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RESUMEN

La enfermedad celiaca (EC) es un desorden clinico basado en una intolerancia al gluten presente
en ciertos cereales como el trigo, la cebada, el centeno, la avena y sus derivados. El Gnico
tratamiento actualmente disponible para la EC es la dieta sin gluten (DSG), lo cual supone un
auténtico reto para los pacientes ya que el gluten es frecuente en muchos productos alimentarios.
El control de la adherencia a la DSG puede realizarse empleando varios métodos como
marcadores serologicos, cuestionarios dietéticos, entrevistas o biopsias de repeticion. Sin
embargo, ninguno de ellos proporciona una medida fiable. Por ello, en trabajos previos, se ha
desarrollado un nuevo método basado en la deteccion de péptidos inmunogénicos del gluten (GIP)
en heces. El objetivo de este trabajo es detectar el cumplimiento de la DSG en individuos celiacos
pediatricos recién diagnosticados mediante la deteccion y cuantificacion de GIP en las heces y
comparar los resultados obtenidos mediante los marcadores seroldgicos. En el estudio
participaron un total de 12 pacientes celiacos y 6 pacientes controles, todos en edad pediatrica. A
los pacientes se les tomO muestras de heces y suero en 4 visitas (0, 6, 12, 18 meses
aproximadamente) y se estudié GIP fecal y marcadores serolégicos. En el diagnostico, periodo
en el que los pacientes celiacos consumian gluten, se detecté GIP en heces en todos ellos. No
obstante, durante el seguimiento, un tercio de los pacientes muestra transgresiones en la DSG.
Los marcadores serolégicos no consiguieron detectar las transgresiones mostradas mediante GIP
fecal en su totalidad. En conclusion, la deteccion de GIP en heces es un método eficaz y fiable,

por lo que su inclusion en clinica permitiria el control de la DSG en los pacientes celiacos.

Palabras claves: enfermedad celiaca, dieta sin gluten, péptidos inmunogénicos del gluten.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad celiaca (EC) es un desorden clinico basado en una intolerancia al gluten presente
en ciertos cereales como el trigo, la cebada, el centeno, la avena y derivados. Dicha intolerancia
se desarrolla mediante una reaccién inmune en la que son reconocidos como antigenos péptidos
del gluten en individuos genéticamente predispuestos (haplotipos HLA-DQ2/DQ8) (Sollid y
Jabri, 2013). La respuesta inmune generada va a producir dafios en el tejido intestinal (Figura 1),
gue pueden ir desde leves y reversibles hasta graves e irreversibles segun la cantidad y tiempo de

exposicion al gluten.

Actualmente el Unico tratamiento de la EC es la eliminacién del gluten de la dieta, hecho que
supone un reto para los pacientes debido a la presencia de gluten en numerosos alimentos

procesados, influyendo inevitablemente en la calidad de vida del paciente (Rochay cols., 2016).

El problema en las transgresiones en la dieta, voluntarias o involuntarias, es que pueden implicar
la aparicion de sintomas intestinales y no intestinales que van a ir acompafiados de un aumento
del dafio de la mucosa intestinal. Si este Ultimo es grave, puede llegar hasta tal punto en el que el
dafo sea irreparable y se genere un estado de EC refractaria, en el que el individuo deja de
responder a la DSG y padece una inflamacién crdnica que se relaciona con una alta aparicién de

linfomas de origen intestinal (Rubio-Tapia y cols., 2013).

Figura 1

Imagenes obtenidas mediante
endoscopia intestinal (Endoscopias
Murcia, 2012).

A) Mucosa duodenal de un paciente
control no celiaco.

Vellosidades intestinales normales
B) Mucosa duodenal de un paciente
celiaco en el momento del diagnéstico.

C) Endoscopia intestinal realizada a un
enfermo celiaco.

Vellosidades en la enfermedad celinca




1.1. PATOGENIA

De acuerdo con la clasificacion de Osborne de 1924 (Shewry y cols., 2002), las proteinas que
forman la harina de trigo pueden clasificarse segun su solubilidad en: albdminas, extraibles con
agua; globulinas, extraibles en sales diluidas; gliadinas, extraibles con soluciones de alcohol y
gluteninas, extraibles con acido acético diluido. Estas dos Gltimas, gliadinas y gluteninas, son las
principales proteinas que forman el gluten, siendo también conocidas como prolaminas por su
alto contenido en prolinas, aunque también contienen una gran cantidad de glutamina. Este hecho
hace gue las enzimas proteoliticas del aparato digestivo impidan la degradacion total de estas,
generando péptidos resistentes a la protedlisis que induciran cambios en la mucosa intestinal
debido a la respuesta inmune generada (Figura 2).

Concretamente, los péptidos resultantes de la hidrolisis produciran cambios en el epitelio
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la union al receptor CXCR3 de la mucosa intestinal, 1o cual induce la secrecién de zonulina,
proteina que regula la permeabilidad intestinal debilitando estas tight junctions (Lammersy cols.,
2008; Fasano, 2011).

Los péptidos, una vez dentro, serdn deamidados por la enzima transglutaminasa tisular.
Adicionalmente, la interleucina 15 activara a las células dendriticas, que incrementaran en
superficie la presencia de moléculas para realizar la presentacion antigénica a través de HLA-
DQ2/DQ8. Los péptidos son presentados entonces a la superficie de los linfocitos T CD4+, lo que
dard lugar al aumento de la sintesis y liberacion de citoquinas que generara atrofia vellositaria e
hiperplasia de las criptas (Figura 1). Como consecuencia, se producira la expansion de linfoncitos
B, con la consecuente produccion de anticuerpos. De todos esos péptidos, se piensa que el mas
inmunogeénico es el 33-mer de la a-2-gliadina (Shan y cols., 2002; Morén y cols., 2008).

1.2. EPIDEMIOLOGIA

Normalmente la prevalencia de la EC suele definirse mediante el “modelo del iceberg” (Figura
3). La parte visible del iceberg se corresponde con los casos diagnosticados, mientras que la parte
no visible o sumergida hace referencia a los pacientes no diagnosticados. La linea de agua que
separa ambas partes dependera de los factores que favorecen el diagnostico (o no diagndstico) de
la enfermedad, como son la ingesta de gluten, conocimiento de la enfermedad, los métodos de
diagnostico disponibles, la intensidad de las manifestaciones clinica, etc. Con este modelo se
pretende hacer una llamada de atencién a la gran cantidad de casos sin diagnosticar existentes y

la necesidad de hacer mas visible el iceberg (Fasano y Alessio, 2001).

Asi pues, en las zonas donde predomina el genotipo HLA-DQ2/DQ8 existe una mayor
prevalencia de la enfermedad, tal y como ocurre en América del Norte, la region norte de Africa
y en Europa (Fasano y Alessio, 2001). La mejora de los métodos diagndsticos en estos ultimos
afios ha permitido encontrar una mayor cantidad de casos de EC en la poblaciéon. Con la
introduccidon de los métodos de screening seroldgicos ha aumentado el nimero de diagndsticos
realizados de la EC en todos los paises, de tal forma que se estima que la prevalencia global de la
enfermedad es del 1%. Dentro de Europa los porcentajes oscilan, mostrandose una prevalencia
mayor en paises como Finlandia (2,4%) y menor en otros como Alemania e ltalia (0,3 y 0,7%,
respectivamente). Ademas, se ha comprobado que la enfermedad se diagnostica entre 2 y 3 veces
mas en mujeres que en hombres, excepto en jovenes y ancianos, donde se diagnostica de igual
manera (Reilly y Green, 2012).



Figura 3
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Modelo del iceberg de la EC. Representacion grafica de la epidemiologia de la EC. La parte superior del iceberg
representa los casos diagnosticados y detectados, que es menor que la no visible, es decir, los casos no diagnosticados
que aun no se han puesto de manifiesto (Fasano y Alessio, 2001).

1.3.  MANIFESTACIONES CLINICAS

1.3.1. Formaclasica

Las manifestaciones clinicas de la EC (Tabla 1) varian mucho con la edad. Los lactantes y los

nifios pequefios generalmente presentan diarrea, distension abdominal y retraso en el crecimiento,

entre otros sintomas. Los adolescentes suelen presentar manifestaciones extraintestinales como

talla baja y sintomas neurol6gicos (Casellas
y cols., 2008).

Una gran proporcién de pacientes pueden
tener sintomas durante un largo periodo de
tiempo y haber sufrido hospitalizaciones e
incluso procedimientos quirdrgicos antes del
diagnostico de la EC. Asi mismo, pueden
ocurrir trastornos en la esfera reproductiva
(menarquia tardia,

infertilidad,

menopausia precoz,

abortos, impotencia, recién

nacidos de bajo peso), osteopenia,

hipoesplenismo,  adenocarcinoma  del
intestino delgado o hepatitis reactiva

(Casellas y cols., 2008).

Tabla 1

Manifestaciones clinicas de la EC (Moscoso y Quera, 2015).

Dispepsia Diarrea

Distension abdominal Esteatorrea
Alteraciones leves del transito
intestinal similares a las de
sindrome del intestino irritable
Anemia de causa no precisada Calambres
Fatiga aislada Tetania
Hipertransaminasemia de causa no Edema periférico debido a
precisada alteraciones electroliticas
Infertilidad Hipoalbuminemia
Alteraciones neuroldgicas centrales
y periféricas
Osteoporosis
Talla baja
Defectos del esmalte dental
Dermatitis herpetiforme

Baja de peso




Las personas con EC tienen ademas mayor riesgo de enfermedades inmunoldgicas comparadas
con la poblacion general. La asociacion mas tipica es junto a la dermatitis herpetiforme, la cual
se define como la expresion cutanea de la EC. De hecho, se ha comprobado que la dermatitis
herpetiforme  transcurre con un mecanismo parecido, apareciendo anticuerpos
antitransglutaminasa epidérmica (Sardy y cols. 2002). Otras enfermedades con las cuales aparece
con cierta frecuencia son la diabetes mellitus tipo 1, tiroiditis autoinmune, sindrome de Down y
sindrome de Turner. Un estudio realizado en Polonia ha llegado a establecer que la prevalencia
de EC en personas con sindrome de Down llega a ser de un 5,4% (Szaflarska-Poplawska y cols.,
2016).

1.3.2. Otras formas de EC

Uno de los aspectos destacables de la EC son sus maltiples formas de expresion. Estos casos son
mas frecuentes en escolares y adolescentes, destacando sintomas como la cefalea, aumento de
transaminasas, estrefiimiento, heces pastosas, osteopenia, ferropenia, llagas en la boca, etc.
(Arranz y Garrote, 2011). En 2013 se establecié mediante un concenso de expertos de Oslo los
distintos términos que definen la EC (Ludvigsson y cols., 2013). Aunque se definen muchas

formas de la EC, de entre todas ellas podemos destacar tres grupos:
1.3.2.1. Forma asintomatica

En este caso la EC transcurre sin sintomas apreciables, pero si que existe el dafio de la mucosa
intestinal tipico de la enfermedad, siendo detectable mediante biopsia de la mucosa y marcadores

seroldgicos.
1.3.2.2. Forma subclinica

Ocurre cuando el paciente, a pesar de ingerir gluten, no muestra 0 muestra levemente sintomas y

en las pruebas diagnoésticas no aparecen resultados concluyentes que confirmen la enfermedad.
1.3.2.3. Forma potencial

No muestran alteraciones histopatoldgicas de la mucosa asociadas a la EC, pero si que presentan
algiin marcador seroldgico tipico de la EC o un aumento de los linfocitos intraepiteliales,

creyéndose gque pueden desarrollar la enfermedad.



1.4. DIAGNOSTICO
1.4.1. Marcadores seroldgicos

La clave del diagnoéstico de la EC es la biopsia de la mucosa intestinal. Sin embargo, el empleo
de los marcadores seroldgicos ayuda a identificar posibles casos de EC, sobre todo en caso de
personas de alto riesgo (familiares de alto riesgo con la enfermedad), sin sintomas
gastrointestinales y/o con enfermedades asociadas a la EC. Las pruebas seroldgicas estan
indicadas en aquellos casos de distension o malestar abdominal sin causa conocida, diarrea
cronica, anormalidades bioquimicas que podrian estar causadas por la malabsorcion, familias en
primer grado con diagnostico de EC y enfermedades autoinmunes. Es por ello que su estudio
supone el primer paso en el camino al diagndstico de la EC. Los marcadores empleados para
apoyar el diagndstico son varios: anticuerpos antitransglutaminasa tisular humana (anti-tTG) tipo
IgA e IgG, anticuerpos antiendomisio (EMA) tipo IgA, anticuerpos antigliadina (AGA) tipo IgA
e 1gG y anticuerpos antipéptidos de gliadina desamidados (anti-GDP) tipo IgA e IgG (Rubio-
Tapiay cols., 2013).

Anti-tTG y EMA son los que presentan una mayor sensibilidad y especificidad. Aunque ambos
son viables, en la préctica suele ser valorado preferentemente los anti-tTG tipo IgA por precisar
un método mas facil, barato y rapido (Vargas Pérez y cols., 2005), aunque ello no excluye el
estudio de EMA si se prefiere. Los AGA fueron los primeros en emplearse, pero actualmente se
prefiere el uso de los otros marcadores mencionados por su mayor especificidad y sensibilidad
(Rubio-Tapiay cols., 2013).

El marcador anti-DGP fue el Gltimo en descubrirse y el tipo IgG ha demostrado ser util en el
diagndstico en los casos en los que el paciente sufre déficit de IgA (Barbato y cols., 2011), aunque
Nno parece proporcionar mas ventajas que anti-tTG y EMA en los casos comunes, excepto en nifios
(Sakly y cols. 2012; Rubio-Tapiay cols., 2013).

1.4.2. Marcadores genéticos

Se emplean en los casos en los que la serologia no muestra datos claros sobre el diagndstico,
siendo estudiados los genes HLA-DQ2 y HLA-DQ8 anteriormente mencionados. Asi pues, el
marcador genético mas predominante en la poblacion celiaca es el HLA-DQ2, manifestandose en
el 95% de ellos. Cabe decir que la molécula HLA-DQ2 puede estar expresada por dos alelos
distintos, HLA-DQ2.2 y HLA-DQ2.5, con una aparicion del 90% y 5% respectivamente. Como
consecuencia, HLA-DQ8 aparece en el 5% restante (Stamnaes y Sollid, 2015). Sin embargo, la

obtencion de resultados positivos no sugiere que el paciente padezca definitivamente la EC, ya



que el gen HLA-DQ2 aparece en el 30% de la poblacion general y tan solo 1-2% de los portadores
de HLA-DQ2/DQ8 llegan a desarrollar la EC. Por ello, aunque los genes HLA-DQ2/DQ8 son los
principales factores predisponentes de EC, parece tener bastante importancia otros factores y

genes no HLA que intervienen en la enfermedad (Arranz y Farré, 2008).

1.4.3. Biopsia intestinal: clasificacion modificada de Marsh

Para la realizacion del diagnoéstico de la EC se tienen en cuenta diversos parametros como ya se
ha mencionado, pero de entre todos ellos el que mas cabe destacar es sin duda la comprobacion
del dafio de las mucosas intestinales mediante biopsia. El sistema de clasificacion mas importante
de las lesiones histopatoldgicas en el tejido intestinal para la EC se basa en la descripcion realizada
por Marsh (Marsh, 1992). Esta se basa en la observacion de linfocitos intraepiteliales, el tamafio
de las criptas y la atrofia de las vellosidades intestinales para clasificar el dafio producido. Méas
tarde, otros autores modificaron dicha clasificacion para hacerla mas acorde a la practica clinica
(Tabla 2) (Husby y cols., 2012).

Tabla 2

Clasificacion de Marsh-Oberhuber o de Marsh modificada. El tipo 0 corresponde a una mucosa normal, el tipo 1
a una lesion infiltrativa, el tipo 2 a una lesion hiperplasica y el tipo 3 a una lesidn destructiva de distintos grados
(Husby y cols., 2012).

LIE 225 240 240 225 225 225

Criptas Normal Normal Hiperplasia Hiperplasia Hiperplasia
Mucosa plana

Vellosidades Normal Normal Normal Atrofia leve Atrofia marcada
LIE: n@ linfocitos intraepiteliales por cada 100 células epiteliales.

1.4.4. Protocolo del diagndstico

En nifios y adolescentes debera realizarse primero un estudio del marcador serolégico anti-tTG
tipo IgA. Se recomienda que se realice también un estudio de IgA total, ya que no debe descartarse
la posibilidad de que el individuo sufra déficit de IgA. Si este es el caso, debera estudiarse los
marcadores serolégicos de tipo IgG (como anti-tTG o anti-DGP, por ejemplo). Se prefiere
emplear el marcador anti-DGP, ya sea tipo IgA o 1gG, para pacientes que no muestren resultados
concluyentes con otros marcadores o en nifios menores de 2 afios. Si los marcadores seroldgicos
de tipo IgA en un individuo con valores de IgA total normales resultan ser negativos, debe
descartarse el diagnostico de EC, excepto en los casos de nifios que padezcan una alta
probabilidad de padecer la enfermedad (familiares de primer grado con la EC) o sintomas graves.

En caso positivo, o de ocurrir alguna de las excepciones comentadas, se recomienda hacer



estudios de los marcadores genéticos y debe hacerse biopsias intestinales. El diagndstico se
confirma si en la biopsia aparecen lesiones tipo 2 — 3 (Tabla 2) y los marcadores muestran ser
positivos para HLA-DQ2/DQ8. Es recomendable estudiar los marcadores genéticos para
comprobar que, en caso de existir dafio en las mucosas, realmente la patologia se debe a la EC
(Husby y cols., 2012).

En el caso de nifios y adolescentes que sufran sintomas sugerentes de EC y que tengan valores de
anti-tTG 10 veces por encima de los valores normales es posible realizar el diagnostico sin llegar
a realizar una biopsia, ya que en estas circunstancias se estima que el estado de las mucosas es de
tipo Marsh 3. Para ello, deberé hacerse el estudio del anticuerpo EMA en una nueva prueba de

sangre y si este da positivo se daré el diagnostico por confirmado.

En adultos el procedimiento es semejante al descrito para nifios con sintomatologia, pero no debe
abandonarse el diagndstico en el caso de mostrar carencia en los marcadores de IgA con valores
normales de IgA total, sino que debe continuarse midiendo marcadores de tipo 1gG v, en caso
negativo, proceder con los marcadores genéticos, reevaluar el diagnostico y/o considerar medir la
serologia de nuevo. En el caso de los adultos la biopsia siempre debe hacerse para confirmar

finalmente el diagnédstico (Moscoso y Quera, 2015).

1.5. TRATAMIENTO Y SEGUIMIENTO

El Unico tratamiento actualmente disponible para la EC es la DSG. La DSG consiste en la
eliminacion total del gluten de la dieta de por vida, lo cual supone un auténtico reto para los
pacientes debido a las numerosas restricciones sociales y econdmicas que conlleva (Kinsey y
cols., 2008; Missbach y cols., 2015; Rocha y cols., 2016). La manera en que la DSG condiciona
la vida de los pacientes tiende a hacer que estos incumplan la dieta y como consecuencia
reaparecen sintomas como dolor y diarrea. Ademas, las transgresiones continuas exponen a los
pacientes a problemas de salud que se manifiestan a largo plazo, como infertilidad, osteoporosis
e incluso cancer intestinal (Dowd y cols., 2014). De hecho, el consumo de continuo de gluten,
intencionado o no, en pacientes con EC ya diagnosticada es la principal causa de EC refractaria

relacionada con una alta aparicion de linfomas (Rubio-Tapia y cols., 2013)

Numerosas investigaciones trabajan en el desarrollo de tratamientos alternativos a la DSG. Se ha
planteado el empleo de bacterias degradadoras de gluten y de proteasas que, administradas
oralmente, actuarian sobre los péptidos procedentes del gluten no degradables por el organismo
(Cerf-Bensussan y cols., 2007; Helmerhorst y Wei, 2014), el uso de polimeros secuestradores de

péptidos del gluten (Pinier y cols., 2012) y el empleo de farmacos antiinflamatorios como la



budesonida (Ciacci y cols., 2009; Brar y cols., 2007). Todos estos tratamientos alternativos

parecen prometedores, pero aun estan en fase de estudio.

Por ello, es muy importante un control exhaustivo de la dieta. Dicho control de la adherencia a la
DSG se puede realizar empleando varios métodos: marcadores serolégicos basados en
anticuerpos resultantes de la respuesta del organismo ante la presencia de gluten, como son los
anticuerpos anti-tTG y los anticuerpos anti-DGP; seguimientos realizados por un nutricionista
mediante cuestionarios o entrevistas al paciente e incluso la observacion periddica del estado de
la mucosa intestinal mediante biopsias. Sin embargo, ninguno de ellos ofrece una medida precisa
del cumplimiento de la DSG. En cuanto a las entrevistas y cuestionarios, los pacientes no suelen
describir con exactitud su nivel de adherencia, ademas de que es probable que existan
transgresiones no intencionadas (Missbach y cols., 2015). Por otro lado, las biopsias de repeticion
son métodos invasivos para el control de la DSG (Pietzak, 2005; Husby y cols., 2012) por lo que
los médicos suelen emplear la serologia como método de seguimiento para monitorizar el
cumplimiento de la dieta. No obstante, se ha comprobado que la serologia tiene poca correlacién
con la curacion de la mucosa intestinal y, por tanto, basarse solo en la serologia como método de
seguimiento no parece ser muy eficiente. (Vahedi y cols., 2003; Leffler y cols. 2007; Kaukinen y
cols., 2007; Bannister y cols., 2014; Vécsei y cols., 2014; de Chaisemartin y cols., 2015).



2. OBJETIVOS

La Unica terapia existente a dia de hoy para los pacientes celiacos es una rigurosa DSG. Por lo
tanto, una vez confirmado el diagndstico de la EC se debe realizar un seguimiento clinico-
analitico periddico del paciente con el fin de detectar posibles complicaciones y enfermedades
asociadas que pueden aparecer en cualquier momento de la evolucion de la enfermedad por la
falta del cumplimiento de la dieta. EI seguimiento de la adherencia a la DSG se basa
fundamentalmente en la determinacion periddica de marcadores seroldgicos de la enfermedad.
Sin embargo, la respuesta de los distintos marcadores seroldgicos tras la dieta es muy variable.
Los anticuerpos anti-DGP, EMA o anti-tTG han sido propuestos como indicadores del
cumplimiento de la DSG. Sin embargo, los anticuerpos de clase IgA pueden tardar en
normalizarse varios meses y los de clase IgG periodos superiores a un afio después de que el
antigeno haya desaparecido de la dieta. Ademas, se ha descrito que estos anticuerpos pueden
perder sensibilidad para detectar pequefias transgresiones dietéticas. En trabajos previos, Comino
y cols. (2012) describieron un nuevo método para detectar y monitorizar la presencia de péptidos
inmunogénicos del gluten (GIP) en heces humanas de pacientes celiacos sobre la base de los
anticuerpos anti-33-mer G12. Estos anticuerpos se obtuvieron frente a uno de los péptidos méas

toxicos descritos para la EC, el péptido 33-mer de la a-2-gliadina.

En base a los antecedentes descritos, el OBJETIVO GENERAL de este Trabajo Fin de Grado
fue detectar el cumplimiento de la DSG en una poblacién de individuos celiacos pediatricos recién
diagnosticados mediante la deteccion y cuantificacion de GIP en las heces y comparar los
resultados obtenidos con los marcadores seroldgicos. Este objetivo fue desarrollado en los
siguientes OBJETIVOS CONCRETOS:

1. Detectar el cumplimiento de la DSG mediante tiras inmunocromatogréficas en muestras de
heces obtenidas de pacientes pediatricos en dieta normal con gluten en el momento del
diagndstico (visita 1) y durante las 3 visitas siguientes (visitas 2, 3y 4 alos 6, 12 y 18 meses,
respectivamente) de control en el hospital.

2. Cuantificar los niveles de GIP, mediante técnica ELISA, en muestras de heces obtenidas de
pacientes pediatricos en dieta normal con gluten en el momento del diagndstico (visita 1) y
durante las 3 visitas siguientes (visitas 2, 3y 4 a los 6, 12 y 18 meses, respectivamente) de
control en el hospital.

3. Comparar los resultados obtenidos de GIP en las heces de estos pacientes con los niveles de

los anticuerpos anti-tTG y anti-DGP IgA.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. DISENO DEL ESTUDIO

En el estudio participaron un total de 12 pacientes celiacos en edad pediatrica (5 hombres y 7
mujeres, con edades comprendidas entre los 0 y 14 afios) que fueron reclutados de 3 hospitales
espanoles: Hospital Universitario Virgen de Valme de Sevilla, Hospital Regional Carlos Haya de

Malaga y Hospital Nuestra Sefiora de la Candelaria de Tenerife.

Estos pacientes fueron recién diagnosticados en base a una biopsia intestinal y/o marcadores
serolégicos y no habian iniciado adn el tratamiento de DSG en el momento de su inclusion en el
estudio. A cada uno de ellos se les realiz6 4 visitas a los 0, 6, 12 y 18 meses (+ 2 meses en cada
visita), recogiéndose muestras de heces y suero en cada una (Tabla 3y 4). En la visita 1 (0 meses)
los participantes estan en dieta normal con gluten y en el resto de visitas (de seguimiento) ya

fueron instruidos para seguir una DSG.

Se emplearon como controles otros 6 participantes, también de edad pediéatrica (3 hombres 'y 3
mujeres). De ellos, 3 fueron controles positivos, es decir, personas sanas sin la enfermedad y
consumidoras de gluten (con edad comprendida entre 1 y 2 afios). Como controles negativos se
usaron a otros 3 participantes (con < 6 meses), los cuales eran lactantes que en su dieta solo
incluian leche de férmula, de tal forma que nunca habian ingerido gluten. Por cada participante
control se tomd una muestra de heces.

Tabla 3

Caracteristicas de los pacientes celiacos y controles del estudio. Los 12
pacientes se muestran clasificados segun su sexo y edad, al igual que los
6 individuos controles. La edad media fue calculada teniendo en cuenta
la edad de cada individuo, no el grupo de edad.

n (%)
Pacientes totales 12
Edad de incorporacion
0-3 afios 3 25,00
4-12 anos 7 58,33
>12 afios 2 16,67
Edad media: 6,67
Sexo
Hombre 8 66,67
Mujer 4 33,33

Controles totales
Edad de incoporacion
0-3 afios 6 100,00
Edad media: 0,83

Sexo
Hombre 3 50,00
Mujer 3 50,00
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Tabla 4

Caracteristicas de los pacientes celiacos en el diagndstico. Los criterios para el diagndstico empleados fueron
anti-tTG, EMA, biopsia de la mucosa intestinal (clasificacién Marsh) y presencia de los alelos HLA-DQ2 o HLA-DQS8.

Paciente Sexo Edad (afios) Anti-tTG IgA Biopsia Genotipo
1 H 8 Dudoso 1/640 Marsh 3b HLA DQ2
2 H 14 Positivo 1/320 Marsh 3c HLA DQ2
3 M 10 Positivo 1/640 Marsh 3c HLA DQ2
4 M 4 Positivo 1/640 Marsh 3a HLA DQ2
5 M 2 Positivo 1/160 - HLA DQ2
6 H 8 Positivo 1/320 Marsh 3b HLA DQS8
7 M 4 Positivo 1/640 - HLA DQ2
8 M 2 Positivo - Marsh 3a HLA DQ2
9 H 11 Positivo 1/160 - HLA DQ2
10 M 4 Positivo 1/160 Marsh 3b HLA DQ2
11 M Positivo - Marsh 3c -

12 H 13 Positivo - Marsh 3a HLA-DQ2

H: Hombre, M: Mujer.

3.2. MUESTRAS
3.2.1. Muestras seroldgicas

Se tomaron 2 viales de 3 mL con anticoagulante EDTA-K3 y se centrifugaron a 2000 g tras los
30 primeros minutos de su obtencidn. El plasma resultante se conservo a — 80 °C hasta su posterior
procesamiento. Las muestras de suero se analizaron en los mismos hospitales en los que se realizd

la toma de muestra y se determind los niveles de anti-tTG IgA y anti-DGP IgA.
3.2.2. Muestras fecales

Los participantes fueron instruidos para que recogiesen entre 2 y 4 g de heces en recipientes

sellados. Estas muestras se conservaron a — 20 °C hasta su posterior analisis en el laboratorio.

3.3. MATERIALES

3.3.1. Materiales para la inmunocromatografia

Para el ensayo inmunocromatogréfico se emplearon las tiras iVYCHECK GIP-Stool para
deteccion rapida de gluten en heces (Biomedal, Sevilla, Espafia) y placas multipocillos (Nunc de
Roskilde, Dinamarca). La dilucion y elucion de las muestras se realiz6 con solucion de dilucion

para inmunocromatografia, suministradas por el proveedor.
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3.3.2. Material para ELISA

En la realizacion del ELISA se empled el kit iVYLISA GIP-S (Biomedal S.L., Sevilla, Espafia)

con las siguientes soluciones y reactivos:

= 12 tiras multipocillos (8 pocillos/tira) tapizadas con el anticuerpo G12.
= Solucion de lavado concentrada 10 veces.

= Solucioén de dilucion para ELISA.

= Solucion de extraccion.

= Solucion sustrato.

= Solucion stop.

= Anticuerpo G12-HRP conjugado.

= 5 patrones: 50; 25; 6,25; 3,12 y 1,56 ng/mL de GIP.

3.3.3. Programas

Para el andlisis estadistico se emple6 el programa GraphPad 6.01 de Prism para Windows. La
creacion de tablas y graficas se realiz6 con el programa Excel 2013 perteneciente al paquete de
programas Office 2013 de Microsoft para Windows y el programa GraphPad 6.01.

3.4. METODOS
3.4.1. Extraccion de GIP

En primer lugar, se acondiciond las muestras de heces a temperatura ambiente. Tras ello, se
procedi6 a la extraccion de los GIP de las muestras afiadiéndo solucion de extraccion a las
muestras segun su peso, de tal manera que se empled un volumen, en mL, equivalente a 9 veces
la cantidad de muestra pesada en gramos. La solucidn de extraccion con la muestra incluida se
mezcld empleando un agitador tipo vortex (modelo Classic Advanced, de VELP Scientifica,

Usmate-Velate, Italia).

Las muestras se incubaron a 50 °C durante 60 minutos en un bafio termostatico (modelo WB4,
Biosan, Riga, Letonia), agitando periédicamente durante este intervalo de tiempo. Finalizado el
periodo de tiempo las muestras fueron centrifugadas a 2.500 g durante 10 minutos (centrifuga

modelo 5804R de Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Finalmente, se recupero el sobrenadante.
3.4.2. Tiras inmunocromatograficas

Finalizada la extraccion se realizd el ensayo con las tiras inmunocromatogréaficas iVYCHECK
GIP-Stool. Acondicionadas a temperatura ambiente la solucion de dilucion, se preparard una

dilucion 1:10 a partir de las muestras previamente extraidas. Se afiadieron 30 pL de la extraccion
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de GIP y 270 uL de solucién de dilucién en un tubo de 1,5 mL y se agit6 mediante agitador tipo

vortex.

Como soporte para las tiras se empled una placa multipocillos sin tapizar. Se afiadieron 100 pL
de cada muestra a los pocillos y se coloco una tira verticalmente en cada uno de ellos. La muestra
ascendié por las tiras, siguiendo la representacion grafica mostrada en la Figura 4A. A los 10
minutos se dio por finalizada la prueba y se retiraron las tiras. Los resultados se leyeron siguiendo
el esquema de la Figura 4B.

Figura 4
A B
oo —
- |
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—_— =L — ¢
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Técnica de inmunocromatografia.

A) Representa la técnica de inmunocromatografia: los GIP de la muestra se unen a unos anticuerpos (G12)
marcados con latex especificos para estos y el complejo migra por la tira hasta encontrar anticuerpos adsorbidos
(A1) que se unen al mismo antigeno por otro epitopo reteniendo el complejo (banda test). El antigeno control migra
hasta una banda control donde hay anticuerpos que lo reconocen.

B) Posibles resultados del procedimiento. No se considerard valido un ensayo en el que no se muestre coloreada la
banda control. va aue indica una elucién incombleta. La banda test corresnonde a T v la banda control a C.

3.4.3. ELISA sandwich

La concentracion de GIP en heces se determind mediante ELISA sandwich iVYLISA GIP-S Kit,
el cual emplea el anticuerpo monoclonal anti-33-mer G12 que reconoce los péptidos semejantes
al péptido 33-mer de la a-2-gliadina, uno de los péptidos mas inmunogeénicos del gluten (Morén
y cols., 2008). EI método empleado presenta una sensibilidad del 98,5 % y una especificidad del

100% (Comino y cols., en revision).

El ensayo se realizé conforme al protocolo incluido en el kit iVYLISA GIP-S. Para comenzar se
acondiciond los reactivos del ensayo a temperatura ambiente (a excepcién del anticuerpo G12-

HRP, mantenido a 4 °C) y se realiz6 una dilucion 1:10 con agua destilada de la solucion de lavado.
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Para el ensayo se empled una dilucién 1:10 de las muestras previamente extraidas. Se afiadieron
30 pL de sobrenadante de la extraccion de GIP a 270 pL de la solucién de dilucion en tubos de

1,5 mL (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y se mezclé mediante agitador tipo vortex.

Finalizada la preparacién de la diluciones, se procedio a comenzar el ELISA sandwich (Figura
5). Se afiadié entonces en la placa 100 pL de los distintos patrones y controles incluidos, asi como
de cada muestra diluida, todo ello por duplicado. Se prosiguié a su posterior incubacion en
oscuridad durante 60 minutos, a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se realizaron 5

lavados de la placa empleando la

'

volvio a realizar una incubacion

empleando las mismas condiciones B

. , . ~ 1) Lavado &___Y/
anteriores y se lavdo de la misma Medir absorbancia 2)Adicién sustrato

3) Incubar

Figura 5
solucion de lavado en el lavador Adicionde muestracon
automatico  (Asys  Atlantis de g
’ . Incubar
Biochrom, Cambridge, Reino Unido). £ H i i
vyl > L
Una vez finalizado el lavado, se afiadio 'YY Y \Y_L
. 1) Lavado
100 pL del anticuerpo G12-HRP, se v 2) Adicién Acmarcado
3) Incubar
<

Y-
)

manera. A la placa se le adicionaron
Representacion grafica de la técnica ELISA sandwich.

100 pL de solucion de sustrato por
pocillo y se incub6 durante 30 minutos en oscuridad, tras lo cual se afiadié 100 uL de solucion
stop a todos los pocillos. Por Gltimo, se procedi6 a la lectura de absorbancia de la placa a 450 nm
(lector Asys UVM340 de Biochrom, Cambridge, Reino Unido).

Una vez obtenidos los valores de absorbancia, se calculd los valores medios de cada duplicado,
desviacidn estandar y coeficiente de variacion de cada muestra y se construy6 una curva patron
representando la concentracion de GIP (eje x) frente a los valores medios de absorbancia

previamente obtenidos (eje y) (Figura 6).

Tras realizar la curva se procedi6 al calculo de la concentracion de GIP de cada muestra a partir
de dicha ecuacion. Posteriormente, el resultado obtenido se multiplicé por el factor de dilucién

(1:10) y el factor de extraccion (1:10) empleados.
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Figura 6

A

Absorbancia media
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Concentracion
(ng/mL)
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Absorbancia 1 Absorbancia 2

Control negativo
Control positivo

CURVA DE CALIBRADO

Curva experimental ——Curva tedrica

= (12,78 (0,93 - 0,14) 1 %
Y= ST 0
r? = 0,995490884
0 10 20 30 40 50 60

Concentracion GIP (ng/mL)

Representacion de la curva
patron.

A) Datos empleados para
construir la curva. C.V.% es el
coeficiente de variacion.

B) Se representa la curva de
calibrado obtenida mediante
ELISA. La curva resultante (curva
experimental) se ajustan con una
curva sigmoidea proporcionada
por el proveedor del kit (curva
tedrica) para comprobar su
coeficiente de correlacién.
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4, RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. DETERMINACION DE GIP EN HECES DE PACIENTES CELIACOS

Los péptidos procedentes del gluten, y sobre todo los péptidos relacionados con el 33-mer de la
a-2-gliadina, son resistentes a la digestién gastrointestinal, lo cual implica que una cantidad
considerable del gluten ingerido es excretado a través de las heces. Como consecuencia, la
deteccién de fracciones inmunotoxicas cuantificables de estas proteinas del gluten en las heces
es indicativo del no cumplimiento de la DSG.

En este estudio se han analizado los niveles de GIP en pacientes celiacos desde el momento del
diagnostico (visita 1), en el que los pacientes se encontraban en dieta normal con gluten, y en su
posterior seguimiento en DSG. Durante el periodo en DSG, los niveles de GIP fueron evaluados
a los 6 (visita 2), 12 (visita 3) y 18 meses (visita 4). Asi mismo, se incluyeron sujetos controles
tanto consumidores de gluten (controles positivos), como no consumidores de gluten (lactantes

que nunca habian consumido gluten).

Las tiras inmunocromatograficas permiten realizar la deteccién de GIP en heces de manera
cualitativa y de una forma répida y cdmoda obteniendo resultados en unos minutos (Figura 6).
Como ya se ha mencionado, las tiras iVYCHECK GIP-Stool emplean 2 anticuerpos (G12 y Al),
ambos obtenidos frente al péptido 33-mer, pero con epitopos de reconocimiento distintos (Morén
y cols., 2008a y 2008b). La facilidad de uso y la rapidez en la obtencién de resultados seria

beneficioso para la préactica clinica en el seguimiento de pacientes.

Los resultados de las tiras en los  Figura 6

pacientes controles concuerda con
lo que cabia de esperar: en el
grupo de controles positivos,
sujetos sanos consumidores de
gluten, todos fueron positivos para
GIP. Asi mismo, en el grupo de
controles negativos, lactantes que
nunca han ingerido gluten, no se
detect6 GIP (Tabla 5).

Fotografia de las tiras inmunocromatograficas iVYCHECK GIP-Stool.
A) Tiras con resultados negativos. B) Tiras con resultados positivos.
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Tabla 5

Resultados obtenidos de GIP fecal, anti-tTG y anti-DGP en el grupo control. Los resultados mostrados se
diferencian en 2 grupos: controles positivos y controles negativos.

Controles positivos
1 > 5,00 > 5,00 > 5,00 Positivo Positivo 0,40 Negativo 0,10 Negativo
2 0,72 0,60 0,66 Positivo Positivo 0,10 Negativo 0,50 Negativo
3 3,91 > 5,00 -*  Positivo Positivo 0,20 Negativo 0,40 Negativo
Controles negativos**
4 <LQ <LQ <LQ Negativo Negativo - - - -
5 <LQ <LQ <LQ Negativo Negativo = = = =
6 <LQ <LQ <LQ Negativo Negativo - - - -

*No se pudo realizar la media debido a que uno de los resultados fue > 5,00.
**En el grupo de controles negativos la serologia no fue realizada.

Con respecto a los pacientes celiacos, en la primera visita todos los pacientes mostraron ser
positivos. En las visitas 2, 3y 4 los pacientes ya habian sido diagnosticados y eran conscientes de
que debian seguir una DSG, por lo que valores positivos indicarian un incumplimiento del
tratamiento. El conjunto de las tres visitas suponen un total de 36 muestras, de las cuales 5 fueron

positivas para GIP y el resto, 31, fueron negativas (Tabla 6).

Las tiras inmunocromatogréaficas son una herramienta a tener en cuenta para el uso clinico debido
a que la facilidad de uso y la rapidez en la obtencion de resultados seria beneficioso para la

practica clinica en el seguimiento de pacientes.

Con el fin de cuantificar los niveles de GIP en cada una de las muestras anteriores se emple6 la
técnica ELISA. Se consideraron positivos aquellos valores > 0,3 pg GIP/g muestra, positivos
débiles aquellos entre 0,3 y 0,16 pg GIP/g muestra y negativos aquellos < 0,16 pg GIP/g muestra
(Comino y cols., en revision). Mediante esta técnica los controles también mostraron los
resultados esperados, de tal manera que se encontraron niveles de gluten por encima 0,3 pg GIP/g

muestra en los controles positivos y no se detectd gluten en los controles negativos (Tabla 5).

Respecto a las muestras de los pacientes celiacos pediatricos de la visita 1, 10 pacientes mostraron
ser positivos para GIP mientras que los 2 restantes fueron considerados positivos débiles. Asi
mismo, respecto a las 36 muestras totales del resto de visitas, 3 resultaron ser positivas para GIP,

4 fueron positivas débiles y las 29 restantes fueron negativas para GIP.
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Comparando ambas técnicas, todos los resultados coinciden tanto para valores de GIP positivos
como negativos, a excepcion de 2 positivos débiles de ELISA (pertenecientes a las visitas 3 y 4
del paciente 2) que resultan ser negativos mediante tiras (Tabla 6). Observando el numero de
pacientes transgresores, mediante ELISA se ha conseguido detectar 4 transgresores, 3 de ellos

también detectados mediante tiras.

Analizando mas profundamente las transgresiones cometidas, de 12 pacientes, 4 mostraron un
incumplimiento de la DSG, aunque en términos generales se produjo una reduccién de la cantidad
de gluten ingerido con respecto a la visita 1 (Figura 7). Asi pues, como ya se ha comentado,
respecto al total de pacientes un 33,3% ha mostrado incumplimiento de la DSG vy el 66,6%
restante parecen mostrar adherencia a la dieta. Los estudios de adherencia dietética en poblaciones
pediatricas varian mucho respecto al porcentaje de incumplimiento, llegando a ser del 5 al 60%
aproximadamente, incluso del 80% si contemplamos grupos concretos de edad (Rashid y cols.,
2005; Bravo y Mufioz, 2011; Sarkhy y cols., 2015). El hecho de existir diferencias socioculturales,
distintos periodos de estudio y la fiabilidad de los métodos empleados, hacen que el porcentaje

varie mucho en los diferentes estudios.

En los grupos pediatricos debe tenerse en cuenta ademas que la adherencia varia con la edad.
Generalmente los nifios menores (< 3 afios) cumplen mejor la dieta porque son mas dependientes
de los padres en comparacion con la adherencia de nifios mayores y adolescentes que estan menos
controlados dietéticamente por sus padres y estdn mas sujetos a las influencias sociales
(MacCulloch y Rashid, 2014; Comino y cols., en revision). En este estudio, 3 de los 4 pacientes
que transgredieron tenian 14, 11 y 8 afios, estando entre los nifios mayores del grupo. En un
estudio semejante al aqui presentado (Comino y cols., en revisioén) se mostré un incumplimiento
del 14,3% en nifios de entre 0 y 3 afios; 27,8% en nifios de entre 4 y 12 afios y hasta un 39,2% en

> 13 afios. En este estudio, se ha detectado que 1/3 de los pacientes incumplian la DSG.

La adherencia a la DSG es muy dificil, en gran parte debido a la gran abundancia de los cereales
en la dieta de los paises occidentales (pan y pasta, por ejemplo), a la presencia de gluten en los
productos procesados y al mayor costo de los productos sin gluten (Kinsey y cols., 2008; Missbach
y cols., 2015). Los enfermos con EC deben de tomar alimentos sin gluten, los cuales suelen ser
productos de bastante menor palatibilidad comparados con los que contienen gluten. No obstante,
aungue en los altimos afios ha aumentado la disponibilidad de los productos libres de gluten, ain
siguen siendo escasos en supermercados, restaurantes y otros tipos de locales que permitan comer
fuera y dentro del hogar, dificultdndose aun méas el cumplimiento de la DSG (Singh y Whelan,
2011; Alzaben y cols., 2015).
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Figura 7
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En cualquier caso, también debe tenerse en cuenta la posibilidad de que ciertas transgresiones
puedan ser involuntarias, ya que es posible que el paciente o sus tutores estén empleando
productos de los cuales no tienen conocimiento de que posean gluten (Missbach y cols., 2015).
Recientemente, un estudio realizado en Canada pone de manifiesto este hecho, donde personas
adultas con una media de 6 afios de tratamiento con DSG no supieron identificar entre aquellos
alimentos claramente con gluten, claramente sin gluten o aquellos con posibilidad de contenerlo,

a pesar de que la mayoria consideraba seguir una DSG adecuada (Silvester y cols., 2016).

4.2. EVALUACION DE MARCADORES SEROLOGICOSEN PACIENTES CELIACOS

Como ya se ha explicado anteriormente, el estudio de los marcadores serol6gicos se emplea en el
diagnostico y seguimiento de la EC. Los marcadores seroldgicos son los mas usados en el caso
del seguimiento a pacientes celiacos a pesar de no haber demostrado ser totalmente fiables. Esto
es debido a la carencia de métodos alternativos que permitan realizar seguimientos con mayor
eficacia (Adriaanse y Leffler, 2015). Asi pues, aunque anti-tTG IgA es el anticuerpo mas
empleado en el diagnéstico, su uso en el seguimiento es muy discutido. Anti-DGP IgA se
considera que tiene menor valor diagnéstico que anti-tTG, pero parece ser mas util en el

seguimiento de la EC (Monzani y cols., 2011).
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En este trabajo se emplearon los anticuerpos anti-tTG y anti-DGP IgA para conocer las
transgresiones dietéticas en los pacientes objeto de estudio. El rango de valores para la
interpretacion de los resultados cualitativos fue positivo si el valor fue de > 10 U/mL, negativo si

fue <7 U/mL y dudoso en caso de estar entre 7'y 10 U/mL, para ambos anticuerpos.

Los controles positivos (pacientes sanos consumidores de gluten) mostraron una serologia
negativa tanto para anti-tTG como anti-DGP (Tabla 5). En el grupo de controles negativos
(lactantes que nunca han ingerido gluten) no ha sido estudiada la serologia debido a la corta edad

de los pacientes (> 6 meses).

En el caso de los pacientes en estudio, cuando se realizé la visita 1, de 12 pacientes 1 de ellos era
dudoso, siendo los 11 restantes positivos para anti-tTG. Por otro lado, una vez implantada la DSG
(visita 2, 3 y 4), se observé una tendencia decreciente en los valores cuantitativos conforme
transcurrian las visitas. Sin embargo, se observé una cantidad significativa de casos positivos en
6 pacientes para la visita 2, 4 para la visita 3 y 2 para la visita 4 (Tabla 6). Si observaramos este
parametro de manera independiente se podria afirmar que los pacientes han incumplido la dieta,
pero se ha de tener en cuenta que los anticuerpo anti-tTG de IgA tardan al menos 6 0 12 meses en
normalizarse tras la imposicién de una DSG (Gidrewicz y cols., en prensa). Este hecho, se
corrobora en los resultados obtenidos y sugiere que el empleo de anti-tTG como marcador de

control de la adherencia no es un método fiable en los primeros afios de tratamiento.

En cuanto a los resultados de anti-DGP, en la visita 1 se observé que de 12 pacientes, 4 mostraron
resultados negativos para anti-DGP y 1 dudoso y, por lo tanto, hubo una mayor cantidad de
negativos respecto a los valores de la visita 1 mostrados para anti-tTG. En las visitas 2, 3 y 4,
todos los pacientes mostraron valores negativos, a excepcion del paciente 11 en la visita 2 que

mostré ser dudoso. Por tanto, no se ha detectado ninguna transgresion dietética por este método.

En contraste, los resultados obtenidos cuantificando GIP en heces mostraron que 4 pacientes
transgredieron, 1 en la visita 2 y, 3 en la visita 3 y 4. En aquellas en las que las muestras de heces
mostraron ser GIP positivo (3 muestras), anti-tTG coincidié en ser positivo. Por otro lado, en
aquellas muestras en las que aparecié GIP positivo débil (las 4 muestras restantes) anti-tTG fue
negativo. En el caso de anti-GDP, todas las muestras fueron negativas. Como se observa, hinguno
de los dos marcadores ha conseguido detectar todas las transgresiones detectadas segun GIP fecal.
Ademas, en el caso de anti-tTG debe tenerse en cuenta que en los positivos detectados influye el
hecho de contar con pacientes recién diagnosticados en los que probablemente la serologia ain

no se ha normalizado (Figura 10).
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Los métodos inmunoldgicos basados en los anticuerpos G12 y Al son una herramienta no
invasiva y mas fiable que las pruebas seroldgicas para evaluar el cumplimiento de la DSG en los

pacientes celiacos. La metodologia que se describe en este trabajo, puede ser muy (til en:

El disefio de ensayos clinicos relacionados con la enfermedad celiaca
El seguimiento a corto plazo de la dieta sin gluten

La evaluacidn de la eficacia de las terapias alternativas para esta enfermedad, y

Y V VYV V

El diagndstico de las transgresiones dietéticas debidas a contaminaciones involuntarias

en los alimentos.

Las perspectivas futuras del trabajo realizado es, primero, aumentar el numero de individuos
pediatricos hasta llegar a un nimero adecuado para realizar un estudio estadistico y, segundo,

realizar un estudio similar en una poblacién celiaca adulta.
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Resultados obtenidos de los marcadores seroldgicos en comparacion con los valores obtenidos de GIP en las visitas 2, 3

y 4.

A, B, C) Representacion de anti-tTG por visita respecto GIP.

D, E, F) Representacion de anti-DGP por visita respecto GIP.
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5. CONCLUSIONES

1. Lastiras inmunocromatogréficas han demostrado ser una herramienta rapiday eficaz para
comprobar la adherencia a la DSG en los pacientes celiacos.

2. Lacuantificacion de GIP en heces mediante la técnica ELISA ha permitido cuantificar el
nivel de transgresiones realizadas por el paciente celiaco.

3. En el diagndstico, periodo en el que los pacientes celiacos consumian gluten, se detectd
GIP en heces en todos los casos. No obstante, durante el seguimiento, un tercio de los
pacientes pediatricos incluidos mostraron transgresiones en la DSG.

4. La determinacion de GIP en heces ha demostrado ser mas eficaz que los métodos

seroldgicos para el seguimiento de la DSG en los pacientes celiacos pediatricos.
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