurre con parte de las proteínas del gluten, son 

sustratos potenciales para las bacterias en el lumen intestinal. Sin embargo, con 

frecuencia se subestima el papel de la microbiota intestinal en la hidrólisis de las 

proteínas (122). El objetivo del Capítulo 4 fue la identificación y caracterización de las 

bacterias intestinales capaces de participar en el metabolismo del gluten en el tubo 

digestivo humano. Para llevar a cabo este objetivo, se recogieron muestras fecales de: 

7 voluntarios sanos, 5 celiacos activos y 10 familiares de pacientes celiacos. Las 

muestras fecales fueron incubadas durante 48h, en condiciones anóxicas estrictas, en 

3 medios de cultivo (medios MCG) con gluten como principal fuente de nitrógeno. La 

caracterización de la microbiota se realizó a nivel molecular mediante PCR-DGGE del 

cultivo en medio líquido MCG-3, y también por aislamiento de las bacterias mediante 

cultivo de las muestras fecales en los tres medios MCG sólidos (siembra directa de las 

muestras fecales y tras la incubación de 48 h en medio líquido). Así mismo, se analizó 

la capacidad de las heces para consumir el gluten presente en el medio, mediante la 

técnica de ELISA, empleado el kit Gluten tox (Biomedal) (Figura 4.1). 

 

Figura 4. 1: Esquema general del procedimiento llevado a cabo en el Capítulo 4.  

Muestra
Heces

Cultivo en medio líquido

Cultivo en medio sólido

MCG-1,MCG-2,MCG-3

MCG-1,MCG-2,MCG-3

ELISA
MCG-1,MCG-2,MCG-3

PCR-DGGE
MCG-3

Cultivo medio
      sólido

MCG-1,MCG-2,MCG-3

Aislamiento colonias

MCG-1,MCG-2,MCG-3

Identificación molecular

Extracción de bandas

Aislamiento colonias

MCG-1,MCG-2,MCG-3

MCG-3
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4.1- Las muestras fecales presentan una mayor actividad proteolítica en 

el MCG-3 

El objetivo del Capítulo 4 de Resultados fue caracterizar la microbiota fecal que 

participa en el metabolismo del gluten. Para ello, fue necesaria la obtención de medios 

de cultivo que permitiesen la proliferación de bacterias capaces de emplear las 

proteínas del gluten como nutrientes. Se diseñaron 3 medios de cultivo diferentes que 

presentaban gluten como única o principal fuente de nitrógeno. En este apartado, se 

analizó la capacidad de estos tres medios de cultivo (MCG-1, MCG-2, MCG-3) para 

favorecer el crecimiento de microorganismos que produzcan actividades proteolíticas 

frente al gluten. Las muestras fecales de 7 voluntarios sanos fueron incubadas en los 

tres medios durante 48 h. Transcurrido ese tiempo, se empleó el kit ELISA GlutenTox 

para cuantificar el gluten no consumido que quedaba en el medio de cultivo. En la 

Tabla 4.1 se puede observar que las muestras fecales cultivadas en el medio MCG-3 

presentaban mayor consumo de gluten. Aproximadamente el 40% de las muestras 

fecales cultivadas en MCG-3 fueron capaces de hidrolizar prácticamente todo el gluten 

presente en el medio de cultivo. En cambio, en el MCG-1 y el MCG-2, aunque también 

aparece consumo del gluten tras la incubación, este no excedía el 70% del gluten 

presente en el medio de cultivo. Por tanto, el MCG-3 parece el mejor medio para 

caracterizar las bacterias intestinales que participan en el metabolismo del gluten.  

 

Tabla 4. 1: Estudio del consumo de gluten en los cultivos de 7 muestras fecales de 

voluntarios sanos en MCG-1, MCG-2 y MCG-3. 

 

0-40% de 
degradación 

(%) 

40-70% de 
degradación 

(%) 

70-100% de 
degradación 

(%) 

MCG-1 43% (3/7) 57% (4/7) 0% (0/7) 

MCG-2 29% (2/7) 57% (4/7) 14% (1/7) 

MCG-3 28,5% (2/7) 28,5% (2/7) 43% (3/7) 

 

 

 

 



159 
 

4.2- No aparecen diferencias en el consumo de gluten en los cultivos 

fecales en MCG-3 en función del diagnóstico 

Los resultados del Capítulo 2 mostraron que las muestras fecales de pacientes 

celiacos presentan mayor actividad glutenásica que las muestras fecales de sanos y 

familiares. En este apartado se analizó si aparecían diferencias en el consumo del 

gluten, en los cultivos fecales en MCG-3, en función del diagnóstico. Para ello, se 

incubaron las muestras fecales de: 7 voluntarios sanos en DN, 5 celiacos activos y 10 

familiares de celiacos en DN en el medio MCG-3 durante 48h. Tras la incubación, se 

empleó el kit ELISA Gluten tox (Biomedal) para cuantificar la cantidad de gluten no 

consumido que quedaba en el medio. Los resultados que se obtuvieron están 

presentes en la Tabla 4.2. Como se puede observar en la Tabla, no se detectaron 

diferencias en el consumo de gluten de los cultivos fecales en función del diagnóstico. 

Sin embargo, el tamaño muestral analizado es muy pequeño. La capacidad 

degradadora depende de la muestra fecal, encontrando muestras que apenas eliminan 

el gluten del medio y otras que lo degradan totalmente. Aproximadamente un 40% de 

las heces empleadas fueron capaces de eliminan prácticamente todo el gluten del 

medio de cultivo. Por el contrario, un 27% de las muestras apenas degradaron el 

gluten presente en el medio. 

 

Tabla 4. 2: Estudio del consumo de gluten en los cultivos de muestras fecales en MCG 3de: 

7 sanos, 5 celiacos activos y 10 familiares en dieta normal. 

 

0-40% de 
degradación 

(%) 

40-70% de 
degradación 

(%) 

70-100% 
degradación 

(%) 

Sanos 28,5% (2/7) 28,5% (2/7) 43% (3/7) 

Celiacos 20% (1/5) 40% (2/5) 40% (2/5) 

Familiares  30%(3/10) 30% (3/10) 40% (4/10) 

 

 

4.3- Las muestras fecales presentan múltiples bacterias proteolíticas 

que pueden participar en el metabolismo del gluten 

El objetivo de este apartado fue la caracterización y el aislamiento de las 

bacterias intestinales que podrían participar en el metabolismo del gluten en los seres 

humanos. Para llevar a cabo este objetivo se recogieron muestras fecales de: 7 



160 
 

voluntarios sanos, 5 pacientes celiacos activos y 10 familiares de pacientes celiacos. 

Estas muestras fecales fueron incubadas en los medios líquidos de MCG-1, MCG-2 y 

MCG-3 a 37 ºC, durante 48 h y en condiciones anóxicas. Transcurrido ese tiempo, se 

sembraron diluciones seriadas de los diferentes cultivos líquidos en placas de petri con 

el medio MCG correspondiente sólido. Así mismo, también se sembraron diluciones 

seriadas de las muestras fecales directamente, sin incubar previamente en medio 

líquido, en los tres medios MCG sólidos. Las placas se mantuvieron a 37 ºC durante 

48 h en condiciones anóxicas. Después de incubar se llevo a cabo un análisis de visu 

de las distintas morfologías de las colonias crecidas en los tres medios. Se aislaron 

todas las colonias con morfología diferente. Sin embargo, solamente se identificaron 

aquellas colonias en las que se detectaba un halo degradativo alrededor de la colonia 

y aquellas colonias que requerían el gluten para crecer. Para realizar la identificación 

molecular, se extrajo el ADN de los cultivos puros de cada colonia y se llevó a cabo 

una reacción de PCR empleando los cebadores 27F/E939R. Los productos de PCR de 

aproximadamente 900 pb fueron clonados empleando el kit comercial StrataClone 

PCR cloning (Stratagene). Se seleccionó un transformante para cada una de las 

morfologías que, después de purificar su ADN plasmídico, fue enviado al Servicio de 

Secuenciación de la Universidad de León. Las secuencias obtenidas fueron editadas y 

procesadas, para luego llevar a cabo la búsqueda de secuencias similares empleando 

el algoritmo BLASTN (Basic Local Alignment Search Tools). Para completar la 

identificación molecular de cada una de las secuencias, se construyó un árbol 

filogenético con el programa informático MEGA versión 5. 

Los microorganismos obtenidos eran muy dependientes del medio utilizado y 

del individuo al que pertenecía la muestra fecal. En la Figura 4.1 está representado un 

diagrama sectorial en el que se muestra la diversidad microbiana obtenida en los 

medios MCG-1, MCG-2 y MCG-3. El MCG-3 fue el medio de cultivo donde se obtuvo 

una diversidad mayor.  
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Figura 4. 2: Diagrama sectorial mostrando la diversidad microbiana a nivel de género que se desarrolla 

en cada uno de los medios con gluten empleados: MCG-1, MCG-2 y MCG-3. 

 

El MCG-1 es un medio muy restrictivo, con gluten como única fuente de 

nitrógeno. En principio, las bacterias que son capaces de crecer en este medio 

deberían ser capaces de utilizar las proteínas del gluten presentes en el medio de 

cultivo, ya que es la única fuente de nitrógeno en el MCG-1. Sin embargo, también 

podrían proliferar bacterias que fijen el nitrógeno atmosférico. Este puede ser el caso 

de las cepas de Klebsiella aisladas del MCG-1. La diversidad de bacterias aisladas 

con este medio no fue muy elevada. El 44% de los microorganismos que se 

identificaron correspondieron al género Enterococcus. Las cepas bacterianas de este 

género que fueron caracterizadas pertenecían a E. faecalis y E. faecium. Estas cepas 

presentaban una morfología muy característica con colonias transparentes muy 

pequeñas y una elevada actividad proteolítica frente al gluten. Aunque también se 

obtuvieron cepas sin actividad glutenásica. Otros géneros que se aislaron en MCG-1 

fueron Staphylococcus (17%), Lactobacillus (14%), Klebsiella (9%), Stenotrophomonas 

(5%), Bacillus (5%), Escherichia (2%) y Paenibacillus (2%). La mayoría de las cepas 

aisladas de estos géneros no eran capaces de crecer cuando se retiraba el gluten del 
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medio de cultivo. Además, las cepas de los géneros Paenibacillus, Stenotrophomonas 

y Bacillus eran capaces de generar un halo degradativo alrededor de la colonia.  

El MCG-2 se caracterizó por presentar una gran proliferación de cepas 

bacterianas que no necesitaban el gluten para crecer. Este medio, es un medio de 

cultivo rico en nutrientes puesto que lleva gran cantidad de extracto de carne (2 g/L) y 

peptona de carne (5 g/L) que podrían favorecer el crecimiento de microorganismos no 

relacionados con el metabolismo del gluten. Sin embargo, sólo se identificaron 

aquellas cepas bacterianas capaces de degradar el gluten, o que requerían su 

presencia para crecer. Las bacterias aisladas e identificadas pertenecieron a los 

siguientes géneros: Clostridium (42%), Enterococcus (12%), Escherichia (12%), 

Staphylococcus (12%), Bifidobacterium (12%), Streptococcus (6%) y Lactobacillus 

(3%). Las cepas del género Clostridium fueron las más abundantes en MCG-2 y 

pertenecían a cuatro especies bacterianas diferentes: C. perfringens, C. sordellii, C. 

botulinum/sporogenes y C. butyricum/beijerinckii. Estas bacterias son anaerobias 

estrictas, con aspecto mucoso y presentan actividad glutenásica. Además, cepas 

bacterianas de Staphylococcus y Enterococcus, aisladas de este medio, también 

presentaron actividad proteolítica frente al gluten. La gran cantidad de especies 

bacterianas que presentaban morfolologías de colonia similares en el MCG-2 hizo 

imposible analizar si existían diferencias a nivel de diagnóstico. 

El MCG-3 presentó la mayor diversidad de bacterias relacionadas con el 

metabolismo del gluten con respecto al resto de medios de cultivo analizados. Las 

cepas bacterianas aisladas e identificadas del medio MCG-3 pertenecieron a 11 

géneros diferentes y muchas especies se aislaron de una única muestra fecal. En este 

medio proliferaban principalmente bacterias de los géneros Bifidobacterium (26%), 

Staphylococcus (19%) y Lactobacillus (17%). La mayoría de las bacterias 

pertenecientes a estos géneros no mostraban actividad proteolítica extracelular en el 

medio de cultivo sólido. Sin embargo, no crecían cuando se eliminaba el gluten del 

medio, por lo requerían la presencia de gluten para crecer. Otras bacterias aisladas de 

forma minoritaria de MCG-3, y que necesitaban gluten para crecer, pertenecían a los 

géneros Streptococcus y Corynebacterium. Así mismo, también se aislaron bacterias 

con actividad glutenásica que pertenecían a los géneros Clostridium, Bacillus, 

Enterococcus, Pediococcus y Propionibacterium. Además, dentro de los géneros 

Bifidobacterium y Staphylococcus algunas cepas como B. longum F-20 o S. 

epidermidis A-27, presentaban actividad proteolítica frente al gluten. La diversidad 

microbiana que aparece en el medio, junto con la similitud en la morfología de las 
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colonias pertenecientes a los géneros mayoritarios, hizo imposible llevar a cabo un 

estudio a nivel de diagnóstico. 

En total, entre los tres medios, se aislaron e identificaron 144 cepas 

bacterianas relacionadas con el metabolismo del gluten, que pertenecían a 35 

especies bacterianas diferentes, y se englobaban en 15 géneros distintos. Las cepas 

identificadas se muestran en la Tabla 4.3. La mayoría pertenecían al filo Firmicutes, 

aunque también se aislaron bacterias de los filos Proteobacteria y Actinobacteria. La 

presencia de bacterias que necesitan gluten para crecer en el intestino parece mostrar 

que la microbiota del tracto digestivo puede tener un papel importante en el 

metabolismo del gluten de humanos. Además, estas bacterias podrían presentar 

actividades proteolíticas que no presentan las enzimas digestivas humanas, 

permitiendo la hidrólisis de compuestos no digeribles en el intestino de humanos, 

como son las proteínas del gluten. Por tanto, las bacterias aisladas en este Capítulo 

podrían hidrolizar los péptidos del gluten generando dipéptidos y tripéptidos fácilmente 

asimilables por el hospedador.  
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Tabla 4. 3: Microorganismos aislados tras el cultivo de las muestras fecales de 7 voluntarios sanos, 5 

celiacos activos y 10 familiares de pacientes celiacos en tres medios de cultivo diferentes: MCG-1, MCG-2 

y MCG-3. 

Filo Orden Género Especie Cepas Medio 

Firmicutes 

Lactobacillales 

Enterococcus 
E. faecalis 

A-1,A-2,A-3,A-4,A-5,A-6,A-47, 
A-45,A-62,A-63,A-138,HF1,HF2 

MCG1,2,3 

E. faecium A-7,A-8,A-9,A-32,A-33,A-97 MCG1,2,3 

Lactobacillus 

L. mucosae 
A-67,A-68,A-71,A1a, 

B1c,B2b,B3a,LB1a,D2a,D2d, 
D5a1,LD1a,LE1a 

MCG1,2,3 

L. amylovorus 
A2c,LA1b,D1d,D3b,D4a, 

D5a2,E1a 
MCG1,3 

L. gasseri A-108 MCG3 

L. ruminis A-39,A-44 MCG3 

L. fermentum A-17 MCG3 

L. rhamnosus LA2a,LA2d,D1a,LD2a,LE2a,LE3 MCG1,3 

Pediococcus P. acidilactici A-111,A-113,A-116,A-118 MCG3 

Streptococcus 

S. sanguinis A-105,A-101 MCG2,3 

S. gallolyticus A-65 MCG2 

S. intermedius/ 
constellatus/anginosus 

A-38 MCG3 

Bacillales 

Bacillus 

B. licheniformes A-104,A-109,A-110 MCG3 

B. pumilus HC2,HC6,HC9 MCG1 

B. subtilis HA4,HA5 MCG1 

Paenibacillus P. jamilae/peoriae B4a,B4a2 MCG1 

Staphylococcus 

S. epidermidis 
A-15,A-16,A-25,A-27,A-28, 

A-64,A-106,A-139,A-140 
MCG1,2,3 

S. hominis A,36,A-42,A-78 MCG1,2,3 

S. haemolyticus A-18,A-100,E3c MCG2,3 

S. saprophyticus A-43 MCG3 

S. warneri/pasteuri A-46 MCG3 

S. aureus A-47,A-58 MCG3 

Clostridiales Clostridium 

C. botulinum/ 
sporogenes 

A-30,A-49,A-102,A-103, 
A-117,A-119,A-141 

MCG2,3 

C. perfringens 
A-40,A-41,A-74, 
A-75,A-76,A-77 

MCG2,3 

C. sordellii A-19,A-20,A-21,A-22 MCG2 

C. butyricum/ 
beijerinckii 

A-114,A-115 MCG2 

Actinobacteria Actinomycetales 

Corynebacterium 
C. pseudogenitalium/ 

accolens 
A-31 MCG3 

Propionibacterium P. acnes A-107,A-137 MCG3 

Bifidobacterium 

B. longum 
A-11,A-12,A-26,A-35,A-48,A-66, 

A-73,A-95,A-98,A-99,A-122, 
A-125, 

MCG2,3 

B. adolescentis A-10,A-34,A-72 MCG1,2,3 

B. catenulatum/ 
pseudocatenulatum 

A-123,A-124 MCG3 

B. animalis A-120,A-121 MCG3 

Proteobacteria 
Enterobacteriales 

Enterobacter E. aerogenes A-81 MCG3 

Klebsiella K. pneumoniae A-80,A-96,HD1,HD2 MCG1 

Escherichia/ 
Shigella 

E.coli/S.flexneri A-13,A-14,A-23,A-24,A-60,A-61 MCG1,2 

Xantomonadales Stenotrophomonas S. maltophilia HE1,HE2,HB1.HB3,HB9,HB18 MCG1 
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4.4- Muchas cepas presentaron actividad proteolítica frente al gluten y 

frente a la gelatina 

Las bacterias aisladas e identificadas en este Capítulo se seleccionaron en 

función de su relación con el metabolismo del gluten. De este modo se seleccionaron 

aquellas colonias que: (I) presentaban actividad glutenásica y (II) eran incapaces de 

crecer en los mismos medios en los que fueron aislados retirando el gluten. En todas 

las cepas identificadas se analizó la actividad proteolítica frente a las proteínas del 

gluten y frente a la gelatina. Para ello, se comprobó si aparecía un halo degradativo 

alrededor de la colonia en medios con gluten y en medios con gelatina. En la Figura 

4.2 se muestran ejemplos de bacterias proteolíticas que degradaban el gluten del 

medio. 

 

 

Figura 4. 3: Colonias con actividad proteolítica frente a las proteínas del gluten. Se observa un halo 

degradativo alrededor de las colonias. 

 

Los resultados del ensayo de las actividades proteolíticas se muestran en la 

Tabla 4.4. Como se puede observar en la Tabla, todas las cepas bacterianas que 

generaron un halo degradativo en los medios con gluten fueron capaces de hidrolizar 

también la gelatina. Se comprobó que cepas bacterianas de Enterococcus faecalis, 

Enterococcus faecium, Paenibacillus jamilae, Bifidobacterium longum, Staphylococcus 

epidermidis, Staphylococcus hominis, Pediococcus acidilactici, Propionibacterium 

acnes y Stenotrophomonas maltophilia eran capaces de hidrolizar las proteínas del 

gluten y la gelatina. Lo mismo ocurría con todas las cepas aisladas de los géneros 

Clostridium y Bacillus. En cambio, algunas cepas de Lactobacillus mucosae y 

Lactobacillus gasseri fueron capaces de generar halo en gelatina pero no en gluten. 
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Tabla 4. 4: Actividades proteolíticas de las cepas bacterianas seleccionadas de los Medios MCG-1, 

MCG-2 y MCG-3. 

Especie Cepas Crece MCG/ 
Crece MSG 

Degrada 
Gluten 

Degrada 
Gelatina 

Enterococcus faecalis 
A-1,A-2,A-3,A-4,A-5,A-6,A-47,A-45, 

A-62,A-63,A-138,HF1,HF2 
+/+ ++ ++ 

Enterococcus faecium 
A-7,A-8,A-9,A-32,A-33 +/- - - 

A-97 +/+ ++ ++ 

Lactobacillus mucosae 
A-67,A-68,A-71,A1a,LB1a,D5a1 +/- - + 

LE1a,B1c,B2b,B3a,D2a,D2d,LD1a +/- - - 

Lactobacillus amylovorus A2c,D3b, LA1b,D1d,D4a,D5a2, E1a +/- - - 

Lactobacillus gasseri A-108 +/- - +/- 

Lactobacillus ruminis A-39,A-44 +/- - - 

Lactobacillus fermentum A-17 +/- - - 

Lactobacillus rhamnosus LA2a,LE3,D1a,LA2d,LD2a,LE2a +/- - - 

Pediococcus acidilactici A-111,A-113,A-116,A-118 +/- ++ ++ 

Streptococcus sanguinis A-105,A-101 +/- - - 

Streptococcus gallolyticus A-65 +/- - - 

Steptococcus intermedius/ 
constellatus/anginosus 

A-38 +/- - - 

Bacillus licheniformis A-104,A-109,A-110 +/+ ++ ++ 

Bacillus subtilis HA4,HA5 +/+ ++ ++ 

Bacillus pumilus HC2,HC6,HC9 +/+ ++ ++ 

Paenibacillus jamilae B4a,B4a2 +/+ ++ ++ 

Staphylococcus epidermidis 
A-15,A-16,A-25,A-28,A-64,A-139,A-140 +/- - - 

A-27,A-106 +/+ + + 

Staphylococcus hominis 
A,36,A-42 +/- - - 

A-78 +/+ + + 

Staphylococcus haemolyticus A-18,A-100,E3c +/- - - 

Staphylococcus saprophyticus A-43 +/- - - 

Staphylococcus pasteuri/warneri A-46 +/- - - 

Staphylococcus aureus A-47,A-58 +/- - - 

Clostridium botulinum/ 
sporogenes 

A-30,A-49,A-102,A-103,A-117, 
A-119,A-141 

+/+ ++ ++ 

Clostridium perfringens 
A-40,A-41,A-74,A-75 

A-76,A-77 
+/+ ++ ++ 

Clostridium sordellii A-19,A-20,A-21,A-22 +/+ ++ ++ 

Clostridium butyricum/beijerinckii A-114,A-115 +/+ ++ ++ 

Corynebacterium accolens/ 
pseudogenitalium 

A-31 +/- - - 

Propionibacterium acnes A-107,A-137 +/- ++ ++ 

Bifidobacterium longum 

A-11,A-12,A-26,A-35,A-48,A-66, 
A-73,A-95,A-122,A-125, 

+/- - - 

A-98,A-99 +/- + + 

Bifidobacterium adolescentis A-10,A-34,A-72 +/- - - 

Bifidobacterium catenulatum/ 
pseudocatenulatum 

A-123,A-124 +/- - - 

Bifidobacterium animalis A-120,A-121 +/- - - 

Enterobacter aerogenes A-81 +/- - - 

Klebsiella pneumoniae A-80,A-96,HD1,HD2 +/- - - 

Escherichia coli/Shigella flexneri A-13,A-14,A-23,A-24,A-60,A-61 +/- - - 

Stenotrophomonas maltophilia HE1,HE2,HB1,HB3,HB9,HB18 +/- + + 
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4.5- Estudio molecular mediante PCR-DGGE de la microbiota que se 

desarrolla en el medio de cultivo líquido MCG-3  

Sólo un pequeño porcentaje de las bacterias intestinales son aisladas por 

técnicas de cultivo. Por esta razón se llevó a cabo un estudio molecular, mediante 

PCR-DGGE, de la microbiota que se desarrolla en el medio de cultivo MCG-3. Se 

utilizó este medio de cultivo porque era el que estimulaba mayor actividad proteolítica 

microbiana cuando se inocula con muestras fecales y, además, es el medio de cultivo 

donde proliferaba mayor diversidad de bacterias capaces de participar en el 

metabolismo del gluten. Para llevar a cabo este objetivo, después de cultivar el medio 

MCG-3 con las muestras fecales de 7 voluntarios sanos, 5 celiacos activos y 10 

familiares de pacientes celiacos, se extrajo el ADN genómico del cultivo en MCG-3 y 

se empleó como molde en reacciones de PCR empleando los cebadores universales 

HDA1GC/HDA2. Estos oligonucleótidos amplifican un fragmento, de unos 200 pb, 

correspondiente a la región V3 del ADNr 16S (Anexo 1). Seguidamente, los productos 

de PCR generados fueron separados mediante la técnica del DGGE en geles del 10% 

de acrilamida/bisacrilamida en un gradiente desnaturalizante del 35-55% de urea y 

formamida. La electroforesis se realizó con un voltaje constante de 70 V y a una 

temperatura de 60 ºC, durante 15 h. Como resultado, cada muestra generó un patrón 

de bandas en el que cada banda, en teoría, correspondía a una especie bacteriana 

diferente. Se llevó a cabo un análisis comparativo para determinar la similitud entre los 

diferentes perfiles electroforéticos del DGGE empleando el método UPGMA mediante 

el coeficiente de Dice. Se obtuvo un dendograma que reflejó el agrupamiento de las 

comunidades de bacterias de las diferentes muestras. El dendograma se muestra en 

la Figura 4.3. Se analizó si las comunidades bacterianas se agrupaban en función del 

diagnóstico o del consumo del gluten del medio de cultivo. Sin embargo, no 

aparecieron diferencias significativas.  

El dendograma derivado del análisis de los perfiles electroforéticos del DGGE 

para las muestras fecales cultivadas en MCG-3 no muestra un agrupamiento claro en 

función del diagnóstico. En la Figura 4.9 se muestra que la mayoría de pacientes 

celiacos (60%) quedan agrupados en el cluster B junto con un familiar de paciente 

celiaco y un sano. Los otros dos celiacos analizados se reparten de diferente manera: 

el paciente C-4 no se agrupa y se encuentra aislado del resto del árbol, y el paciente 

C-3 aparece en el cluster C. Este cluster agrupa principalmente a los voluntarios sanos 

junto con el cluster E. Los familiares de celiacos aparecen en los clusters A y D. Por 
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tanto, no aparecen diferencias importantes en el cultivo de las muestras fecales en 

MCG-3 a nivel de diagnóstico. Lo mismo ocurre cuando se estudia la agrupación de 

las muestras según el consumo de gluten, tampoco se observa una agrupación clara. 

No obstante la muestra analizada es muy pequeña y el número de bandas que 

aparecen no es muy elevado. 

 

 

Figura 4. 4: Dendograma derivado del análisis de los perfiles electroforéticos del DGGE para las 

muestras fecales de 7 voluntarios sanos, 5 celiacos activos, 7 familiares DQ+ y 3 familiares DQ- 

cultivadas en MCG-3. S: sano, F: familiar de celiaco, C: enfermo celiaco, ND: no degradación, DM: 

degradación media, DA: degradación alta. 

 

Se seleccionaron varias bandas, generadas por la técnica PCR-DGGE, para 

llevar a cabo la identificación molecular de las bacterias que proliferaban en MCG-3. 

Las bandas seleccionadas se muestran en la Figura 4.4. Estas bandas fueron 

amplificadas mediante la técnica de PCR utilizando los oligonucleótidos HDA1/HDA2 

como primers. Los productos de PCR fueron clonados y enviados a secuenciar al 

Servicio de Secuenciación de Ácidos Nucleicos de la Universidad de León. Para 

completar la identificación molecular de cada una de las bandas también se llevó a 

cabo un análisis filogenético (Anexo 3). Muchas de las bandas no se pudieron 

identificar a nivel de especie debido al pequeño fragmento secuenciado (200 pb). Así 
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mismo, se realizó un estudio comparativo entre las distintas especies bacterianas que 

aparecen en función del diagnóstico y del consumo de gluten de la muestra. En la 

Tabla 4.5 se muestra la identificación de las bandas generadas en la PCR-DGGE en 

función del diagnóstico. 

 

 

Figura 4. 5: Bandas del DGGE que fueron identificadas. B: banda seleccionada. Carriles: 

familiares de pacientes celiacos (1,2,5,6,7,8,9,10,13,14), sanos (11,12,17,18,19,20,21), 

enfermos celiacos (3,4,15,16,22). 

 

Como se puede ver en la Tabla 4.5, el MCG-3 favorece el crecimiento de 

bacterias de los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus. Las bandas generadas por 

PCR-DGGE del género Lactobacillus correspondían a 5 especies bacterianas 

diferentes: L. fermentum, L. mucosae, L. ruminis, L. coleohominis/panis/pontis y L. 

helveticus/gallinarum/acidophilus. En cambio, las bacterias del género Bifidobacterium 

pertenecían a B. longum y B. adolescentis/ruminantium/bifidum. Además, 

Bifidobacterium longum fue la bacteria presente en más muestras, 

independientemente del diagnóstico, apareciendo en un 86% de los individuos 

analizados. La mayoría de las bacterias pertenecientes a los géneros Lactobacillus y 

Bifidobacterium habían sido aisladas en cultivo en medio sólido y se había demostrado 

su relación con el metabolismo del gluten. El resto de bandas secuenciadas de la 

PCR-DGGE que correspondían a bacterias aisladas mediante técnicas de cultivo, 

como Enterococcus faecalis o Clostridium perfringens, se había observado que 
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presentaban actividad proteolítica frente al gluten. Por tanto, parece que el MCG-3 es 

un medio idóneo para estudiar las bacterias que participan en el metabolismo del 

gluten. No obstante, se identificaron otras bacterias que no habían sido aisladas en el 

cultivo en medio sólido como Faecalibacterium prausnitzii, Clotridium symbiosum, 

Bacteroides dorei, Mitsuokella jalajudinii y Eubacterium biforme. No es posible 

determinar mediante esta técnica si estas bacterias están relacionadas con el 

metabolismo del gluten. Sin embargo, la proliferación de numerosas bacterias 

relacionadas con el gluten en el MCG-3 podría indicar que éstas utilizan el gluten del 

medio alguna manera o, por otro lado, se aprovechan de los nutrientes generados por 

las bacterias que si metabolizan el gluten.  

 

Tabla 4. 5: Frecuencia de bacterias detectadas mediante PCR- DGGE en muestras fecales de individuos 

sanos (S), celiacos (C) y familiares de pacientes celiacos (F). 

Especie bacteriana Bandas 
S 

% (n=7) 

F 

% (n=10) 

C 

% (n=5) 

Eubacterium hadrum/ Anaerostipes sp. B14 14,28 (1/7) 30 (3/10) 20 (1/5) 

Bacteroides dorei B3 57,1 (4/7) 100 (10/10) 60 (3/5) 

Bifidobacterium adolescentis/ B.ruminantium B12,B23 28,6 (2/7) 10 (2/10) 0 (0/7) 

Bifidobacterium bifidum B13 0 (0/7) 50 (5/10) 0 (0/7) 

Bifidobacterium longum 
B2,B6,B15,B19,B20, 

B22,B26,B28 
71,4 (5/7) 100 (10/10) 80 (4/5) 

Clostridium perfringens B21 0 (0/7) 40 (4/10) 0 (0/5) 

Clostridium symbiosum B31 28,6 (2/7) 30 (3/10) 60 (3/5) 

Enterococcus faecalis B7,B9 0 (0/7) 40 (4/10) 20 (1/5) 

Eubacterium biforme B16 14,28 (1/7)) 30 (3/10) 20 (1/5) 

Faecalibacterium prausnitzii B1,B24 28,6 (2/7) 60 (6/10) 20 (1/5) 

Lactobacillus coleohominis/ L.panis/ L.pontis B10 0 (0/7) 30 (3/10) 0 (0/5) 

Lactobacillus fermentum B4 0 (0/7) 30 (3/10) 0 (0/5) 

Lactobacillus mucosae B30 14,28 (1/7) 10 (1/10) 0 (0/5) 

Lactobacillus ruminis B5,B25 14,3 (1/7) 30 (3/10) 20 (1/5) 

Lactobacillus helveticus/ L.gallinarum/ 

L.acidophilus 
B17,B29 28,6 (2/7) 60 (6/10) 20 (1/5) 

Mitsuokella jalaludinii B18 28,6 (2/7) 20 (2/10 0 (0/5) 

Streptococcus agalactiae B27 28,6 (2/7) 0 (0/10) 0 (0/5) 

 

 

Al analizar las diferentes especies bacterianas que aparecieron en las muestras 

fecales en función del diagnóstico no se detectaron cambios estadísticamente 

significativos. Aparecieron bacterias como Lactobacillus coleohominis/panis/pontis que 

sólo se encontraron en familiares de pacientes celiacos (30%) o bacterias como 
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Clostridium symbiosium que aparecían con mayor frecuencia en pacientes celiacos. 

Sin embargo, estas diferencias no fueron significativas con el análisis estadístico Chi 

cuadrado. Por otro lado, el número de bandas de cada individuo en cada perfil de 

DGGE fue considerado como un indicador de la diversidad de la microbiota capaz de 

crecer en MCG-3. Los familiares de pacientes celiacos fueron los voluntarios que más 

bandas tuvieron con una media de 8,35 bandas. En cambio, los celiacos (media 5,2) y 

los sanos (media 5,14) presentaban menor número de bandas. Sin embargo estas 

diferencias no fueron significativas al aplicar el test U de Mann-Whitney. El mismo 

análisis se llevó a cabo en función del consumo de gluten de cada muestra fecal. No 

se relacionó ninguna bacteria con una mayor actividad degradadora de gluten 

(resultados no mostrados). 

La técnica de la PCR-DGGE permite el estudio de la microbiota fecal capaz de 

proliferar en MCG-3. Sin embargo, no permite conocer la posible relación entra las 

bacterias y el metabolismo del gluten. La mayoría de las bacterias identificadas 

mediante esta técnica habían sido aisladas en MCG-3 sólido y se había mostrado que 

necesitaban el gluten para crecer. Por tanto, parece que el MCG-3 es un buen medio 

de cultivo para estudiar las bacterias fecales que participan en el metabolismo del 

gluten. Sin embargo, tras la secuenciación de las bandas generadas por la PCR-

DGGE, se han identificado bacterias, no aisladas mediante técnicas de cultivo en el 

medio sólido, que se desconoce si participan o no en el metabolismo del gluten. Este 

es el caso de Lactobacillus coleohominis/panis/pontis o Lactobacillus 

helveticus/gallinarum/ acidophilus. Salvo estas bacterias, el resto de especies de 

Lactobacillus identificadas habían sido aisladas en cultivo en medio sólido y se había 

demostrado una relación con el metabolismo del gluten. Además, se han descrito 

cepas bacterianas de Lactobacillus, con actividad hidrolítica frente a las proteínas del 

gluten, que podrían tener interés como probióticos o en la industria alimentaria (93, 

94). Precisamente, Lactobacillus helveticus es una especia bacteriana que presenta 

diversas actividades enzimáticas, como la actividad PEP (257, 293, 294). Por tanto, 

parece factible que las cepas de Lactobacillus identificadas molecularmente mediante 

la técnica de la PCR-DGGE participen en el metabolismo del gluten. Más complicado 

es determinar si bacterias como Mitsuokella jalaludinii, Clostridium symbiosum, 

Bacteroides dorei, Faecalibacterium prausnitzii, Streptococcus agalactiae y 

Eubacterium participan en el metabolismo del gluten. Las bacterias de los géneros 

Bacteroides y Clostridium presentan diversas actividades proteolíticas (207, 223, 295). 

En el apartado anterior hemos visto que las cepas de Clostridium aisladas 

presentaban actividad proteolítica frente al gluten. Además, Sánchez E et al. (237) 
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mostraron que cepas de Bacteroides fragilis eran capaces de degradar gliadinas. Por 

tanto, las bacterias identificadas como Bacteroides dorei o Clostridium symbiosum 

podrían utilizar el gluten del medio. Lo mismo puede ocurrir con Streptococcus 

agalactiae, ya que se han aislado, en el apartado anterior, varias cepas bacterianas de 

Streptococcus que necesitaban gluten para crecer. Además, cepas de Streptococcus 

relacionadas con el metabolismo del gluten han sido aisladas previamente de la 

cavidad oral y del duodeno (136, 234). Por otro lado, no existen referencias 

bibliográficas que describan una actividad proteolítica frente al gluten de 

Faecalibacterium prausnitzii, Mitsuokella jalaludinii y Eubacterium. Sin embargo, si se 

ha descrito que Faecalibacterium prausnitzii es una bacteria intestinal que aparece 

disminuida en las heces de voluntarios sanos llevando a cabo una DSG (236). Por 

tanto, parece posible la relación de Faecalibacterium prausnitzii con el metabolismo 

del gluten. En cambio, aunque Eubacterium y Mitsuokella son grupos bacterianos que 

coloniza el intestino grueso, no se puede determinar si existe una relación con el 

metabolismo del gluten intestinal. 

 

4.6- Discusión general 

Los microorganismos que viven en el tracto digestivo interaccionan con el 

hospedador ejerciendo una influencia vital en el correcto desarrollo bioquímico y 

fisiológico del organismo que colonizan (219). Una de las funciones más importantes 

de la microbiota intestinal es el metabolismo de compuestos no digeribles por las 

enzimas digestivas humanas. Los microorganismos producen diversas enzimas y rutas 

bioquímicas, distintas a las que se encuentran en el huésped, permitiendo así el 

aprovechamiento de alimentos ingeridos en la dieta que no podrían ser utilizados por 

las células del hospedador (231). Se ha demostrado que las bacterias del intestino 

participan activamente en el metabolismo de carbohidratos resistentes a la digestión 

humana (219). Sin embargo, se desconoce el papel de la microbiota intestinal en el 

metabolismo de las proteínas. 

La ingesta de gluten en una dieta occidental es elevada. Aunque se considera 

que la digestión de los compuestos proteicos comienza en el estómago, un estudio 

reciente ha descrito una actividad proteolítica de origen bacteriano en la cavidad oral. 

Esta actividad proteolítica es capaz de hidrolizar péptidos ricos en prolina como los 

que aparecen en las proteínas del gluten. Precisamente, la actividad proteolítica oral 

es capaz de hidrolizar péptidos resistentes a las enzimas digestivas humanas como el 

péptido 33-mer (135). Dentro de las bacterias orales que generaban esta actividad se 
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identificó a Rothia mucilaginosa y Rothia aeria, las cuales eran capaces de digerir 

eficientemente las proteínas del gluten. Además, se mostró que las enzimas de Rothia 

aeria eran capaces de resistir las condiciones ácidas del estómago y reactivarse en el 

intestino delgado (136). Curiosamente, especies de Rothia han sido también descritas 

en el duodeno donde podrían hidrolizar las proteínas del gluten (89). Otras bacterias 

relacionadas con el metabolismo del gluten en la cavidad oral fueron Streptococcus 

mitis, S. pneumoniae, Staphylococcus epidermidis, Bifidobacterium longum, y B. 

dentium (136). Por tanto, la digestión del gluten puede comenzar en la cavidad oral 

gracias las bacterias proteolíticas de la placa dental.  

El principal proceso digestivo de las proteínas tiene lugar en el duodeno. Los 

componentes de origen proteico ingeridos en la dieta, como las prolaminas del gluten, 

son digeridos en productos de menor tamaño al llegar al duodeno. Esta función la 

llevan a cabo las enzimas pancreáticas y del cepillo intestinal generando compuestos 

fácilmente absorbibles por los enterocitos (22). Sin embargo, estudios in vitro han 

demostrado que las prolaminas del gluten son resistentes a las enzimas digestivas 

humanas (137). La hidrólisis de los enlaces peptídicos en los que participan residuos 

de prolina se produce, entre otras, por la actividad prolilendopeptidásica. Las enzimas 

proteolíticas humanas presentes en el tubo digestivo carecen de esta actividad (24, 25, 

141). Por tanto, péptidos relativamente grandes, ricos en prolina y glutamina, 

permanecen en el intestino delgado humano y pueden convertirse en sustrato de las 

bacterias duodenales. Aunque hay una menor diversidad microbiana en el intestino 

delgado con respecto al intestino grueso, la elevada concentración de proteínas en el 

lumen puede hacer que proliferen bacterias proteolíticas (122). De hecho se han 

descrito proteasas microbianas capaces de hidrolizar gluten en la mucosa duodenal. 

Sin embargo estas proteasas sólo se han observado en pacientes con EC (142). En un 

estudio reciente se han aislado bacterias duodenales capaces de crecer en medios 

con gluten como única fuente de nitrógeno. La mayoría de las bacterias aisladas 

pertenecían al género Streptococcus. Además, también aparecieron especies como 

Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus hominis con actividad proteolítica frente 

al gluten (234). Por tanto, la microbiota duodenal podría tener un papel importante en 

el metabolismo del gluten. Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral muestran 

que en el intestino de humanos aparecen bacterias proteolíticas capaces de participar 

en el metabolismo del gluten. Aunque estas bacterias se han aislado de muestras 

fecales, por lo que es más probable que procedan del intestino grueso, no se puede 

descartar que alguna de las cepas forme parte de la microbiota duodenal, participando 
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activamente en el metabolismo del gluten. De hecho, se ha descrito que la microbiota 

fecal puede reflejar en parte la composición de la microbiota del intestino delgado (86). 

La resistencia de las proteínas del gluten a las enzimas digestivas humanas 

permite la llegada de gluten parcialmente digerido al intestino grueso donde hay una 

extensa y compleja microbiota (144). En esta Tesis Doctoral se ha descrito una intensa 

actividad glutenásica fecal. Además, las muestras de heces eran capaces de hidrolizar 

péptidos resistentes a las enzimas digestivas humanas, como el péptido 33-mer. En 

base a estos resultados, se especuló que las proteasas bacterianas podrían llevar a 

cabo la digestión de los péptidos resistentes del gluten. Precisamente, en este 

Capítulo se muestra que el cultivo de las muestras fecales en los medios MCG era 

capaz de eliminar, en mayor o menor medida, el contenido de gluten del medio. 

Estudios previos han mostrado que bacterias del grupo de las bifidobacterias, así 

como del género Bacteroides, podrían hidrolizar péptidos del gluten en el intestino 

grueso (110, 145, 146). En esta Tesis Doctoral se han descrito un total de 144 cepas 

bacterianas relacionadas con el metabolismo del gluten, que pertenecen a 35 especies 

bacterianas diferentes. La mayoría de las bacterias aisladas corresponden a los 

géneros Bifidobacterium, Lactobacillus, Enterococcus, Staphylococcus y Clostridium. 

Además, se mostró que cepas bacterianas de Bacillus, Clostridium, Propionibacterium, 

Stenotrophomonas, Enterococcus, Staphylooccus y Pediococcus presentaban 

actividad proteolítica frente al gluten. Se ha observado que alguna de estas bacterias 

son capaces de hidrolizar péptidos resistentes a las enzimas digestivas humanas 

pudiendo generar compuestos fácilmente absorbibles por el hospedador (resultados 

no mostrados). Sin embargo, estos compuestos proteicos generados en el intestino 

grueso no pueden ser aprovechados por el hospedador porque, en condiciones 

normales, el tracto bajo del intestino parece que no es capaz de absorber 

aminoácidos, dipéptidos ni tripéptidos. De modo que estos compuestos quedan 

principalmente para el metabolismo bacteriano o son excretados por las heces. 

Por otro lado, las bacterias aisladas en esta Tesis Doctoral también pueden 

tener gran importancia en el tratamiento de la EC. Actualmente, el único tratamiento 

aceptado para la EC es una dieta completamente libre de gluten (17). En la mayoría 

de los pacientes, el cumplimiento estricto de la DSG conduce, en pocos meses, a la 

recuperación de la mucosa del intestino delgado (34). Sin embargo, la eliminación del 

gluten ingerido en la dieta es realmente complicada; además, este tratamiento puede 

tener un impacto negativo en la calidad de vida del paciente (10). Por tanto, aunque 

una dieta libre de gluten es segura y efectiva para la mayoría de los pacientes 

celiacos, la presencia de estas complicaciones hace necesaria la aparición de 
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tratamientos innovadores para la EC (10). El uso de microorganismos y proteasas 

bacterianas puede ser una de las alternativas para el tratamiento de la EC. Se han 

descrito cepas bacterianas capaces de reducir las fracciones inmunogénicas del gluten 

durante el pretratamiento de la masa madre en la elaboración del pan (92) y se ha 

propuesto el uso de proteasas bacterianas en la terapia enzimática oral, que consiste 

en la actuación de enzimas proteolíticas capaces de hidrolizar el gluten en la parte alta 

del tracto digestivo (67). Además, el uso de bacterias probióticas con la capacidad de 

atenuar el proceso inflamatorio que generan los péptidos del gluten en pacientes 

celiacos también es de interés (296). El cuerpo humano, y más concretamente el 

tracto gastrointestinal, es un enorme reservorio de microorganismos cuya contribución 

a la salud y al bienestar humano, incluyendo aspectos digestivos, es cada día más 

reconocida (136). En esta Tesis Doctoral se han aislado varias cepas bacterianas 

capaces de hidrolizar el gluten y que pueden tener un alto interés biotecnológico para 

el tratamiento de la EC. Precisamente, cepas proteolíticas de Bifidobacterium y 

Lactobacillus, como las que se aislaron en MCG, se están empezando a utilizar 

actualmente (92-94, 109, 110). No obstante, el uso de estas bacterias está supeditado 

a muchos factores como: la aparición de genes de virulencia, la capacidad de 

hidrolizar péptidos tóxicos del gluten o la funcionalidad en el tracto digestivo humano. 

Por tanto, el uso de las bacterias fecales en el tratamiento de la EC requiere un 

estudio exhaustivo e individualizado de cada bacteria. 
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El objetivo de esta Tesis Doctoral fue el estudio de la actividad metabólica de la 

microbiota intestinal asociada al consumo de gluten en humanos. De los resultados 

obtenidos en este trabajo podemos concluir: 

1- Existe una correlación entre la ingesta de gluten en la dieta, algunas 

actividades proteolíticas intestinales y el gluten excretado por las heces. 

 

2- En el intestino humano aparecen actividades proteolíticas diferentes a 

las que generan las enzimas digestivas humanas. Pese a ello, el gluten no se digiere 

completamente en el tracto gastrointestinal y se excreta en las heces. 

 

3- Los pacientes celiacos parecen mostrar un metabolismo del gluten 

alterado que se refleja en un incremento de actividades proteolíticas intestinales, en un 

desequilibrio en los AGCC y en una reducción del gluten excretado por las heces. 

 

4- Los pacientes celiacos y los familiares de pacientes celiacos presentan 

una actividad metabólica microbiana similar, que difiere a la que se obtiene en 

voluntarios sanos, como refleja la excreción de los AGCC fecales 

 

5- En el tubo digestivo humano hay una gran diversidad de especies 

bacterianas con capacidad para participar en el metabolismo del gluten. 
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ANEXOS 
 

  



 
 

 



 

ANEXO 1: Secuencia del gen ARN ribosomal 16S de Escherichia coli. Las zonas 
sombreadas de color gris representan zonas de varibilidad, mientras que las regiones 
coloreadas y subrayadas se corresponden con los cebadores universales empleadas en los 
diferentes experimentos.  

 

AAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCG

AACGGTAACAGGAAGAAGCTTGCTTCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGG

AAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGA

CCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGT

GGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA

ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAG

CCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGA

GGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACT

CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGC

GCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGA

TACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA

GATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAA

GCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAG

GTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGC

CGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT

TCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACGGAAGTTTTCAGAGATGAAAAGG 
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ANEXO 2: Árbol filogenético correspondiente de las bacterias secuenciadas a partir de las 

bandas generadas por la técnica PCR-DGGE del medio MCG-3 

 

 Lactobacillus panis

 Lactobacillus pontis

 Lactobacillus coleohominis

 B10

 B30

 Lactobacillus mucosae

 B4

 Lactobacillus fermentum

 B5

 B25

 Lactobacillus ruminis IMAUFB044

 B29

 B17

 Lactobacillus helveticus

 Lactobacillus crispatus

 Lactobacillus gallinarum

 Streptococcus sp. S4-S1

 Streptococcus agalactiae

 B27

 B7

 B9

 Enterococcus faecalis

 B24

 Faecalibacterium prausnitzii

 B1

 B21

 Clostridium perfringens

 B18

 Mitsuokella jalaludinii

 B31

 Clostridium symbiosum

 B14

 Anaerostipes sp. 5 1 63FAA

 Eubacterium hadrum

 B16

 Eubacterium biforme DSM 3989

 B3

 Bacteroides dorei

 Bifidobacterium sp. SLPYG-1

 Bifidobacterium ruminantium

 Bifidobacterium adolescentis 11-6-E

 B23

 B12

 B13

 Bifidobacterium bifidum

 B20

 Bifidobacterium longum

 B19

 B6

 B2

 B15

 B22

 B26

 B28

 Bifidobacterium longum JCM 1250
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