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DESCRIPCIÓN 
 

Detección de péptidos del gluten en fluidos humanos 
 
Objeto de la invención 5 
 
La presente invención muestra un procedimiento para la detección y cuantificación en fluidos humanos, preferentemente 
orina, de péptidos del gluten resistentes a la digestión gastrointestinal mediante ensayos inmunológicos. Esta 
metodología es aplicable en el sector médico-clínico, tanto en la verificación del cumplimiento de la dieta libre de gluten 
de los pacientes celiacos, pacientes con sensibilidad al gluten no celiaca, pacientes alérgicos al gluten o en pacientes 10 
con cualquier tipo de sensibilidad a las proteínas del gluten, como en el diagnóstico preciso de la enfermedad celíaca 
refractaria. También puede aplicarse la invención en investigación clínica de la enfermedad celíaca para comprobar la 
eficacia de futuras estrategias relacionadas con la eliminación o disminución de la toxicidad del gluten. 
 
Estado de la técnica 15 
 
La enfermedad celíaca (EC) es un trastorno autoinmune provocado por la ingestión de las proteínas del gluten presente 
en el trigo, la cebada, el centeno y en algunas variedades de avena (Arent-Hansen et al., 2004; Kagnoff, 2007; Comino 
et al., 2011) que afecta aproximadamente al 1% de la población general (Rubio-Tapia et al, 2009; Lionetti and Catassi, 
2011; Bernardo and Peña, 2012; Sapone et al., 2012). La ingesta de gluten provoca en estos pacientes una reacción 20 
inflamatoria en la parte superior del intestino delgado que conlleva a daño tisular y a atrofia vellositaria. 
 
Aunque la mayoría de proteínas de la dieta son digeridas por las proteasas gastrointestinales a aminoácidos simples, 
dipéptidos o tripéptidos, las proteínas del gluten no son completamente digeridas y permanecen en el intestino 
(Ganapathy et al., 2006; Fasano 2009; Comino et al., 2012). Estos péptidos son capaces de internalizarse en las células 25 
intestinales y, como consecuencia, los residuos de glutamina que poseen pueden ser desaminados por la 
transglutaminasa tisular (tTG). Los péptidos desaminados inducen una reacción inmunológica, produciéndose una 
disminución de la absorción intestinal que puede dar lugar a síntomas como diarrea, anemia, retraso del crecimiento, 
pérdida de peso, desórdenes óseos, complicaciones neurológicas, cáncer, etc. (Alaedini and Green, 2005; Catassi and 
Fasano, 2008; Tack et al., 2010).  30 
 
Existen claras evidencias que avalan la contribución mayoritaria de los epítopos relacionados o contenidos en el péptido 
33-mer de la α-2 gliadina del trigo (residuos 57-89) en la inmunotoxicidad del gluten en los pacientes celíacos. Los 
epítopos del gluten con elevada inmunogenicidad están localizados en regiones de las gliadinas ricas en residuos de 
prolina y glutamina (Shan et al., 2002; Tye-Din et al., 2010; Comino et al., 2011; Real et al., 2012; Dessi et al., 2013).  35 
 
El estricto cumplimiento de una dieta sin gluten (DSG) es el único tratamiento efectivo a día de hoy para la EC y otros 
casos de intolerancias al gluten. En la mayoría de los pacientes, el cumplimiento estricto de una DSG conduce, en 
pocos meses, a la recuperación rápida y completa de la arquitectura normal y la función de la mucosa del intestino 
delgado, así como la remisión de los síntomas y la normalización de las pruebas serológicas (Bernardo and Peña, 2012; 40 
Hall et al., 2013). Por tanto, la monitorización de la adherencia en los pacientes celiacos es de vital importancia para 
evitar los daños acumulativos directos o indirectos así como también para confirmar que la persistencia de cualquier 
sintomatología no se debe a una infracción (voluntaria o no) de la dieta. 
 
El seguimiento de la DSG supone numerosas restricciones debido a sus implicaciones sociales y económicas. 45 
Aproximadamente más de la mitad de los alimentos que se comercializan a día de hoy contienen gluten de trigo, 
cebada, centeno o avena, incluyendo aquellos en los que sólo interviene como espesante o aglutinante (Freeman, 
2013). El incumplimiento de la DSG se ha asociado con diarreas, dispepsia, osteoporosis, anemia por deficiencia de 
hierro, depresión e infertilidad, síntomas que desaparecen o mejoran, en cierta medida mediante la adhesión a la DSG. 
De hecho, la falta de adherencia a una DSG de manera estricta puede aumentar 4,3 veces las posibilidades de sufrir un 50 
linfoma (Lebwohl and Green, 2003). Estas observaciones nos dan una idea de la importancia de la adherencia a una 
DSG para reducir los síntomas, evitar deficiencias nutricionales y mejorar la calidad de vida del paciente. Sin embargo, 
varios estudios basados en biopsias intestinales han sugerido que al menos un tercio de los pacientes con EC no se 
adhieren plenamente a la DSG (Ciacci et al., 2002; Silvester and Rashid, 2007; Barratt et al, 2011; Matoori et al., 2013). 
Además, entre un 36% y 55% de los pacientes que tienen plena adhesión a la DSG no alcanzan la remisión histológica 55 
completa, probablemente debido a ingestas involuntarias de gluten (Stoven et al, 2012; Tio et al., 2012; Hall et al., 2013; 
Matoori et al., 2013). No obstante, la exposición de estos pacientes al gluten a través del consumo de alimentos 
etiquetados como seguros pero que contienen trazas de gluten, no podría explicar el alto número de pacientes en los 
que no hay remisión completa de los daños histológicos de la mucosa (Koning et al., 2013).  
 60 
Así mismo, existe una parte de la población celíaca que no parece responder de manera positiva a la DSG y sufren 
síntomas de malabsorción persistente o recurrente y atrofia de las vellosidades intestinales. Esta población podría ser 
sospechosa de padecer EC refractaria (ECR), una enfermedad rara (aproximadamente el 5%-10% de los pacientes con 
EC) que aparece en los pacientes sin aparente respuesta positiva a la DSG (Al-Toma et al., 2007; Freeman, 2009; 
Rubio-Tapia and Murray, 2010). Aunque la ECR fue descrita en pacientes con supuesta ausencia total de ingesta de 65 
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gluten, la ingestión involuntaria y la hipersensibilidad a una pequeña cantidad de gluten también pueden desencadenar 
los síntomas propios de la patología. 
 
Existe un porcentaje elevado de celiacos (aproximadamente un 90%) que declaran que durante la semana tienen algún 
síntoma de haber ingerido gluten (Lähdeaho et al., 2014). En algunos casos de diarrea aguda por ejemplo, existen 5 
dudas entre los clínicos a la hora de identificar si las causas provienen de una infección aguda o de haber ingerido 
gluten. La única herramienta disponible en este último caso es identificar el agente infeccioso, lo cual puede ser 
complejo dada la cantidad de microorganismos causantes y el precio y tiempo en el desarrollo del análisis 
microbiológico.  
 10 
Actualmente para la evaluación del cumplimiento de la DSG de los pacientes celiacos existen algunos marcadores 
disponibles entre los que se incluyen la observación de la mejora sintomática, entrevista dietética y reducción o 
normalización de anticuerpos específicos para la EC tales como anti-transglutaminasa tisular (ATT) o péptidos del gluten 
anti-desamidados (ADG) (Dipper et al., 2009; Sharkey et al., 2013; Vallejo et al., 2013; Vives- Pi et al., 2013). Sin 
embargo, no hay consenso en cuanto a la periodicidad de realización de los controles ni cuáles son las mejores 15 
medidas para evaluar dicho cumplimiento, además de que algunos de estos métodos han demostrado limitaciones 
significativas (Bai et al., 2012). El control con los anticuerpos ATT o ADG han sido propuestos como marcadores, sin 
embargo por lo general se vuelven negativos al año de comenzar la DSG además de que no implican la curación 
completa de la mucosa intestinal (Tursi et al, 2003; Sharkey et al., 2013). Este tipo de marcadores son útiles en la 
verificación de la no adherencia más que en la comprobación del estricto cumplimiento de la DSG. Por tanto, los 20 
métodos serológicos podrían no ser suficientemente sensibles para detectar transgresiones dietéticas ocasionales y que 
impiden la recuperación completa (Kaukien et al., 2002; 2007; Tursi et al., 2006). No son, por tanto, una manera directa 
de demostrar la ingesta de gluten y así evitar secuelas nocivas, de hecho, solo se pueden medir las consecuencias de 
las transgresiones dietéticas observando la inflamación de las mucosas y/o la atrofia vellositaria para lo cual se tendrían 
que realizar biopsias intestinales y como consecuencia anestesiar al paciente con los posibles riesgos, molestias y 25 
gastos médicos que conlleva. 
 
Una medida más directa de la ingestión de gluten podría proporcionar información valiosa en el seguimiento del 
paciente: la detección del incumplimiento de la DSG antes del daño anatómico, la detección del consumo inadvertido y 
la evaluación de la exactitud de la adherencia al tratamiento en el periodo inicial (tras el diagnóstico cuando los 30 
pacientes están menos familiarizados con la dieta), proporcionando una confirmación fácil y fiable de los resultados 
obtenidos. Por tanto, un marcador sensible y fiable para monitorizar y detectar la ingesta de gluten sería una 
herramienta útil para el correcto cumplimiento de la DSG y, probablemente, para un diagnóstico preciso de la ECR. 
 
Trabajos previos han puesto de manifiesto que los anticuerpos monoclonales anti-33 mer G12 y A1, obtenidos frente al 35 
principal péptido inmunogénico de la α-gliadina, son muy útiles en la detección de péptidos tóxicos de gluten tanto en 
investigación clínica como en la alimentaria (Morón et al., 2008a; 2008b; Ehren y col., 2009; Comino et al., 2012; Real et 
al., 2014). Recientemente se ha propuesto la determinación de los péptidos del gluten en las heces como una estrategia 
para la verificación directa del cumplimiento de la DSG. Los ensayos basados en los anticuerpos G12 y A1 han 
permitido la detección de los péptidos derivados del gluten que son excretados en las heces humanas con cierta 40 
correlación con la cantidad del gluten ingerido (Comino et al., 2012). La monitorización del gluten digerido en las heces 
en un grupo de voluntarios sometidos a una estricta DSG indicó que una única ingesta de gluten puede ser detectada 
mediante medición de dichos péptidos reactivos en heces, pudiendo determinarse su excreción entre 2-4 días, sin 
ingesta de gluten adicional. 
 45 
Algunos síntomas extraintestinales de la EC tales como dermatitis herpetiforme, anemia, osteoporosis, trastorno 
neurológicos, etc., son difíciles de explicar sin asumir la presencia de péptidos en la sangre después de la ingesta de 
gluten en los pacientes celiacos (Chirdo et al., 1998; Stern et al., 2001; Riestra, 2008; Ludvigsson and Green, 2011). Por 
tanto, las herramientas más convenientes para saber cuándo se infringe una DSG son por tanto aquellas que detectan 
directamente la presencia de péptidos inmunogénicos del gluten en muestras humanas, ya que la presencia de estos 50 
péptidos en un enfermo celíaco sería la forma más directa e inequívoca para determinar si el individuo ha ingerido o no 
gluten.  
 
El documento WO 2009/139887 describe un método para controlar la ingestión de gluten mediante la detección de 
péptidos del gluten en heces usando anticuerpos específicos para péptidos inmunogénicos resistentes a la digestión 55 
gastrointestinal. 
 
La patente EP 2660593 desarrolla biomarcadores para celiaquía que son péptidos análogos de péptidos del gluten 
nativos. Dichos análogos son detectados en la orina. 
 60 
Hasta la fecha, disponemos de escasos recursos directos para controlar el cumplimiento de la dieta en estos pacientes. 
La detección en heces de péptidos del gluten tiene el inconveniente de que el manejo de las muestras es incómodo y se 
detecta solo a partir de las 24 horas desde la ingestión y requiere un proceso extractivo de los péptidos inicial.  

 
Akobeng AK, Thomas AG. 2008. Systematic review: tolerable amount of gluten for people with coeliac disease. Aliment 65 
Pharmacol Ther; 27:1044-1052. 
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Descripción de la invención 
 40 
Las muestras de orina presentan un gran atractivo por su facilidad de recogida de muestra, no invasividad, simple 
manipulación, fácil homogeneización, bajo costo y fácil transporte y almacenamiento. Los péptidos y pequeñas 
proteínas (< 10 kDa) se filtran libremente por el glomérulo. Sin embargo, existen pocos estudios acerca de los péptidos 
de bajo peso molecular o fragmentos de proteínas contenidas en la orina debido a la dificultad técnica de la medición de 
péptidos en presencia de proteínas en muestras diluidas y la gran diversidad de péptidos esperada.  45 
 
En la presente invención, se indica cómo pueden detectarse péptidos inmunogénicos de gluten (GIP) en orina de 
individuos celíacos mediante concentración de péptidos de la orina y detección con tiras inmunocromatográficas anti-33-
mer, pudiendo ser aplicado en estudios clínicos y de seguimiento de la DSG así como también, en el diagnóstico de la 
ECR.  50 
 
La presente invención muestra un procedimiento para la monitorización no invasiva de la adherencia a la dieta libre de 
gluten mediante la detección y cuantificación de los péptidos inmunogénicos del gluten resistentes a la digestión 
gastrointestinal en orina. Dichos péptidos inmunogénicos derivados del gluten y resistentes a la degradación intestinal 
comprenden los epítopos de las proteínas del gluten que son detectados por los anticuerpos empleados en los ensayos 55 
inmunológicos. Por lo tanto, la presencia o ausencia de los péptidos inmunogénicos del gluten resistentes a degradación 
enzimática intestinal es detectada por ensayos inmunológicos basados en anticuerpos reactivos frente a los mismos. La 
reactividad frente a tales péptidos se puede señalizar mediante técnicas inmunológicas variadas que incluyen la 
inmunocromatografía, biosensores, ensayos ELISA, detección con partículas magnéticas, etc. Si el fluido humano tiene 
poca concentración de péptidos del gluten, el procedimiento puede requerir como paso previo al ensayo inmunológico la 60 
concentración de los péptidos inmunogénicos mediante paso del fluido a través de unas columnas. Esta metodología es 
aplicable en el sector médico-clínico, tanto en la verificación del cumplimiento de la dieta libre de gluten de los pacientes 
celiacos, pacientes con sensibilidad al gluten no celiaca, pacientes con alérgia al gluten o en pacientes con cualquier 
tipo de sensibilidad a las proteínas del gluten, así como en el diagnóstico preciso de la enfermedad celíaca refractaria 
(ECR), es decir, en aquellos casos donde persisten los síntomas a pesar la supuesta ausencia total de ingesta de 65 
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gluten. También puede aplicarse la invención en investigación clínica de la EC para comprobar la eficacia de futuras 
estrategias relacionadas con la eliminación o disminución de la toxicidad del gluten. 
 
La presente invención tiene como objeto la aplicación de técnicas inmunológicas basadas en anticuerpos que reconocen 
péptidos inmunogénicos derivados del gluten y resistentes a degradación intestinal en muestras de fluidos humanos.  5 
 
La muestra es orina para detectar los péptidos al permitir disponer de mayores volúmenes que de saliva, sudor, suero, 
etc., facilitando por tanto el trabajo de recogida de las muestras. La aplicación preferente de la invención es la detección 
de la ingestión de gluten en pacientes que son diagnosticados y monitorizados por tener alguna sensibilidad al gluten. 
Tiene una aplicación preferente en la verificación de la ingesta de gluten durante el diagnóstico de la EC, en la 10 
comprobación del cumplimiento de la DSG de los pacientes celiacos ya diagnosticados, así como en la detección de un 
caso de potencial intoxicación por gluten en cualquier paciente con sensibilidad al gluten inmunotóxico. La invención se 
basa en emplear técnicas inmunológicas que usan anticuerpos que reconocen los péptidos inmunotóxicos del gluten y 
resistentes a la digestión gastrointestinal. 
 15 
En un aspecto, la presente invención se relaciona con un procedimiento in vitro para la detección y/o cuantificación del 
gluten ingerido por un ser humano, de aquí en adelante “método de la invención”, que comprende poner en contacto un 
fluido biológico procedente de dicho ser humano con al menos un anticuerpo que reconoce de forma específica epítopos 
de las proteínas del gluten seleccionados del grupo que consiste en 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 20 
derivados desaminados, en donde el reconocimiento de los epítopos por los anticuerpos es indicativo de que el ser 
humano ha ingerido gluten. 
 
En una realización particular, la cantidad de epítopos reconocidos por el anticuerpo con respecto a un control es 
indicativo de la cantidad de gluten ingerido y/o del tiempo que ha pasado desde la ingestión de gluten. Como entiende el 25 
experto en la materia, el control vendrá definido, por ejemplo, por el límite de cuantificación de la técnica (LQ) que puede 
ser calculado mediante una curva o recta de calibrado usando un patrón (como puede ser cantidades conocidas de un 
péptido purificado que contenga epítopos reconocidos por el anticuerpo), tal como se muestra en los ejemplos que 
acompañan a la presente descripción (ver Ejemplo 1). Es práctica de rutina para el experto en la materia establecer 
dicho LQ para averiguar la cantidad de epítopos reconocidos por el anticuerpo. Tal como se ha indicado anteriormente, 30 
dichos epítopos están comprendidos dentro de los péptidos inmunotóxicos del gluten y resistentes a la digestión 
gastrointestinal.  
 
En la presente invención se entiende por “fluido biológico” a la orina.  
 35 
El término “anticuerpo” se refiere a moléculas de inmunoglobulinas o a porciones activas de moléculas de 
inmunoglobulinas, es decir, a moléculas que contienen un sitio de fijación de antígeno que se une específicamente 
(inmunorreacciona) al mismo. En la presente invención, el antígeno es cualquiera de los péptidos inmunotóxicos del 
gluten resistentes a la digestión gastrointestinal (de aquí en adelante, péptidos de la invención) que comprenden los 
epítopos detectados por los anticuerpos. Ejemplos de porciones de moléculas de inmunoglobulinas inmunológicamente 40 
activas incluyen fragmentos F(ab) y F(ab’)2, los cuales pueden ser generados, por ejemplo, aunque sin limitación, 
tratando el anticuerpo con una enzima tal como la pepsina. Otro ejemplo de seleccionar las porciones activas de 
inmunoglobulinas conocidas en el estado de la técnica se realizan mediante técnicas de ingeniería genética usando las 
regiones variables de las inmunoglobulinas. 
 45 
El anticuerpo de la invención puede ser policlonal (incluye típicamente anticuerpos distintos dirigidos contra 
determinantes o epítopos distintos) o monoclonal (dirigido contra un único determinante en el antígeno). La expresión 
“anticuerpo monoclonal” alude a una población de moléculas de anticuerpos que contienen solamente una especie de 
un sitio de fijación de antígeno capaz de inmunorreaccionar con un epítopo particular del antígeno. No obstante, como 
sabe el experto en la materia, cabe mencionar que si los epítopos son muy parecidos y están relacionados entre sí, el 50 
anticuerpo monoclonal sería capaz de recocer varios epítopos.  
 
El anticuerpo monoclonal puede ser alterado bioquímicamente, mediante manipulación genética, o puede ser sintético, 
careciendo, posiblemente, el anticuerpo en su totalidad o en partes, de porciones que no son necesarias para el 
reconocimiento del péptido de la invención, y estando sustituidas por otras que comunican al anticuerpo propiedades 55 
ventajosas adicionales.  
 
El anticuerpo de la invención puede ser quimérico. Así, una región de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u 
homóloga a las secuencias correspondientes en anticuerpos procedentes de una especie determinada o pertenecientes 
a una clase o subclase de anticuerpos determinados, mientras que la(s) cadena(s) restante(s) es(son) idéntica(s), u 60 
homóloga(s), a las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de otras especies o pertenecientes a otra 
clase o subclase de anticuerpos, así como a fragmentos de dichos anticuerpos, de manera que exhiban la reactividad 
deseada. 
 
El procedimiento de la invención comprende el menos un anticuerpo que reconoce de forma específica epítopos de las 65 
proteínas del gluten que se seleccionan de grupo que consiste en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID 
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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 
desaminados. Ejemplos de anticuerpos que podrían emplearse en el contexto de la presente invención incluyen, sin 
limitar a, los anticuerpos monoclonales A1 y G12 que han sido obtenidos por reactividad frente al 33-mer de la alfa-
gliadina del trigo, aunque otros anticuerpos que reconocen péptidos resistentes a digestión del gluten como el R5 o 
anticuerpos anti 8-mer de la omega-gliadina también podrían usarse.  5 
 
En una realización particular, los anticuerpos que reconocen de forma específica epítopos de las proteínas del gluten 
cuya secuencia de aminoácidos comprende al menos un tercio de prolinas y un tercio de glutaminas se seleccionan del 
grupo que consiste en el anticuerpo monoclonal G12, el anticuerpo monoclonal A1 y el anticuerpo monoclonal R5. Estos 
y otros anticuerpos monoclonales que pueden emplearse para la puesta en práctica de la presente invención están 10 
disponibles comercialmente. El anticuerpo A1 está  disponible comercialmente como el anticuerpo anti-gliadina 33-mer 
AB-4747 de Biomedal S.L. El anticuerpo G12 está  disponible comercialmente como el anticuerpo anti-gliadina 33-mer 
AB-4748 de Biomedal S.L. El anticuerpo R5 está disponible comercialmente bajo la marca R7001: 
RIDASCREEN® Gliadin (R-Biopharm), R7002: RIDASCREEN®FAST Gliadin (R-Biopharm), R7021: 
RIDASCREEN® Gliadin competitive (R-Biopharm), INgezim Gluten (Ingenasa). 15 
 
La detección y/o cuantificación de los péptidos en fluidos humanos se puede llevar a cabo mediante ensayos 
inmunológicos, por ejemplo, aunque sin limitación, por inmunocromatografía con tiras de flujo lateral, 
inmunoprecipitación, separación inmunomagnética, arrays de proteína, inmunofluorescencia por detección por partículas 
fluorescentes en citometría de flujo, biosensores electroquímicos, biosensores de resonancia de plasma (ejemplo: 20 
BIACORE®™), termoeléctricos, nanomecánicos, ópticos y en definitiva, cualquier técnica inmunológica conocida que 
sea suficientemente sensible y específica para garantizar la detección y la cuantificación de los péptidos del gluten.  
 
Así, en una realización particular, la puesta en contacto del fluido biológico con los anticuerpos se lleva a cabo mediante 
un método inmunológico seleccionado del grupo que consiste en tiras inmunocromatográficas, inmunomicropartículas 25 
fluorescentes, inmunopartículas magnéticas, ELISA indirecto, ELISA competitivo, ELISA sandwich, Western blot, 
biosensores electroquímicos, biosensores de resonancia de plasmones, biosensores termoeléctricos y biosensores 
nanomecánicos. En una realización particular, la señal de la tira inmunocromatográfica se cuantifica mediante un lector.  
 
Una forma preferente de realizarse la detección de los péptidos del gluten podría ser mediante pruebas de flujo lateral 30 
(lateral flow test) con inmunocromatografía. El procedimiento de la invención debería idealmente permitir detectar en 
orina una ingesta de gluten puntual equivalente a 50 mg de gluten de trigo por día, que es una cantidad situada en el 
rango máximo descrito para una DSG, o en su caso un mínimo de 6.48 ng de péptidos inmunogénicos de gluten (GIP) 
/ml de orina. 
 35 
Es objeto preferente de la presente invención kits o dispositivos analíticos inmunológicos basados en anticuerpos 
reactivos frente a péptidos del gluten presentes en orina los cuales han demostrado ser resistentes a digestión gástrica 
e inmunogénicos. Probablemente estos péptidos podrían pasar al sistema sanguíneo y posteriormente ser excretados, 
entre ellos estarían los péptidos reconocidos por los anticuerpos A1 y G12. 
 40 
Dichos procedimientos y kits analíticos tienen también su objeto en la invención en su uso para revelar que se ha 
consumido gluten, ya sea por la contaminación de los alimentos consumidos, por una mala praxis en la manipulación de 
alimentos, o por una ingesta voluntaria/involuntaria ocasional de alimentos que contienen gluten. Además, es objeto de 
la presente invención la aplicación de la detección de dichos péptidos inmunotóxicos en muestras de orina con fines en 
investigación clínica sobre la EC, para comprobar la eficacia de futuras terapias relacionadas con la disminución o 45 
eliminación de la toxicidad del gluten entre las que se encuentran las terapias enzimáticas con prolil-endopeptidasas, la 
eliminación de las prolaminas del gluten de los granos de cereales, las terapias secuestrantes de péptidos  
inmunotóxicos, la detoxificación de los péptidos del gluten nocivos en los alimentos elaborados y otras terapias 
alternativas. 
 50 
Por otro lado, en la presente invención también se contempla el uso de técnicas inmunológicas para cuantificar 
detección de gluten en fluidos biológicos humanos, tales como la orina. Tal como se ha mencionado antes, los métodos 
inmunológicos pueden ser tiras inmunocromatográficas, inmunomicropartículas fluorescentes, Western blots, ELISAs, 
biosensores basados en reacciones electroquímicas catalizadas por enzimas acoplados a los anticuerpos, por partículas 
magnéticas tapizadas por anticuerpos, por resonancia de plasmones superficiales, otros biosensores ópticos, 55 
termoeléctricos, o cualquier otro método de los existentes en el estado de la técnica con el que se pueda medir la 
concentración de un analito (péptidos) por un anticuerpo. 
 
Así, tal como se ha mencionado previamente, estos métodos se caracterizan porque emplean al menos un anticuerpo 
con capacidad para detectar epítopos que contienen en su secuencia al menos un tercio de prolinas y un tercio de 60 
glutaminas, como son las secuencias siguientes:  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, así como sustituciones aleatorias 
de glutamato por glutamina en estos péptidos que podría ocurrir por desaminación mediada por transglutaminasas. En 
una forma preferente de la invención, los anticuerpos usados por las técnicas inmunológicas serían el G12 y por 
extensión el A1, por su demostrada especificidad y sensibilidad. También contempla la invención el uso de otros 65 
anticuerpos como el R5 que se suele utilizar en la medida de gluten en alimentos y que reacciona con epítopos similares 
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a la secuencia SEQ ID NO: 9 que también puede hallarse en péptidos del gluten resistente a digestión gastrointestinal, 
aunque con menor especificidad y sensibilidad ante péptidos inmunogénicos similares al péptido 33-mer, podrían tener 
sensibilidad suficiente al reaccionar péptidos resistentes a proteasas típicas de las prolaminas de los cereales tóxicos 
para celiacos. 
 5 
Una forma preferente de la invención sería el empleo de tiras inmunocromatográficas basadas en los anticuerpos anti-
33-mer de la alpha-gliadina, anticuerpos G12 y A1, que permiten una detección semicuantitativa y rápida de los 
péptidos/proteínas del gluten contenidos en las muestras de orina. 
 
Otro objeto de la invención lo constituye el uso particular de métodos inmunológicos basados en el anticuerpo 10 
monoclonal G12, A1 y R5 conjugado a un enzima que permita un ensayo cuantitativo usando sustratos cromogénicos, 
fluorogénicos o luminiscentes. La detección de la unión antígeno anticuerpos puede llevarse a cabo mediante sustratos 
que dan lugar a productos coloreados solubles que se pueden medir en un espectrofotómetro o que dan lugar a 
productos  coloreados insolubles que forman un precipitado en el lugar en el que se encuentra el anticuerpo, sustratos 
que producen luz que es detectada, por ejemplo, con un luminómetro o película fotográfica, biotina, luego detectada con 15 
avidina/estractividina (acopladas a algún marcador), fluorocromos, como por ejemplo fluoresceína y rodamina, etc. Este 
procedimiento podría usar un patrón de gliadina, gliadina hidrolizada, el péptido 33-mer completo (SEQ ID NO: 1) o una 
parte de su secuencia de al menos 8 aminoácidos.   
 
Como entiende el experto en la materia, la detección y/o la cuantificación del gluten ingerido por ser humano requiere la 20 
elaboración de una curva de calibrado que permita el análisis de los datos obtenidos en el fluido biológico para concluir 
si un individuo ha ingerido gluten y la cantidad de gluten ingerida. 
 
Así, en una realización particular, la detección y/o cuantificación del gluten ingerido por un ser humano comprende la 
elaboración de una curva de calibrado mediante el empleo de péptidos que comprenden la secuencia SEQ ID NO: 2, 25 
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 o sus derivados desaminados. 
 
En otra realización particular, la detección y/o cuantificación del gluten ingerido por un ser humano comprende la 
elaboración de una curva de calibrado mediante el empleo de prolaminas del gluten pepsino-tripsinadas. 30 
 
La invención propone la detección del gluten ingerido por un individuo mediante la cuantificación de los péptidos 
inmunogénicos del gluten excretados en la orina y en otros fluidos humanos como la saliva, el sudor o el suero.  
 
La invención propone un método analítico de control para la verificar si se cumple la DSG, así como también para 35 
descartar la ingesta no controlada de gluten en los pacientes sospechosos de sufrir la llamada ECR. 
 
 Por lo tanto, en una realización particular, el ser humano sigue una DSG. Así, en base a esta característica del ser 
humano, la detección del gluten mediante el procedimiento de la invención es indicativo de que el ser humano está 
incumpliendo la DSG. 40 
 
Es parte de la invención aplicar el método en la comprobación de la eficacia de las estrategias terapéuticas que reducen 
o eliminan la toxicidad del gluten mediante la desintoxicación enzimática del gluten (por ejemplo Alvine Pharmaceuticals 
Ltd., EEUU; o DSM, Holanda), mediante secuestro de las prolaminas tóxicas por polímeros para evitar su hidrólisis (por 
ejemplo, BiolineRX, Israel) u otras terapias alternativas. También podrán ser controladas las muestras de orina de los 45 
pacientes celíacos sometidos a ensayos clínicos o a una prescripción terapéutica en el futuro, ya que la efectividad de la 
terapia se podría determinar midiendo la presencia o ausencia de péptidos en orina en las siguientes horas de la ingesta 
de alguna cantidad controlada de gluten junto con las terapias que eliminen los péptidos inmunotóxicos, o bien tras la 
ingesta de alimentos tratados con alguna metodología que evite que los péptidos inmunotóxicos se internalicen en el 
individuo. 50 
 
La falta de consenso actual en la práctica clínica sobre cómo llevar el control de la DSG y la determinación de casos de 
exposición involuntaria al gluten por contaminación de los alimentos podrían ser resueltos con simples ensayos 
inmunológicos de las muestras de orina. Los profesionales sanitarios podrían considerar útiles estos métodos para el 
seguimiento de los pacientes celíacos y en el diseño de futuros ensayos clínicos con el fin de establecer conclusiones 55 
coherentes sobre el estado de la enfermedad del paciente. 
 
En otra realización particular, el ser humano sigue una terapia destinada a evitar la ingesta de gluten y/o evitar la 
formación de péptidos inmunogénicos del gluten. En este contexto, la detección del gluten mediante el procedimiento de 
la invención es indicativa de que la terapia aplicada a dicho ser humano no está siendo efectiva. 60 
 
Como entiende el experto en la materia, previamente a la puesta en contacto del fluido biológico procedente del ser 
humano con el anticuerpo se puede proceder a la concentración de los péptidos presentes en el fluido biológico. 
 
En una realización particular del procedimiento de la invención, se realiza una preconcentración de los péptidos en las 65 
muestras de orina mediante un sistema de extracción en fase sólida (solid phase extraction, SPE), por unión 
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fisicoquímica de los péptidos a la matriz de forma reversible y posterior desunión de los mismos tras elución con una 
solución de composición adecuada que permite despegar los péptidos de la matriz. También pueden concentrarse por 
interacción con anticuerpos específicos inmovilizados en las resinas cromatográficas o en partículas magnéticas. 
 
Posteriormente los polipéptidos del gluten concentrados se eluyen con un volumen inferior de una solución adecuada 5 
compatible con la posterior cuantificación mediante métodos inmunológicos, por ejemplo las tiras 
inmunocromatográficas, que usen al menos un anticuerpo anti-péptidos de prolaminas, preferentemente aquellos 
reconocidos por los mencionados A1, G12 y R5, pero no limitados a éstos. Para poder cuantificar la cantidad de péptido, 
el procedimiento se podría completar usando unos patrones de referencia, o patrón estándar, con proteínas del gluten 
intactas, o preferentemente, polipéptidos del gluten hidrolizados por pepsina y tripsina o bien sintetizados. La intensidad 10 
de señal de cantidades conocidas de péptido patrón serviría para extrapolar la cantidad de péptido en la muestra 
realizando una recta patrón.  
 
Como entiende el experto en la materia, cabe la posibilidad de que el método de la invención se lleve a cabo in vivo 
sobre un ser humano, lo cual también está contemplado dentro de la presente invención. 15 
 
Por otro lado, en la presente invención también se contemplan uso de kits para poner en práctica el procedimiento de la 
invención. Así, en otro aspecto, la presente invención de relaciona con un kit para la detección de gluten en fluidos 
biológicos, de aquí en adelante kit de la invención, que comprende: 
 20 
a) un patrón estándar seleccionado de entre  

- un patrón de péptidos que comprenden la secuencia 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 o sus derivados 
desaminados, y 

- un patrón estándar de prolaminas del gluten pepsino-tripsinadas, y 25 
 
b) al menos un anticuerpo que reconoce de forma específica epítopos de las proteínas del gluten que se seleccionan de 
grupo que consiste en 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 desaminados.  
 30 
Tal como se ha indicado previamente, el procedimiento de la invención puede comprender una etapa de concentración 
de los péptidos presentes en el fluido biológico procedente del ser humano, Para ello, se puede emplear un soporte o 
matriz que permite la unión físico-química de los péptidos presentes en el fluido y, posteriormente, la elución de los 
mismos mediante una solución acuosa tamponada. Alternativamente, también pueden concentrarse por interacción con 
anticuerpos específicos inmovilizados en las resinas cromatográficas o en partículas magnéticas. 35 
 
Por lo tanto, en otra realización particular, el kit comprende un soporte sólido de unión a péptidos, y/o una solución de 
reacción tamponada acuosa. Estos componentes permiten la concentración de los péptidos presentes en el fluido 
biológico para su posterior análisis. 
 40 
En otra realización particular del kit, el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en el anticuerpo monoclonal 
G12, el anticuerpo monoclonal A1 y el anticuerpo monoclonal R5, que en otra realización particular, el anticuerpo está 
comprendido dentro de una tira inmunocromatográfica, que en otra realización particular, el anticuerpo está unido a una 
enzima. 
 45 
A lo largo de la descripción y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no pretenden excluir otras 
características técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y 
características de la invención se desprenderán en parte de la descripción y en parte de la práctica de la invención. Los 
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustración, y no se pretende que sean limitativos de la 
presente invención. 50 

 
Breve descripción de las figuras 
 
Figura 1. Relación de la concentración de los patrones de gliadina con la intensidad de la señal cuantitativa del lector de 
tiras IC. El valor medio de la intensidad, desviación estándar (s) y la desviación estándar relativa (RSD) se calculó para 55 
cada patrón estándar. La función Rodbard fue calculada mediante la utilización del software del Reader con los 
parámetros incluidos en la tabla. 
 
Figura 2A y 2B. Cinética de eliminación y aparición de GIP en muestras de orina de individuos sanos (n=13) sometidos 
a una dieta controlada de gluten. Semicuantificación de péptidos/proteínas de gluten mediante tiras 60 
inmunocromatográficas  con anticuerpo G12 en las muestras de orina de individuos sanos que tras consumir una DCG 
se sometieron a DSG hasta que los péptidos reactivos del gluten se volvieron indetectables. Tras esto, se sometieron a 
una DCG para comprobar la aparición nuevamente de GIP en las muestras de orina. Se recogieron entre 3 y 6 muestras 
de orina al día de cada individuo durante cuatro días. Figura 2A) Ejemplo representativo de la colección de tiras IC 
reaccionando con muestras de orina de un individuo que intervino en el estudio (aH6). La franja azul es un control 65 
interno positivo que indica que el dispositivo ha funcionado correctamente, y la franja rosa indica la presencia de 
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péptidos del gluten. Figura 2B) Cinética de excreción de GIP de 4 individuos sanos (aH1-aH12). GIP, péptidos 
inmunogénicos del gluten; DCG, dieta normal con gluten; DSG, dieta sin gluten. 
 
Figura 3. Monitorización in vivo de la excreción urinaria de los péptidos derivados del gluten de individuos sanos tras 
ingestas controladas de gluten. Se administraron tres dosis de gluten (10, 25 y 50 mg) a individuos sanos que estuvieron 5 
consumiendo una DSG durante 1 semana. Se muestran 4 experimentos independientes correspondientes a muestras 
medidas por triplicado para las ingestas de 25 y 50 mg de gluten de 4 individuos sanos. GIP, péptidos inmunogénicos 
del gluten; DSG, dieta sin gluten. 
 
Figura 4. Monitorización de la adherencia a la DSG de los pacientes celiacos mediante detección y cuantificación de GIP 10 
en muestras de orina. Los pacientes celíacos incluidos en el estudio seguían una DSG > 2 años y los individuos sanos 
que participaron como controles positivos consumieron una DCG. Los participantes fueron divididos en dos grupos 
según edades: adultos (>16 años) y niños (0-15 años). Cada punto representa el valor medio de absorbancia (DO de 
450 nm) de la muestra de orina analizada de cada individuo. De acuerdo con el límite de cuantificación de la técnica 
(LQ=0,8 ng/ml, línea señalada), los individuos con un valor de GIP superior o igual al LQ se consideraron positivos para 15 
la presencia de GIP, mientras que aquellos con contenido en GIP menor que el LQ fueron considerados negativos. *p 
<0,0001 (test de Student). GIP, péptidos inmunogénicos del gluten; DSG, dieta sin gluten; DCG, dieta normal con 
gluten; LQ, límite de cuantificación. 
 
EJEMPLOS 20 
 
Ejemplo 1. Concentración, detección y semicuantificación de péptidos inmunogénicos del gluten en orina utilizando tiras 
inmunocromatográficas.  
 
En el presente ejemplo de realización se muestra cómo pueden detectarse y cuantificarse en orina los péptidos 25 
inmunogénicos del gluten, a pesar de la esperada digestión gastrointestinal, tras un proceso de preconcentración. El 
gluten es una mezcla compleja de proteínas que comprenden las gliadinas y gluteninas en trigo y proteínas equivalentes 
en la cebada, centeno y en algunas variedades de avena. Las gliadinas y gluteninas tienen una composición única de 
aminoácidos con un alto contenido de prolina (15%), aminoácidos hidrofóbicos (19%) y glutamina (35%); por lo tanto, 
forman una estructura resistente para completar la digestión por proteasas pancreáticas. Tras la reciente demostración 30 
de que las tiras inmunocromatográficas anti 33-mer de la alpha-gliadina, basadas en los anticuerpos G12,  A1 y R5, 
pueden detectar con gran sensibilidad los péptidos de gluten hidrolizado a partir de muestras de heces y cervezas 
(Morón et al., 2008; Real et al., 2014; Osman et al.2001), se planteó si los péptidos del gluten también se excretan en la 
orina.  
 35 
En primer lugar se llevó a cabo un ensayo en el cuál se obtuvieron muestras de orina de individuos sanos que llevaban 
una dieta normal que contenía gluten (DCG) (n=10). Dado que es esperable que los péptidos del gluten estén en muy 
bajas concentraciones en la orina, consideramos llevar a cabo una etapa de pre-concentración que posiblemente 
también elimine potencial material de interferencia y así se mejoren las posibilidades de detección de GIP. Los 
individuos voluntarios fueron divididos en dos grupos, un grupo (n=10) recibió una dieta no estandarizada en la que el 40 
gluten se consumió diariamente, y otro grupo (n=10), se sometió a DSG durante una semana. Se obtuvo consentimiento 
escrito de los individuos participantes. Para la realización del estudio se llevó a cabo el siguiente protocolo:  
 

- Dieta: Todos los sujetos participantes en el estudio fueron instruidos para cumplir con la dieta establecida. 
Así, los que consumieron DCG, recibieron asesoramiento de la dieta con alimentos con gluten y los de la DSG 45 
recibieron instrucciones de los alimentos permitidos. Al final del estudio, el cumplimiento de las condiciones de 
alimentación se determinó a través de una entrevista estructurada. 
 - Toma de muestras de orina: Se recogieron las muestras de orina de los sujetos participantes en el estudio 
en tubos Falcon estériles y posteriormente fueron envasados y almacenados a -20ºC hasta su análisis. Todas las 
muestras fueron homogeneizadas y alicuotadas en menos de 3 horas después de la micción.  50 

- Concentración de los péptidos en las muestras de orina: Para concentrar los péptidos y eliminar las 
impurezas de las muestras de orina recogidas se utilizó la técnica SPE. Los cartuchos de octadecilsilano utilizados se 
acondicionaron previamente con 1 ml de ácido fórmico al 0,1% en 80% de metanol mediante la aplicación de vacío y se 
desechó el eluyente. Posteriormente, se añadieron 7,5 ml de ácido trifluoroacético (TFA) y después del vacío el eluyente 
se descartó. Por separado, una mezcla de 5 ml de 50% de orina en TFA se centrifugó 10 min a 2500 g. y los péptidos 55 
concentrados de interés se eluyeron con 1 mL de solución tampón PBS compatible con las tiras Glutentox. 
 
Tras concentración de las muestras de orina de todos los voluntarios sanos (n=20) utilizando cartuchos SPE 
posteriormente, se llevó a cabo la detección de GIP en las muestras de orina de los individuos incluidos en los dos 
grupos de dieta diferentes utilizando las tiras inmunocromatográficas Glutentox Sticks (Biomedal S.L., Sevilla, España). 60 
Los péptidos del gluten se detectaron en todas las orinas concentradas de los sujetos en DCG. Sin embargo, en las 
personas en DSG, no detectamos péptidos tóxicos del gluten en ninguna orina concentrada. Estos resultados indican 
que la señal fue dependiente de la ingesta de gluten. 
 
Para correlacionar la concentración de GIP y la señal de salida de las tiras inmunocromatográficas analizadas, el lector 65 
de tiras fue calibrado con un estándar de péptido sintético 33-mer de la alpha-gliadina y con orina de un paciente que 
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llevaba más de 2 años en DSG al cuál se les analizaron los marcadores serológicos para confirmar la estricta 
adherencia a la dieta. Para verificar la ingesta de gluten negativa de la paciente, se realizó un análisis cualitativo 
mediante el uso de los anti-GIP Glutentox-strips que tienen anticuerpos G12, en concentrados de orina y en heces de 
acuerdo con el protocolo establecido por Comino et al (2012). Se prepararon una serie de 5 estándares del péptido 33-
mer a 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 75; 100 y 200 ng/ml y se añadió la orina control, recogiéndose el valor de la altura 5 
máxima de la línea de las tiras IC que se evaluó con el Lector Glutentox Reader® (Biomedal S.L., Sevilla, España). Se 
calculó el valor medio en cada estándar, así como su desviación estándar (SD) y la desviación estándar relativa (RSD). 
Se utilizaron los valores medios para el cálculo de la función de calibración que se ajusta a una función Rodbard (Figura 
1). A continuación, la función de calibración se introdujo en el software del lector de IC- banda anti GIP para cuantificar 
GIP en muestras de orina. El límite de cuantificación (QL) de la técnica fue establecido en 6,48 ng GIP / ml de orina. 10 
 
Una vez confirmada la viabilidad del método para la detección del gluten en la orina, se llevó a cabo un ensayo con la 
finalidad de semicuantificar el nivel de GIP en las muestras de orina. Para ello se llevó a cabo un ensayo en el que se 
comprobó por entrevista dietética que el gluten había sido consumido por los individuos sanos participantes en el 
estudio (n=10, 7 mujeres y 3 hombres, edad media 23-39 años). Los criterios de inclusión comprendieron la ausencia de 15 
enfermedades, síntomas digestivos, medicamentos, antibióticos en los últimos dos meses y ausencia de historia familiar 
de EC. Todos los participantes fueron evaluados para la EC, mostrando niveles de tTG sérica normales y su fenotipo 
HLA-DQ no fue DQ-2/-8. Los niveles de hemoglobina y el análisis de bioquímico de sangre, incluyendo las pruebas 
renales y hepáticas, se encontraron incluidas en el rango de los valores normales. Este estudio fue aprobado por el 
Comité Ético local del “Hospital Virgen de Valme” (Sevilla, España). Se obtuvo consentimiento escrito de los individuos 20 
participantes. Se llevó a cabo la toma de muestra de orinas de los individuos que mantenían una dieta normal en la que 
estaba presente el gluten (pan, pasta, galletas, etc.). La presencia de péptidos derivados del gluten en los extractos 
concentrados de orina se determinó usando tiras inmunocromatográficas (IC, Glutentox Sticks) basadas en el anticuerpo 
G12 mediante lectura de la intensidad de la señal con un lector de tiras Glutentox Reader®. Las muestras fueron 
sumergidas en la solución de dilución propuesta por el fabricante. Las tiras inmunocromatográficas se sumergieron en 25 
las distintas muestras (300 µl) durante 10 minutos y se dejaron secar al aire. En este caso, todos los individuos 
presentaron una excreción de péptidos del gluten en orina con valores por encima de 20 ng/ml. 
 
Ejemplo 2. Monitorización de péptidos inmunogénicos derivados del gluten en muestras de orina de individuos durante 
una dieta controlada de gluten.  30 
 
En el presente ejemplo se muestra cómo se puede determinar el tiempo de eliminación y aparición del gluten ingerido 
en muestras de orina utilizando tiras IC basadas en el anticuerpo G12. Para ello, un total de 13 voluntarios sanos (9 
mujeres y 4 hombres, edad media 23-65 años) fueron sometidos a diferentes condiciones dietéticas. Se recogieron 
muestras de orina de dichos individuos que consumían una DCG y fueron sometidos a una dieta sin gluten (DSG) hasta 35 
que el nivel de GIP se hizo indetectable en las muestras de orina. Tras esto, una DCG fue reintroducida y se recogieron 
nuevamente las muestras de orina. Un total de 3-6 diferentes muestras de orina de cada uno de los individuos se 
recogieron al día. La Figura 2A muestra un ejemplo representativo de la colección de tiras IC reaccionando con 
muestras de orina recogidas durante el periodo de estudio de un sujeto sano (AH6). Las cinéticas de excreción de GIP 
de 4 de los 13 voluntarios sanos (AH1, AH5, AH8 y AH12) analizados, revelan que el gluten consumido se elimina 40 
completamente entre las 16-34 horas posteriores al comienzo de la DSG en todos los individuos ensayados (Figura 2B). 
 
Tras la reintroducción del gluten de la dieta se detectaron GIP en muestras de orina a las 3-9 horas. Las diferencias 
observadas en la excreción entre individuos podrían relacionarse con la dieta, el tipo de alimentos que contienen gluten, 
y la variabilidad en la capacidad hidrolítica del sistema digestivo (principalmente enzimas) y las actividades microbianas. 45 
En 12 de los 13 individuos sanos en DSG, las cantidades de GIP en orina estaban por debajo del QL del método. El 
resto de los pacientes tuvieron una buena adherencia a la DSG inicialmente; sin embargo se detectó en uno de ellos 
una señal de 40 ng GIP /ml orina al tercer día de la prueba, como se muestra en el gráfico del individuo AH12. Al ser 
entrevistado al final del estudio, este individuo confirmó el consumo involuntario de yogur con cereales (trigo, entre 
otros) unas horas antes de una de las recogidas de orina. 50 
 
Tras el consumo de gluten se observó una gran variabilidad en la concentración y el tiempo para la excreción de 
péptidos reactivos de gluten entre individuos. Una vez confirmada la viabilidad del método para la detección del gluten 
en la orina, estudiamos si existía correlación entre la cantidad de gluten ingerida y la cantidad de GIP medidos en la 
orina con esta metodología. De acuerdo con recientes revisiones sistemáticas, un consumo diario total de gluten inferior 55 
a 10-50 mg de gluten puede causar anormalidades histológicas (Hischenhuber et al, 2006; Catassi et al, 2007; Akobeng 
y Thomas, 2008; Gibert et al., 2013). Para probar si la metodología anti-GIP LFT era capaz de detectar un bajo consumo 
de gluten en muestras de orina, se fijaron unas cantidades de gluten ingerido (10 a 50 mg) que se administraron a 
cuatro individuos sanos (Figura 3). Un tipo único de gluten se utilizó en todos los casos. A los individuos se les dio una 
pieza estándar para excluir la variabilidad debida a la administración de gluten de diferentes fuentes. Una microdosis 60 
inicial de 10 mg de gluten se administró y el contenido de gluten se midió en muestras de orina recogidas mediante el 
uso de anti- GIP LFT. A continuación, se administraron dosis de 25 y 50 mg y también se midieron cantidades GIP en 
orina hasta que los péptidos reactivos de gluten se hicieron indetectables. Tras el consumo de cantidad equivalente de 
alimento a 50 mg de gluten, se detectaron GIP en orina en todos los individuos analizados y, por lo tanto, el límite de 
detección (LD) de este método es de 50 mg de gluten. No obstante, la administración de 25 mg de gluten produjo 65 
señales medibles en las tiras IC tras análisis de la orina en 3 de las 4 personas analizadas (AH2, AH4 y AH10), aunque 
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sólo en AH10 la señal fue claramente superior al QL. No hubo señales detectables tras la ingestión de 10 mg en ningún 
individuo. Las variaciones individuales observadas fueron probablemente debidas a las diferencias individuales de 
metabolismo y dietas, la microbiota intestinal y las variaciones en el consumo diario de alimentos. 
 
Ejemplo 3. Monitorización de la adherencia a la dieta sin gluten en muestras de orina de pacientes celiacos. 5 
 
En el presente ejemplo se muestra cómo se puede monitorizar la adherencia a la DSG de los pacientes celiacos 
mediante la determinación de péptidos inmunogénicos del gluten en orina por un sistema de detección rápido basado en 
las tiras IC con el anticuerpo G12 (Glutentox Stick, Biomedal, S.L.). El alto porcentaje de pacientes celiacos con 
recuperación parcial de la mucosa intestinal, probablemente debido a ingestiones involuntarias, ha generado la 10 
necesidad de un marcador no invasivo que permita el seguimiento a corto plazo de la adhesión a la DSG. El paso del 
gluten por el tracto gastrointestinal da lugar a la hidrólisis de la mayor parte de éste. Para evaluar si el método era 
adecuado para el seguimiento de la ingestión de gluten en pacientes celiacos, se realizó un estudio en muestras de 
orina de 76 individuos sanos (42 adultos y 34 niños) que consumían una DCG, y 58 pacientes celiacos en remisión (27 
adultos y 31 niños) que habían sido sometidos a DSG durante > 2 años. 15 
 
Las muestras de orina de los individuos sanos tras el consumo de un dieta con gluten presentaron, en todos los casos, 
niveles de GIP por encima del LQ del método (76 de 76, 100 % positivos en GIP en la orina). El rango de valores de GIP 
en orina de individuos sanos varió, siendo en adultos de 6,54 a 604 ng/ml orina y en niños de 6,48 a 369 ng ml orina, es 
decir, entre 57 y 93 veces por encima del LQ del método, lo que sugiere que la excreción de los péptidos del gluten está 20 
fuertemente afectada por la dieta, el tipo de alimentos que contienen gluten, y/o características individuales tales como 
la microflora intestinal. Cuando se realizó el ensayo en la orina de los pacientes celiacos, el nivel de GIP en la orina 
estuvo por debajo del LQ del método sólo en el 41 % de los adultos y en el 55 % de los niños con EC en remisión 
clínica. En el resto de los individuos celiacos se observó un claro incumplimiento de la DSG, oscilando el contenido en 
GIP entre 4,5 y 12 veces por encima del LQ (6,48-78,12 y de 6,48-29,69 ng GIP/ml de orina, adultos y niños, 25 
respectivamente).  
 
Ejemplo 4. Seguimiento de la dieta sin gluten en muestras de orina recogidas durante 24 horas en individuos sometidos 
a dietas con o sin gluten. 
 30 
En el presente ejemplo se muestra cómo se puede realizar el seguimiento de la DSG en muestras de todas las orinas 
recogidas durante un día utilizando un sistema de lectura inmunocromatográfico con anticuerpos anti-GIP. Las 
sustancias eliminadas por el riñón no se excretan a la misma velocidad o en las mismas cantidades durante diferentes 
períodos del día y de la noche; en condiciones normales de excreción la eliminación de orina es menor durante la noche 
que durante el día. Por lo tanto, una muestra de orina al azar podría no generar una imagen integrada de posibles 35 
ingestiones puntuales de gluten que tienen lugar durante un día. El análisis de muestras de orina de 24 horas, además 
de los estudios serológicos, ha sido utilizada por lo general para obtener datos relevantes en muchos trastornos. 
 
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue determinar la capacidad de esta técnica para medir los péptidos derivados 
del gluten en orina de 24 horas como indicador de la adherencia de la DSG en pacientes celiacos. Para ello, 3 40 
individuos sanos que seguían una DCG y 1 paciente celiaco en remisión con DSG > 2 años participaron en el estudio. 
Se recogieron separadamente todas las muestras de orina excretadas durante 24 horas de 4 participantes adultos. 
Cada muestra de orina se analizó separadamente para determinar su contenido de gluten y, a continuación, se 
confinaron todas las muestras de orina en un recipiente único. La detección y cuantificación de GIP por tiras IC se 
realizó en las 4 muestras de 24 horas. Los 3 sujetos sanos mostraron niveles de GIP en las muestras de orina 45 
individuales así como en la muestra de 24 horas, oscilando el nivel de los péptidos de gluten desde 12,4 hasta 87,6 
ng/ml. Sin embargo, las muestras de orina del paciente celíaco estuvieron por debajo del QL del método así como la 
muestra de 24 horas. Las medidas de GIP obtenidas en muestras de orina discontinuas fueron muy similares a las 
obtenidas en las orinas completas 24 horas. Por lo tanto, los resultados indicaron que la medida de gluten en orina de 
24 horas proporciona información valiosa sobre el valor promedio del metabolismo y la excreción de gluten consumidos 50 
por un día completo en un individuo.  
 
Ejemplo 5. Seguimiento de la dieta sin gluten en muestras de orina mediante un biosensor. 
 
El presente ejemplo muestra cómo es posible la determinación de la cantidad de GIP en orina mediante la utilización de 55 
un biosensor. Es una técnica de detección selectiva y cuantitativa de los péptidos derivados del gluten de forma directa, 
sin necesidad de marcadores. Para ello, sobre una matriz hidrófoba de 100 nm con un 2% de dextrano se inmoviliza un 
anticuerpo anti-GIP. El tampón en el cual se diluye el anticuerpo debe favorecer la interacción electrostática entre éste y 
la matriz de dextrano de forma que se facilite la formación de enlaces. En medio acuoso, el pKa de los grupos de la 
matriz es aproximadamente 4. Las concentraciones de anticuerpo para la inmovilización oscilan entre 30 y 130 µM, 60 
aunque dependen del anti-GIP utilizado. Esta inmovilización genera una señal de resonancia que se recoge en el 
detector y se denomina señal basal. A continuación, se conduce la orina por encima del chip sensor en estudio. Si ésta 
contiene GIP, se genera en el detector un cambio de señal, que es una respuesta directamente proporcional a la 
interacción entre los GIP y el anticuerpo. Finalmente, se lava la superficie para eliminar los restos de orina, 
permaneciendo el anti-GIP unido. De este modo la superficie está preparada para un nuevo ensayo.  65 
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Ejemplo 6. Seguimiento de la dieta sin gluten en muestras de orina mediante un sistema de partículas paramagnéticas y 
quimioluminiscencia. 
 
El presente ejemplo muestra cómo se puede determinar la presencia de péptidos del gluten en orina usando una 
partícula recubierta con anticuerpos anti-GIP. Se inmoviliza un anticuerpo frente a péptido inmunogénico del gluten, el 5 
G12, en partículas magnéticas de 0,2 micras magnéticas. Alrededor de 0,1 mL de partículas magnéticas con una 
concentración de al menos 107 partículas/mL se ponen en contacto con 2 mL de orina para capturar los péptidos que 
pudiesen estar presentes en un eppendorf. Se realiza el procedimiento de unión y lavado de las partículas a las paredes 
del tubo por los procedimientos ya habituales para los técnicos en la materia usando un imán adaptado al tubo (Life 
Technologies, Miltenji, Sepmag). Se usa un anticuerpo anti-GIP conjugado a peroxidasa que se debe unir solo a las 10 
partículas que hayan capturado un GIP con dos epítopos. Tras los lavados usando la unión y desunión a las paredes del 
tubo dependiente del imán, se revela con luminol y se usa un luminómetro para cuantificar la señal. La señal por encima 
del control negativo de la muestra sin GIP, indicaría la presencia de péptidos del gluten. 
 
LISTADO DE SECUENCIAS 15 
 
<110> BIOMEDAL S.L. 
 UNIVERSIDAD DE SEVILLA 
  
<120> DETECCIÓN DE PÉPTIDOS DEL GLUTEN EN FLUIDOS HUMANOS 20 
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<213> Triticum aestivum 
 
<400> 9 
 
Gln Pro Gln Pro Leu Tyr  65 
1                         5        
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<210> 10 
<211> 8 
<212> PRT 5 
<213> Triticum aestivum 
 
<400> 10 
 
Phe Pro Leu Gln Pro Gln Gln Pro  10 
1                          5                
 
 
<210> 11 
<211> 8 15 
<212> PRT 
<213> Triticum aestivum 
 
<400> 11 
 20 
Phe Pro Leu Glu Pro Glu Glu Pro  
1                          5                
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REIVINDICACIONES 
 

1. Uso de un procedimiento inmunológico para la detección y/o cuantificación en una muestra de orina el gluten ingerido 
con la alimentación por un ser humano, en donde el método inmunológico comprende al menos un anticuerpo que 
reconoce de forma específica epítopos de las proteínas del gluten que se seleccionan del grupo que consiste en SEQ ID 5 
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 desaminados, en donde el reconocimiento de los epítopos de las proteínas 
del gluten por los anticuerpos es indicativo de que el ser humano ha ingerido gluten. 
 
2. Un procedimiento in vitro para la detección y/o cuantificación del gluten ingerido con la alimentación por un ser 10 
humano, el cual comprende poner en contacto una muestra de orina procedente de dicho ser humano con al menos un 
anticuerpo que reconoce específicamente los epítopos de las proteínas del gluten que se seleccionan de grupo que 
consiste en 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 desaminados, en donde el reconocimiento de los 
epítopos por los anticuerpos es indicativo de que el ser humano ha ingerido gluten. 15 
 
3. Procedimiento según la reivindicación 1, en el que el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en el anticuerpo 
monoclonal G12, el anticuerpo monoclonal A1 y el anticuerpo monoclonal R5. 
 
4. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 2 o 3, en el que la puesta en contacto del fluido biológico con 20 
los anticuerpos se lleva a cabo mediante un método inmunológico seleccionado del grupo que consiste en tiras 
inmunocromatográficas, inmunomicropartículas fluorescentes, inmunopartículas magnéticas, ELISA indirecto, ELISA 
competitivo, ELISA sandwich, Western blot, biosensores electroquímicos, biosensores de resonancia de plasmones, 
biosensores termoeléctricos y biosensores nanomecánicos. 
 25 
5. Procedimiento según la reivindicación 3 o 4, en el que el anticuerpo monoclonal G12, anticuerpo monoclonal A1 o 
anticuerpo monoclonal R5 está conjugado a moléculas que permiten un ensayo cuantitativo por densitometría, 
fluorimetría, luminiscencia o reacción electroquímica.  
 
6. Procedimiento según la reivindicación 5, en el que las moléculas que permiten un ensayo cuantitativo que se 30 
seleccionan del grupo que consiste en un sustrato cromogénico, un sustrato fluorogénico y un sustrato luminiscente.  
 
7. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que previamente a la puesta en contacto del 
fluido biológico con los anticuerpos se procede a la concentración de los péptidos mediante una extracción en fase 
sólida. 35 
 
8.- Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, en el que el ser humano sigue una dieta sin 
gluten.  
 
9. Procedimiento según la reivindicación 8, en el que la detección de gluten es indicativo de que el ser humano está 40 
incumpliendo la dieta sin gluten. 
 
10. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9, en el que el ser humano sigue una terapia 
destinada a evitar la ingesta de gluten y/o evitar la formación de péptidos inmunogénicos del gluten. 
 45 
11.- Procedimiento según la reivindicación 10, en el que la detección del gluten es indicativo de que la terapia aplicada a 
dicho ser humano no está siendo efectiva. 
 
12. Uso de un kit que comprende 
 50 
a) un patrón estándar seleccionado de entre  

- un patrón de péptidos que comprenden la secuencia 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 o sus derivados 
desaminados, y 

- un patrón estándar de prolaminas del gluten pepsino-tripsinadas, y 55 
 

b) al menos un anticuerpo que reconoce de forma específica epítopos de las proteínas del gluten que se seleccionan de 
grupo que consiste en 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 desaminados, para poner en práctica un 
procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 11. 60 
 
13. Uso de un kit según la reivindicación 12, en el que el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en el 
anticuerpo monoclonal G12, el anticuerpo monoclonal A1 y el anticuerpo monoclonal R5. 
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FIG.2A 
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FIG. 2B 
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FIG.3 
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FIG.4 
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