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RESUMEN

La diabetes tipo 1 (DT1) y la enfermedad celiaca (EC), son autoinmunes;
comparten factores ambientales y genética (HLA-DQ2 y DQS8) de riesgo. Asi, hasta un
16% de quienes padecen DTI1, desarrollan EC. La inflamacion y dafio del epitelio
intestinal en la DT1, que preceden EC, podrian agravarse por consumo de aditivos en los
alimentos ultra-procesados. El objetivo de esta tesis fue evaluar el efecto de aditivos
alimentarios de consumo frecuente sobre la permeabilidad intestinal y la respuesta inmune
humoral, en nifios con DTI1, asi como en la linea celular IEC-18. Se analizaron
recordatorios de 24-h de pacientes con DT1 para evaluar consumo de alimentos ultra-
procesados y sus aditivos. A nifios con DT1, se les analizaron anticuerpos contra proteinas
y aditivos alimentarios, asi como para DT1 y EC. Se evalu6 el efecto de los aditivos sobre
expresion de citocinas y permeabilidad en cultivo y monocapa, de células IEC-18. Se
analizaron 117 recordatorios de 24-h, con 110 alimentos ultra-procesados de consumo
frecuente, con hasta 79 aditivos diferentes; con gomas arabiga (GA), xantana(GX) y guar
(GQG), pectina (P) y carragenina (C), como las mas comunes. Participaron 30 nifios con
DTI; 15 de ellos con alelos asociados a permeabilidad aumentada (DQB1*0201 +
DQA1*0301); 10 de ellos, con riesgo 1:71 a EC. El resto, con combinaciones de riesgo
bajo. Un solo participante present6 autoanticuerpos de EC, 10/30 tuvieron IgG contra GA
y C; 11/30 contra GX, P y GG; 4/30, 16/30 y 10/30 contra caseinas, gliadinas y -
lactoglobulina. No hubo diferencias de estos anticuerpos entre los participantes con y sin
genética de riesgo a permeabilidad aumentada (p>0.05), pero si correlacion (86.1%) entre
los valores de ambos parametros (p<0.05). Asimismo, GA, P, C y la mezcla de aditivos,
indujeron la produccion de IL-6 (p<0.05) y para IFN-y, solamente C (p<0.05) en el cultivo
de IEC-18. GA, GX, Cy P, aumentaron la permeabilidad en la monocapa celular (p<0.05),
permitiendo el paso del marcador desde la zona apical, concomitante con disminucion de
la resistencia transepitelial (p<0.05). En conclusion, la genética no influyé sobre la
permeabilidad, pero el consumo de aditivos en los nifios DT1, pudiera influir en el

desarrollo de EC, al mediano o largo plazo.

Palabras clave: diabetes tipo 1, aditivos alimentarios, permeabilidad intestinal
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ABSTRACT

Type 1 diabetes (T1D) and celiac disease (CD) are autoimmune disorders that
share environmental and genetic (HLA-DQ2 y DQ8) risk factors. Therefore, up to 16% of
the T1D patients develop CD. The inflammation and intestinal epithelial disturbance of
T1D, preceding CD, could be triggered by food additives from ultra-processed foods. Our
objective was to evaluate the effect of food additives of frequent intake on gut
permeability and the humoral immune response in T1D patients, as well as on the
monolayer of cellular line IEC-18. Data of ultra-processed foodstuffs and their additives
were collected from 24-h recalls of T1D patients. Antibodies against dietary proteins and
food additives as well as these related to T1D and EC were analyzed in sera from T1D
children at diagnosis. The effect of food additives on the cytokines expression and
monolayer permeability were measured in IEC-18 cells. There were 117 food records with
110 ultra-processed foodstuffs of frequent intake with up to 79 different additives; the
most common were arabic (AG), xanthan (XG) and guar (GG) gums, pectin (P) and
carrageenan (C). Thirty T1D children were included; 15 of them with DQB1*0201 +
DQA1*0301 alleles associated to increased intestinal permeability; 10 of them with 1:71
risk of CD. Others, presented low risk alleles. Just one of them presented auto-antibodies
associated to CD, 10/30 with antibodies against AG and C; 11/30 against GX, P and GG;
4/30, 16/30 and 10/30 against caseins, gliadins and B-lactoglobulin. There were no
differences (p>0.05) between participants with or not genes associated to increased
permeability, but 86.1% correlate among increased permeability and antibodies against
proteins and food additives (p<0.05). Additionally, AG, P and C and the additives mix
induced IL-6 and just C induced IFN-y in the IEC-18 cells. AG, XG, C and P significantly
(p<0.05) increased the cellular monolayer permeability. There was also a decreased trans-
epithelial resistance (p<0.05) in IEC-18 cells monolayer. In conclusion, the analyzed
genetics did not influence the permeability in T1D children, but the food additives intake

could influence the CD development in the medium or long term.

Keywords: type 1 diabetes, food additives, intestinal permeability
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1. INTRODUCCION

La diabetes tipo 1 (DT1) y la enfermedad celiaca (EC), son alteraciones
autoinmunes que, comparten entre si genética de riesgo, mediada por los haplotipos HLA-
DQ2 y -DQ8, ademas de diversos factores como infecciones y el uso de antibioticos. La
prevalencia de ambas enfermedades ha ido en aumento a nivel mundial, con 1:300 para
DT1 y de 1:200 a 1:100 para EC. Ademas, la prevalencia de EC en personas con DT1 es
hasta del 10-15%.

La EC se reconoce desde la antigiiedad como una enteropatia con dafio en la mucosa del
intestino y, por tanto, con problemas de absorcién de nutrientes. Es solo recientemente,
que se considera la permeabilidad intestinal incrementada también en la DT1. En nuestra
poblacion, tal incremento se asocia con los alelos DQB1*0201 y A1*0301 en conjunto.
Ademas de algunos metabolitos y estructuras microbianas, los dietarios como el gluten,
pudieran afectar las uniones estrechas entre las células del epitelio intestinal.

Ademas del gluten, otros componentes de los alimentos pudieran influir en la ruptura de
uniones estrechas y estimular una respuesta inmune, tales son los aditivos que se afiaden
a los alimentos procesados para mejorar sabor, apariencia y propiedades tecnoldgicas.
Aunque algunos aditivos se han usado durante siglos, su consumo se ha magnificado con
la produccion masiva de alimentos ultra-procesados, hoy en dia. La ingestion de aditivos
enzimaticos, emulsionantes e hidrocoloides, puede modificar la composicion de la
microbiota intestinal, inducir citocinas pro-inflamatorias y aumento de la permeabilidad
intestinal. En este contexto, se podria explicar el incremento en la prevalencia de
enfermedades autoinmunes, asi como otras enteropatias.

Asi, es importante estudiar el efecto de los aditivos alimentarios sobre la permeabilidad
intestinal de personas con DT1, con alelos B1*0201 y A1*0301, para contribuir a la
busqueda de factores que los llevan a desarrollar EC y en un futuro, manipularlos para

retardar o impedir esa evolucion.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Factores de Riesgo para Diabetes Tipo 1 y Enfermedad Celiaca

La autoinmunidad se debe a un fracaso de la tolerancia frente a moléculas propias. Esto
puede ser por la exposicion de linfocitos especificos a sus antigenos, por diversos
mecanismos, como la apoptosis defectuosa sobre linfocitos T citotdxicos o fallas en la
seleccion negativa de linfocitos. En la mayoria de las enfermedades autoinmunes, los
afectados heredan segmentos génicos que contribuyen al desarrollo de la enfermedad
(Abbas et al., 2012; Lo et al., 2011).

Los genes del antigeno leucocitario humano (HLA, por sus siglas en inglés) de clase II,
son los que confieren el mayor riesgo a enfermedades autoinmunes, principalmente los
isotipos DR y DQ, como en diabetes tipo 1 (DT1) y enfermedad celiaca (EC). Dichas
enfermedades comparten genética de riesgo, especialmente los haplotipos DR3-DQ2 y
DR4-DQ8, conformados por los alelos DQA1*0501/DQB1*0201 'y
DQA*0301/DQB1*0302, respectivamente (Mejia-Leon et al., 2015). Aunque la genética
es el principal factor de riesgo para estas enfermedades, solo explica entre el 35y 50% de
su desarrollo (Tollefsen et al., 2012).

Ademas de la genética, para el desarrollo de DT1 y EC, son necesarios otros factores
relacionados con el ambiente, como el tipo de parto, ausencia de lactancia materna,
introduccion de alimentos s6lidos a temprana edad, asi como infecciones y tratamientos
con antibidticos. Estos factores estdn involucrados en la composicion de la microbiota
intestinal, cuya disbiosis se asocia al incremento en la permeabilidad intestinal (Mejia-
Leon et al., 2014) y con esto, el ingreso de antigenos que perturban la homeostasis del

sistema inmune.
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2.1.1. Diabetes Tipo 1

La DT1 es una enfermedad autoinmune, caracterizada por la destruccion de las células
productoras de insulina, provocando su total deficiencia. Esto induce niveles de glucosa
elevada en ayunas (>126 mg/dL), al igual que en pruebas de tolerancia oral a la glucosa
(>200 mg/dL), niveles de hemoglobina glicada por arriba de 7.5%, y en algunos casos
cetoacidosis (ADA, 2017). La DT1 autoinmune se caracteriza, ademas de los sintomas
clasicos de polifagia, poliuria y polidipsia, por al menos la presencia de uno de los
autoanticuerpos: anti-insulina, anti-tirosina fosfatasa pancreatica, anti-glutamato
descarboxilasa o anti-transportador de zinc 8 (ADA, 2017). Esta enfermedad representa
entre el 5-10% de los casos de diabetes a nivel mundial (Pettit et al., 2014).

La DT1 haido en aumento en las tltimas décadas. Segin Dabelea et al. (2014), en jovenes
estadounidenses increment6 la prevalencia un 30% entre los afios 2000 y 2009, estimando
que 1.93 por cada 1,000 jovenes la padecen. En México, al igual que en el mundo, también
se increment6 la incidencia de 3.4 a 6.2 casos por cada 100,000 jovenes menores de 19
afios, entre los afios 2000 y 2010 (Goémez-Diaz et al., 2012).

Para el diagnoéstico de la DT1 se realizan pruebas de glucosa en ayunas y postprandial,
pruebas de tolerancia oral a la glucosa y de hemoglobina glicosilada (ADA, 2017). Debido
a que estos indicadores son también para diabetes tipo 2, es necesario la cuantificacion de
péptido C y el analisis de autoanticuerpos, para diagnosticar DT1.

En la autoinmunidad, las moléculas HLA-DQ2 o DQS8, presentes en las células
presentadoras de antigenos (CPA), reconocen epitopes de proteinas de células f3
pancredticas, que no fueron fagocitadas por defectos en macrofagos. Las CPA, presentan
los epitopes a los receptores de linfocitos T CD4", liberan citocinas proinflamatorias,
como la IL-1 y el factor de necrosis tumoral a (TNFa). Ademas, se libera interferon-y
(IFN-y) promoviendo la activacion de linfocitos T CD8" citotoxicos directamente sobre
las células B del pancreas (Jaberi-Douraki et al., 2014). Los linfocitos CD4 " cooperadores,
activan a linfocitos T efectores, que estimulan a linfocitos B para la secrecion de
anticuerpos; en la DT1, son autoanticuerpos, ya que son contra antigenos propios (Abbas

etal., 2012).
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2.1.2. Enfermedad Celiaca

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia autoinmune ocasionada por la intolerancia
al gluten del trigo, en personas genéticamente susceptibles (Canova et al., 2016). Se
caracteriza por la presencia de sintomas como diarrea, malnutricion y baja talla (Stamnaes
y Sollid, 2015), aunque para confirmar el diagnostico, es necesario una biopsia duodenal
que muestre atrofia y aplanamiento de las vellosidades intestinales (Catassi y Fasano,
2010). Sin embargo, se puede ayudar al diagndstico de la EC mediante la evaluacion de
la genética de riesgo (HLA-DQ2 y DQS8, principalmente), anticuerpos anti-gliadinas y
autoanticuerpos anti-transglutaminasa tisular, ademas de la presencia de sintomas y su
remision en dieta sin gluten (Seving et al., 2016). Ya que la EC es causada por la ingestion
del gluten, el tnico tratamiento es eliminarlo de la dieta (Lovik et al., 2017). Sin embargo,
en algunos casos aun con el apego a la dieta sin gluten, contintian los sintomas de EC
(Lanzini et al., 2009).

El desarrollo de la EC se da cuando las gliadinas, proteinas del gluten solubles en alcohol,
llegan al intestino delgado en donde no son completamente hidrolizadas por las enzimas
digestivas. Los péptidos resultantes, interaccionan con receptores en la mucosa intestinal,
activando la inmunidad innata y produciendo citocinas proinflamatorias, como la IL-15
(Vincentini et al., 2015). Dichas citocinas inducen ruptura de uniones estrechas,
permitiendo el paso de los péptidos de gliadinas, que una vez en la ldmina propia, son
deamidados por la transglutaminasa tisular 2. Asi, los péptidos son reconocidos por las
CPA en el contexto del HLA-DQ2 y DQS8, con mucha mayor afinidad, que los péptidos
no deamidados (Vincentini et al., 2015; Heil et al., 2017; Schumann et al., 2017).

Al ser reconocidos por las CPA, tanto los péptidos de gliadinas, como los neo-epitopes
generados por la transglutaminasa, son presentados a linfocitos CD4" que liberaran
citocinas proinflamatorias hacia respuestas Th1l (como el IFN v). Por esta via, se activan
las células natural killer y los linfocitos intraepiteliales, ocasionando dafio a los
enterocitos. Asi mismo, se liberan citocinas por la via de respuesta Th2, promoviendo la
produccion de autoanticuerpos anti-transglutaminasa y anticuerpos anti-gliadinas (Di

Sabatino y Corazza, 2009; Leftler et al., 2015).
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2.1.3. Similitudes Entre Diabetes Tipo 1 y Enfermedad Celiaca

La DT1 y la EC, son dos enfermedades diferentes, con varias caracteristicas en comun.
Como se menciono antes, son desérdenes autoinmunes y mediadas por las moléculas del
HLA-DQ2/DQS8, confiriendo mayor afinidad en las CPA hacia los autoantigenos, lo que
propicia el desarrollo de la enfermedad. En sonorenses, las combinaciones que confieren
un mayor riesgo genético para DT1, son DQ2 y DQ8 en combinacion, mientras que para
EC es el haplotipo DQS por si solo o combinado con el alelo DQB1*0201 (Mejia-Ledn et
al., 2015). Este ultimo alelo, aumenta el riesgo a desarrollar EC en caucasicos con DT1
(Kuitunen et al., 2002). En sonorenses con DT1, la combinacion B1*0201 con A1*0301,
se ha asociado con aumento de la permeabilidad intestinal (Aguilar Salido, 2017).
Ademas de la genética, la DT1 y la EC comparten otros factores de riesgo, como el parto
por cesarea, regimenes de alimentacion inadecuados en el primer afio de vida y el uso
indiscriminado de antibidticos. Estos factores, coinciden en su influencia sobre la
composicion de la microbiota intestinal, pudiendo inducir disbiosis, como en los nifios
sonorenses con DT1 de Mejia-Leon et al. (2014) y aquellos nifios con EC (Sigala-Robles,
2016). Lo mismo se ha descrito en otras poblaciones del mundo (Giongo et al., 2011;
Murri et al., 2013; Alkanani et al., 2015; Dietert, 2014; Kostic et al., 2015).

La disbiosis intestinal puede inducir cambios en la capa de mucina que recubre el epitelio
intestinal, como se explica en el modelo de Davis-Richardson y Triplett (2015). En un
régimen de alimentacion con alto consumo de fibra y bajo en grasa y gluten, se promovera
una microbiota mas saludable, predominando géneros de bacterias productoras de mucina
como Prevotella, que ayudan a mantener la integridad del epitelio y las uniones estrechas
integras. En cambio, si se tiene una dieta alta en grasa y gluten y baja en fibra, se
favorecera el desarrollo de bacterias degradadoras de mucina. Tales son las del género
Bacteroides, que ocasionan lesion en el epitelio intestinal y causan aumento en la
permeabilidad. Asi como la dieta ocasiona cambios en la composicion de la microbiota,
el uso de antibioticos reduce y altera la diversidad de la microbiota (Korpela et al., 2016).
Debido a la disbiosis, diversas infecciones causadas ya sea por patogenos bacterianos o

virales, pueden desencadenar respuesta inmune a partir de las CPA en los nddulos
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linfaticos del pancreas, en el caso de DT1 (Varala et al., 2012). Asi mismo, pueden dar
paso al desarrollo de EC al afectarse el epitelio intestinal, dando entrada a los péptidos de
gliadinas (Meresse et al., 2012).

La prevalencia de 5-10% de EC en personas con DT1, es mas alta que la prevalencia de
EC por si sola (1%) en poblacion general. Por esta razon, los endocrindlogos promueven
la revision paulatina de biomarcadores para EC, en pacientes con DT1 (Tsouka et al.,
2015; Laitinen et al., 2017). En un estudio de 44 nifios y adolescentes con DT1 sonorenses,
al analizar anticuerpos anti-transglutaminasa, 3 presentaron indices positivos elevados
(Mejia-Leon et al., 2015). No se realizaron otras pruebas para confirmar el diagndstico,
pero cuando no se puede realizar la biopsia intestinal, con la deteccion de los haplotipos
de riesgo y anticuerpos especificos elevados, se puede inferir la EC (Husby et al., 2012).

El gluten ademas de ser el agente causal de la EC, también se ha asociado al desarrollo de
la DT1 en nifios con predisposicion genética. En un estudio aleman de seguimiento (641
nifos con antecedente familiar), la exposicion a alimentos con gluten antes de los 3 meses
de edad, aunque poco comun (19 nifios), aument? el riesgo a desarrollar autoanticuerpos,
en comparacion a nifios amamantados exclusivamente (Chmiel et al., 2015). También, en
modelos animales genéticamente propensos a DT1, se ha podido prevenir o promover la
enfermedad, mediante dietas sin o con gluten, por la modificacion de la microbiota
intestinal (Patrick et al., 2013; Marietta et al., 2013).

Una dieta libre de gluten pudiera servir como prevencion al desarrollo de DT1. Larsen et
al. (2015), utilizando ratones diabéticos no obesos y ratones propensos genéticamente,
demostraron que, con una dieta libre de gluten, se dan cambios en la respuesta inmune
innata, propiciada por células dendriticas. Los autores encontraron aumento en la
expresion de marcadores de activacion de células dendriticas MHC 11, CD40 y CCR7.
Ademas, aumentd la expresion de ARNm de marcadores de la inmunidad innata (CD11b,
CDl1c, CD103) en varios tejidos, incluyendo el pancreas.

Marifio et al. (2017), probaron dietas, en ratones diabéticos no obesos, adicionadas con
acetato y butirato. Encontraron que la suplementacion con estos acidos grasos, protege
contra el desarrollo de DT, al inhibir la expansion clonal de células T autoinmunes por

la proliferacion de células T reguladoras CD4 FoxP3*. Asi mismo, aumentaron los genes
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de transcripcion del receptor GRP43 (especifico para butirato y acetato) en células
mononucleares, disminuyendo los procesos inflamatorios.

Las células dendriticas CD103+, son responsables del desarrollo y expansion de las
células T reguladoras FoxP3+, consideradas la clave en el desarrollo de la autoinmunidad,
cuando tienen un defecto en su proliferacion (Badami et al., 2011). Con lo encontrado por
Larsen et al. (2015), se puede inferir que se crea un ambiente protector en dietas sin gluten,

al estimular la expansion de células tolerogénicas.

2.2. Permeabilidad Intestinal

El epitelio intestinal es la principal barrera de defensa en el intestino. Impide el libre paso
de antigenos dietarios y de microorganismos (Xu et al., 2016). Asi mismo, juega un papel
importante en la absorcion de nutrientes y agua, también crea un ambiente simbiotico con
la microbiota intestinal (Lechuga e Ivanov, 2017).

La mucosa intestinal es una barrera fisica, compuesta de endotelio vascular y una
monocapa celular cubierta de mucina. Tiene también una barrera interna funcional,
formada por secreciones digestivas, moléculas y células del sistema inmune y péptidos
antimicrobianos producidos por las células de Paneth, en las criptas del intestino delgado.
La interaccion de ambas barreras mantiene la permeabilidad selectiva (Bischoff et al.,
2014).

La estructura y la permeabilidad del intestino estdin moduladas por diversos factores
fisiologicos y ambientales, como los metabolitos de la microbiota, asi como también por
los nutrientes de la dieta (Turner, 2009; Bischoff et al., 2014). De acuerdo a Bischoff et
al. (2014), la permeabilidad intestinal es una caracteristica funcional en sitios dados del
intestino, que se puede medir analizando los flujos a través del epitelio. La permeabilidad
se controla por complejos proteinicos localizados en la superficie lateral de la pared de las
células epiteliales (Lechuga e Ivanov, 2017). Estos complejos proteinicos son las uniones

estrechas, uniones adherentes y desmosomas.
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Las uniones adherentes son necesarias para mantener cerrado el espacio paracelular, por
medio de las uniones estrechas, compuestas principalmente por cadherinas. Estas tltimas,
son una familia de proteinas transmembranales, que forman interacciones fuertes y
homotipicas, entre células adyacentes (Turner, 2009). Por su parte, las propiedades
adhesivas de las uniones estrechas son atribuidas principalmente a tres familias de
proteinas integrales. Estas proteinas son algunos miembros de las claudinas, proteinas
MARVEL asociadas a uniones estrechas (TAMP, por sus siglas en inglés) y proteinas
similares a inmunoglobulinas, como moléculas de uniones adherentes. Ademas, ciertas
proteinas periféricas, como las proteinas Zonula occludens 1y 2 (ZO1-2), intervienen en

la regulacion de la estabilidad y la remodelacion de las uniones estrechas (Ivanov, 2012).

2.2.1. Seializacion por Zonulina

En condiciones fisiologicas, un 90% de los antigenos que atraviesan la mucosa intestinal,
lo hacen por la via transcelular. EI 10% restante, puede atravesar la mucosa intestinal a
través de los espacios intersticiales entre un enterocito y otro, mediante la via paracelular
(Sturgeon y Fasano, 2016). Esta ultima via es la mayor contribuyente al flujo pasivo de
solutos a través del epitelio intestinal, depende de la regulacion de las uniones estrechas y
contribuye al balance entre la tolerancia y la respuesta inmune hacia antigenos no propios
(Fasano, 2011; Fasano, 2012b).

La zonulina es una proteina analoga a la toxina Zonula ocludens (Zot, enterotoxina
secundaria de Vibrio cholerae), de 45 kDa; participa en la modulacion de la permeabilidad
intestinal, asi como también en la inmunidad innata intestinal. La zonulina se sobre-
expresa en enfermedades autoinmunes, tales como la DT1 y EC, en donde estan afectadas
las uniones estrechas (Tripathi et al., 2009).

La exposicion al gluten dietario y a las bacterias de la microbiota intestinal, son los
principales inductores de la zonulina por los enterocitos (Fasano, 2012a). Esta, es
reconocida por receptores especificos de membrana, el receptor de crecimiento

epidérmico y el receptor activado por proteasas-2 (Fasano, 2011). Después, la zonulina

20



activa la fosfolipasa C, que hidroliza al fostatidil-inositol para liberar tris-1,4,5 inositol-
fosfato y diacilglicerol y activar a la proteina cinasa C. Su accion puede darse directamente
por la via del diacilglicerol o por la liberacion de iones de calcio intracelular. La proteina
cinasa C, cataliza la fosforilacion de proteinas activadoras, con la subsecuente
polimerizacion de G-actina soluble en F-actina. Esto, provoca reordenamiento de los
filamentos de actina, asi como el desacoplamiento de proteinas del complejo en las

uniones estrechas, escindiéndolas (Fasano, 2012c).

2.2.2. Apertura de Uniones Estrechas y Autoinmunidad

El desarrollo de las enfermedades autoinmunes se asocia con el aumento de la
permeabilidad intestinal. La inmunidad innata juega un papel importante en el
reconocimiento de antigenos que atraviesan por los espacios intersticiales, asi como
también la inmunidad adaptativa en la tolerancia antigénica (Vanuytsel et al., 2013).
Recientemente, Aguilar Salido (2017), evalu6é la permeabilidad intestinal de 24 nifios
sonorenses con DT1 o sin manifestarla, pero con riesgo familiar. Encontrd que,
independientemente de la presencia de DTI, los nifios con la combinacién de alelos
DQB1*0201 + DQA1*0301 de los genes del HLA, tenian alterada la permeabilidad
intestinal. Tal resultado es analogo al de Kuitunen et al. (2002), donde el alelo
DQB1*0201 se asocid con la presencia de intestino poroso, en una poblacion caucasica
con predominancia del HLA-DQ2; mientras, en nuestra poblacion hay casi igual
prevalencia de HLA-DQ2 y DQ8 (Mejia-Leon et al., 2015). Asi, la genética pudiera
predisponer a la alteracion de la permeabilidad intestinal, permitiendo el ingreso de
antigenos y/o aditivos alimentarios, que contribuyan al desarrollo de autoinmunidad.

Cada antigeno tiene su via de reconocimiento, por la cual se puede liberar zonulina,
causando aumento de la permeabilidad intestinal. Por ejemplo, el receptor CXCR3 en la
zona apical de los enterocitos, reconoce los péptidos de gliadinas, provenientes del gluten

dietario. Como el gluten se encuentra en muchos alimentos, su consumo créonico ocasiona
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un estado de activacion constante de las vias de zonulina, sin regresar al estado de
relajacion (Lammers et al., 2008; Di Sabatino et al., 2015; Fasano, 2012b).

El gluten, ademas de inducir la apertura de uniones estrechas, promueve también la
secrecion de interleucina 15 (IL-15). Esta citocina tiene la habilidad de bloquear el factor
de crecimiento tumoral B (TGF-), promoviendo la proliferacion de células T mucosales,
ademas de afectar la proliferacion de linfocitos T reguladores tolerogénicos (Hardy y Tye-
Din, 2016). Las poblaciones celulares de repuesta tipo Thl expresan el receptor CXCR3.
Durante el proceso de inflamacion a causa del gluten, hay produccion de IFN-y y se
produce CXCL10, que es un ligando del CXCR3. Esta interaccion entre receptor/ligando,
influye en el aumento y perpetuacion del proceso inflamatorio en EC (Bondar et al., 2014).
Los alimentos industrializados contienen aditivos para mejorar propiedades sensoriales y
tecnologicas; algunos de estos, podrian estimular la produccion de zonulina y apertura de

las uniones estrechas, induciendo respuestas inmunes anomalas.

2.3. Aditivos Alimentarios

Desde la segunda mitad del siglo XIX, la mecanizacién en la industria alimenticia
desarroll6 férmulas para producir, distribuir y vender en masa sus productos (Monteiro et
al., 2013). Con el ritmo de vida actual, el consumo de este tipo de alimentos y bebidas va
en aumento; se invierte un 20% del ingreso familiar en este rubro (Moodie et al., 2013).
Los alimentos industrializados son formulaciones con distintos ingredientes y aditivos,
para lograr cualidades sensoriales y apariencia de alimentos con procesamiento minimo,
asi como para hacerlos mas atractivos. Entre estos productos se encuentran, bebidas
azucaradas, panes, salsas, mermeladas, embutidos, galletas y diferentes productos libres
de gluten (Martinez Steele et al., 2017).

En afios recientes, los productos libres de gluten se han hecho muy populares (Pellegrini
y Agostoni, 2015) y la dieta sin gluten es seguida no solo por las personas con EC y otras
enfermedades. Muchas personas sanas o con sintomas gastrointestinales, pero sin

diagnostico, consideran que los productos libres de gluten son mas sanos o nutritivos que
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los convencionales, incluso, creen que son eficaces para perder peso (Miranda et al., 2014;
Vici et al., 2016). Independientemente de si los consumen personas sanas o enfermas, por
lo comtn los productos de panificacion, reposteria y pastas sin gluten, contienen aditivos
en mayor proporcion que los convencionales, a fin de emular las propiedades del gluten.
Hay ademads creciente conciencia de la relacion de salud con la alimentacion y se
demandan productos naturales, saludables e innovadores, como los “funcionales”. Asi
mismo asociadas o no a estos productos, han aumentado las intolerancias alimentarias.
Esto, ha llevado a las industrias de alimentos y a los investigadores a realizar esfuerzos
para buscar satisfacer las necesidades de los demandantes. Entre estos esfuerzos estan las
reformulaciones de los alimentos con compuestos funcionales o nutracéuticos, a los que
se anaden diversos aditivos alimentarios, por ejemplo, enzimas, emulsionantes e

hidrocoloides (Conte et al., 2016; Ngemakwe et al., 2014; Collar et al., 2014).

2.3.1. Enzimas

Una de las estrategias en las industrias de alimentos para atender la demanda de los
consumidores, es el uso de enzimas microbianas con diferentes propositos. Por ejemplo,
se usan para mejorar la textura, apariencia o dureza de la carne y para incrementar la
consistencia en productos marinos. También se aplican enzimas para mejorar calidad y
textura en lacteos; reducir el contenido de calorias y mejorar la textura y elasticidad en
dulces y productos de panificacion (Conte et al., 2016; Lerner y Matthias, 2015a).

La transglutaminasa (EC 2.3.2.13), es una enzima de origen animal, involucrada en la
patogénesis de la EC, como se describi6 antes. Actualmente se produce en reactores
bacterianos, para su uso en la industria de los alimentos, en donde se conoce como
transglutaminasa microbiana (TGm). Esta enzima, cataliza la formacion de un enlace entre
el grupo carboxamida-y de los residuos de glutamina y el primer grupo carboxilo-¢ de otro
grupo amino cualquiera. Ademas, puede catalizar otras dos reacciones: transferencia de

grupos acilos y deamidacion (Lerner y Matthias, 2015a; Kieliszek y Misiewicz, 2014).
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La TGm se utiliza en diversos alimentos industrializados de consumo comtn, para inducir
la formacién de reticula, como en el pan, en lugar del gluten en los alimentos que lo
restringen. Las proteinas en los alimentos asi tratados pueden convertirse en neo-epitopes
con potencial inmuunogénico (Lerner y Matthias, 2015b). Especialmente problematica
puede ser la deamidacion de gliadinas, reaccion clave para exacerbar enfermedad celiaca
(Dekking et al., 2008). En dos estudios independientes se demostr6 que los anticuerpos de
los nifios con enfermedad celiaca reconocen los péptidos deamidados por la TGm, aun
con mayor respuesta, que lo hacen a los resultantes de la accion de la TG tisular (Matthias
et al., 2016; Cabrera-Chavez et al., 2008). Sin embargo, en un estudio reciente no detectan
ese efecto (Heil et al., 2017), aunque el método usado para ello no es muy sensible

(Calderdn de la Barca y Sigala-Robles, 2018).

2.3.2. Emulsionantes

Los emulsionantes son substancias con residuos lipofilos e hidrofilos que dispersan
moléculas de grasa en suspension acuosa, estabilizando las mezclas y retardando la
separacion en fases (Wright et al., 2016). En alimentos y bebidas, ayudan a mantener
textura, hidratacion, plasticidad, fluidez, consistencia, volumen, estructura, resistencia al
calor y sabor (Glade et al., 2016). Su uso esta generalizado en alimentos industrializados
de consumo comun, asi como en aquellos sin gluten (Ngemakwe et al., 2014).

Al igual que la TGm, los emulsionantes se han relacionado con trastornos intestinales,
como la colitis, sindrome del intestino irritable y con autoinmunidad, a partir de disbiosis
intestinal (Shamriz et al., 2016). También, se han asociado con el aumento de la
permeabilidad intestinal, causando un dafio en la mucosa (Csaki, 2011). Algunos
emulsionantes como el polisorbato-80 (P-80) y la carboximetil celulosa (CMC), afectan
la absorcion de lipidos en el intestino, llevandolos al colon en donde intervienen en la
composicion de la microbiota, asi como en procesos inflamatorios (Cani y Everard, 2015).
De acuerdo con Chassaing et al. (2015), estos emulsionantes disminuyen la proporcion

del orden de Bacteroidales, que se asocian a una microbiota saludable con géneros como
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Prevotella, en ratones. Por el contrario, aumentaron Ruminococcus gnavus, una especie
mucolitica.

De igual manera el P-80 y la CMC, incrementaron los niveles de lipopolisacéaridos
bioactivos y flagelina, induciendo anticuerpos IgG especificos, efecto que se correlaciona
con incremento de la permeabilidad intestinal. De igual forma, encontraron células

inmunes infiltradas entre las células del colon y aumento de citocinas proinflamatorias

(Chassaing et al., 2015).

2.3.3. Hidrocoloides

Los hidrocoloides son un grupo diverso de polimeros de cadenas largas, constituidos de
multiples clases de polisacaridos. Los hidrocoloides estan entre los aditivos mas utilizados
en la industria alimentaria. Funcionan como agentes espesantes, gelificantes, clarificantes,
espumantes, emulsionantes y estabilizantes, ademas tienen aplicacion en la formacion de
peliculas comestibles. Entre los hidrocoloides mas comunes se encuentran los almidones,
pectinas, inulina, gelatinas, agares, goma guar, goma xantana, carragenanos, alignatos y
goma ardbica (Li y Nie, 2015).

De acuerdo con Li y Nie (2015), los hidrocoloides podrian considerarse como fibra
dietaria, que el Codex Alimentarius (ALINORM 09/32/26) considera un componente
importante dentro de una dieta saludable. La inulina, por ejemplo, es un aditivo
alimentario considerado como fibra dietaria, que se afiade a los alimentos por su valor
nutricional y propiedades tecnoldgicas, proporcionando una mejor textura y consistencia
(Cassani et al., 2017; Bayarri et al., 2010). Ademas de ser fibra, también es utilizada como
prebidtico, ya que sirve como sustrato a grupos de bacterias benéficas en el intestino. Sin
embargo, para las personas con sindrome de colon irritable, su ingestion puede ser
contraproducente, ya que estd dentro de los compuestos fermentables en colon (Adebola
et al., 2013; El-Salhy et al., 2014).

El consumo alto de fibra en pacientes con sindrome del intestino irritable, se asocia

directamente con la composicién de la microbiota y a su vez con el incremento de los
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sintomas de este trastorno intestinal (EI-Salhy, 2012). El-Salhy et al. (2014), mencionan
que el género dominante en pacientes con sindrome del intestino irritable es Clostridium
spp., y es causante de dolor y distension abdominal, debido a la produccion de gas, ya que
las especies de este género, usan la fibra como sustrato.

Segun Png et al. (2010), dos especies de bacterias mucoliticas, Ruminococcus gnavus y R.
torques, se encuentran aumentadas en comparacion con géneros bacterianos asociados a
la produccion de mucina, en la microbiota fecal de pacientes con sindrome del intestino
irritable. Segin Eswaran et al. (2011), 4% de los pacientes con sindrome del intestino
irritable, padecen EC, pudiéndosele atribuir el dafio de la capa de mucina al aumento de
dichas bacterias mucoliticas. La disbiosis intestinal, ademas del continuo contacto con
antigenos dietarios, estimula la produccion de citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-
8, TNF-a e IL-1B, que ocasionan dafo a los enterocitos, induciendo aumento en la

permeabilidad intestinal (Hayes et al., 2014).

2.4. Modelos para Estudiar el Efecto de los Aditivos

El uso de aditivos estd regulado por el Codex Alimentarius y la Norma Mexicana
correspondiente, que consideran la seguridad de acuerdo a la evaluacion de toxicidad e
ingestion promedio de adultos y nifios sanos (CAC/GL 3-1989, revision 2014; NOM-051-
SSA-SCFI/SSA1-2010).

Uno de los retos para evaluar el efecto de los aditivos alimentarios en la salud, es que esta
regulada la cantidad maxima permitida en los alimentos, mas no se conoce el consumo de
cada aditivo, ya que una misma persona lo puede consumir de diversas fuentes en un
mismo dia. Asi mismo, el contenido de aditivos puede variar dentro de los grupos de
alimentos o bebidas, asi como también varian los niveles requeridos para lograr el efecto
tecnoldgico deseado (Tennant y Bruyninckx, 2017). Por lo anterior, para estudiar el efecto
de los aditivos, se disefian ensayos con diversos modelos experimentales, como animales
o lineas celulares, ademas de técnicas y herramientas de diferentes areas, como biologia

molecular, inmunoquimica y bioquimica.
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Para evaluar los efectos de la ingestion de sustancias como los aditivos alimentarios, es
necesario considerar aspectos como el estado fisioloégico, para escoger un modelo
experimental adecuado. Este, ya sea in vivo o in vitro, representa s6lo una parte del
problema ya que no ofrece per se una explicacion que ayude a resolverlo (Magana-Gomez
y Calderon de la Barca, 2017). En la investigacion, se utilizan modelos animales y
celulares. Para replicar el estado fisioldgico que se quiere modelar, se pueden utilizar
animales genéticamente modificados o lineas celulares especificas, apegadndose en lo
posible a la condicién a estudiar.

Un ejemplo de evaluacion de la toxicidad es la de Gao et al. (2016) en donde estudian el
efecto del emulsionante monoestearato de glicerina en presencia de ésteres de ftalato,
donde se demuestra que hay afecciones en tejido testicular y disminucion de testosterona,
afectando asi la capacidad reproductiva de ratas macho. Otro caso, es la evaluacion de los
efectos benéficos del almidon resistente y fibras solubles sobre una condicion fisiologica
especifica, el sindrome de intestino irritable, en ratones knockout para IL-10 (Bassaganya-
Riera et al., 2011).

En los modelos celulares, se puede inferir acerca de los posibles efectos en la salud, a
partir del comportamiento de las células en estudio. Ortiz-Sanchez et al. (2016), evaluaron
la produccion de citocinas y la permeabilidad debidas al efecto de péptidos de gliadinas y
zeinas, en una monocapa de la linea celular CACO-2, asi como en biopsias duodenales de
pacientes con EC. Guo et al. (2017), usando células CACO-2 y HT29-MTX (simulando
células de Golbet, productoras de mucina), evaluaron el efecto de nanoparticulas de
dioxido de titanio, sobre la funcion del intestino. Demostraron que la funcion intestinal se
ve alterada por la presencia de estas nanoparticulas, hubo aumento de especies reactivas
de oxigeno y aumento en la sefializacién y produccion de citocinas proinflamatorias.
Asimismo, se redujeron las microvellosidades, afectando la absorcion de nutrientes.
También se pueden emplear modelos celulares alternativos no humanos, tal es el caso de
las células IEC-18. Versantvoort et al., (2002), encontraron que las células IEC-18
(provenientes de ileon de raton) son comparables con la linea celular CACO-2
(provenientes de adenocarcinoma de colon humano). Probaron diferentes sustancias como
manitol, glicil-sarcocina, O-metil-D-glucosa entre otras, en monocapas cultivadas sobre

membranas permeables, donde encontraron que los flujos paracelulares en ambos modelos
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celulares, son equiparables. Los autores afirman que las células IEC-18, pueden ser més

utiles en sistemas donde se requiera transporte pasivo.

2.5. Perspectivas

Se ha comprobado que algunos emulsionantes y ciertos hidrocoloides, que son aditivos
alimentarios comunes en los alimentos procesados, tienen la capacidad de provocar
cambios en la composicion de la microbiota intestinal (Cani y Everard, 2015; Shamriz et
al., 2016). Esto, aumenta los géneros de bacterias degradadores de mucina en pacientes
con sindrome del intestino irritable (Eswaran et al., 2011; Chassaing et al., 2015). Asi
mismo, inducen la produccién de anticuerpos especificos a proteinas bacterianas como la
flagelina, y hacia lipopolisacaridos, lo que afecta la permeabilidad intestinal (Csaki, 2011;
Chassaning et al., 2015). También, hay una mayor cantidad de linfocitos T infiltrados, que
estimulardan la produccion de citocinas proinflamatorias, promoviendo dafio en el
intestino. Por su parte, se inducen anticuerpos contra la enzima TGm como a los productos
de su deamidacién, que, por homologia, reconocen a la TGt, en personas con alto riesgo
a DT1 o EC (Cabrera-Chavez et al., 2008).

El consumo de aditivos en alimentos procesados podria generar respuesta inmune
exacerbada en algunos pacientes caucdsicos con DT1 que tengan el alelo HLA-
DQB1*0201, e inclusive propiciar el desarrollo de EC (Kuitunen et al., 2002) o quiza en
los de nuestra poblaciéon con los alelos B1*0201 y A1*0301, en conjunto. Por
consiguiente, el analisis del efecto de los aditivos de alimentos sobre mucosa intestinal de

personas con DT1, contribuira al conocimiento de su riesgo a desarrollar EC.
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3. HIPOTESIS

Hay aditivos alimentarios que afectan la permeabilidad intestinal en pacientes con
diabetes tipo 1 que presentan los alelos HLA-DQB1*0201/DQA1*0301, lo que promueve
una respuesta inmune exacerbada, ademas de la produccion de citocinas proinflamatorias;
asi mismo, se producen anticuerpos especificos a antigenos dietarios, todo lo cual puede

llevar a enfermedad celiaca.
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4. OBJETIVOS

4.1. General

Evaluar el efecto de aditivos alimentarios de consumo frecuente sobre la permeabilidad
intestinal y la respuesta inmune humoral, cuantificar autoanticuerpos anti-
transglutaminasa en personas con diagnostico de diabetes tipo 1, asi como la
permeabilidad y respuesta inmune humoral en monocapa y cultivo, respectivamente, en

células de ileon de raton IEC-18.

4.2. Particulares

Identificar los aditivos alimentarios de consumo mas frecuente por los pacientes con DT1.

Cuantificar anticuerpos IgA anti-TG, IgG contra proteinas dietéticas y contra

hidrocoloides en suero, asi como haplotipos HLA-DQ2 y DQS8 en pacientes con DT1.

Evaluar el efecto de algunos aditivos alimentarios sobre la permeabilidad y respuesta

inmune de células IEC-18 en monocapa y cultivo, respectivamente.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Participantes

Se invitd a pacientes con diagnostico de DT1, de las consultas de endocrinologia
pediatrica del Hospital Infantil del Estado de Sonora (HIES) y del Hospital General de la
Zona 14 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). Los padres firmaron su
consentimiento en la participacion de los menores de edad, después de explicarles el
objetivo del estudio.

La informacion sobre los aditivos de uso comun se tomo de un estudio previo de 41 nifios
con DT1 del mismo origen; ademas de 18 muestras de sus sueros almacenados a -80 °C
(Aguilar-Salido, 2017). Se analizaron recordatorios de 24 h, de los cuales se seleccionaron
los alimentos procesados industrializados de consumo frecuente, ademés de escogerse
algunos de los aditivos mas usados, de acuerdo con el etiquetado. Los sueros se analizaron
para la cuantificacion de anticuerpos anti- proteinas dietéticas, hicdrocoloides y TG, como

se describe mas adelante.

5.2. Genotipificacion de Haplotipos HLA-DQ2 y DQS8

La genotipificacion de haplotipos HLA-DQ2 y DQS, se realizd extrayendo ADN
gendémico (ADNg) de gotas de sangre seca y analizando por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), en tiempo real (Aguayo-Patrén et al., 2016).
Para la extraccion de ADNg, se cortaron circulos de 6 mm del papel filtro con un
perforador, donde se colectd la muestra. Se procedi6 a realizar la lisis de glébulos rojos,
afnadiendo buffer de lisis (10 mM Tris-HCI, 320mM sacarosa, 5 mM MgClz, 1% Triton
X-100, pH 8.0), a microtubos para centrifuga que contenia la sangre seca. Se agitd durante

15 min. Posteriormente, se lavo 3X con agua milli-Q en agitacion durante 5 min. Se afiadi6
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buffer A (100 mM NaOH, 2% Tween 20) y se incubo 12 min a 95°C. Finalmente se afiadid
buffer B (100 mM Tris-HCI, 2mM EDTA, pH 8.0) y se agité durante 10 min.

Para identificar los haplotipos se usaron iniciadores para los alelos DQA1*0501 (sentido:
5’-ACGGTCCCTCTGGCCAGTA-3" y antisentido: 5’-AGTTGGAGCGTTTAATCAGAC-
3’) y para DQB1*0201 (sentido: 5’-GTGCGTCTTGTGAGCAGAAG-3’ y antisentido: 5’-
GCAAGGTCGTGCGGAGCT-3")] para el haplotipo HLA-DQ-2.5; DQA1*0301 (sentido:
5’-TTCACTCGTCAGCTGACCAT-3’ y antisentido: 5’-CAAATTGCGGGTCAAATCTTCT-
3’) y DQBI1*0302/3 (sentido: 5’-GACGGAGCGCGTGCGTTA-3’ y antisentido: 5’-
CAAATTGCGGGTCAAATCTTCT-3’) para el HLA-DQ-8.

El anélisis se realizd en un sistema de PCR en tiempo real StepOne Plus™ (Applied
Biosystems, California, EUA). Las condiciones de corrida fueron una temperatura inicial
de 95°C durante 7 min, seguidos de 40 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a 61°Cy 30 s a 72°C.
Se obtuvieron las curvas de disociacion, mediante el incremento de 0.1°C, para identificar

la amplificacion de los alelos.

5.3. Cuantificacion de Anticuerpos

Se cuantificaron anticuerpos anti-transglutaminasa (anti-TG) en suero (Cabrera-Chavez et
al., 2008), incubando los pozos de microplaca para ELISA con 5 ug/mL de
transglutaminasa (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) en buffer de cubierta pH 9.6 (3.5 mM
NaHCO3, 1.5 mM NaxCO3, 0.05% rojo fenol) al menos 12 h. Se lavo la placa 4X con
buffer de lavado y dilucion (0.1 M Tris/HCI, 1.5 mM NaNGs, 0.05% tween 20, 0.05% rojo
fenol) y se incub6 con gelatina de pescado (Sigma Aldrich, St Louis, MO) al 1% por 1.5
h a 25°C. Después de 4 lavados, se incubo con los sueros durante 4 h a 25°C. Se lavo
nuevamente la placa 4X y se incubd con anticuerpos anti-IgA humana conjugada con
peroxidasa (DAKO, Carpinteria, CA), 1 h. Finalmente se lavo 3X con buffer de lavado y
uno mas con buffer de fosfatos a pH 7.2 (1M K:HPOs4, 1 M KH2POs4, 0.9% NaCl). Se
anadi6 3,3°,5,5’- tetrametilbenzidina (TMB; Sigma Aldrich), en buffer acetato de sodio

0.1 M y H202 al 30%. Se desarrolld la reaccion durante 20 min y se detuvo afiadiendo

32



H2SO4 al 1M y se midi6 absorbancia a 450 nm, en un lector de ELISA (Bio-Rad, Hercules,
CA).

Se analiz6 IgG en forma similar a la descripcion previa, modificando la inmovilizacion
inicial de transglutaminasa por cada hidrocoloide o proteina de la dieta a probar en las
microplacas de ELISA y con anticuerpos secundarios anti-IgG humana conjugados con

peroxidasa (DAKO, Carpinteria, CA).

5.4. Evaluacion del Efecto de los Aditivos Alimentarios en Células IEC-18

Se utiliz6 la linea celular IEC-18, cultivandose en cajas de 25 cm? en medio Eagle’s
modificado por Dulbecco’s (Gibco, Grand Island, NY), adicionado con 10% suero fetal
bovino (Gibco, Grand Island, NY), 4mM L-glutamina, 100U/mL penicilina, 100 ug/mL
estreptomicina, 2.5 pg/mL anfotericina B (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) a 37°C en una
atmosfera de 5% COz. El medio de cultivo fue reemplazado tres veces a la semana y se
hicieron subcultivos al 100% de confluencia. Todos los experimentos fueron llevados a
cabo con las resiembras 17-19.

Se sembraron células en placas de 96 pozos por triplicado a una densidad de 4x10° cel/mL
y fueron retadas con los aditivos en estudios para la cuantificacion de IL-6 e IFN-y. A
cada grupo se les anadi6 una concentracion de 500 ug/mL de cada aditivo. Ademas, se
empled un grupo adicional donde se hizo una mezcla con los aditivos a la misma
concentracion y un grupo control sin retar. Se recolect6 el sobrenadante y se almacend a
-70°C hasta su empleo. Para cuantificar las citocinas, se emplearon los juegos de reactivos
Quantikine® ELISA Mouse IL-6 y Quantikine® ELISA Mouse IFN-y (R&D systems,
Minneapolis, MN), respectivamente, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se analiz6 permeabilidad en monocapa de células IEC-18, de acuerdo con Fiorentino et
al. (2014), con modificaciones. Las células se sembraron en filtros permeables de 0.33
cm? de politetrafluoroetileno cubiertos con coldgeno, con poro de 0.4 um (Corning No
LOTE 10613011. Corning, NY), por triplicado durante 4 dias, a una densidad de 3.6x10*

cel./mL, hasta confluencia del 100 % y estados de polarizacion y diferenciacion. Se midid
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la resistencia eléctrica transepitelial (TEER, por sus siglas en inglés) después de los retos,
con un electrodo ajustable de AgCl (Millicell ERS; Millipore Co., Bedford, MA),
adaptado a un multimetro de flujo (Everett, WA, USA), en Kilo ohms (KQ).

La permeabilidad de la monocapa se evalu6 después de incubar 24 h a 37°C, con cada
aditivo, la zona apical de las células. Se hicieron lavados tanto en la superficie apical como
basolateral con PBS. Después, se afiadieron en la zona apical 5 mg/mL de azul de dextrano
(peso molecular 5000 Da) en medio de cultivo (Sigma Aldrich, St. Louis, MO). En la zona
basolateral, solo se afiadio medio de cultivo. Se incubd 24 h y se colectd la zona basolateral
para cuantificar la concentracion de azul de dextrano midiendo absorbancia a 595 nm en
un lector de microplacas de ELISA (BIO RAD, mod. 550, Japon). Se realiz6 una curva

estandar de azul de dextrano, partiendo de una concentracion de 5 mg/mL.

5.5. Analisis estadisticos

Para los participantes, se realizo estadistica descriptiva y se hizo una prueba de T para dos
proporciones para buscar diferencias entre el grupo de participantes con genética y sin
genética de riesgo a permeabilidad intestinal aumentada. También, se realizé una prueba
de regresion lineal multiple, con un valor de p <0.05, para buscar la asociacion entre el
analisis de anticuerpos anti-hidrocoloides y anti-proteinas dietarias, con respecto a la
permeabilidad intestinal en el paquete estadistico NCSS 2007®.

Para el andlisis de citocinas IL-6 e IFN-y, y permeabilidad en las células IEC-18, se realizd
un disefio completamente al azar con un ANOVA de una sola via a una significancia de p
<0.05. Asimismo, se realizaron comparaciones de medias por Tukey-Kramer, para buscar
diferencias entre los tratamientos, con el software GraphPAD Prism 8.0.0. Para las
mediciones de TEER se realizaron pruebas de T pareada entre las lecturas pre- y post-

tratamiento, con un valor de p< 0.05, en el paquete estadistico NCSS 2007.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Caracteristicas de los Participantes y Analisis de Consumo de Aditivos

Se estudiaron 30 nifios con diagnostico de DT1 (14 del sexo masculino y 16 del femenino),
de los cuales 18 fueron de un estudio previo (Aguilar Salido, 2017) dirigido por la Dra.
Calderdn de la Barca, asesora de esta tesis y el resto fueron posteriormente invitados al
estudio. Todos los participantes residian en Sonora, y acudian a consulta de
endocrinologia pediatrica al HIES o al IMSS zona 14. El rango de edades a la toma de
muestra fue de 3-17 afios; con periodos de evolucion distinto. Los de menos a 3 meses de
evolucion (n= 16), se consideraron de reciente diagnostico (RD), con edad promedio de
10.3 + 3.8 afios y en evolucion (E) aquellos con > 3 meses de diagnéstico (n= 14), con
edad de 11.9 £ 2.3 afios. Del 83.3% (25/30) de la muestra se conocen los valores de
hemoglobina glicosilada (HbAlc). De estos, solo ocho participantes tenian control de la
enfermedad (3 RD y 5 E), con valores < 7% de HbAlc (6.3 = 0.6 %), los otros 17 (9 RD
y 8 E) presentaron descontrol, con valores > 7% (10.6 = 2.6 %).

Se analizaron 117 recordatorios de 24 h, provenientes de 41 nifios menores de 18 afos,
con diabetes tipo 1, de otro estudio previo (Aguilar-Salido, 2017), de la misma region y
consulta médica que los participantes actuales. Se encontraron 110 alimentos procesados
industrializados de consumo comun entre los nifios. Destacan entre éstos, los productos
como pan de caja, galletas, cereales para desayuno y barras de cereales. Hay asi mismo,
bebidas preparadas y/o para preparar, como refrescos gasificados, bebidas azucaradas y
reducidas en azlicar y polvos instantdneos. También estan incluidos, productos lacteos
como yogurt, queso y aderezos; embutidos y alimentos procesados, como jamon,
salchichas, atin y sardinas enlatados. Hay ademas botanas, como papas fritas y palomitas
de maiz, asi como sazonadores, ademas de algunos productos libres de gluten.

No se esperaba encontrar productos libres de gluten en las dietas de los nifios con DT1;
sin embargo, muchas personas tienen la creencia de que estos productos son mas

saludables, o que son efectivos para la pérdida de peso, lo cual no tiene ninglin soporte
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cientifico (Capriles et al., 2016). Asi mismo, Calder6n de la Barca y Mejia Leon (2017),
mencionan que las dietas libres de gluten se deben de asignar a personas que tengan, ya
sea EC o algin otro desorden relacionado con el trigo. Sin embargo, los productos
industrializados sin gluten no son una buena opcién para los nifios, debido a su desbalance
de nutrientes.

Se analiz6 el contenido de aditivos alimentarios de los productos industrializados de
acuerdo con el etiquetado, encontrandose 79 aditivos diferentes, que se ordenaron de
acuerdo a su presencia en los alimentos mas comunes de los recordatorios. Entre ellos, se
destacan algunas gomas y otros polisacaridos, antioxidantes, edulcorantes y fibras.
Algunos grupos de aditivos como las enzimas, hidrocoloides y emulsionantes pueden
ocasionar efectos antifisiologicos en humanos, en modelos animales y celulares (Martino
et al., 2017; Woods et al., 2012).

Los alimentos en el presente estudio se dividieron en grupos de acuerdo con el nimero de
aditivos: entre 1 y 2, de 3 a 5 y >6. La mayoria tenia entre 3-5 aditivos (n= 46), seguido
por aquellos con 1-2 aditivos (n= 44). El grupo donde los productos contenian méas de 6
aditivos fue mucho menor (n= 16), comparado con los rangos 1-2 y 3-5. Hubo 4 productos
industrializados, cuya etiqueta no indicaba aditivo alguno y declaraban no tener gluten.
Se clasificaron los productos, formando 4 grupos de acuerdo con su etiquetado: aquellos
que declaran gluten (G), los que no declaran tener gluten y/o trigo (SG), libres de gluten
(GF) y sazonadores (S). En la figura 1, se muestra que el grupo de alimentos GF, son los
que contienen mayor nimero de aditivos (> 6). Esto era de esperarse, puesto que, a los
productos de panificacion, reposteria y pastas sin gluten, se requiere afiadir diferentes
aditivos, que les aporten viscoelasticidad y otras propiedades tecnologicas. Ademas, los
productores buscan la forma de hacer estos productos atractivos y con propiedades
organolépticas similares a sus contrapartes (Capriles y Aréas, 2013; Ngmakwe et al.,

2014; Conte et al., 2016).
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Frecuencias de los aditivos en alimentos analizados

Figura 1. Grupos de alimentos consumidos por los nifios con DT1, con > 6 aditivos. G:
productos que declaran contener gluten; SG: no declaran tener gluten y/o trigo; GF:
libres de gluten; S: sazonadores.

El uso de los aditivos en alimentos estd regulado en México por la Norma Oficial
Mexicana 051 (NOM-051-SCFI/SSA1-2010, Especificaciones generales de etiquetado
para alimentos y bebidas no alcohoélicas preenvasados -Informacion comercial y sanitaria),
la cual regula el etiquetado y las cantidades maximas permitidas para cada tipo de
producto. Sin embargo, el mal manejo del etiquetado de los productos hace pensar que
estan libres de aditivos o son mas nutritivos al no tener aditivos y/o conservadores. Esto
hace que el estudio del consumo de aditivos y su evaluacion se complique, ya que no se
conoce el dato real o si lo que dice en la etiqueta es del todo cierto (Tennant y Bruyninck,
2017). En este trabajo, hubo varios productos que declaran solamente contener enzimas,
mas no especifican cuales.

Hay estudios en diferentes modelos, en los que se evalua y se ha demostrado que algunos
aditivos tienen efectos adversos a la salud. En la Tabla 1, se enlistan estudios de los
aditivos mas frecuentes (22/79) entre los productos industrializados relatados en esta tesis.
No todos los efectos son adversos, como la goma guar y la inulina, que promueven
respuesta antiinflamatoria ademas de aumentar produccion de acidos grasos de cadena
corta, asi como también ayudan a disminuir indicadores de permeabilidad intestinal, como

los niveles de zonulina en circulacion sanguinea (Takagqi et al., 2016; Russo et al., 2012).
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De los aditivos encontrados, se seleccionaron 5: goma xantana, carragenina, pectina, goma
arabiga y goma guar, en orden de mayor a menor frecuencia. Todos estos son utilizados
como agentes espesantes, estabilizantes, agentes de relleno y gelificantes. Estos aditivos
son hidrosolubles (Phillips y Williams, 2009), lo que facilita su manejo en sistemas
acuosos de baja salinidad como los fisioldgicos. Esto es til, para algunas de las pruebas

aplicadas en este estudio.
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TABLA 1. Aditivos alimentarios mas frecuentes en alimentos ultra procesados, consumidos por los nifios con DT1 de este estudio y
sus efectos evaluados en diferentes modelos animales y celulares.

Aditivo Frecuencia Efectos evaluados Referencia
Goma xantana 20 Enterocolitis necrosante en nifios prematuros. Woods et al., 2012
Células murinas, aumento de IL-12 y TNF-o y actividad antitumoral. Takeuchi et al., 2009
Lecitina de soya 19 Caso de infante. Aumento de inmunoreactividad IgE y de permeabilidad ~ Renaud et al., 1994
intestinal (relacion lactulosa/manitol urinario)
Glutamato 15 Modelo murino, induccién de dolor por activacion de receptores N-metil ~ O’Brien y Cairns,
monosodico -D-aspartato 2016
Maltodextrina 12 Modelo murino, alteracion de la barrera mucosal Nickerson et al.,
2014
Carragenina 12 Linea celular NCM460, aumento de factores de transcripcion NFxB y Bhattacharyya et al.,
secrecion de IL-8 2008
Modelo celular, disminucion de la expresion de Zo-1 Choietal., 2012

Células CACO-2, HT-29 y HCT-8, sin efecto en permeabilidad, expresion McKim et al., 2016
de citocinas proinflamatorias, estrés oxidativo ni citotoxicidad.

Pectina 9 Modelo murino, disminucion de la expresion de ARNm de citocinas Ishisono et al., 2017
proinflamatorias
Disminucion de la permeabilidad inducida por TNFa en células CACO-2.  Yue et al., 2015
TBHQ 9 Modelo celular, esplenocitos. Promueve respuesta antiinflamatoria Th2, Zagorski et al., 2018
inhibe IFNy y aumenta IL-2
Extracto levadura 9 Modelo coldnico de fermentacion, modula microbiota a saludable. Doo et al., 2017
Gluten 8 Biopsias de enfermos celiacos, reconocimiento de gliadinas por células T  Molberg et al., 1997

CD4+ con expresion HLA-DQ?2




| Aditivo Frecuencia Caracteristicas del estudio Referencia

Sucralosa 7 Modelo murino, disbiosis intestinal y aumento en la expresion de genes de Biang et al., 2017
citocinas proinflamatorias en higado.
Modelos celulares: Caco-2, HT-29 y HEK-293. Disminucién de viabilidad Van Eyk, 2014
celular y fragmentacion de AND.

Carboximetil- 6 Simulacion gastrointestinal y modelo murino, alteracion de microbiota de alto  Chassaing et al.,

celulosa potencial proinflamatorio 2017

Enzimas 6 Transglutaminasa microbiana. Reconocimiento por IgA en sueros de pacientes Cabrera-Chavez
celiacos et al., 2008

Acelsufame K 5 Modelos celulares: Caco-2, HT-29 y HEK-293. Disminucién de viabilidad Van Eyk, 2014
celular.

Aspartame 5 Modelos celulares: Caco-2, HT-29 y HEK-293. Disminucién de viabilidad Van Eyk, 2014
celular.

Eritorbato de 5 Resultado negativo en pruebas de potencial mutagénico y negativo en pruebas Ishidate et al.,

sodio de carcinogénesis en roedores 1984

Proteina de soya 5 Modelo celular, activacion de TLR linea celular THP-1 y aumento en la Kiewiet et al.,
produccion de citocinas proinflamatorias en células dendriticas 2018

Dioxido de silicio 4 Lineas celulares MH-S y RAW264.7 (murino), aumento de citotoxicidad y Di Cristo et al.,
actividad proinflamatoria 2016

BHA/BHT 3/3 Linea celular de leucemia promielocitica humana (HL-60), induccion de Saito et al., 2003
efecto citotdxico y aumento de sefalizacion para apoptosis

|Goma arabiga 3 Reduce proteina C-reactiva en insuficiencia renal cronica humana. Elamin et al.,

2017

Goma guar 3 Modelo murino, inhibicion de la expresion de RNAm de TNFa, modulacion Takaqi et al.,
de la microbiota y aumento en la produccion de 4cidos grasos de cadena corta 2016

Inulina 3 Humanos, disminucién de la relacion lactulosa/manitol, indicador de Russo et al., 2012
permeabilidad

Sorbato de 3 Linfocitos periféricos humanos, efecto genotoxico Mamur et al.,

potasio 2010
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6.2 Genotipificacion de Alelos HLA DQ2 y DQS8

Los resultados del andlisis de los alelos que conforman los haplotipos HLA-DQ2/DQ8
asociados a DT y EC, de 30 nifios participantes, se muestra en la Tabla 2. Utilizando el
gradiente de riesgo genético asociado a EC, en poblacion sonorense (Mejia Ledn et al.,
2015), se clasifico a los participantes como de alto (de 1:6 a 1:27), mediano (de 1:32 a
1:123) o bajo (de 1:126 a 1:294) riesgo. Asi mismo, se registro en otra columna de la
misma Tabla 2, si tenian o no predisposicion genética a perturbacion de la permeabilidad
intestinal, con los alelos B1*0201 y A1*0301 (Aguilar Salido, 2017).

Diez de 30 pacientes con DT1 compartian los mismos alelos de riesgo: A1*0501,
B1*0201 y A1*0301, combinacioén que en poblacion sonorense se considera con riesgo
de 1:71 para EC (Mejia Leon et al., 2015). Ademas, esos 10 pacientes, coinciden en la
genética de predisposicion de permeabilidad aumentada, ademas de otros 5 en la misma
Tabla 2, incluyendo al paciente codificado como P13 con riesgo alto de EC y riesgo de
permeabilidad aumentada. El resto de los participantes, presentaron genética de riesgo de
EC desde bajo, hasta alto.

En nuestro estudio, como se vera mas adelante, solo un nifio (P9) tiene actualmente
autoanticuerpos asociados a EC, lo que corresponderia a 1:30. Esto es casi el doble de la
prevalencia en poblacion mexicana abierta (1:59), publicada por Remes-Troche et al.
(2013). Sin embargo, en un estudio previo (Mejia-Leon et al., 2014), la prevalencia con
autoanticuerpos contra TG fue 3 veces mayor. De acuerdo con Goh y Banerjee (2007), el
desarrollo de EC en DT1, no lleva un curso predictivo. En 113 nifios londinenses con DT1,
encontraron que 7 desarrollaron EC, dando una prevalencia de 1:16. En dicho estudio,
muestran que menos de la mitad de los nifios desarrollaron la EC durante el primer afo de
evolucion de la DT1 y el resto, después de 5 afios. En nuestro estudio, poco mas de la
mitad de los nifios, no tenian los 3 meses de evolucion de la DT1, quizé por esto la

prevalencia de EC fue menor.

De acuerdo a Boudraa et al. (1996) y Hagopian et al. (2017), la prevalencia de EC en los

pacientes con DT1, puede ser hasta de 1:6.1. En el estudio “Determinantes ambientales de



diabetes en la juventud (TEDDY, por sus siglas en inglés), analizaron prospectivamente
coocurrencia de EC en DT1, en una cohorte de nifios en riesgo genético, del nacimiento
hasta los 15 afios, mediante deteccion de autoanticuerpos. La prevalencia de EC fue de
1:65.5 en los ninos con DT1 (con autoanticuerpos para cada caso), es decir 90 de 5,891
nifos que participaron en el estudio TEDDY (Hagopian et al., 2017). Esto es, poco menos
del doble del 1:100 en poblacion general.

La EC en DT1, puede desarrollarse de una manera asintomatica en ausencia de sintomas
gastrointestinales (Joshi et al., 2014), y de acuerdo con Camarca et al. (2012), el promedio
en tiempo del diagnostico de EC en DT1 es de 2 a 3 afios. Es por ello que se recomienda
el andlisis de autoanticuerpos IgA e IgG anti-transglutaminasa tisular, asi como también
anticuerpos IgG contra péptidos de gliadinas deamidadas, al diagnostico y posteriormente

alos 2 y 5 afios de desarrollo de la DT1 (ADA, 2018).
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Tabla 2. Riesgo genético asociado al desarrollo de EC y permeabilidad intestinal
aumentada de los participantes con DT1

DQ2 DQS Riesgo Riesgo a

. a EC*  Permeabilidad*
Participantes A1*0501 B1*0201 A1*0301 B1*0302

P1 + + + - Medio +
P2 - - + - Bajo -
P3 + + + - Medio +
P4 + + + - Medio +
P5 + + + - Medio +
P6 + + - - Alto -
P7 + + + - Medio +
P8 - + + - Bajo +
P9? - - + - Bajo -
P10 + - - + Medio -
P11 - - + - Bajo -
P12 + + - - Alto -
P13 + + + + Alto +
P14 + + + - Medio +
P15 - + + - Bajo +
P16 - - + - Bajo -
P17 - - + - Bajo -
P18 - - - + Bajo -
P19 + + + - Medio +
P20 - + + - Bajo +
P21 - - + - Bajo -
P22 - - - + Bajo -
P23 - - + - Bajo -
P24 + + + - Medio +
P25 - + + - Bajo +
P26 - - + - Bajo -
P27 + - - + Medio -
P28 - - + - Bajo -
P29 + + + - Medio +
P30 + + + - Medio +

* Riesgo genético EC de acuerdo con Mejia-Ledn et al., 2015.
*+Presencia de alelos B1*0201 + A1*0301
} Participante con autoanticuerpo contra TG
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6.3. Cuantificacion de Anticuerpos Contra Proteinas e Hidrocoloides

Se analizaron anticuerpos IgG contra tres proteinas de la dieta: gliadinas, caseinas y f-
lactoglobulina, y contra los 5 aditivos de consumo mas frecuente en las dietas de los nifios
con DT1: goma xantana, carragenina, pectina, goma arabiga y goma guar. Ademas, como
referente negativo se incluyd un aditivo adicional, maltodextrina, que no es un polimero
y, por tanto, no induce la produccidn de anticuerpos. Se establecieron puntos de corte para
cada uno de los tratamientos sumando el promedio de los valores de absorbancias
aparentemente negativos mas dos desviaciones estindar y se calcularon indices
(Lagerqvist et al., 2001). En la Figura 2, se puede apreciar la distribucion de las
absorbancias para el caso de IgG contra caseinas. Los puntos de corte para gliadinas y
transglutaminasa se tomaron de datos previos de la misma poblaciéon (Cabrera-Chavez et

al., 2008). Todos los indices >1 son considerados positivos.
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Figura 2. Distribucion de absorbancias promedio para anticuerpos IgG contra [-
lactoglobulinas de los participantes con DT1. La linea s6lida representa la media y la linea
punteada representa el punto de corte para B-lactoglobulinas y todos los puntos sobre ésta,
se consideran positivos.
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Se obtuvo un punto de corte de 1.45 para IgG contra caseinas, 0.270 para B-lactoglobulina,
0.260 para goma xantana, 0.344 para carragenina, 0.372 para pectina, 0.331 para goma
arabiga y 0.340 para goma guar. En la Tabla 3, se muestran los datos de los participantes
que resultaron positivos para cada uno de los antigenos en estudio. Los participantes se
agruparon de acuerdo con la presencia o ausencia de genes asociados a permeabilidad

intestinal perturbada.

Tabla 3. Inmunoreactividad de IgG contra proteinas dietéticas e hidrocoloides en
participantes con DT1.

DQ-B1%0201 + A1* 0301 Otras combinaciones

Antigeno

(n=15) (n=15)
Proteinas dietéticas
Gliadinas 10/15 6/15
Caseinas 2/15 2/15
B-lactoglobulina 6/15 4/15
Hidrocoloides
Goma xantana 6/15 5/15
k-Carragenina 6/15 4/15
Pectina 6/15 5/15
Goma arabiga 5/15 5/15
Goma guar 5/15 6/15
Maltodextrina 0/15 0/15

No se encontraron diferencias entre los participantes con riesgo genético o sin ¢l a
permeabilidad intestinal aumentada sobre la produccion de anticuerpos IgG contra
proteinas dietarias e hidrocoloides (p <0.05). Se pudiera pensar que aumenta el nlimero
de casos con anticuerpos IgG contra los antigenos proteicos en aquellos participantes con
los genes de riesgo, pero estos son similares entre los que tienen y no tienen los genes

asociados a permeabilidad aumentada, en todos los tratamientos.
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Se encontrd, que 4/30, 16/30 y 10/30 participantes, presentaron anticuerpos IgG contra
caseinas, gliadinas y B-lactoglobulina, respectivamente. Por su parte, 10/30 participantes
tuvieron positividad a carragenina y goma arabigay 11/30 a goma xantana, pectina y goma
guar. Esto puede indicar que estos participantes se encuentran en un proceso inflamatorio,
con la permeabilidad alterada y por tanto los antigenos de la dieta se han internalizado en
la 1amina propria, induciendo la produccion de anticuerpos.

De entre los 30 nifios con DT1, contrastan dos casos: P9 y P13 (Tabla 2). El primero de
11 afios de edad y muy reciente debut, presentd autoanticuerpos contra la TG, aunque su
riesgo genético era muy bajo para EC. El segundo caso, es un adolescente de 17 afios, con
mas de 4 afios de evolucion de DTI1 y factores de riesgo altos para EC, pero sin
autoanticuerpos contra la TG, caracteristicos de esa enfermedad. En los siguientes
parrafos se describen otros factores asociados al desencadenamiento de la EC.

El nifio P9, con menos de un mes de evolucién de DT1, solo presentd anticuerpos IgG
contra caseinas, de entre todas las pruebas realizadas. Naci6 por parto vaginal, en tiempo
de gestacion completo, tuvo un solo tratamiento con antibidtico durante su primer afio de
vida; fue amamantado parcialmente solo 3 meses y a los 7 meses, se le introdujeron
cereales. Presentd distencion abdominal, meteorismo y constipacién, los cuales son
algunos sintomas de EC, desde 2.5 afos antes del diagnostico de DT1. Esta ultima, se
desarroll6 con sintomas clésicos. Podria ser que la EC se desarrollara mucho antes que la
DT1, con los sintomas gastrointestinales descritos, pero sin mucho dafio en la mucosa
intestinal.

El caso P13 presenta una genética de riesgo muy alta para EC, pero no la evidencia. Esto
a pesar de que su permeabilidad intestinal debe estar perturbada ya que presentd
anticuerpos IgG contra las tres proteinas y los cinco hidrocoloides analizados. Sus
antecedentes perinatales son también factores de riesgo para EC: nacimiento por cesarea,
de embarazo con complicaciones y 8 meses de gestacion. Recibid 5 tratamientos con
antibidticos durante su primer afio y fue amamantado solo 2 meses. Se inicio la
introduccion de cereales a los 5 meses. La DT1 se desarrolld con sintomas clasicos,
incluyendo una pérdida excesiva de peso.

Hay diversos factores involucrados en el desarrollo de DT1 y EC, como lo son factores

perinatales, dieta y microbiota que en conjunto conllevan a una mejor explicacion del
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desarrollo de la enfermedad (Mejia-Ledn y Calderon de la Barca, 2015). En la misma
poblacion de nifios sonorenses, un estudio previo refiere la produccion de anticuerpos IgG
contra caseinas en 20/47 y contra -lactoglobulinas en 15/47 nifios con DT1, lo que se
considera indiccion indirecta de permeabilidad intestinal perturbada (Mejia-Leon y
Calderon de la Barca, 2016). Los resultados en nuestro estudio son comparables solo para
B-lactoglobulina, quiza debido a diferencias en la alimentacion o el tiempo de evolucion
y grado de control de la DTI.

Algunas proteinas dietarias, como las gliadinas del trigo, pueden internalizarse a la lamina
propria por diferentes mecanismos, ocasionando la produccion de anticuerpos. Atraviesan
la mucosa intestinal por complejos inmunes mediados por IgA (IgA-gliadina), que hacen
que lleguen intactas al lumen intestinal. Esto debido a receptores CD71 en los enterocitos,
que dan paso al inmunocomplejo, donde posteriormente se da una respuesta inmune
andmala en sujetos con predisposicion genética (Matysiak-Budnik et al., 2008).

Las proteinas como las caseinas y -lactoglobulina, no son completamente hidrolizadas y
los péptidos se internalizan a la ldmina propria induciendo la produccion de anticuerpos.
Las B-caseinas tienen homologia con la proteina GLUT-2 (transportador de glucosa-2), en
la superficie de las células productoras de insulina. En personas genéticamente
susceptibles a DT1, se pueden presentar reacciones cruzadas entre los anticuerpos contra
B-caseinas y el GLUT-2, pudiendo promover el desarrollo de la enfermedad (Alting et al.,
1997, Chia et al., 2017).

Los hidrocoloides en estudio son emulsionantes y de acuerdo con Csaki (2011), tienen la
particularidad de alterar la permeabilidad intestinal. Lugea et al. (2000), estudiaron la
relacion entre la hidrofobicidad y la permeabilidad intestinal en ratas. Descubrieron que
el tratamiento con un agente tensoactivo no idnico redujo la hidrofobicidad superficial y
aumento la permeabilidad coldnica, haciendo al intestino mas sensible a los antigenos.

El andlisis de inmunoreactividad de IgG contra proteinas e hidrocoloides, es una forma
indirecta de inferir el estado de la permeabilidad intestinal en los nifios participantes

(Mejia-Leon y Calderén de la Barca, 2016).
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6.4. Asociacion de Permeabilidad Intestinal y Consumo de Aditivos Alimentarios

De los 18 participantes previamente incluidos en el estudio de Aguilar-Salido (2017), 13
presentaron permeabilidad aumentada, medida como lactulosa plasmatica después de 1 h
de ingestion. Ademads, 9 de esos mismos nifios, presentaron la genética de riesgo para
permeabilidad intestinal aumentada; lo cual no fue buen predictor de la permeabilidad
afectada, ya que no hubo diferencia significativa (p>0.05) entre los que presentaron
permeabilidad y los que no.

En nuestro estudio, se busco la asociacion de los datos de permeabilidad intestinal medida
con la prueba de lactulosa con la presencia de anticuerpos IgG contra los 5 hidrocoloides
y las 3 proteinas. El modelo de prediccion explica un 86.1% de la permeabilidad intestinal
(p=0.043), por la presencia de los anticuerpos IgG contra esos antigenos. En otras
palabras, hay mas del 86% de probabilidad de que entre los consumidores de estos
aditivos, se pueda presentar alteracion en la mucosa intestinal. En las variables del modelo
ninguna fue significativa per se, pero en conjunto, se refuerza la explicacion de la
permeabilidad incrementada (Tabla 4).

La maduracion del tracto gastrointestinal es un proceso dindmico desde el nacimiento y
puede evaluarse midiendo la permeabilidad intestinal. Esta, es menos selectiva al
nacimiento y va gradualmente haciéndose mas selectiva en las primeras semanas de vida.
Diversos factores se ven involucrados en el proceso de maduracion del intestino, como las
semanas de gestacion y el tipo de lactancia y alimentacion (Colomé et al., 2006).

Por otra parte, se pueden evaluar marcadores de inflamaciéon, como lo son algunas
citocinas. Estas, pueden perturbar la permeabilidad intestinal, modificando el arreglo
conformado por los complejos proteinicos de las uniones estrechas, induciendo aumento
del transporte paracelular (Capaldo y Nusrat, 2009). Si bien, en personas genéticamente
susceptibles o ya con diagnostico de DT1 y EC, hay un estado de inflamacion, se pueden
exacerbar sintomas e inclusive propiciar el desarrollo de EC, en aquellas con DTT1.

La genética es necesaria para el desarrollo tanto de DT1 como de EC. Sin embargo, los
analisis de este trabajo entre grupos con la combinacion de alelos de riesgo para

permeabilidad aumentada, no hay diferencias. Hasta este punto, los valores de
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permeabilidad intestinal se explican por la presencia de los anticuerpos contra los
antigenos dietarios en estudio, por el consumo de alimentos ultra-procesados. Por lo que
se puede inferir que la permeabilidad, mas que por la genética, estd principalmente

influenciada por la dieta.

Tabla 4. Componentes del modelo estadistico de asociacion de permeabilidad intestinal
y presencia de anticuerpos IgG contra proteinas dietarias e hidrocoloides.

Variables R R? Nivel de
probabilidad
Modelo 0.8611 0.0043*
Gliadinas -0.4793 0.0070 0.5435
B-lactoglobulina -0.0874 0.0014 0.7814
Caseinas 0.1872 0.0102 0.4659
Goma xantana 1.2425 0.0200 0.3144
Carragenina -0.5857 0.0146 0.3866
Pectina 0.1288 0.0009 0.8238
Goma arabiga 0.3250 0.0026 0.7079
Goma guar -0.1943 0.0065 0.5562

Regresion lineal multiple, *, diferencia estadistica (p< 0.05)

6.5. Evaluacion de Perfil Proinflamatorio y Permeabilidad en Células IEC-18

En los retos con los aditivos alimentarios a las células IEC-18 en cultivo, se encontraron
diferencias entre los tratamientos con respecto al grupo control, tanto en la cuantificacion
de IL-6 como en IFN-y (p<0.05). Goma arabiga, carragenina y pectina por si solas,
indujeron una mayor produccion de IL-6 con respecto al control y a goma guar y goma

xantana. También, en el tratamiento con la mezcla de los 5 aditivos hubo una mayor
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concentracion de esta citocina (p<0.05), con respecto al grupo control (Figura 3A). En
relacion con la produccion de IFN-y, solamente el tratamiento con carragenina aument6
la produccion de esta citocina (p<0.05), comparada con el resto de los tratamientos y al

control (Figura 3B). Sin embargo, aunque significativos, estos valores no son fisiologicos.
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Figura 3. Comparacion de tratamientos para cada citocina. A: cuantificacion de IL-6.

B: cuantificacion de IFN-y. ANOVA, comparacion de medias por Tukey-Kramer *: p<
0.05; **: p<0.01.

Asimismo, en el andlisis de permeabilidad de la monocapa de células IEC-18, los
tratamientos la afectaron significativamente (p< 0.0001), en comparacién con el control.
En la Figura 4, se observa que las gomas ardbiga y xantana, carragenina y pectina
aumentaron el flujo a través de la monocapa (p<0.05), en comparacidon con goma guar y
la mezcla de aditivos. Ademas, disminuyeron los valores de la resistencia transepitelial en

los tratamientos con respecto al control, con excepcion de la goma guar (tabla 5).
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Tabla 5. Valores de resistencia transepitelial en células IEC-18

Tratamiento Medicion 1 Medicion 2 Diferencia Med 1 — Med 2
(X+DEKQ) (X +DEKQ) (X + DE KQ)
Goma arabiga 121.3 £0.57 104.6 £ 0.57 16.6 £0.57 +
Goma guar 120.0 £2.00 115.6 +2.08 43+2.04
Goma xantana 117.6 £ 1.52 102.0 = 1.00 15.6+1.29+
Carragenina 120.0 = 1.00 102.6 + 0.66 173+1.08°
Pectina 124.3 £ 0.57 106.6 £ 1.52 176 £1.15°
Mezcla de aditivos 121.6 £ 1.15 102.0 + 2.64 19.6£2.04 "
Control 115.6 +1.52 112.0 +£2.00 3.6+1.77
Prueba de T pareada
*p <0.01
L p<0.001
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Figura 4. Analisis de permeabilidad en células IEC-18 entre tratamientos. ANOVA,
Tukey-Kramer. Simbolos diferentes, significan diferencias estadisticas entre tratamientos.
**: p<0.005; ***: p< 0.0005; ****: p<0.0001.
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Los resultados de otros autores en cuanto al efecto de la carragenina en lineas celulares,
son contradictorios. Bhattacharyya et al. (2013), demostraron que puede inducir la
produccion de IL-6 por el reconocimiento de TLR-4, en la superficie de células
intestinales, como ocurrié en nuestro trabajo. Por el contrario, McKim et al. (2016),
refieren que este aditivo no mostrd efectos sobre la permeabilidad, la produccién de
citocinas IL-8 e IL-6 ni sobre el estrés oxidativo, en dos lineas celulares intestinales
humanas <<HCT-8 y HT-29>>.

En oposicién a los hallazgos de nuestro trabajo, se ha demostrado que la pectina tiene
capacidad de atenuar la produccion de citocinas proinflamatorias. Bermudez-Brito et al.
(2015), demostraron que hay una disminucién en la produccion de IL-6 y otras citocinas
proinflamatorias, en células dendriticas. Esto por los TLR, que reconocen las fibras,
modulando la respuesta inmune de un perfil proinflamatorio a uno antiinflamatorio. De
acuerdo con nuestro estudio, se ha demostrado que la goma guar tiene efecto protector
sobre la permeabilidad celular. Majima et al. (2017), estimularon monocapa de células
CACO-2 con IFN-y, para alterar la permeabilidad, y la trataron con 10 mg/mL de goma
guar. Encontraron que los valores de TEER no variaron y disminuy¢ el flujo paracelular.
La IL-6, incrementa la permeabilidad en células epiteliales debido a la liberacion de
zonulina y por el reordenamiento de proteinas de actina e incremento de su contraccion
(Desai et al., 2002). También tiene la capacidad de disminuir los niveles de resistencia
transepitelial e incrementar el flujo paracelular de manitol a través de la monocapa de
células epiteliales CACO-2 (Tazuke et al., 2003). Al-Sadi et al. (2014) encontraron que la
IL-6 modula la permeabilidad en células CACO-2 mediante la via de activacion de
factores de transcripcion AP-1. Estos, promueven la activacion de genes de claudina-2
(proteina asociada a los canales de flujo de agua), induciendo la transcripcion y expresion
de estas proteinas, lo cual incrementa la permeabilidad (Rosenthal et al., 2010).

Al igual que la IL-6, el IFN-y promueve el reordenamiento de las proteinas de las uniones
estrechas (Capaldo y Nusrat, 2009). Esto, por la contraccion de las proteinas de miosina,
promoviendo la endocitosis de las uniones estrechas, causando un aumento en la
permeabilidad (Bruewer et al., 2005).

La Norma Oficial Mexicana NOM-051-SCFI/SSA1-2010, especifica las concentraciones

maximas permitidas de cada aditivo en los alimentos. Las concentraciones de los aditivos
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empleados en este estudio de acuerdo con la norma son de 1 mg/mL para carragenina,
goma xantana y goma guar, y de 10 mg/mL para pectina en férmulas infantiles, y para
cualquier otro grupo de alimentos, esta permitido el uso de forma libre hasta obtener el
resultado o funcion tecnologica deseada.

A concentracion de 500 pg/mL, se encontrd6 que hay induccion de citocinas
proinflamatorias y hay perturbacion en monocapa celular como modelo de permeabilidad.
El consumo cotidiano de los alimentos ultra-procesados con sus aditivos, aunado al
desbalance de nutrientes, podrian inducir un estado de inflamacion constante. La presencia
de genes de riesgo a EC en personas con DT1 y el consumo cotidiano de estos aditivos,
pudiese influir en el desarrollo de EC, por la produccion de citocinas proinflamatorias y

el aumento de la permeabilidad intestinal.

53



7. CONCLUSION

El total de los nifios del estudio, tiene genética de riesgo asociada al desarrollo EC,
en algun grado y la mitad, presenta la combinacion de alelos de riesgo a permeabilidad
aumentada, aunque no se encontrd efecto significativo debido a esto. Los nifios
participantes presentaron IgG contra los antigenos proteicos: gliadinas, caseinas y B-
lactoglobulinas y hacia hidrocoloides: goma guar, goma xantana, pectina, goma arabiga y
carragenina; de donde se infiere perturbacion de la permeabilidad intestinal, con una
correlacion del 86.1%. Esto es, hay mas del 86% de probabilidad de que los participantes,
al consumir estos aditivos, puedan padecer perturbacion en su permeabilidad intestinal.
Por consiguiente, no seria el factor genético el de mayor influencia sobre la perturbacion
de la mucosa intestinal, sino la dieta.

Los retos con los aditivos no lograron estimular significativamente la produccién de
citocinas proinflamatorias en las células IEC-18, pero si se detectdé un efecto sobre la
permeabilidad de la monocapa. Las gomas ardbiga y xantana, carragenina y pectina,
aumentaron el flujo paracelular, asi como también disminuyeron los valores de TEER, en
la monocapa celular.

Asi, el consumo crénico de algunos aditivos en alimentos ultra-procesados, podria
aumentar el riesgo a desarrollar EC, que de por si ya tienen los pacientes con DT1, porque
padecen un proceso inflamatorio y tienen la genética y otros factores de riesgo comunes

para ambas enfermedades.
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8. RECOMENDACIONES

Dado a que se encontrd produccion de citocinas proinflamatorias en el modelo
celular empleado, para tener mejor inferencia del proceso inflamatorio, se recomienda
emplear retos con células del sistema inmune humano. Asi mismo, la prevencion del
consumo de alimentos ultra-procesados mediante platicas o talleres nutricionales, pudiera
ayudar a evitar el desarrollo de una segunda enfermedad autoinmune, como la EC, en los

pacientes con DT1.
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