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DESCRIPCION

PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DEL ESTADO DE
PERMEABILIDAD INTESTINAL
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion pertenece al campo médico, andlisis clinicos, produccion y
comercializacién de productos y servicios sanitarios, asi como la investigacion basica y
clinica sobre el sistema digestivo. Particularmente, la presente invencion hace referencia a un
método in vitfro para evaluar el estado de la permeabilidad intestinal de un sujeto vy,
consecuentemente, para el diagnostico de enfermedades o disfunciones asociadas o que
pueden cursan con hiper-permeabilidad intestinal tales como (lista no exhaustiva):
enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn, sindrome del intestino irritable, colitis
microscdpica dispepsia funcional, atrofia vellositaria cronica/aguda por tratamientos cronicos

con algunos farmacos y/o hipersensibilidad alimentaria no mediada por IgE.
ESTADO DE LA TECNICA

La barrera intestinal es fundamental en la salud humana y constituye la interfase entre el
exterior y el medio interno del cuerpo. Una barrera intestinal funcional permite la absorcion
de nutrientes y liquidos, pero al mismo tiempo bloquea que sustancias nocivas como toxinas,
bacterias o virus atraviesen el epitelio intestinal, y puedan dafiar el organismo. Una
permeabilidad intestinal alterada se ha asociado con varias condiciones crénicas como la
enfermedad intestinal inflamatoria, el sindrome de intestino irritable, la enfermedad celiaca, y
otras patologias que se originan en el tracto gastrointestinal, pero también enfermedades

como Alzheimer y Parkinson.

Las vias de penetracion de algunos antigenos insuficientemente digeridos o incluso bacterias
y/o virus son la via paracelular (a través del espacio intercelular presente entre las células) o
la via transcelular (atravesando de las células epiteliales del intestino). El incremento de la
permeabilidad intestinal a macromoléculas estd asociado a una variedad de condiciones

inflamatorias.

El lado luminal del intestino estd revestido por células epiteliales, que promueven la
absorcion de agua y nutrientes; el epitelio también proporciona una barrera dinamica y
semipermeable entre la microbiota luminal y el huésped. La barrera estd formada por
membranas de células epiteliales individuales y proteinas de unién estrecha que sellan el

espacio paracelular entre células adyacentes. Por tanto, la permeabilidad de esta barrera esta
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regulada por la integridad de las membranas plasmaéticas celulares y de las uniones estrechas,
asi como por los procesos de las células epiteliales que median la secrecion y la absorcion.
Las moléculas pequeiias (<300 Da) y los electrolitos cruzan pasivamente la barrera de union

estrecha.

La permeabilidad de 1a membrana se puede ver alterada por algunos estimulos fisiologicos y
patologicos. Durante la homeostasis, el epitelio intestinal absorbe nutrientes mientras
previene eficazmente la translocacion de bacterias intraluminales. Sin embargo, algunas
condiciones patologicas (p. €., toxinas o inflamacion intestinal) pueden aumentar el
transporte paracelular e incrementar la permeabilidad de la barrera intestinal, lo que presenta
el riesgo de una absorcion de nutrientes ineficaz y una falla en la prevencion de la
translocacion de bacterias luminales y sus productos (también llamados patrones moleculares
asociadas a patogenos o PAMP). Esto puede provocar enfermedades intestinales cronicas, asi
como afectar a 6rganos distales que drenan y filtran las bacterias translocadas y los PAMP

asociados.

La hiper-permeabilidad intestinal puede causar inflamacion sistémica, la cual puede conducir

a varias condiciones clinicas incluyendo:

. Alergias o sensibilidades alimentarias.

. Sensibilidad al gluten y enfermedad celiaca.

. Enfermedad inflamatoria intestinal (enfermedad de Crohn o colitis ulcerativa).

. Enfermedades autoinmunes (artritis reumatoide, psoriasis, diabetes tipo 1,

espondilitis, etc.).
. Disfuncién cognitiva (ansiedad, depresion, esquizofrenia, etc.).

. Condiciones neurologicas (Sindrome de Guillain-Barré, esclerosis multiples, etc.).
Los métodos conocidos para determinar la permeabilidad intestinal mas comunes son:

1. EI test de lactulosa/manitol o lactitol/manitol, que existe desde hace mas de 40 afios y
mide la capacidad de dos moléculas de aziicar o derivados de atravesar el epitelio
intestinal: lactulosa (un isémero de lactosa) y manitol. El manitol es una molécula de
azucar pequefia que es facilmente absorbida, mientras que lactulosa es una molécula mas
grande que no es absorbida de forma efectiva. Tras la recoleccion de una muestra de orina
de control basal, el paciente ingiere lactulosa y manitol. A continuacion, se cuantifica la
concentracidn de lactulosa y manitol en la orina recogida durante las 6 horas posteriores a

la ingesta. Es un método econdémico y de facil realizacion, ya que las muestras de orina se
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pueden recoger en el domicilio del paciente. Sin embargo, tiene como inconvenientes que
mide la permeabilidad de pequefias moléculas de azicares que no tienen actividad
inmunogénica, por lo que no permite analizar la capacidad de macromoléculas
antigénicas de pasar la barrera epitelial, las cuales causan y exacerban las condiciones
inflamatorias subyacentes, y las enfermedades autoinmunes. La lactulosa tiene ademas
bajo peso molecular, y la transferencia de esta sustancia a través de la barrera intestinal no
refleja la transferencia de proteinas alimentarias y el conjunto de la respuesta inmune.
Ademas, la ingestion de lactulosa puede exacerbar los sintomas asociados al
sobrecrecimiento bacteriano (SIBO), considerandose ademés como un prebiodtico. Por
otra parte, requiere de técnicas, algunas de ellas complejas, como cromatografia liquida
de alta eficacia (HPLC), cromatografia de gases o espectrometria de masas tdndem
(MS/MS). Por ultimo, es necesario que el paciente realice una dieta compleja debido ala
elevada presencia de manitol de forma natural en alimentos de origen vegetal (frutas,

verduras y legumbres, entre otros).

2. Los indicadores macromoleculares de permeabilidad intestinal, que permiten la
valoracion de moléculas que pueden ser antigénicas. La presencia de anticuerpos
especificos frente a dichas moléculas podria revelar un posible incremento de la
permeabilidad intestinal en algiin evento pasado. Entre ellas se encuentran:

a. Lipopolisacaridos (LPS) son moléculas grandes que se encuentran en la
membrana externa de las bacterias gran-negativas. Son endotoxinas y si se
absorben provocan una fuerte respuesta inmune. La deteccion por anticuerpos
de LPS indica infiltracién de las endotoxinas a través de la barrera intestinal a
la circulacion sistémica.

b. Ocludina es un componente mayoritario de las proteinas que mantienen las
uniones estrechas entre células intestinales. La deteccion por anticuerpos
frente a dichas ocludinas indicaria rotura de las uniones estrechas (ruta
paracelular).

c. Zonulina. Se ha propuesto que es una proteina que regula la permeabilidad
intestinal. La deteccion por anticuerpos contra zonulina indica que la
regulacion de las uniones estrechas esta deteriorada (ruta paracelular).

d. La red de actomiosina es un complejo proteico que regula la funcion de la

barrera intestinal manteniendo la plasticidad de las uniones estrechas.
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Los anticuerpos frente a la actomiosina son biomarcadores de la desregulacion
de la barrera intestinal via infiltracion celular (ruta transcelular).
e. El LBP (proteina de union a lipopolisacaridos). Se ha determinado que esta

proteina se une al LPS, y se puede medir en sangre.

Se ha sugerido que estos indicadores permiten identificar el nivel de intestino
permeable y sus causas (LPS o sobrecrecimiento bacteriano vs estrés o sensibilidad

alimentaria).

Generalmente, cuanto mdas grande sea la molécula, menos probable es que tenga
acceso a la circulacion sistémica. Las mediciones de anticuerpos estan influenciadas
por el uso de esteroides. Por lo tanto, el paciente tiene que dejar de usarlos de forma
oral o via topica durante al menos 60 dias antes del analisis. Los valores de
referencias ademas estan solo basados en adultos, esto lo hace complicado de aplicar
cuando se usa para poblacidn pediatrica porque no existen rangos de valores normales

conocidos.

3. Medidas directas de zonulina en suero o sangre. La zonulina circulante (vs.
anticuerpos frente a zonulina) no muestra falsos negativos con el uso de esteroides
orales o tdpicos, pero podria incrementarse su nivel con el uso de corticosteroides
dando potenciales falsos positivos para la permeabilidad intestinal. Los niveles de
zonulina son altos en personas obesas y en intolerancia a la glucosa, mostrando

potenciales falsos positivos para la permeabilidad intestinal.

Por todo ello, lo ideal es encontrar un método para evaluar el estado de la permeabilidad
intestinal que esté basado en proteinas o péptidos inmunogénicos procedentes de alimentos
habitualmente ingeridos para monitorizar enfermedades asociadas a cambios de

permeabilidad.

La presente invencion se dirige a solventar estos problemas técnicos relativos a las
metodologias actuales (que no miden la capacidad de entrada de péptidos antigénicos
alimentarios, son mas invasivos, costosos, indirectos y/o laboriosos) y propone una nueva

estrategia para evaluar el estado de la permeabilidad intestinal de un sujeto.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION
Breve descripcion de la invencion

La presente invencion hace referencia a un método in vifro para evaluar el estado de la
permeabilidad intestinal de un sujeto y, consecuentemente, para el diagndstico de
enfermedades o disfunciones asociadas o que cursan con hiper-permeabilidad intestinal
incluyendo enfermedades como la enfermedad celiaca, la enfermedad de Crohn, sindrome de
intestino irritable, colitis microscopica dispepsia funcional, atrofia vellositaria cronica/aguda
por tratamientos cronicos con algunos farmacos, hipersensibilidad alimentaria no mediada
por IgE, y también como factor de riesgos de algunas enfermedades neurodegenerativas

como Alzheimer, el Parkinson o la esclerosis multiple.

Actualmente, no es posible realizar de forma satisfactoria una determinacion de los valores de
referencia individuales y sus alteraciones en la permeabilizacidén intestinal a moléculas

grandes como proteinas o grandes péptidos alimentarios con capacidad inmunogénica.

Asi, la presente invencion hace referencia a un método in vifro para determinar el grado de

permeabilidad intestinal, mediante el siguiente procedimiento general secuencial:

*  Paso 1: Mantener una dieta sin gluten durante al menos 16 horas, preferentemente
32, en las que al menos las ultimas 8 sean en ayuno.

»  Paso 2: Ingerir una cantidad definida de gluten en polvo en suspension o hidrolizado,
(al menos 0,5 g, y preferentemente 10g) en un medio fluido (agua, batido, yogurts,
etc.).

»  Paso 3: Recolectar todas las orinas durante al menos 8 horas, en las que durante al
menos 4 horas se sigue manteniendo el ayuno y la dieta sin gluten.

*  Paso 4: Medir el volumen de orina recolectado y la cantidad de gluten en la orina
recolectada con un procedimiento que detecte menos de 15 ng/ml de gliadina (como
proteina que se usa como patrén analitico del gluten) en orina.

*  Paso 5: Comparar los valores de gluten excretado con unos valores de referencias
internos (del mismo individuo) o promedios de individuos sanos y otros de
referencia con permeabilidad a péptidos del gluten alterado. Si hay mas péptidos del
gluten en la orina del valor de referencia interno, significa que el individuo no ha
mejorado su permeabilidad intestinal. Si se compara con el promedio
correspondiente de su grupo de estudio de referencia (edad, género) y da un valor

superior de péptidos del gluten a los margenes de normalidad, el individuo tendra
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hiper-permeabilidad intestinal. Si estd dentro de los margenes de referencia el

intestino no tiene signos de hiper-permeabilidad.

La dieta previa sin gluten del paso 1 se realiza para asegurar que todos los péptidos del gluten
se originen del gluten ingerido en suspension del paso 2, no de alimentos consumidos en las
horas previas a la ingesta. Las 8 horas de ayuno previas a la ingesta también aseguran que el
estomago quede vacio de restos alimenticios, asi como en la parte de intestino delgado que
conecta con el yeyuno, es decir, el duodeno. Prolongar el ayuno durante mas de 8 horas
disminuye la probabilidad de interferencia con otros alimentos en la metabolizacion del
gluten ingerido en el paso 2. La eliminacion del gluten de la dieta durante al menos las 24
horas previas a la ingesta disminuye las probabilidades de tener restos de gluten de otros
alimentos previamente ingeridos, aunque una restriccion de 16 horas suele ser suficiente para
eliminar todo el gluten detectable por orina por los métodos disponibles comercialmente (por
ejemplo, el Gluten Detect de Biomedal, Sevilla). El gluten administrado se suministra en
cantidades de al menos 0.5 g para garantizar su deteccidén en orina y en polvo o hidrolizado
para aumentar la velocidad de digestion y absorcidn por el intestino al tener alta superficie de
contacto con los agentes hidroliticos del sistema digestivo. Para facilitar la ingesta en los
individuos analizados y hacerla mas agradable, la suspension de gluten podria hacerse en
agua usando ademas agentes dispersantes y saborizantes, o en otros fluidos como batidos,
yogurt, etc. El gluten puede ser hidrolizado en una hidrolisis enzimatica pepsino-tripsinada o
en una digestion enzimatica que permita solubilizarlo sin destruir la mayoria de los péptidos
immunogénicos del gluten (GIP) que pueden detectarse por métodos inmunologicos
existentes en el mercado. Preferentemente, se debe usar un preparado de gluten de 4-40 g
para poder tener niveles de péptidos de gluten en orina lo suficientemente altos como para
poder cuantificar GIP con los métodos disponibles comercialmente, como las tiras de flujo
lateral (LFIA) iVYCHECK GIP Urine cuantificadas por un lector de LFIA (Biomedal,
Espafia), y otros métodos que se pueden aplicar en laboratorios clinicos de pequefio tamafio e

incluso puntos cercanos al paciente (Point of Care).

Tras la ingesta del gluten, es preferible que el paciente permanezca en ayunas durante un
periodo de 2 a 9 horas, de manera que se favorezca la digestion y metabolizacion del gluten

ingerido.

Simultdneamente a mantener la dieta sin gluten, se recogen todas las orinas posteriores a la

ingesta del preparado de gluten durante un periodo fijo de minimo de 8 horas, pero extensible
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hasta las 16 horas en casos que se requiera recoger la mayoria de los péptidos del gluten
excretados en orina, de forma que sea residual los excretados posteriormente. Idealmente el
periodo de recogida tras la ingesta serian las orinas desde 6 a 8 de la mafiana, hasta las 22:00-
00:00 de la noche, con una dieta previa sin gluten durante 24-36 horas y un ayuno de minimo
8 horas. Se mide el volumen de orina excretado en ese periodo usando un recipiente de
recogida de orina graduado o una probeta. De esa orina recolectada durante 8 a 16 horas, se

determinaria la concentracion de péptidos del gluten con un método cuantitativo.

En una forma preferente de la invencion, los métodos de determinacion de péptidos del
gluten podrian usar anticuerpos especificos para proteinas del gluten ya descritos, sobre todo
los que ya han demostrado determinar cuantitativamente gluten en alimentos con alta
sensibilidad (capaces de detectar menos de 15 ng/ml de gliadina) y han demostrado su
capacidad para detectar péptidos del gluten en orina, como el G12, Al (Biomedal, Espafia) y
RS (r-Biopharma, Alemania, o Eurofins Ingenasa, Espafia). Se podrian también obtener
realizando los procedimientos habituales de obtencion de anticuerpos, inmunizando animales
con péptidos con aquellas secuencias que se encontraron mas abundantemente cuando se
analizaron péptidos del gluten en orina por cromatografia liquida y espectrometria de masas

(LC/MS) (Tabla 1).

Tabla 1
Identificador | Secuencia
SEQ ID NO: 1 | LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF
SEQ ID NO: 2 | QPQLPY
SEQ ID NO: 3 | QPQLPF
SEQ ID NO: 4 | QPQLPL
SEQ ID NO: 5 | QQPFPQP
SEQID NO: 6 | QLPYPQP
SEQ ID NO: 7 | QLPFPQ
SEQ ID NO: 8 | QQPYPQP
SEQ ID NO: 9 | QPQPLY
SEQ ID NO: 10 | FPLQPQQP
SEQ ID NO: 11 | FPLEPEEP
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Los anticuerpos obtenidos, serian validos siempre y cuando los limites de cuantificacion del
procedimiento analitico sean preferiblemente inferiores a 15 ng/ml de gliadina, aunque las
concentraciones muy reducidas de péptidos del gluten en orina requieren que los limites de
deteccion sean inferiores a 6 ng de péptido SEQ ID N* 1 (33mer de la a-gliadina)/ml para ser
capaz de detectar el nivel de péptidos especificos del gluten en orina tras ingesta de 0,5-5 g de

gluten.

Para preparar la muestra de orina e incrementar la sensibilidad de deteccion, podrian
aplicarse, ademas, en una forma de la invencion, sistemas de concentracion de péptidos en
orina. Algunas concentraciones preparativas de los péptidos del gluten que han demostrado
ser efectivas incluyen extraccion en fase solida usando matrices con C18, cromatografia de

exclusidon molecular, evaporacidn de disolvente, cromatografia de afinidad, etc.

Los métodos preferentes para detectar gluten en la orina comprenderian el ELISA sandwich
que cuantifica la cantidad de complejos antigeno-anticuerpo mediante el acoplamiento de uno
de los anticuerpos especificos a un enzima que puede usar reactivos colorimétricos,
fluorimétricos o quimioluminiscentes para poder enviar una sefial medible proporcional a la
formacion de inmunocomplejos con los péptidos del gluten. Los métodos fluorimétricos o
quimioluminiscentes son de hecho mdas convenientes de aplicaciéon por tener un rango
dinamico mas amplio, y no requieren realizar diluciones para entrar en rangos como cuando

se usan meétodos colorimétricos.

También se contemplaria en una forma de presentacidén de la invencidén preferente, tiras
inmunocromatograficas de flujo lateral que pudiesen cuantificarse con un lector de tiras por
analisis de imagen con particulas de oro o poliestireno coloreadas, usando sondas
fluorigénicas clasicas o de fluorescencia de resuelta en el tiempo (fime-resolved fluorescence)
como las que se consiguen con particulas de europio, que pudiesen ser cuantificadas por un
aparato fluorimétrico adecuado. Existen otras opciones como Heatsens o Quantum dots que
pueden ser usadas como opciones de cuantificacion de sefial acoplando la sonda adecuada al

anticuerpo.

En una forma alternativa de la invencion en vez de anticuerpos pueden usarse también
aptameros desarrollados para reconocer el gluten en matrices biologicas como se ha

desarrollado ya para alimentos.

El procedimiento de la invencion podria facilitarse en una forma preferente con un kit que

contenga el gluten en polvo en cdpsulas de gelatina, o en sobres con agentes dispersantes y/o
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saborizantes que contuviesen al menos 0,5 g de gluten, preferentemente entre 4 y 40 g de
gluten, y mas preferiblemente entre 8 y 10 g de gluten. Con dicha cantidad de gluten la
excrecion de gluten es detectable por al menos uno de los métodos disponible
comercialmente. Por ejemplo, por métodos de LFIA ya comercializados por Biomedal
(iIVYCHECK GIP Urine) basados en anticuerpos sensibles y especificos frente al 33-mer de
la alfa-gliadina, consiguiendo niveles en orina tras ingesta de 0,5 g por encima del limite de
deteccion en la inmensa mayoria de los individuos (87%). Se ha descrito que 0,5 g de gluten
no provoca sintomas en la mayoria de los celiacos, por lo que estas cantidades podrian usarse
en casos de celiacos que teman la aparicion de sintomas. En cualquier caso, para la méxima
eficacia del procedimiento de la invencion, es recomendable utilizar al menos 4 g para tener
suficiente cantidad de gluten varias veces por encima de los niveles de deteccion del método
disponible comercialmente en la mayoria de los individuos independientemente del grado de
permeabilidad intestinal. Los estudios de poblacién celiaca muestran que no tienen mas
riesgo de mortalidad que la poblacion normal. La ingesta de gluten es frecuente en la mayoria
de los celiacos, ya que entre el 67 y el 89% de los celiacos ingieren gluten al menos una vez a
lo largo de una semana o un mes, respectivamente. Las ingestas puntuales de gluten parecen

ser menos dafiina que una ingesta de menos cantidad, pero mas frecuente.

Otros componentes opcionales del kit podrian ser al menos un recipiente de recoleccion de
orina excretada durante al menos las siguientes 8 horas desde la ingesta de gluten,
preferentemente entre 8 y 16 horas, con capacidad hasta 2 1, aunque con solo 1,2 1 de
capacidad total entre todos los recipientes deberia ser suficiente para ese periodo. Los
péptidos del gluten son estables en orina, y podrian ser enviados a temperatura ambiente al
laboratorio de analisis. Finalmente, otro componente del kit seria el método de determinacion
de los péptidos del gluten. La posibilidad de usar LFIA para cuantificar permitiria hacerlo en
centros sanitarios cercanos al paciente con un lector que podria afiadirse en una forma
preferente de la invencion, aunque pueden usarse métodos de laboratorio cuantitativos como

el ELISA, Luminex®, CLIA (chemiluminescence immunoassays), biosensores, etc.

En una forma mas avanzada del procedimiento de la invencion, los péptidos del gluten en
orina pueden fraccionarse mediante cromatografia de exclusion molecular (SEC) o usando
filtros de tamafios moleculares tipo Centricon®, Amicron®, o cualquier dispositivo que
pueda separar los péptidos correspondientes a dos tamafios moleculares. Preferiblemente, el
procedimiento tendria entre un minimo de 1 kDa (para poder ser detectable por métodos

inmunoldgicos y contenga dos epitopos) y maximo 30 kDa, el orden de magnitud del tamafio
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de la gliadina. La ratio entre el péptido de gluten total en orina y el que estaria en cada
fraccion seria un factor que permitiria conocer la cantidad de péptidos de tamafios
moleculares altos que habria en la orina, y consecuentemente del grado de permeabilidad
intestinal a péptidos de determinado tamafio. Estos estudios mas detallados podrian realizarse
en individuos donde se requiera més informacion para determinar su enteropatia o grado de

evolucidn de la permeabilidad intestinal.

Se medira la cantidad de péptidos de gluten en la orina de dichos individuos mediante un
método inmunoldgico con anticuerpos especificos que cuantifiquen péptidos del gluten
resistentes a digestion intestinal con epitopos capaces de ser detectados en la orina de dichos
individuos. La cantidad de péptidos del gluten excretados en orina podran ser comparados
con los valores de referencia. Estos valores de referencia se generarian a partir de ensayos
con una poblacion sin patologia digestivas o condiciones que perjudiquen su permeabilidad
intestinal. Alternativamente los valores obtenidos en el primer ensayo con un individuo que
se someta al procedimiento de la invencion, pueden ser un valor de referencia propio a tener
en cuenta para determinar la evolucion de su permeabilidad intestinal a lo largo de un
tratamiento o por una enfermedad cronica que se esté evaluando o monitorizando. Una mayor
cantidad de péptidos del gluten detectada respecto a los valores basales o de referencia
indicarfan una permeabilidad intestinal aumentada, mientras que la disminucioén de dichos

valores indicaria normalizacion de la permeabilidad intestinal.

Por lo tanto, el primer aspecto de la presente invencion es un método in vifro para evaluar el
estado de la permeabilidad intestinal de un sujeto que comprende: a) administrar via oral al
sujeto entre 0,5 y 40 g de gluten, o una fuente del mismo, después de un ayuno de al menos 8
horas, y tras una dieta sin gluten de al menos 16 horas, b) determinar la cantidad de péptidos
del gluten presente en orina excretada durante al menos las siguientes 6 horas a partir de la
ingesta de gluten (es decir, a partir de la administracion realizada en la etapa a)), donde la
presencia de una cantidad de gluten determinada en el paso b) significativamente superior a
los valores de referencia preestablecidos es indicativo de permeabilidad intestinal

incrementada.

El segundo aspecto de la presente invencidén hace referencia a un método in vifro para el
diagnostico de enfermedades que cursan con hiper-permeabilidad intestinal seleccionadas del
grupo que comprende: sindrome de intestino permeable, enfermedad celiaca, enfermedad de

Crohn, sindrome de intestino irritable, colitis microscopica dispepsia funcional, atrofia
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vellositaria cronica/aguda por tratamientos cronicos con algunos farmacos y/o
hipersensibilidad alimentaria no mediada por IgE, que comprende determinar la

permeabilidad intestinal en un sujeto siguiendo el método anterior.

En una realizacion preferida de la invencion la fuente de gluten se proporciona en una

suspension acuosa con al menos 2 g de gluten.

En una realizacion preferida de la invencion la determinacidn de la cantidad de los péptidos
del gluten se lleva a cabo de forma directa a través de un inmunoensayo para la deteccion de
los propios péptidos del gluten, o de forma indirecta mediante la deteccidon de autoanticuerpos

frente a los péptidos del gluten.

En una realizacion preferida de la invencion el inmunoensayo comprende anticuerpos frente a
péptidos del gluten que comprenden las siguientes secuencias: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 y/o sus derivados.

En una realizacion preferida de la invencion la determinacidn de la cantidad de los péptidos
del gluten se lleva a cabo a través de un inmunoensayo seleccionado entre: ELISA, LFIA,

CLIA o biosensores.

En una realizacion preferida de la invencion los péptidos del gluten se concentran mediante
sistemas de extracciéon de uno de los tipos siguientes: LFIA, ELISA, CLIA, SIMOA,

Luminex, turbidometria o inmunocromatofragia.

El tercer aspecto de la presente invencidn es un kit de partes para realizacion del método

anterior que comprende:

a. Formulacion con 0,5 a 40 g de gluten.

b. Envase recolector de orina.

c. Test inmunoldgico que comprenda anticuerpos que puedan formar complejos
con los péptidos inmunogénicos del gluten y detectarse por métodos
turbidimétricos, visuales, colorimétricos, fluorimétricos, quimioluminiscentes,

y deteccion térmica.

En una realizacion preferida de la invencion el test inmunoldgico consiste en una tira reactiva

de flujo lateral con anticuerpos frente a péptidos inmunogénicos del gluten.
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En una realizacion preferida de la invencion el test inmunoldgico consiste en un ensayo

ELISA, LFIA, CLIA o por microparticulas magnéticas o fluorescentes o fosforescente.

El cuarto aspecto de la presente invencidn hace referencia a un péptido de gluten
caracterizado porque comprende o consiste en las secuencias: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO:
8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 y/o sus derivados; o anticuerpos

reactivos frente a dichos péptidos o sus derivados.

En una realizacién preferida de la invencion el péptido o anticuerpo se usa en un método in

vitro para evaluar el estado de la permeabilidad intestinal de un sujeto.

En una realizacién preferida de la invencion el péptido o anticuerpo se usa en un método in
vitro para evaluar el estado de la permeabilidad intestinal de un sujeto que comprende: a)
administrar via oral al sujeto entre 0,5 y 40 g de gluten, preferentemente entre 4y 10 g, o una
fuente del mismo, después de un ayuno de al menos 8 horas, y tras una dieta sin gluten de al
menos 16 horas, y b) determinar la cantidad de péptidos del gluten presente en orina
excretada durante al menos las siguientes 6 horas a partir de la ingesta de gluten, donde la
presencia de una cantidad de gluten determinada en el paso b) significativamente superior a
los valores de referencia preestablecidos es indicativo de hiper-permeabilidad intestinal (es

decir, permeabilidad intestinal incrementada).

En el contexto de la presente invencion los siguientes términos o expresiones son definidas

para una mejor interpretacion del alcance de esta:

» El término "que comprende" significa que incluye, pero no se limita a, lo que sigue a
la palabra "que comprende". Asi, el uso del término "que comprende" indica que los
elementos enumerados son necesarios u obligatorios, pero que otros elementos sean
opcionales y pueden o no estar presentes.

+ El término "que consiste en" significa que incluye, y se limita a, lo que sigue a la frase
"que consiste en". Por lo tanto, la frase "consistente en" indica que los elementos
enumerados son necesarios u obligatorios, y que no pueden estar presentes otros
elementos.

« El término "valores de referencia preestablecidos", cuando se refiere a la cantidad de
gluten determinada en la presente invencion, hace mencion a la cantidad observada en
individuos sanos, particularmente en el estado inicial del mismo individuo antes de un

tratamiento. En un aspecto preferido, el valor de referencia se mide en un primer
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ensayo inicial realizado al sujeto, sobre los resultados de un conjunto de poblacion sin
enteropatias o sobre los resultados de un conjunto de poblacion sin enteropatias del
mismo rango de edad del individuo cuya permeabilidad intestinal se quiere analizar.
Es probable que el sujeto tenga hiper-permeabilidad intestinal, con una sensibilidad y
especificidad determinadas, si la cantidad de gluten determinada en la orina del sujeto
estd por encima de dicho "nivel de referencia preestablecido". Un wvalor de
"referencia" puede ser un valor umbral o un valor de corte que puede determinarse de
forma experimental, empirica o tedrica. Un valor umbral también puede seleccionarse
arbitrariamente basandose en las condiciones experimentales y/o clinicas existentes,
como reconoceria un experto en la materia. El valor del umbral debe determinarse
para obtener la sensibilidad y la especificidad dptimas segun la funcién de la prueba y
el balance beneficio/riesgo (consecuencias clinicas de los falsos positivos y
negativos). Normalmente, la sensibilidad y la especificidad optimas (y, por lo tanto, el
valor umbral) pueden determinarse mediante una curva ROC (Receiver Operating

Characteristic) basada en datos experimentales.
Descripcion de las figuras

Figura 1. Clasificacion del estado de atrofia vellositaria de la mucosa intestinal. Vh:Cd
(Villus height, crypt depth) es el ratio medio entre la altura de la vellosidad intestinal y la
profundidad de la cripta. A partir de 2 se considera un estado de la vellosidad intestinal segin
clasificacion de Marsh como 0 a 2, con ninguna o leve atrofia intestinal. Con menos de 2 se

considera Marsh 3, existiendo grados desde 3a a 3¢, que implicaria severa atrofia intestinal.

Figura 2. Dependencia de la concentracidon de péptidos inmunogénicos del gluten en orina y
grados de atrofia vellositaria. Todos los pacientes ingirieron 3 g de gluten contenidos en una
barrita energética. VH:CD es la ratio entre la altura del villus a la profundidad de la cripta.

LOQ= Limite de cuantificacién (2,5 ng/ml).

Figura 3. Comparacién del promedio de excrecion de GIP en individuos celiacos segun el
grado de atrofia vellositaria en biopsias realizadas tras el periodo de ingestas diarias de 3g de

gluten prolongados al menos 2 meses.

Figura 4. Dinamica de excrecién de péptidos del gluten en individuos sin enteropatias

conocidas tras la ingesta de 8 g de gluten en polvo en ayunas.
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Figura 5. Dinamicas de excrecion de lactulosa excretada del total ingerido en individuos sin
enteropatias conocidas (n=15), expresado en ppm.
Figura 6. Correlacion entre la excrecion de GIP y las ratios de excrecion lactulosa/manitol en

los 15 voluntarios que ingirieron 8 g de gluten en ayunas. R2=0,51.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

A continuacidn, se muestran Ejemplos de realizacion de la invencion con el objetivo de

ilustrar la misma y sin intencion de limitar el grado de proteccion.

Ejemplo 1. Variacion de la concentracion de péptidos del gluten en orina en individuos

celiacos con distinto grado de atrofia vellositaria.

El presente ejemplo muestra como los resultados de estudios clinicos muestran que el grado
de atrofia vellositaria en enfermos celiacos hacen que aumenten los valores de excrecion de
GIP en orina (u-GIP) para una ingesta continua, incluso sin controlar la ingesta de otros
alimentos o el tiempo de recogida de la orina. A nivel estadistico se pueden ver variaciones
significativas en la concentracion de péptido dependiendo del grado de atrofia vellositaria del
duodeno. En este estudio se le suministraron cantidades de gluten idénticas durante unos dias
previos o posteriores a una biopsia duodenal, que proporcionaba datos del estado de atrofia
vellositaria en individuos celiacos midiendo el ratio medio de la altura de las vellosidades

frente a la profundidad de las criptas (Vh:Cd).

Los sujetos analizados (pacientes celiacos) recibieron cantidades de gluten idénticas (3 g en
forma de barrita energética) diariamente durante seis semanas posteriores a una biopsia
duodenal, que proporcionaba datos del estado de atrofia vellositaria midiendo la ratio medio

de la altura de las vellosidades frente a la profundidad de las criptas.

Se observo que la concentracion de péptidos inmunogénicos del gluten detectables en
inmunoensayos era significativamente mayor cuanto mdas atrofiada estaba la mucosa
intestinal. Por tanto, para cantidades idénticas de gluten ingerido, el factor més determinante
en la concentracion de péptidos del gluten excretados en orina era el grado de permeabilidad
intestinal incrementado por el aumento creciente del deterioro del epitelio intestinal por la
ingesta de gluten (Figura 2). La concentracion de gluten en orina promedio de los celiacos
con grados de atrofia O a 2, era de 23,7 ng/ml y su mediana 11,8 ng/ml. La de los que tienen

Marsh 3, era de 45.7 ng/ml la media y 29,9 ng/ml la mediana. Aunque la desviacidn
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promedio era alta en ambos casos (21 y 33, respectivamente), la tendencia era significativa
indicando mas permeabilidad en los que tienen Marsh 3. Dentro de los que tienen Marsh 3, se
pudo ver la media y mediana de los que tienen Marsh 3a, Marsh 3b y Marsh 3c. Estos

resultados se muestran en la Tabla 2 y Figura 3:

Tabla 2: Concentracion de GIP en muestras de pacientes con distinto grado de atrofia

intestinal tras la ingesta de 3 g de gluten.

VH:CD
0-05 | 05-1 >1
Media u-GIP ng/ml 55,9 31,4 8,62
Mediana u-GIP ng/ml 498 23,9 9,2

A mayor grado de atrofia, mayor concentracion de GIP en orina, siendo especialmente

significativas las diferencias con el alto grado de atrofia (Marsh 3by 3¢).
Ejemplo 2. Variabilidad del metabolismo entre personas

Este ejemplo de modo de uso de la invencion muestra como, en dos individuos distintos, los
valores del gluten metabolizado y excretado de distintos dias dan valores u-GIP similares.
Para ello los individuos 1 y 2 se pusieron 36 horas en dieta sin gluten y al menos 9 horas en
ayuno antes de tomarse un sobre de gluten (8 g) que se resuspendid en 250 ml de agua. Antes
de la ingesta de gluten, se realizaron una prueba de deteccion de GIP en orina para confirmar
que daban negativo. Tras la ingesta se mantuvieron al menos 8 horas en dieta sin gluten, se
recolectaron las orinas durante 9 horas, y posteriormente se midi6 la concentracion de GIP en
orina con un test de flujo lateral y el iVYCHECK Reader para cuantificarlo, calculando el
volumen de las mismas. En ambos individuos analizados se detecté una desviacion estandar
de excrecion de GIP menor al 20% entre medidas hechas dias distintos (Tabla 3), con lo que
con los valores medios de cada individuo pueden servir como valor interno de referencia
previo a un tratamiento que mejore la permeabilidad intestinal de un individuo dado, porque

las variaciones en ausencia de patologias son poco significativas.

Tabla 3. Cuantificacion de la excrecidon de péptidos del gluten tras la ingesta en ayunas de 8
g de gluten en suspension realizada en dias distintos en dos voluntarios (ug de gluten

excretados en orina durante las 9 horas posteriores a la ingesta).
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Desviacion
Dia 1l Dia 5 Dia 10 Media
estandar
Individuo 1 16,3 12,0 14,9 14.4 22
Individuo 2 26,0 21,9 21,3 23,1 2.5

Las proporciones detectadas de GIP en orina frente a las ingeridas son de 14-23 pug
detectados por cada 8 g de gluten ingerido. Unos 8 g de gluten ingerido usando métodos de
inmunoensayos especificos anti-33-mer, equivalen a alrededor de 1-1,33 g de GIP usando
iVYCHECK urine (Biomedal, Espafia). La cantidad excretada supone por tanto solo un
0,001-0,002% de la cantidad ingerida, por eso se necesita una técnica especifica y muy

sensible para detectar esos péptidos en orina.

Ejemplo 3. Cantidad de péptidos del gluten excretados en distintos individuos

comparado con su excrecion de lactulosa/manitol.

En este ejemplo se puede contemplar como la excrecion de la casi totalidad del gluten
detectable en orina puede ocurrir en pocas horas tras la ingesta en ayunas de una cantidad de
gluten en polvo fija, y como correlaciona mejor con la excrecidon de lactulosa que con una
molécula més pequefia como el manitol, indicando que estamos estimando la permeabilidad
paracelular (lactulosa) frente a la intracelular (manitol). Ademas, se puede observar como la
excrecion de la mayor parte del gluten detectable ocurre en las primeras 9 a 15 horas,

disminuyendo el grado de variabilidad intraindividuo con respecto a la lactulosa.

Particularmente, los sujetos (n =15) recibieron 8 g de gluten, después de un ayuno de al
menos 8 horas, y tras una dieta sin gluten de al menos 36 horas en individuos sin enfermedad
celiaca diagnosticada. El gluten consistia en un granulado con saborizantes (edulcorantes y
colorantes alimentarios) en polvo que estaba contenido en sobres de sellado térmico de un
solo uso. A la vez los voluntarios tomaron 1 g de manitol y lactulosa 10 g. Posteriormente, se
recolectaron las distintas orinas en botes independientes, para poder realizar medidas
individualizadas de la concentracién en cada miccion, asi como el volumen total de las
orinas. Se determino, a través del producto iVYCHECK urine y un lector calibrado de tiras
de flujo lateral iVYCHECK Reader (Biomedal, Espafia) la cantidad de péptidos del gluten
presentes en orina excretada durante 15 horas posteriores a la ingesta de gluten. El gluten

ingerido se mezclo con 1 g de manitol y 10 g de lactulosa para usarlos de control. El manitol

17



10

15

20

25

30

ES 2 982 932 B2

permite estimar la permeabilidad intracelular, y la lactulosa la permeabilidad paracelular,

estudiando los valores de referencias ya descritos ampliamente en la literatura biomédica.

La cantidad de péptidos de gluten se correlaciond directamente con la permeabilidad
intestinal. Aunque factores como la velocidad de digestion de gluten pueden influir, se
entiende que dentro del mismo individuo los valores de referencia pueden ser constantes,
como se vio en el ejemplo anterior. Dada la variabilidad del metabolismo del gluten y su
cinética de excrecion se recomendo la ingesta una vez que el sujeto hubiera miccionado con
el objetivo de vaciar en lo posible la vejiga (a primera hora de la mafiana), manteniendo
preferentemente un ayuno de al menos 8 horas para la metabolizacion acelerada del gluten
ingerido hasta su excrecion sin afectarse por otros alimentos ingeridos simultaneamente. Los
valores obtenidos se pudieron comparar con valores de referencia obtenidos de la realizacion
del mismo procedimiento con individuos sin enteropatias asociadas a la permeabilidad
intestinal, o bien se pudieron usar como referencias en si mismos para determinaciones
posteriores que indiquen evolucion hacia un mayor valor de excrecidon de péptidos del gluten

(mayor permeabilidad) o menor excrecion de péptidos del gluten (menor permeabilidad).

En este ejemplo realizado con 15 voluntarios sin sintomas de enfermedad digestiva
diagnosticada, se analiza la orina basal. Se recopilaron todas las orinas en frascos separados
durante 15 horas tras la ingesta del sobre con gluten. Se mezclaron las orinas excretadas:
entre las 0-6 h tras ingesta. Después entre las 2-15 h tras ingesta. Se midieron las
concentraciones de GIP en las orinas excretadas, tanto por ELISA como LFIA entre las 0-6 h
tras ingesta y entre las 2-15 h tras ingesta de forma individual. Se midio la concentracion de
GIP de cada orina de cada voluntario (Figura 4) y de lactulosa (Figura 5) y, posteriormente,
se calcula el % excretado respecto a lo ingerido en GIP y la ratio lactulosa/manitol (Figura
6). Se determind la correlacion entre lactulosa:manitol y GIP. La dindmica de excrecion de la
lactulosa es diferente en cada individuo, llegandose a excretar mas alla de las 15 h. Se sabe
que los azucares pueden ser reabsorbidos por el cuerpo. Por eso la lactulosa puede tener
varios picos de excrecion. Se estima que la lactulosa y los GIP pasen ambos por la misma via,
la paracelular. Debido a ello se comparan las mezclas de 2-15 h de GIP frente alasde 0-6 hy

2-15 h de lactulosa.
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La interpretacion del coeficiente de correlacion es la siguiente:
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También se realizan los analisis para detectar los outliers de cada grupo, y poder eliminarlos

de las correlaciones.
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REIVINDICACIONES

Meétodo in vitro para evaluar el estado de la permeabilidad intestinal de un sujeto que
comprende:

a. Administrar via oral al sujeto entre 0,5 y 40 g de gluten, o una fuente del mismo,
después de un ayuno de al menos 8 horas, y tras una dieta sin gluten de al menos
16 horas,

b. Determinar la cantidad de péptidos del gluten presente en orina excretada
durante al menos las siguientes 6 horas a partir de la administracién realizada
en la etapa a), caracterizado porque la determinacion de la cantidad de los
péptidos del gluten se lleva a cabo de forma directa a través de un inmunoensayo

para la deteccion de los propios péptidos del gluten.

donde la presencia de una cantidad de gluten determinada en el paso b)
significativamente superior a los valores de referencia preestablecidos, es indicativo de

hiper-permeabilidad intestinal.

Meétodo in vitro, segin la reivindicacion 1, donde, tras la ingesta del gluten, el paciente
permanece en ayunas durante un periodo de 2 a 9 horas, de manera que se favorezca la
digestidén y metabolizacion del gluten ingerido.

Meétodo in vitro, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende
medir la cantidad de gluten en la orina recogida mediante un inmunoensayo que detecta
menos de 15 ng/ml de gliadina en orina.

Meétodo in vitro para el diagnostico de enfermedades que cursan con hiper-
permeabilidad intestinal seleccionadas del grupo que comprende: sindrome de intestino
permeable, enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn, sindrome de intestino irritable,
colitis microscopica dispepsia funcional, atrofia vellositaria crénica/aguda por
tratamientos cronicos con algunos farmacos y/o hipersensibilidad alimentaria no
mediada por IgE, que comprende determinar la permeabilidad intestinal en un sujeto

siguiendo el método de las reivindicaciones 1 a 3.
Meétodo in vitro, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por

que la fuente de gluten se proporciona en una suspension acuosa con al menos 2 g de

gluten.
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Meétodo in vitro, segin la reivindicacion 4, donde el inmunoensayo comprende
anticuerpos frente a péptidos del gluten que comprenden las siguientes secuencias: SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO:
6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 y/o SEQ ID NO: 11.

Meétodo in vitro, segun cualquiera de las reivindicaciones 4 o 5, caracterizado porque
la determinacion de la cantidad de los péptidos del gluten se lleva a cabo a través de un

inmunoensayo seleccionado entre: ELISA, LFIA, CLIA o biosensores.

Meétodo in vitro, segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, caracterizado porque
los péptidos del gluten se concentran mediante sistemas de extraccion de uno de los
tipos siguientes: LFIA, ELISA, CLIA, SIMOA, Luminex, turbidometria o

inmunocromatofragia.

Kit de partes para realizacion del método de las reivindicaciones 1 a 7 que comprende:
a. Formulacion con 0,5 a 40 g de gluten.
b. Envase recolector de orina.
c. Test inmunoldgico que comprenda anticuerpos que puedan formar complejos
con los péptidos inmunogénicos del gluten y detectarse por métodos
turbidimétricos, visuales, colorimétricos, fluorimétricos, quimioluminiscentes,

y/o deteccion térmica.

Kit de partes, segun la reivindicacion 8, donde el test inmunologico consiste en una tira

reactiva de flujo lateral con anticuerpos frente a péptidos inmunogénicos del gluten.

Kit de partes, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 0 9, donde el test inmunoldgico
consiste en un ensayo ELISA, LFIA, CLIA o por microparticulas magnéticas o

fluorescentes o fosforescente.

Uso in vitro del péptido de gluten caracterizado porque consiste en las secuencias: SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO:
6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 y/o SEQ ID NO:

11; o anticuerpos reactivos frente a dichos péptidos, para evaluar el estado de la
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permeabilidad intestinal de un sujeto que comprende: a) administrar via oral al sujeto
entre 0,5 y 40 g de gluten, o una fuente del mismo, después de un ayuno de al menos 8
horas, y tras una dieta sin gluten de al menos 16 horas, y b) determinar la cantidad de
péptidos del gluten presente en orina excretada durante al menos las siguientes 6 horas
a partir de la ingesta de gluten, donde la presencia de una cantidad de gluten
determinada en el paso b) significativamente superior a los valores de referencia

preestablecidos, es indicativo de hiper-permeabilidad intestinal.
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Figura 1
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Figura 3
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