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Evolucion en el numero de citaciones de
“Dieta sin Gluten”
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Asegureme
que NO he
__comido gluten




Monitorizacion de la Dieta Sin Gluten

Cumplimiento, mas un deseo que una realidad...

Lo siento, Le aseguro doctor,
meti la pata que hago bien la dieta
Entre los que dicen
Transgresiones hacerlo bien
comunicadas 36% - 55%
32.6-55.4% no alcanzan

i e @ remision histélogica

Silvester JA et al 2007
Barratt SM et al 2011
Hall et al 2013

11



Monitorizacion de la dieta sin gluten hoy

Olvidos... =

1. Encuesta nutricional < ©misiones....= =

Falseada... ==itssE=
Tediosa... =~ .. =

Positivo tardio
2. Serologia 4 Extraccion de sangre
Falsos +/-

3. Biopsia -[ Costoso, consume recursos
hospitalarios, incomodo

4. Test Permeabilidad o calprotectina Inespecifico
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Repetible y consistente.
OBJETIVOS para un

* Ser precoz.

* No medir “consecuencias”
de la ingesta.

nuevo método
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Pasos para conseguir un nuevo biomarcador

Hacia una modificacion de nuestra prdctica clinica




L Gliadina

33-mer peptide @

Capacidad lesiva para el intestino

Comino et al 2007

< i |

Inusualmente rica en residuos de
glutamina y prolina

. 8

Aminoacidos implicados en la
patogenia de la EC

. 8

Hidrdlisis parcial por enzimas
gastrointestinales

. 8

Generacion péptidos toxicos GIP
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(GIP ~Gluten Immunogenic Peptides

Gliadina y GIP
(Gluten Immunogenic Peptides)

GIP: péptidos que generan la mayor parte de la
reaccion inmunotoxica frente a gluten.

Son fragmentos resistentes a la digestion.

Generan una cascada de reacciones
inmunoldgicas.

Los GIP mas activos son reconocidos por el
anticuerpo G12

G12 se usa para identificar gluten en alimentos
y en muestras humanas







Si probamos el
transito...

U

Podemos probar la
ingesta

U

Técnicas
inmunocromatograficas y
ELISA competitivo basadas
en anticuerpo anti-gliadina
33-mer G12



Monitorizacion in vivo de los péptidos y proteinas del gluten en heces de individuos sanos
tras una dieta controlada de gluten

15 sujetos sano®™® Dieta no estandarizada !/Anélisis hece.s.medie?nte C12m) Se detecta gluten
competitivo y tiras

inmunocromatograficas

con gluten en heces

Tiempo de transito intestinal de los péptidos toxicos

900 T |

A
2400 + |
Individuos en o T | DSG durante 1
dieta normal % o b semana
con gluten g

L |:| I:I
LD : 5.4 ng 33EPs/g heces 9 I:l — — PR—

Dias

GIP indetectables en 2-4 dias



Monitorizacion in vivo de los péptidos y proteinas del gluten en
heces de individuos sanos tras una dieta controlada de gluten

Control Control Dieta normal DSG DSG+9g DSG+30g
negativo positivo con gluten gluten gluten

Dieta normal con gluten > 500 ppm

DSG <NDG
N1 Dpsg+9g >250 ppm
DSG+30¢g >500 ppm
r &
©) OOQQ\} & \‘v@Q
@Q§ «‘&\ QQ\} QQs
& & & o o o
S F S QLSS
37 kDa .
|- l || * Western blot confirma :
1. POSITIVO en Dieta Con Gluten
20 kba 2. NEGATIVO en Dieta Sin Gluten
15 kDa




Monitorizacion in vivo de los péptidos y proteinas del gluten en heces de individuos sanos
tras una dieta controlada de gluten

30 -

| |

Hay correlacion

entre la cantidad de gluten
ingerido y excretado a

N
o
L

ng 33EPs/mg heces
) &

T
V& LI ==
través de las heces ‘= T -
0 - —
I I T T
Dieta DSG DSG+9g DSG+30g
normal con gluten gluten
gluten
Determinacion de la cantidad minima detectable en heces
Dosis crecientes de gluten (desde 50 mg a 1 g de gluten/dia)

Ingesta de cantidad de gluten conocida (25 mg)

Dosis superiores a 50 mg de gluten fueron detectadas mediante métodos G12



Monitorizacion de la dieta en pacientes celiacos

Fuera del laboratorio...

sfuncionara?

* Monitorizacion de la dieta libre de gluten en 50 pacientes celiacos

* 43 con EC en seguimiento con DSG de mas >2 afios (veteranos)

42 pacientes < NDG, 1 paciente > 6 ppm gluten —/ Transgresion de dieta

* 7 pacientes con EC activa con dieta normal con gluten (al diagnostico)

Se detecto gluten en todas las muestras




Las bases. Paper 1.
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DELIAC

METODOS PARA LA MONITORIZACION DEL CUMPLIMIENTO DE LA DIETA EN CASOS DE
INTOLERANCIAS ALIMENTARIAS MEDIANTE LA DETECCION DE NUEVOS MARCADORES
SEROLOGICOS Y DE PEPTIDOS ALIMENTICIOS

Este estudio es un proyecto cofinanciado por el subprograma INNPACTO, del
Ministerio de Ciencia e Innovacion, y por el Fondo Europeo de Desarrollo
Regional (FEDER)
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— Evaluar el método desarrollado para proponerlo como marcador de

la adherencia a la dieta sin gluten




~ [Ensayo Clinico DELIAC

Monitorizacion de GIP en relacion a la duracion de la DSG

104
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H E B0, 160,30 pg 518 /g sarmple
B E 40 DN
g W0 30 ug GIPYE sample

I-=3 wears 2-5 years > 5 years

25% 33,3% 36,8%

DSG > 5 anos mas propensos a tener GIP +
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(1] IBELIAC Sintomas en celiacos con DSG

15 -

4

10 -

Percentage of patients without clinical response

o.

GIP Negative GIP Weak Positive GIP Positive

4-5 mas clinica en individuos con GIP + en heces que en GIP-



" [Ensayo Clinico DELIAC-01-2012

Estudio de transgresiones en 188 Pacientes celiacos con >1 ano en DSG

100 -
9 <0.16 nug/g
=
S 80 - 40.0 0.16-0.30 ug/g
5 5
o E - 73.8 71.1 . >0.30 pg/e
2 = 87.5 84.2
'Eg 40 -
0 O
%‘ 20 - 14.3
k7 62 10.5
D a
0 6.3
Men Women
| J | J
| |
0-3 years old 4-12 years old =13 years old
12.5-15.8% 26.2-28.9% 31.5-60%
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DELIAC Transgresiones >1 ano en DSG




I€Gnciusiones Ensayo Clinico DELIAC-01-2012

La mayoria de los celiacos diaghosticados y en
supuesta DSG son negativos en anti-tTG a pesar
de que transgreden la dieta

| AntitTTG+ | AntitTTG-

GIP + 25% 75%
GIP - 10% 90%
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I€Gnciusiones Ensayo Clinico DELIAC-01-2012

La mayoria de los celiacos diagnosticados y en
supuesta DSG son negativos en anti-tTG a pesar
de que transgreden la dieta

| AntitTTG+ | AntitTTG-

GIP + 75%

30




Conclusiones Ensayo Clinico DELIAC-01-2012

Reducir el nivel de gluten ingerido...
* Es suficiente para disminuir los niveles de antiTTG y
antiDGP hasta niveles negativos.

pero ...
* No es suficiente para asegurar la ausencia de
exposicion de |la mucosa a péptidos toxicos

T P v Ty o B T et T W Ty e Ty I T LT

T

La forma mas especifica y eficaz de verificar la dietasin |
gluten (DSG) es determinando GIP excretado




GIP en heces. Paper 2.
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Fecal Gluten Peptides Reveal Limitations of Serological

Tests and Food Questionnaires for Monitoring
Gluten-Free Diet in Celiac Disease Patients

Isabel Comino, PhD!, Fernando Fernandez-Bafares, MD, PhD2, Maria Esteve, MD, PhD?, Luis Ortigosa, MD, PhD®, Gemma Castillejo,
MD, PhD*, Blanca Fambuena, MS®, Carmen Ribes-Koninckx, MD, PhD®, Carlos Sierra, MD, PhD, Alfanso Rodriguez-Herrera, MD, PhD#,
José Carlos Salazar, MD®, Angel Caunedo, MD', J.M. Marugén-Miguelsanz, MD, PhD", José Antonio Garrote, MD, PhD'2,
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Mercé Rosinach, MD, PhD2, Verdnica Segura, BSc!, Francisco Letn, MD, PhD®, Jorge Marinich, PhDY, Alba Mufioz-Suano, PhDY,
Manuel Romero-Gomez, MD, PhD®, Angel Cebolla, PhD" and Carolina Sousa, PhD!

OBJECTIVES:  Treatment for celiac disease (CD) is a lifelong strict gluten-free diet (GFD). Patients should be
followed-up with dietary interviews and serology as CD markers to ensure adherence to the diet.
However, none of these methods offer an accurate measure of dietary compliance. Our aim was
to evaluate the measurement of gluten immunogenic peptides (GIP) in stools as a marker of GFD
adherence in CD patients and compare it with traditional methods of GFD monitoring.

METHODS: We performed a prospective, nonrandomized, multicenter study including 188 CD patients on GFD
and 84 healthy controls. Subjects were given a dietary questionnaire and fecal GIP quantified by



GIP en orina como biomarcador

Funciona?

Paso inicial, voluntarios sanos

ng GIP/ml urine

160 -

120 -

80 -

40 -

Day 1

Day 2 Day3 Day4 On
Gluten

GFD

I

Time (h)



GIP en Orina,como biomarcador
Funciona?

Paso inicial, voluntarios sanos

Day 1 Day 2 Day3 Day4 On

160 -
Gluten

120 7
GFD

80 -

ng GIP/ml urine

40 -




Modificando nuestra practica meédica

s correlacion
entre GIP y dano en Ia
mucosa? P




Dietary transgressions in adult celiac patients:
correlation with mucosal damage

GIP level vs Atrophy Adult celiac

patients (n=25)
100% | on alleged GFD

% patients
3

Marsh0  Marshl  MarshII-II
Adult Celiac patients (n=25) on alleged GFD



L GIP en orina. Paper 3.
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Detection of gluten immunogenic peptides in the
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"Facultad de Farmacia, ABSTRACT
Departamento de Objective Gluten-free diet (GFD) is the only Significance of this study
Microbiologia y Parasitologia, management for coeliac disease (CD). Available methods
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Spain to assess GFD compliance are insufficiently sensitive to
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Modificando nuestra practica medica

Uso del test de deteccion de gluten en heces

rante el diagndstico de la enfermedad celiaca: para asegurar que
una cantidad de gluten suficiente ha sido ingerida

as el diagnostico: para verificar una correcta adherencia a DSG.

ando los sintomas no se han eliminado por completo tras seguir
a DSG: para identificar fuentes de ingestion involuntaria de gluten

Cuando la seroldgia es positiva tras mas de 1 ano en DSG




L Modificando nuestra practica médica

Uso del test de deteccion de gluten en heces

ra descartar Enfermedad Celiaca Refractaria: si se detecta GIP en
heces probablemente hay mal cumplimiento de la DSG.

ara mostrar exposicion al gluten en ensayos clinicos para nuevas
terapias para la EC.

Para determinar si los pacientes han disminuido de manera
significativa los niveles de GIP en heces desde el diagndstico.

DSG en pacientes con sensibilidad al gluten no-celiaca.




Modificando nuestra practica medica

VER EL MUNDO DESDE OTRA
PERSPECTIVA

YOU MUST




Caso 1 Pediatrico: Sintomatologia persistente

DIAGNOSTICO EXPLORACION FiSICA PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

Edad: 7 Afos BEG, sin aspecto de enfermedad. Hidrogeno espirado H2 (malabsorcion de
) ) Persiste dolor, actualmente tiene lactosa): normal, Ac proteinas de la leche:

Enfermedad celiaca desde hace 2 afios mala respuesta a la exclusién de lactosa. positivo.

(AntitTG IgG positivos/Biopsia Marsh llIb).

Anticuerpos EC: anti-Gliadina IgA y anti-
tTG IgA negativos.

Sin GIP Con GIP

Transgresion
de la dieta

E alergia |
= una

e [T pescart

| nas? I escartamos

.1 vacu -ﬁl ’ )

| = | \/ otras patologias
éEsunfalso No mas pruebas

negativo de [ ; :
invasivas

serologia? v
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Caso 2 Pediatrico: Sintomas neurologicos

DIAGNOSTICO

Nina

diagnosticada

como celiaca e

hipoplasia de vermix cerebeloso

6 anos en DSG

contaminada ‘

—

¢Transgresién

pesealos = dietética?
controles?

;

¢Otras
afectaciones
neurolégicas?

EXPLORACION FiSICA

Trastorno severo de la marcha al debut de
la enfermedad que revirtié en pocas
semanas con DSG

EVOLUCION

Tras 1 semana de comedor escolar, la
familia aprecia claro deterioro en Ia
marcha y cansancio precoz.

Sospechan de contaminacion en el
comedor escolar. La direccion niega
contaminacion.

Con GIP

Transgresion
de la dieta

Comedor

\__  contaminado

No mas pruebas
\___/ complementarias
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Caso 3 Pediatrico: Reaparicion sintomas digestivos

DIAGNOSTICO

Nina 12 anos celiaca.

Padre celiaco. La madre es instructora de

dieta sin gluten

EXPLORACION FiSICA
Reaparicion de dolor abdominal.

Sospechan contaminacion de la dieta (en
el tltimo ano el padre ha pasado de
Marsh 0 a Marsh 1).

f

Sin GIP
== ;!A =70 .
= = || — ]
’ b .
“ ;Sintomnas 41 cTransgresion
| debidos 2 |‘ dietética a
‘ 'm'\eni‘
 sobrecred! . Pesardela
! 1 | . .
o bacter\aﬂg %‘i‘ experiencia
. persistent® 1 familiar?

¢Otras
afectaciones
digestivas?

PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

Test de hidrégeno revela sobre-
crecimiento bacteriano y tras ciclo de
metronidazol persisten sintomas

Con GIP

Transgresion
de la dieta

Foco
identificado

No mas pruebas
complementarias

CCe®

43



Caso 4 Pediatrico: Anti transglutaminasa persistente

DIAGNOSTICO

Edad: 17 Anos

Celiaquia en seguimiento. Anticuerpos
antitransglutaminasa IgA positivo debil
mantenido. Tiroiditis de Hashimoto

EXPLORACION FiSICA
BEG, sin aspecto de enfermedad.

La chica dice que es estricta con el
cumplimiento de la dieta. La madre no se
fia del cumplimiento de su hija
adolescente.

EVOLUCION

Anticuerpos : antitransglutaminasa
positivo 9,2 (normal hasta 7)

AC ANTITIROGLOBULINA >500.

ANTITPO: >1300.

TSH,T4L normal

dietética?

¢Falso positivo
por
autoinmunidad?

¢Transgresién

Con GIP

NO transgresion
de la dieta

No mas pruebas
\/ complementarias
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- -ara el seguimiento DSG

TES
i

= O

e Ingesta de

gluten

GIP en heces @ Sin

ingesta

Transgresiones periddicas,
involuntarias, repetidas en
el tiempo. 2 - 7 dias

GIP en orina

Transgresiones puntuales,
sospecha de
contaminacion. 2h - 48h

45



Seguimiento de Pacientes Celiacos

diag |¢olstico A 3-6 meses Anualmente
EMA -
TTG-IgA . -
DGP-IgG - -
CBC e
Estudios de Fe - -
TSH+ T4 -
Vitamina D - -
Revision Dietista -
GIP heces/orina | L5

—

Hacia una modificacion de nuestra prdctica clinica
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