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ABSTRACT

Type 1 Diabetes Mellitus (T1DM) is an autoimmune disease that usually begins in the
childhood or adolescent, although it can also onset in the adulthood and it affects both
women and men alike (1). The incidence higher in Finland (> 60 cases per 100 000
people each year) and Sardinia (around 40 cases per 100 000 people each year) being,
on the contrary, the countries with the lowest rate of affected China, India, and Venezuela

(around 0, 1 cases per 100 000 people each year) (2)

This disease is characterized by the selective and progressive destruction of the 8
cells of the pancreatic islets responsible for the synthesis and secretion of insulin giving
rise to a chronic hyperglycemia state (3). This reaction of the immune system is mediated
by T cells: CD4 T cells that secret proinflammatory cytokines and CD8 T cells that have

a cytotoxic activity (4)

The genetic influence in this disease, which represents approximately the 69% have
been associated with polymorphisms (SNPs) in more than 50 loci (5), (6), but it is not
sufficient to explain the pathogenesis of the disease, being necessary the presence of

environmental or nutritional factors that trigger it. (7)

Being the study of these factors one of the fundamental points in different
investigations carried out to explain the annual increase in the number of new cases of
DMT1 that has occurred in the last decades in Europe (3.9%) and America (5%) even in

people with a low genetic risk. (8), (9)

The results of this systematic review indicate that, despite the implication of genetics
in the development of diabetes, there are environmental factors that play a very important

role in the disease onset.

KEYWORDS type one diabetes mellitus, endocrinology, environmental factors, genes,

therapy, gut microbiota, pancreas.



RESUMEN

La diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) es una enfermedad autoinmune que inicia, en la
mayoria de los casos durante la infancia o la adolescencia, aunque puede manifestarse
en cualquier etapa de la vida, afectando por igual a ambos sexos (1). Presenta una
mayor incidencia en Finlandia (>60 casos por cada 100.000 personas al ano) y Cerdefa,
con aproximadamente 40 casos al ano por cada 100.000 personas, siendo los paises
con menor tasa de afectados China, India, y Venezuela (0,1 casos anuales por cada
100.000 personas) (2)

Esta patologia se caracteriza por la destruccién selectiva y progresiva de las células
B de los islotes pancreaticos responsables de la sintesis y secrecidn de insulina dando
lugar a un estado de hiperglucemia crénica. (3) La reaccién del sistema inmunoldgico
estd mediada por células T, CD4 que dan lugar a la liberacién de citocinas

proinflamatorias y células T CD8 citotoxicas. (4)

La influencia de la genética en esta enfermedad, que representa aproximadamente
el 69%, y a la que se han asociado polimorfismos (SNPs) en mas de 50 loci (5),(6), no
es suficiente para explicar su patogénesis, siendo necesaria la presencia de factores

ambientales o nutricionales que la desencadenen. (7)

Y es precisamente el estudio de estos factores uno de los puntos fundamentales en
distintas investigaciones llevadas a cabo actualmente, las cuales buscan dar respuesta
al incremento anual en el numero de nuevos casos de DMT1 que se ha producido en
las ultimas décadas en Europa y América, siendo éste del 3.9% y 5% respectivamente,

incluso en personas con un riesgo genético bajo. (8), (9)

Los resultados de esta revision sistematica indican que, a pesar de la implicacion de
la genética en el desarrollo de la diabetes, existen factores ambientales que juegan un

papel muy importante en el inicio de la enfermedad.

PALABRAS CLAVE: Diabetes Mellitus Tipo 1, autoinmunidad, endocrinologia,

factores ambientales, genes, tratamiento, microbiota intestinal, pancreas.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 1 es una enfermedad autoinmune mediada por células T
que da lugar a una destruccién de las células B de los islotes de Langerhans del

pancreas (2)

Actualmente, se han realizado numerosos avances cientificos para mejorar el
tratamiento farmacoldégico y la adherencia terapéutica de estos pacientes, sin embargo
la causa de esta compleja enfermedad sigue siendo un misterio para la comunidad
cientifica, siendo una de las patologias que esta experimentando un mayor aumento

en su incidencia en los ultimos anos.

Pero a pesar de las incégnitas que aun rodean a la diabetes mellitus de tipo 1,
existen datos y evidencias de la implicacion de la genética y de otros factores en la

patogenia, los cuales se muestran a continuacion, (10)

En humanos existe un mayor riesgo genético de padecer DMT1 asi como otras
enfermedades autoinmunes, relacionado con el gen que codifica para el HLA (antigeno
leucocitario humano) localizado en el cromosoma 6p21, siendo los genes HLA-DR vy
DQ los que mayor asociacién presentan con la enfermedad, representando el 40-50%

del riesgo genético. (5), (11)

También se han identificado otros genes no MHC implicado en la enfermedad, como
el que codifica para la insulina, el PTPN22, IL2RA, y el CTLA4, relacionandose este
ultimo con la diabetes al codificar el receptor inhibidor de los linfocitos T,(12) sin
embargo esto no es suficiente para explicar el aumento en el nimero de nuevos casos
de DMT1 en las dultimas décadas, incluso entre personas con bajo riesgo
genetico, como demuestran numerosos estudios realizados en gemelos
homozigéticos de los cuales uno desarrollaba la enfermedad y el otro no (13), (14) asi
como el hecho de que de las personas que presentan riesgo genético de padecer la

enfermedad solo el 10% la desarrollé.(15)

Este rapido aumento en el numero de personas que padecen diabetes, lo han
experimentado también otras enfermedades de caracter inmunoldgico como la

celiaquia,



distintos tipos de alergias o la enfermedad inflamatoria intestinal, siendo dificil de

explicar unicamente a través de la genética (16)

Existirian otros factores, ambientales o nutricionales implicados en la patogénesis de
la diabetes siendo muchas las investigaciones que han relacionado las infecciones por
enterovirus (7),(9) la introduccién de leche de vaca durante los primeros afios de vida
(17), la composicion de la microbiota intestinal (18),(19), el déficit de vitamina D en la
infancia (20), la lactancia artificial, el parto por cesarea (21) o el exceso de tejido adiposo
con un mayor riesgo de sufrir la enfermedad.(22) Dichos factores ambientales podrian
modificar la expresién de genes implicados en la respuesta autoinmune por mecanismos
epigenéticos, los cuales pueden ser heredables, y son capaces de producir
modificaciones en el ADN sin alterar la secuencia genética. Dentro de estos mecanismos
podemos nombrar la metilacion del ADN y cambios en las histonas como pueden ser la
acetilacion, fosoforilacion o metilacion, observandose diferencias epigenéticas en genes
relacionados con la enfermedad como son el HLA, el GAD65 implicado en la respuesta
de las células T autoreactivas o el INS responsable de la funcion de las células
pancreaticas, entre pacientes con diabetes y aquellos que no presentan la enfermedad.
(14)

El estudio de estos factores resulta actualmente fundamental para entender la
etiologia de la enfermedad y poder asi investigar nuevas lineas de tratamiento e incluso

llegar a prevenirla.

Investigaciones recientes, tanto en animales como en humanos, se han centrado en
el estudio del microbioma intestinal y su posible implicacion en el desarrollo de la
enfermedad.(23) Estas se apoyan en la asociacién anatémica y bioquimica entre
pancreas e intestino, lo cual supondria que cualquier cambio inmunolégico o metabdlico
producido en este ultimo tendria un efecto directo en el pancreas, existiendo evidencias
de que la alteracion en la composicion y funcion de la microbiota intestinal debido a
factores como la administraciéon de antibiéticos a la madre durante el embarazo y al nifio
durante los primeros meses de vida, el tipo de alimentacion en etapas precoces del
desarrollo o el parto por cesarea, producen un aumento de la permeabilidad intestinal lo
que favorece la penetracion de microorganismos, hecho que puede contribuir a la
autoinmunidad del pancreas por la entrada de autoantigenos responsables de la

respuesta autoinmune, traduciéndose todo esto en un mayor riesgo de sufrir DMT1,
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como se muestra de manera esquematizada en la siguiente imagen. (15) Ademas se ha
comprobado que defectos en la barrera intestinal también favorecerian la infiltracion de

linfocitos en el pancreas y la respuesta autoinmune. (8)
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Genetic and non-genetic factors determine the risk of developing diabetes in genetically predisposed individuals (33)

Pero para intentar descubrir las causas de esta compleja enfermedad, es
fundamental conocer las caracteristicas del pancreas y de los islotes de Langerhans,
los cuales estan conformados por tres tipos celulares, las células 3 responsables de la
sintesis de insulina, las células a que sintetizan glucagén y las células d encargadas de
la produccion de somatostatina. El pancreas es un drgano particularmente sensible al
estrés, pues la accidon de las enzimas antioxidantes presentes en los islotes de
Langerhans es mucho menor que en el resto de érganos, dando lugar a un mayor dano
oxidativo en las células (3 lo cual se asocia a una disminucion en la sintesis y secrecién
de insulina. Se ha observado que esta reduccién en la sintesis y secrecidén de insulina
se ve incrementada también cuando existe un estado de hiperglucemia cronica en

modelos animales diabéticos de tipo 2, siendo un efecto comparable al que produce el



estrés oxidativo.(7)

Seguir investigando sobre las posibles causas de la enfermedad para desarrollar
nuevos tratamientos eficaces, es fundamental para prevenir y evitar los dafios que se
producen en diversos organos como consecuencia de la DMT1 y probablemente
asociados a niveles glucémicos elevados que experimentan estos pacientes a pesar de
la administracién exdgena de insulina, dafos que pueden dar lugar a nefropatias,
retinopatias, neuropatias y problemas cardiovasculares que se asocian a un aumento

de morbilidad y mortalidad en los pacientes diabéticos.(24),(25) (26)

Por otro lado, es necesario no sélo idear tratamientos que sean eficaces o mejoren
el control glucémico si no también que sean una garantia de una buena calidad de vida

para estos pacientes.

OBJETIVOS

¢ Analizar los datos conocidos hasta el momento sobre la influencia de factores

ambientales implicados en la patogenia de la DMT1.

e Estudiar en profundidad la evidencia actual sobre la relacién entre microbioma

intestinal y pancreas.

e Aportar nuevas ideas y lineas de investigacion que puedan servir para futuros

tratamientos o formas de prevenir la enfermedad.



METODOLOGIA

Revision bibliografica de la evidencia actual de la influencia de factores ambientales
y nutricionales en la Diabetes Mellitus de Tipo 1. Para su elaboracién se han consultado
las siguientes bases de datos online: pubmed y google scholar, obteniendo la
informacion necesaria de articulos cientificos originales publicados entre los afios 2009-
2017 y realizando un analisis de los posibles factores desencadenantes de la DMT1 asi
como las variantes genéticas que predisponen a la misma, para lograr entender mejor
la fisiopatologia de la enfermedad e idear nuevas lineas de investigacion que den lugar
a tratamientos eficaces tanto para frenarla como prevenirla. Para ello un total de 56

articulos originales y revisiones, han sido analizados.

RESULTADOS

1. Factores ambientales implicados en DMT1

1.1. Papel de las bacterias intestinales en la DMT1

En los ultimos afios se ha observado que la composicion de la microbiota intestinal
ha sufrido grandes cambios y alteraciones, probablemente consecuencia directa del
estilo de vida actual con un aumento del consumo de alimentos procesados, asi como
del uso indebido de antibidticos. (27), (28) por lo que dada la asociacion anatomica y
bioguimica entre pancreas e intestino y la amplia carga bacteriana intestinal, pudiéndose
diferenciar entre 500 y 1000 especies distintas, (29) no es extrafio pensar que cualquier

alteracion producida en este 6rgano pudiese generar efectos en el pancreas.

En esta idea se basan estudios recientes que tratan de buscar el origen de la
inflamacién y la progresién de la reaccién autoinmune producida en el pancreas de
algunas personas, responsable de la muerte de las células B de los islotes pancreaticos
y de la DMT1 (8)

Una aportacién importante para el avance en la investigacion de esta enfermedad,
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es la relacion que se ha observado entre microbioma intestinal y sistema inmunitario,
considerandose la composicién bacteriana del intestino, un factor implicado en la
patogénesis de enfermedades en las que la inmunidad juega un papel importante, como
es el caso de las infecciones, enfermedades inflamatorias como la colitis ulcerosa (27)

y autoinmunes como la DMT1, la celiaquia o las alergias. (16), (30)

Esta relacién se ha estudiado en investigaciones llevadas a cabo recientemente y
cuyos resultados apoyan la hipotesis de que las modificaciones producidas en las
bacterias intestinales estan relacionadas con la evolucion de la enfermedad,
observandose que en los nifos que presentaban autoanticuerpos frente a los islotes
pancreaticos en plasma, se producia un cambio en la composicién de las bacterias
intestinales asociado a la reaccion de autoinmunidad y al avance de la destruccion de
las células . Es decir, segun estos estudios los cambios en las poblaciones bacterianas
intestinales no serian el factor desencadenante de la enfermedad si no un agravante de
la misma que contribuiria a su progresion. (31) La disminucién en la diversidad de la
microbiota intestinal observada en un estudio realizado en nifos finlandeses y estonios

que desarrollaron la enfermedad puede observarse en la siguiente imagen: (21)
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Kostic, Aleksandar D., et al. "The dynamics of the human infant gut microbiome in development and in progression
toward type 1 diabetes." Cell host & microbe 17.2 (2015): 260-273. (39)



El papel modulador de la respuesta autoinmune por parte de la microbiota intestinal
se ha comprobado en estudios realizados tanto en animales como en humanos
observandose que el uso de probidticos mejoraria el curso de las enfermedades
autoinmunes debido principalmente a una disminucién de la inflamacion asi como a una
reduccién del estrés oxidativo en las células junto con un aumento de la adhesion de
proteinas en el intestino, dando lugar a una menor permeabilidad del mismo que
favoreceria su integridad y su funcién de barrera selectiva frente a determinados

antigenos. (18)

Especies pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium son las que
se han estudiado mas ampliamente por ejercer un posible efecto protector frente a

enfermedades inflamatorias y autoinmunes como la diabetes (23),(32)

Experimentos llevados a cabo en modelos animales a los que se tomé muestras de
heces en tres ocasiones durante los primeros 70 dias de vida y previa aparicién de la
enfermedad, demostraron que los ratones con riesgo genético elevado (ratones BB-DP)
presentaban una mayor concentracion Bacteroides, (33) concretamente de la especie
Bacteroides capillosus y especies del género Ruminococcus y Eubacterium en heces,
mientras que en las heces del grupo de ratones resistentes a la enfermedad (BB-DR)
las especies que abundaban pertenecian a los géneros Bifidobacterium, Lactobacillus y
Pseudobutyrivibrio pudiendo ejercer un efecto protector frente a la diabetes gracias a su
accion probidtica sobre la mucosa intestinal, previniendo de este modo el crecimiento
de bacterias patégenas y manteniendo su integridad y funcién de barrera selectiva frente

a determinados microorganismos asi como evitar alteraciones inmunoldogicas. (34)



Tabla 1.1.

Géneros de bacterias cuyas cantidades se diferencian estadisticamente en 1% dentro

del nivel de confianza en muestras de heces entre los grupos BB-DR y BB-DP

Approximate
% of all Fold
genus level: 95% % of all
Phyla BB-DR P-value |differen
similarity to closest BB-DP reads
reads ce
cultured relative
Bacteroides Bacteroidetes 6.732 6.101 2.00E-05 1.5
Bifidobacterium Actinobacteria 0.041 0.940 2.00E-05 16.8
Eubacterium Firmicutes 4.009 2.050 2.00E-05 2.6
Halothermothrix Firmicutes 0.126 0.003 2.00E-05 55.0
Lactobacillus Firmicutes 5.320 8.012 2.00E-05 1.1
Prevotella Bacteroidetes 0.307 0.630 2.00E-05 1.5
Pseudobutyrivibrio Firmicutes 0.112 0.453 2.00E-05 3.0
Ruminococcus Firmicutes 2.302 1.675 2.00E-05 1.9
Spiroplasma Mollicutes 0.000 0.112 2.00E-05 36
Anaerostipes Firmicutes 0.127 0.0523 0.000680 3.2
Mucispirillum Deferribacteres 0.224 0.130 0.000760 2.3
Butyrivibrio Firmicutes 0.030 0.000 0.000980 13
Proteiniphilum Bacteroidetes 0.062 0.143 0.001420 1.7
Streptococcus Firmicutes 0.025 0.081 0.001700 24
Turicibacter Firmicutes 0.654 0.909 0.002040 1.2
Pediococcus Firmicutes 0.032 0.003 0.003080 14




Approximate
% of all Fold
genus level: 95% % of all
o Phyla BB-DR P-value |differen
similarity to closest BB-DP reads
reads ce
cultured relative
Sporobacter Firmicutes 1.396 1.262 0.007040 1.5
Bryantella Firmicutes 0.838 1.089 0.009580 14
% of total reads 22.334 23.645

BB-DP, ratones bio-breeding propensos a desarrollar diabetes; BB-DR, ratobes bio-breeding

resistentes a la diabetes

Roesch, Luiz FW, et al. "Culture-independent identification of gut bacteria correlated with the onset of diabetes in a rat
model." The ISME journal 3.5 (2009): 5636. (34)

Por otro lado las especies Bacteroides dorei y Bacteroides vulgatus se han asociado
al desarrollo de la enfermedad, observandose una mayor presencia en heces de nifios
con riego genético de sufrir DMT1 y que presentaban dos de los autoanticuerpos en

suero relacionados con la diabetes

En un estudio de cohorte realizado en nifios finlandeses nacidos en el mismo hospital
entre los afos 1996 y 2007, los cuales presentaban un mayor riesgo genético de
padecer la enfermedad, determinado por la presencia de HLA-DQ y HLA-DR, se
analizaron las diferencias en la composicion bacteriana encontradas en heces. Para ello
se tomaron muestras mensuales de las heces de estos nifios a partir del cuarto mes de
vida y hasta la edad de 2.2 afios. Tras el analisis del ADN aislado de las heces se
determiné el genotipo de las bacterias presentes y se observé una mayor presencia de
Bacteroides dorei y Bacteroides vulgatus en las heces de los nifios que presentaban al
menos dos de los autoanticuerpos asociados a la autoinmunidad producida en la
diabetes, la mayoria de los cuales (22 de 29) desarroll6 la enfermedad. En el caso de la
especie Bacteroides dorei, se encontré en una proporcion 5 veces mayor en las heces
de estos nifios respecto a las del grupo control (sin presencia de autoanticuerpos en

suero). Estas especies bacterianas se han asociado también a procesos inflamatorios



intestinales responsables de enfermedades como la colitis ulcerosa, sindrome del

intestino irritable o la enfermedad celiaca. (33)

La novedad que presenta este estudio respecto al analizado anteriormente es que se
ha llevado a cabo en humanos y se ha tenido en cuenta el riesgo genético de los sujetos
a estudiar, ademas el tiempo de analisis ha sido adecuado asi como el seguimiento del
mismo. El estudio de un mayor nimero de sujetos asi como una comparacién con

grupos de otras regiones del pais y zonas del mundo podria mejorar los resultados.

Estos resultados vuelven a repetirse en un estudio llevado a cabo por la Unidad de
Endocrinologia y Nutricion del Clinico del Hospital Clinico Universitario Virgen de la
Victoria de la provincia de Malaga y en el que se evaluo las propiedades que poseen
algunos tipos de bacterias intestinales sobre el control glucémico en dieciséis nifios con
diabetes de tipo 1 y otros dieciséis nifios sanos de la misma edad y dieta similar. Tras
analizar muestras de heces y de sangre de los dos grupos se observéd que la cantidad
de bacterias esenciales para conservar la integridad intestinal pertenecientes a los
géneros Firmicutes y Actinobacteria, era menor en los pacientes pediatricos con
diabetes que en los sanos, mientras que el numero de bacterias del género Bacteroides

aumentaban en el caso de los nifios con diabetes. (35)

En la siguiente tabla se muestran diversos estudios llevados a cabo en animales y
humanos en los que se observa el papel de distintas especies que conforman la

microbiota intestinal y su relacién con la DMT1.
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Tabla 1.2.

Estudios relacionados con la microbiota intestinal

Animal model/study

Bacteroidetes

abundance of

Bacteroidetes

Bacteria Outcome Ref.
group
. robably involved in
B. adolescentis children at risk to p _ Y _
predisposing children to 3 [93]
DSM 20083 develop T1D . .
cell autoimmunity
. ) positively associated
Bacteroidetes seroconverted subjects o ] ] [19]
with islet autoimmunity
Bacteroides,
Eubacterium, BB-DP rats more abundant [98]
Ruminococcus
Clostridium
BB-DR rats increased abundance [98]
hylemonae
decrease in
Firmicutes, ) Firmicutes and
NOD mice [53]
Bacteroidetes . .
an increase in
Bacteroidetes
virus-induced T1D
Bifidobacteria, correlates with increased
LEW1. WR1 rat [97]
Clostridium Bifidobacteria and
Clostridia
increase in Bacteroides
Bacteroides ovatus,
. N T1D children ovatus and decrease in [20]
Bacteroides fragilis ) N
Bacteroides fragilis
decreased abundances
Firmicutes, of Firmicutes; increase
T1D children [17, 18]
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Animal model/study

Bacteria Outcome Ref.
group
decreased abundance
Prevotella and ] of Prevotella and
. T1D children o [17]
Akkermansia Akkermansia in T1D
children
Prevotella genus was [18, 95,9
Prevotella T1D children ) )
reduced in patients 6]
decreased numbers of
Bifidobacterium,
T1D children Bifidobacterium and [95]
Lactobacillus
Lactobacillus
o increased amount of
Clostridium, ) o )
) ) T1D children Clostridium, Bacteroides [95]
Bacteroides, Veillonella
and Veillonella
lower levels of
Lactate and butyrate o . bacteria involved in the
seropositive subjects [21]
producers production of lactate and
butyrate
high levels of the genus
Bacteroides;
Mexican children with
Bacteroides, Prevotella 1D control group [96]
exhibit high levels of
Prevotella
reduced Bifidobacteria,
Bifidobacteria T1D children increased [94]
Enterobacteriacea in T1D
negatively associated
Firmicutes seroconverted subjects with islet [19]

autoimmunity
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Animal model/study

development

Bacteria Outcome Ref.
group
reduced abundance in
Faecalibacterium Children with diabetes- | children with two or more 21]
prausnitzii related autoantibodies diabetes-related
autoantibodies
. . Children with diabetes- negatively associated
Bifidobacteria [21]
related autoantibodies with B cell autoimmunity
- . ) negatively associated
Bifidobacteria T1D children ) ) ] [94, 95]
with B cell autoimmunity
Lactic acid _ delay or prevent
NOD mice; BB-DP rats . [85, 86]
bacteria diabetes
Lactobacillus, negatively correlated
» . BB-DR rats i [98]
Bifidobacterium with T1D onset
Lactobacillus johnsonii )
BB-DP rats delayed diabetes onset [27]
N6.2
SFB NOD mice diabetes protection [28]
. _ negatively correlated
Lactobacillus species BB rats [98]
with T1D development
o ) protective role in T1D
A. muciniphila NOD mice [13]

Glilden, Elke, F. Susan Wong, and Li Wen. "The Gut Microbiota and Type 1 Diabetes." Clinical inmunology (Orlando,
Fla.) 159.2 (2015): 143. (15)

A pesar de los resultados obtenidos es necesario realizar nuevos estudios con un

mayor numero de sujetos y comprobar si estas conclusiones son reproducibles en otras

zonas geogréficas y en personas de distintas edades.
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1.2. Catelicidina y DMT1

Probablemente una de las investigaciones mas recientes y que aporta nuevos datos
a la reaccion autoinmune responsable de la DMT1, es la publicada en la revista Immunity
llevada a cabo por un grupo de investigadores de hospitales y universidades de varios
paises, coordinados por Julien Diana y en la que han estudiado el papel de los péptidos
antimicrobianos (AMPs), concretamente de la catelicidina expresada por células 3 del
pancreas, en la regulacion de la respuesta autoinmune. Esta produccién de péptidos
antimicrobianos dependeria de la composicién de la microbiota intestinal y de la
produccion de acidos grasos de cadena corta (SCFAs) por bacterias intestinales. Los
péptidos antimicrobianos o AMPs son secretados por células del sistema inmunitario
pero también por células epiteliales no inmunolégicas y estan implicados en la defensa
del organismo frente a patégenos, cuyo mecanismo de accidon consiste en la

desintegracién de la membrana celular del microorganismo. (36)

Para llevar a cabo este estudio, se inyectdé péptido antimicrobiano similar a
catelicidina (CRAMP) por via intraperitoneal a ratones diabéticos adultos no obesos
(NOD), los cuales presentaban una secrecion reducida de este péptido en las células 3
del pancreas, observandose una disminucién de linfocitos T CD8+ y de IFN y+
responsables de la respuesta inflamatoria e inmunoldgica que conlleva la destruccién
de células B. Esta regulacién del sistema inmunitario da lugar a una menor incidencia
de DMT1. Con lo que se determiné que las catelicidinas ademas del papel protector
frente a microorganismos, presentaba también una funcion de regulacion del sistema
inmunitario, al controlar la inflamacién producida en el pancreas previa a la respuesta

autoinmune por parte de las células T. (36)

Este efecto regulador de las catelicidinas en las células B del pancreas se describe

de manera esquematica en la siguiente imagen:
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Sun, Jia, et al. "Pancreatic 3-cells limit autoimmune diabetes via an immunoregulatory antimicrobial peptide expressed
under the influence of the gut microbiota.” Immunity 43.2 (2015): 304-317. (36)

Como se puede observar en la imagen, el efecto regulador de la catelicidina depende
de la microbiota intestinal y en concreto de la produccién de acidos grasos de cadena
corta, los cuales ejercerian un efecto protector sobre los islotes pancreaticos al favorecer
la accion inmunoreguladora de las catelicidinas, viéndose este efecto anulado por la
disminucion de acidos grasos de cadena corta producidos por bacterias intestinales.
Hecho que se confirmé al observarse una menor cantidad de SCFA en el intestino de

ratones diabéticos con respecto a aquellos que no presentaban la enfermedad (36)

Por otro lado es necesario tener en cuenta la exposicion continua del intestino a

antigenos de los alimentos asi como microorganismos patégenos y comensales. (37)
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1.3. Virus y DMT1

Existen diversos estudios cientificos que demuestran la relacién directa entre nifios
con anticuerpos frente a enterovirus y autoanticuerpos frente a células B de los cuales
un alto porcentaje desarroll6 DMT1, observandose ademas que los nifios con DMT1
contrajeron un mayor numero de veces infecciones por enterovirus comparados con
ninos sanos. Sin embargo las investigaciones realizadas hasta ahora no han podido

demostrar que las infecciones por enterovirus sean la causa de la enfermedad. (38)

Los Rotavirus también se han asociado al desarrollo de la enfermedad, siendo virus
causantes de infecciones frecuentes en nifios. Sin embargo los distintos experimentos

realizados en animales no han demostrado ninguna evidencia de esta relacion (39)

Por el contrario, existen teorias que apoyan el caracter preventivo de la enfermedad
de algunos virus como demuestran los resultados obtenidos en un estudio reciente
llevado a cabo con muestras fecales de nifios con autoanticuerpos asociados a DMT1,
en el que se analizé la diferencia entre el viroma de éstos con un grupo control. Se trata
de un estudio longitudinal y prospectivo llevado a cabo con 11 nifos de Estonia y
Finlandia y el criterio para elegirlos fue que presentaran un mayor riesgo genético de
padecer DMT1 asociado a los alelos HLA. El procedimiento a seguir era la recogida
periddica, con frecuencia de una vez al mes, de muestras de heces de los nifios para
su posterior analisis secuencial. Tras analizar las muestras y compararlas con las del
grupo control se observé que el viroma de los nifios que presentaban autoanticuerpos
en suero poseia menor diversidad que el de los nifios pertenecientes al grupo control,
encontrando en las muestras de estos ultimos una mayor concentracion de Circoviridae.
(40)

1.4. Vitamina D y DMT1

Estudios recientes se han concentrado en determinar la posible relacién de la
vitamina D, concretamente su déficit en la infancia, con un mayor riesgo de padecer la
enfermedad. (11) Asi mismo se ha asociado un mayor riesgo de padecer diabetes en

ninos cuyas madres presentaban bajos niveles de vitamina D. (41)
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Esta idea se apoya en la mayor prevalencia de DMT1 entre los nifios de los paises
nordicos, la cual se observd en un estudio realizado con nifios de siete paises, siendo
los que tomaron suplementos de vitamina D los que presentaron un riesgo menor de
padecer la enfermedad, al igual que en otro estudio llevado a cabo con nifios finlandeses
a los cuales se les administré 2000 |U/dia de vitamina D observandose una disminucion

del riesgo comparado con los que no tomaron suplementos de esta vitamina.(20)

Resultados similares se observaron en un estudio que analizé los datos de incidencia
de la diabetes entre los afios 1990 y 1994 en jévenes de 51 regiones del mundo
realizado por el Diabetes Mondial Project Group (DiaMond) para determinar la influencia
de la vitamina D en la enfermedad, pues los datos epidemiolégicos indican una mayor
incidencia en los paises de latitud mas alta, en los que las horas de sol son menores

afectando a la sintesis de vitamina D por parte del organismo. (42)

En Espafia, sin embargo, este gradiente es precisamente inverso, con una menor
prevalencia en las comunidades auténomas del norte y mayor en las del sur, con mas

horas de exposicion solar. (43)

2. Nuevas lineas terapéuticas en DMT1

2.1. Probiéticos

Con el término de probidtico, empleado por primera vez Lilly y Stillwell en el afio 1965,
se definen aquellos microorganismos vivos que administrados en cantidades adecuadas

aportan efectos beneficiosos al organismo del huésped.

Tras afios de investigaciones se ha determinado que estos microorganismos mejoran
el estado de salud en casos de diarrea, dermatitis atépica, estrefiimiento, candidiasis
vaginal, infecciones de las vias urinarias, célico del lactante, algunas enfermedades
inflamatorias y autoinmunes asi como durante y tras un tratamiento con antibiéticos para
evitar o reducir los efectos negativos sobre la microbiota intestinal asociados a estos
farmacos que pueden dar lugar a disbiosis, diarrea y la aparicion de otras infecciones.
(44), (45), (46)
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Una de las aplicaciones mas estudiadas de los probidticos en los ultimos afios es en
la prevencion y tratamiento de la diabetes mellitus tipo 1 por su efecto sobre el sistema
inmune, comprobandose en investigaciones realizadas en animales y humanos que
ejercerian un papel protector frente a la enfermedad gracias a su capacidad de mantener
la integridad de la mucosa intestinal impidiendo el paso de determinados antigenos y

evitar la colonizacion por microorganismos patégenos.

Con el fin de evaluar el papel protector de los probidticos frente a la diabetes,
Valladares y colaboradores han llevado a cabo un estudio en el que aislaron las especies
Lactobacillus johnsonii y Lactobacillus reuteri del intestino de ratas BioBreeding
resistentes a la diabetes (BB-DR) y las administraron diariamente en forma de
suspension (1x108 CFU) a dos grupo de ratas susceptible de padecer la enfermedad
(ratas BioBreedign BB-DP), el grupo 1 formado por ratas que se alimentaban de leche
materna (desde el primer dia de vida hasta el 141) y el 2 constituido por ratas que ya
habian finalizado la lactancia materna (a partir del dia 21 hasta el 141). A su vez a
algunos miembros de cada grupo se les administrd L. johnsonii y a otros L.reuteri. Tras
analizar la composicion de la flora intestinal del ileon de las ratas que desarrollaban la
enfermedad y de aquellas que tras los 141 dias que durd el estudio seguian sanas, se
observd una relacion inversamente proporcional entre la presencia de Lactobacillus
Johnsonii N6.2 y el desarrollo de diabetes pero sélo en el grupo 2, asi como una accion
protectora frente a la oxidacién de la mucosa intestinal con disminucion de citocinas
proinflamatorias IFN y, relacionadas con una reduccién de iNOS y aumento de la COX2
y de claudinas,(37) proteinas de unidon de las células epiteliales del intestino,
fundamentales para mantener integridad y funcion barrera de este érgano y preservar
el estado de salud del organismo.(47) Sin embargo la administraciéon de L. reuteri no
demostré una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo de estudio y el

control.

Especies del género Lactobacillus se hallaron en mayor cantidad en la mucosa
intestinal de todos los animales que no desarrollaron la enfermedad mientras que todas
los animales diabéticos poseian una concentracion elevada de enterobacterias. Por otro
lado no se encontraron diferencia en la composicion bacteriana de las heces de los

distintos grupos analizados. (37)

El uso de probidticos en DMT1 ademas de por sus propiedades antiinflamatorias y
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su efecto protector frente a la reaccion autoinmune causante de la enfermedad, serian
Utiles ademas para prevenir la osteoporosis inducida por DMT1 en estos pacientes,
gracias a su efecto beneficioso sobre la salud 6sea. Efecto que se demostrd en un
estudio llevado a cabo en ratones adultos de sexo masculino a los que se indujo diabetes,
observandose que la administracion de L. reuteri ATCC 6475 aumentaba la densidad
Osea en ratones diabéticos con osteoporosis probablemente mediante activacion de las
vias anabdlicas al prevenir la disminucién de expresion de la proteina Wnt10b implicada

en la regulacién de la diferenciacién de osteoblastos. (48)

2.2. Carnosina (B-alanil-L-histidina) y carcinina (B-alanilhistamina)

Se ha comprobado que las hiperglicemias prolongadas dan lugar al fenédmeno de
glicacién de proteinas con la formacion de AGEs que son moléculas altamente reactivas
pudiendo dar lugar a un aumento de moléculas proinflamatorias y radicales libres
aumentando la oxidacién de las células. Los AGEs da lugar a agregacion de proteinas,
alteracion de actividad enzimatica, acumulacion en pared arterial, interaccién con
receptores de la membrana plasmatica interfiriendo en las sefiales intracelulares y en la
expresion genética y union a lipidos de membrana, acidos nucleicos y proteinas de larga

vida como el colageno, alterando su estructura y funcion. (49)

La carcinina (B -alanilhistamina) es un dipéptido imidazdlico, derivado activo de la
carnosina (B-alanil L-histidina), resistente a dipeptidasas (carnosinasas séricas y
tisulares) y con mayor biodisponibilidad que la carnosina. La carcinina posee una accion
protectora frente a la peroxidacion lipidica y a la glicacién y glicoxilacién de proteinas,
proceso comun en personas diabéticas como consecuencia de las hiperglicemias,
previniendo de este modo la formaciéon de productos finales de glicacion (AGEs)
moléculas altamente reactivas que se acumulan en suero y tejidos y estan involucrados
en procesos inflamatorios y produccion de ROS dando lugar a un aumento de estrés
oxidativo implicado en el envejecimiento y dafio celular. Se ha estudiado la implicacion
de la carcinina en la prevencion y reduccién de complicaciones derivadas de
enfermedades metabdlicas, observandose una disminucion del dafio renal o vascular
en enfermedades como la diabetes, asi como una accién protectora frente a procesos

inflamatorios y oxidativos a nivel sistémico.

19



La capacidad antioxidante y protectora de esta molécula frente a angiopatias y
nefropatias derivadas de la diabetes, se estudié en ratones Apoe-null, usando para ello
la molécula de DCO (d-Carnosine-octylester) y observando su actividad en cuatro
grupos, constituido cada uno por 10 ratones diabéticos. En uno de ellos los ratones no
fueron tratados mientras que el resto fueron tratados segun el grupo con DCO durante
20 semanas (DCO-Extended), otro solamente recibi6 tratamiento desde la semana 1 a
la 11 (DCO-Early) y el ultimo desde la semana 9 a la 19 (DCO-late) siendo los ratones
Apoe-null no diabéticos el grupo control. Transcurrido el tiempo del estudio se evalud el
dafio renal y aértico mediante analisis morfométrico, observandose en los ratones DCO-
Extended, una placa de ateroma mas estable que en el resto de grupos asi como una
disminucion de la lesion renal. Por otro lado se analizé la expresion genética y proteica
con PCR a tiempo real y mediante inmunohistoquimica confirmandose un descenso de
células apoptéticas y de marcadores de inflamacion y dano oxidativo en estos ratones.
(50)

Otro estudio llevado a cabo en fumadores usando carnosina no hidrolizada y
carcinina demostré que estas dos moléculas ejercerian un efecto modulador de la
actividad telomerasa protegiendo tamafio y estructura de los teldmeros ejerciendo un

efecto protector frente al estrés oxidativo. (51)

DISCUSION

A pesar de los numerosos avances cientificos sobre las bases bioquimicas de la
diabetes y los factores genéticos y mecanismos inmunopatogénicos implicados en la
respuesta autoinmune, el origen de esta patologia sigue siendo uno de los retos mas
complejos al que se enfrentan los investigadores dedicados al estudio de las

enfermedades autoinmunes.

Se han identificado numerosos factores ambientales como posibles causas de la
aparicion y desarrollo de la DMT1 pero a pesar de las numerosas investigaciones no
existe en la actualidad una teoria valida que avale ninguno de los factores de riesgos
estudiados. Esto es debido a la complejidad de la enfermedad en la cual se ven

implicados mas de 40 polimorfismos y diversos factores ambientales.
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Pero algo en lo que coinciden los cientificos es que la genética no puede explicar el
aumento en la incidencia de esta enfermedad observado en los ultimos afios como
demuestran diversos estudios, siendo este incremento del 21% entre los jovenes
menores de 20 anos en distintas regiones de Estados Unidos entre 2001 y 2009,
independientemente de la raza y el sexo de los participantes. Por lo que es preciso
estudiar los factores nutricionales y ambientales responsables de este gran aumento en

tan poco tiempo. (52)

El microbioma humano se compone de distintos tipos de microorganismos, cuya
carga genética supone un valor de hasta 100 veces mas que la del propio genoma
humano (53), siendo la poblacién bacteriana de aproximadamente 1,5 kg, con lo que no
es extrafo suponer que cambios en esta poblacion puedan producir alteraciones no solo
a nivel intestinal sino también en érganos relacionados, como el pancreas, asi como

asociarse a diversas enfermedades autoinmunes, como la DMT1. (40)

Los resultados obtenidos en el estudio llevado a cabo por Julien Diana y
colaboradores, en el que se confirma que los cambios en la composicion de la microbiota
intestinal que conlleven una disminucion o inhibicion de la produccion de acidos grasos
de cadena corta (SCFA) generarian una reduccién de catelicidinas que daria lugar a un
proceso inflamatorio y una disminucion de la regulacion de la respuesta inmunoldgica
con activacion de células T de manera incontrolada, responsables de la destruccion de
las células B pancreaticas y del desarrollo de la DMT1, son fundamentales para
confirmar la implicaciéon de microbiota y DMT1, sin embargo se necesita seguir
investigando en esta linea para confirmar resultados en humanos , pues éste se llevé a

cabo unicamente en ratones.(36)

La vitamina D es uno de los factores que se ha relacionado con la apariciéon de la
enfermedad siendo su déficit en edades tempranas una de las causas propuestas por
distintos investigadores. Esta asociacion nace probablemente de la naturaleza de esta
vitamina asi como de las funciones que ejerce en el organismo. El hecho de que su
sintesis esté regulada por el sol, llevo a la pregunta de si estaria implicada en la mayor
incidencia de DMT1 en los paises mas septentrionales, como es el caso de Finlandia

presentando el mayor numero de casos de diabetes. (42)
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Sin embargo, a pesar de los resultados obtenidos en numerosos estudios que
relacionan el déficit de esta vitamina con un mayor riesgo de padecer la enfermedad,
esto no explicaria el hecho de que regiones con un elevado numero de horas de sol
anuales presenten una incidencia elevada como es el caso de Cerdefa, que ocupa el

segundo lugar a nivel mundial de casos de DMT1 (54)

Algunas investigaciones han postulado un mayor riesgo de diabetes en nifios cuyas
madres presentaban valores bajos de vitamina D, comprobandose que los suplementos
de esta vitamina ejercian un efecto protector frente a la enfermedad.(41) Aunque en
otras investigaciones no se ha encontrado relacion entre la administracién de vitamina
y un menor riesgo de desarrollar autoinmunidad frente a las células B de los islotes
pancreaticos, como demuestra el estudio DAISY (The Diabetes Autoimmunity Study in
the Young) llevado a cabo en Denver. Siendo necesario un mayor numero de estudios

que permitan establecer esta relacion. (55)

Por otra parte, en la actualidad existen diversas lineas de investigacion con el

objetivo de desarrollar nuevas dianas de estrategia terapéutica.

Uno de las moléculas que podria presentar caracteristicas utiles para prevenir el dano
asociado a la diabetes es la Carcinina, derivada de la Carnosina siendo una de sus
propiedades la capacidad de secuestrar especies reactivas de oxigeno y aldehidos
derivados de la peroxidacion de acidos grasos de las membranas celulares como
consecuencia del estrés oxidativo, protegiendo de este modo al organismo de la
oxidacién asi como a los lipidos de membranas.(36),(50) Por lo que seguir investigando
los posibles efectos beneficiosos que esta molécula aportaria a los pacientes diabéticos

seria una propuesta interesante para futuras tratamientos de la enfermedad.

Pero no solo en la busqueda de nuevas estrategias para el tratamiento de la
enfermedad se han concentrado los ultimos estudios, si no que existen cientificos que
investigan las causas que desencadenan la enfermedad para poder asi frenar su
desarrollo. Este es el caso de los estudios de los factores que desencadenan la
enfermedad, siendo uno de los mas estudiados en la ultima década, la composicion de
la microbiota intestinal como mecanismo modulador de la reaccion autoinmune que

ocurre en la diabetes.
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La prevencion y posible tratamiento de la enfermedad mediante el uso de probidticos
constituyen actualmente una de las lineas de investigacion que mayor interés despiertan,
para lo cual se han realizado numerosos estudios en animales y humanos con el objetivo
de identificar especies bacterianas presentes en el intestino y que puedan de alguna
forma estar implicadas en la prevencion de la respuesta autoinmune. En muchos de
estos estudios se citan géneros bacterianos con mayor o menor presencia en sujetos
que padecen diabetes o con un riesgo genético de padecerla, sin embargo es necesario
identificar cuales son las especies que podrian jugar un papel importante tanto a nivel
intestinal, protegiendo la integridad de la mucosa y preservando su funcién, como sobre

el sistema inmune ejerciendo una funcién moduladora de la respuesta autoinmune. (34)

Interesantes resultados se observaron en el estudio de Valladares y colaboradores
en el que se determind que la administracion de Lactobacillus johnsonii retrasa o
previene el inicio de la enfermedad y se relaciona con una disminucién de citoquinas
pro-inflamatorias como el IFN y. A pesar de que el estudio se haya llevado a cabo en
modelos animales la gran diferencia entre la expresion del IFN y, de hasta 20 veces
mayor en los animales diabéticos en comparacion con los que fueron alimentados con
L. johnsoni indica que es necesario seguir realizando investigaciones con esta especie
y no solo en modelos animales. Ademas el hecho de que no se establecieran diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo tratado con L. johnsonii N6.2 y el control
apuntaria al origen de un proceso inflamatorio intestinal como un posible factor

necesario para el desarrollo de la reaccion de autoinmunidad. (37)

1. Limitaciones

La limitacion comun de todos los estudios llevados a cabo en humanos analizados

en esta revision es que el numero de participantes no era muy representativo.

Por otro lado se han analizado también investigaciones realizadas en modelos
animales que han aportado nuevos resultados que permiten entender mejor la patogenia
de la enfermedad, sin embargo seria necesario repetir alguno de ellos en humanos para

comprobar la validez de los mismos.
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2. Perspectivas futuras

A pesar de las evidencias que relacionan cambios en la composicién de la microbiota
intestinal con el inicio de la enfermedad y el uso de probidticos para prevenirla, tratarla
o retrasar su inicio, aun existen muchas dudas por despejar y se desconocen los
posibles mecanismos mediante los cuales estos microorganismos modularian la

respuesta inflamatoria y del sistema inmune.

Por otro lado seguir investigando sobre el uso de antioxidantes que eviten la accion
de los productos de glicacién tardia (AGEs) que aparecen como consecuencia de las
hiperglicemias frecuentes en los pacientes diabéticos, podria proporcionar una mejora
en la prevencion de las graves consecuencias derivadas de la enfermedad o retrasar su
aparicion mejorando las expectativas de vida de la poblacion diabética en general, pues

estos efectos son aplicables también a la diabetes de tipo 2. (49)

Estudiar en profundidad el papel de los distintos factores ambientales implicados en
el desarrollo de la enfermedad es fundamental para lograr establecer un plan de

prevencién y un tratamiento eficaz.

Sin embargo dado que ningun estudio ha identificado hasta el momento la causa de
la misma, se podrian plantear investigaciones en las que se analicen varios de los
factores de manera conjunta en lugar de realizarlo individualmente pudiendo asi obtener
mayor informacion y correlacién entre ellos. Ademas seria interesante realizar analisis
epidemiolégicos que aportasen informacion sobre posibles cambios en los ultimos afios
en la composiciéon de los alimentos asi como en las infecciones viricas durante los
primeros afos de vida para observar modificaciones que pudiesen aportar novedades y

respuestas a las investigaciones sobre diabetes.
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CONCLUSION

Numerosos estudios cientificos han asociado el desarrollo de la DMT1 con
situaciones de disbiosis intestinal, no habiéndose establecido aun si esta alteraciéon en
la microbiota intestinal es una consecuencia de la enfermedad o puede ser un
desencadenante o agravante de la misma. Realizar investigaciones con un mayor
numero de individuos es necesario para descubrir el papel que juega la microbiota
intestinal en etapas tempranas de la enfermedad asi como para intentar buscar

alternativas para un posible tratamiento y prevencion de la misma.

Seguir investigando sobre éste y otros posibles factores responsables de
desencadenar la respuesta inmunoldgica que da lugar al ataque y destruccion de las
células B del pancreas, es fundamental para entender desde el origen la enfermedad y
poder desarrollar nuevas lineas terapéuticas eficaces para prevenir o frenar la diabetes
asi como reducir las patologias asociadas a la misma, las cuales contribuyen a una
reduccién de la calidad y expectativa de vida de estos pacientes, como demuestra un
estudio reciente realizado en Escocia y en el que se estimoé que los hombres diabéticos
a los 20 afos de edad, presentaban de media una expectativa de vida de 11.1 anos
menos que los que no sufrian la enfermedad, siendo este dato de 12.9 afos para las

mujeres diabéticas. (56)

La compleja estructura del pancreas dificulta el estudio de la enfermedad, siendo aun
un misterio el hecho de que la reaccion de autoinmunidad se produzca de manera
selectiva sobre las células  de los islotes de Langerhans mientras los otros grupos

celulares no sufren ningun dafo pese a su cercania.

Para dar explicacion a los procesos que desencadenan la reaccion de autoinmunidad
es necesario incrementar el numero de estudios en humanos para seguir investigando
la funcion protectora de la microbiota intestinal asi como de posibles tratamientos con
probidticos. Estos estudios deberian incluir un mayor numero de sujetos de ambos
sexos, de distintas edades y diversas zonas geograficas asi como tener en cuenta el

tiempo de evolucién de la enfermedad en cada grupo.

25



A pesar de las numerosas investigaciones realizadas, ninguna de ellas ha permitido

desarrollar un tratamiento eficaz para acabar con la enfermedad o prevenirla. (19)

Y dadas las numerosas complicaciones derivadas de esta patologia que merman
notablemente la calidad y esperanza de vida de estos pacientes, la cura y la prevencion
de la DMT1 tienen que ser cada dia mas un objetivo real y presente en los distintos

estudios cientificos.
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