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INTRODUCCION

1. DIABETES MELLITUSTIPO 1

La diabetes mellitus tipo 1 (DM1) es un trastorno proinflamatorio mediado por
células T que produce la destruccién especifica de las células B de los islotes
pancredticos, con la consiguiente pérdida progresiva de la produccién de insulina
(Srikanta S 1983). Esto lleva a multiples alteraciones metabolicas con una elevada
morbilidad como consecuencia de la hiperglucemia, por lo que precisa unas medidas

higienico-dietéticas estrictas y un tratamiento con insulina exdgena de por vida.

1.1. Epidemiologia de la DM1

Este tipo de diabetes es el méas prevalente (80%) en la edad pediatrica (ADA
2012), siendo una de las enfermedades pediatricas mas frecuentes en las dos primeras

décadas de la vida. Afecta aproximadamente a 430000 nifios en todo el mundo.

Los estudios epidemioldgicos sirven para conocer la incidencia y prevalencia de
la enfermedad y observar su evolucion a lo largo tiempo. Del mismo modo, permiten el
estudio de los posibles factores etioldgicos, al analizar la influencia que éstos pueden
tener en la incidencia de la enfermedad. Para conocer mas sobre la epidemiologia de la
diabetes en poblacion infanto-juvenil, se ha invertido un gran esfuerzo en la creacion de
registros estandarizados. EI mantenimiento de registros estandarizados de DM1 a lo
largo del tiempo permite obtener cifras de incidencia mas fiables que los estudios de

corta duracion, asi como conocer la evolucion de la incidencia a lo largo del tiempo.
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A partir de 1972 se comenzaron a desarrollar los primeros registros
estandarizados de incidencia de DM1, que permitieron la comparacion entre diferentes
areas, encontrando una gran variabilidad geogréafica en la distribucion mundial de la
enfermedad (LaPorte RE 1985). A finales de la década de 1980 se pusieron en marcha
estudios multicéntricos para conocer la distribucion mundial de la DM1 como el
Diabetes Mondiale (DiaMond) Project worldwide (DiaMond Project Group 2006) y The
Epidemiology and Prevention of Diabetes (EURODIAB) study in  Europe

(EURODIAB ACE Study Group 2000).

El proyecto DIAMOND fue iniciado por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en 1990, recogiendo datos de nifios de hasta 14 afios a través de registros de
base poblacional en todo el mundo. En su publicacion mas reciente (2006) hay
participacion de 112 centros de 57 paises durante el periodo de 1990-1999, con datos de
43.013 casos de DM1 de un estudio de poblacion de 84 millones de nifios menores de
14 afios. Se propuso clasificar las areas de estudio en 5 grupos en funcion de su
incidencia (incidencia muy baja: <1c/10°h-a (por cada/10°habitantes-afio); incidencia
baja: 1-4,99¢/10°h-a; incidencia intermedia: 5-9,99¢/10°h-a; incidencia alta: 10-
19,99¢/10°h-a; incidencia muy alta: >20c/10°h-a). Los resultados mostraron una gran
variabilidad geogréfica en la incidencia de la enfermedad, desde los 0,1 ¢/10°h-a en
algunas regiones de China y Venezuela hasta los 40,9 ¢/10°h-a en Finlandia. Las tasas
de incidencia mas altas se encontraron en Europa y EEUU. Se calcul6 un incremento
global en las tasas de incidencia de un 2,8% anual (intervalo de confianza (IC) 95%:
2,4-3,2%), siendo este incremento especialmente marcado en Asia, Europay EE. UU y
especialmente en los grupos de menor edad. Este incremento fue mayor en el periodo de

los ultimos 5 afios (3,4% anual; 1IC 95%: 2,7-4,3%) con respecto al periodo de los 5
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primeros afios (2,4% anual; IC 95%: 1,3-3,4%) (The DIAMOND Project Group 2006,

FIGY).

FIG1. Incidencia estandarizada por edad de DM1 en nifios menores de 14 afios (por 100.000/afio)
(adaptado de The DIAMOND Projecto Group, 2006)
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Por su parte, el proyecto EURODIAB se inicié en 1988 como un estudio

cooperativo a nivel europeo, con la participacion de 17 paises. Sus resultados han sido

comunicados en sucesivas publicaciones, encontrando:

- Gran variabilidad de las tasas de incidencia de DM1 en los distintos paises

participantes, desde los 3,2 casos/100.000 habitantes-afio (c/10°h-a) de la

Republica de Macedonia hasta los 40,2 ¢/10°h-a en Finlandia.

- Tasas de incidencia mayores en el norte y noroeste de Europa y mas bajas en el

centro, sur y este de Europa, con la excepcion de Cerdefia (36,6 ¢/10°h-a).

- Aumento de incidencia de un 3,2% anual (IC 95%: 2,7-3,7%) para el periodo

1989-1998 (Green A 2001) y un incremento anual del 3.9% (IC 95%: 3,6-4,2%)

desde 1998-2003 (Patterson CC 2009). Este incremento ha sido mayor en los

——
~N
| —
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paises de baja incidencia (Europa oriental) y menor en los paises de muy alta
incidencia (Suecia, Finlandia, Noruega) y Espafia. En cuanto al incremento por
grupos de edad, fue del 5,4% anual (IC 95%: 4,8-6,1%) para nifios de 0 a 4
afos, 4,3% anual (IC 95%: 3,8-4,8%) para nifios de 5 a 9 afios y 2,9% anual (IC
95%: 2,5-3,3%) para nifios de 10 a 14 afos. En términos absolutos, el
incremento fue similar en los distintos grupos de edad pero el incremento
relativo més rapido fue observado en el grupo etario mas joven. El incremento
de las tasas de incidencia se ha observado en todos los centros participantes a
excepcion de Catalufia, donde se ha mantenido constante a lo largo de los 20

afios de estudio (Green A 2001, Patterson CC 2009, Patterson CC 2012).

Ambos estudios, DiaMond y EURODIAB, usaron metodologias similares con la
excepcion de que DiaMond recogio los datos de forma retrospectiva en algunos paises,
lo cual podria dar lugar a una infraestimacion de incidencias. Igualmente, la verificacion
de finalizacion fue méas variada en el DiaMond (35-100%) con una tasa de finalizacién
mas baja en Africa, América Central y América del Sur; aun asi muchos paises
europeos en DiaMond tuvieron una tasas de verificacion similar al EURODIAB (en

torno al 90%).

En la mayoria de registros se ha observado un aumento de incidencia de esta
patologia en las Gltimas décadas (DERI Study Group 1990, Nystrom L 1990, Rewers M
1987 y los ya comentados DiaMond y EURODIAB). En algunos registros, no se ha
detecta un incremento estadisticamente significativo (Kostraba JN 1992, LaPorte RE
1981), probablemente por un inadecuado tamafio muestral. Es importante destacar que

la mayoria de los datos epidemioldgicos estan basados en datos clinicos, pudiendo
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aparecer sesgos, y ademas los estudios en edad pediatrica son pocos, por lo que los

datos son limitados.

Otros autores argumentan que no se estd produciendo un incremento en la
prevalencia global de la enfermedad, sino una aceleracion en el proceso de la
enfermedad con debuts en edades més precoces y, por tanto, un aumento de la

incidencia en jovenes (Ehehalt S 2010).

EEUU se mantiene aparte de otras zonas del mundo reportando una incidencia
estable desde 1970 a 1990 (Libman IM 2005). Si bien, el estudio multicéntrico para la
investigacion de la diabetes en jovenes, Multicentre Search for Diabetes in Youth
Study (SEARCH), publicé recientemente que la incidencia en el periodo 2002-2005 en
jovenes blancos no hispanos con edad <14 afios fue de 27,5 ¢/10°h-a (Bell RA 2009),
una tasa que supera la incidencia predicha para 2010 por datos previos del
Allegheny County, Pennsylvania (Dokheel TM 1993). Ademaés, en los datos del registro
del estudio “Colorado Insulin-Dependent Diabetes Mellitus” y de SEARCH-Colorado,
observamos que la incidencia de DM1 ha mostrado un incremento del 2,3% anual (IC
95%: 1,6-3,1%) en menores de 17 afios a lo largo de las tres Gltimas décadas (Vehik K

2007).

Este patron de incremento de incidencia en el grupo de menor edad se inicié a
mitad de 1990 (Cutfield WS 2008). Asi lo podemos observar en un estudio austriaco,
que no reportdé cambios en incidencia en el periodo 1979-1994 pero si un aumento del
9,2% anual entre 1995-2005 (Schober E 2008). Un patrén similar fue observado en
Colorado, notificando una incidencia estable en 1978-1988 con un incremento del 60%
en 2002-2004. Otro estudio en Francia mostro incidencias estables en 1988-1993,

seguido de un rapido incremento en 1994-1997 (Charkaluk ML 2002).




Beatriz Maria Martin Tejedor INTRODUCCION

En nuestro pais el primer estudio epidemioldgico de DM1 fue llevado a cabo por
Serrano-Rios en la Comunidad de Madrid, con los datos obtenidos a través de un
registro estandarizado entre 1985 y 1988 (Serrano M 1990). Posteriormente Goday et al.
iniciaron el Registro de Diabetes Mellitus de Catalufia entre 1987 y 1990 (Goday A
1992). En 1996 el Grupo de Trabajo de Epidemiologia de la Sociedad Espafiola de
Diabetes publicd las recomendaciones metodoldgicas para la realizacion de estudios de
incidencia de DML1 en Espafia mediante registros estandarizados. Desde entonces se han
realizado multiples estudios epidemioldgicos regionales de DM1 con amplia
variabilidad geogréfica con un rango que va desde los 11,5 ¢/10°h-a del Principado de
Asturias hasta los 27,6 ¢/10°h-a de Castilla-La Mancha, sin cumplirse el gradiente
“norte-sur” de incidencia de la enfermedad descrito previamente en Europa. De estos
estudios se puede estimar una incidencia media anual para la poblacion espafiola de

17,69 c/10°h-a (Conde S 2014).

En nuestra regién, se realizd un estudio en la provincia de Méalaga publicando
una incidencia media de 16,3 ¢/10°h-a (IC 95%: 15,1-17,4%) durante el periodo 1982-
2000 (Lopez-Siguero JP 2002), con un incremento desde el periodo inicial (11,8 ¢/10°h-
a) al periodo intermedio (16,85 c/10°h-a) y final del estudio (20,8 c¢/10°h-a). El
incremento anual observado fue del 3,8% (IC 95%: 2,4-5,2%), similar a la media
reportada por otros paises europeos. El primer estudio realizado con datos de toda
Andalucia, de tipo prospectivo basado en registros hospitalarios, comunicd para el
periodo 2000-2009 una incidencia de DM1 en menores de 14 afios de 20,76 ¢/10°h-a (0-
4 afios: 14,34 ¢/10°h-a; 5-9 afios: 23,46 ¢/10°h-a; 10-14 afios: 25,15 ¢/10°h-a) (Gémez-

Gila AL 2011).

——
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1.2. Factores de riesgo y desencadenantes

Hay muchas teorias sobre el aumento en las tasas de incidencia de DM1. En
general, se asume que la etiologia de la DM1 es un proceso multifactorial que ocurre en
sujetos genéticamente predispuestos, con distintos desencadenantes ambientales (Knip
M 2012). Pero a pesar de los multiples estudios que se estan realizando, no sabemos a

qué se debe dicho aumento de incidencia.

1.2.1. Genética asociada a DM1

Se conocen factores de susceptibilidad genéticos relacionados con la region
HLA (antigeno leucocitario humano), concretamente HLA de clase Il (DR, DQ y DP)
del complejo mayor de histocompatibilidad que se encuentra en el brazo corto del
cromosoma 6. Los alelos que se asocian con mayor riesgo son: DQ p1*0302 (ligado a
DR4) y DQp*0201 (ligado a DR3) (Winter W 2007, Winter W 2002). Aunque apro-
ximadamente el 70% de los casos con DM1 presentan alelos de alto riesgo del HLA,
solo el 3-7% de los nifios con dichos alelos desarrollan DM1 (Achenbach P 2005), lo
que sugiere un componente no genético significativo. El riesgo de diabetes en familiares
de casos afectos es mayor a la poblacién general, como puede observarse en la tabla 1.
En el caso de hermanos que comparten DR3-DQ2/DR4-DQ8 existe una susceptibilidad
dependiente de la edad, con un riesgo 12 veces superior a la edad de 15 afios si el caso

indice lo desarrolla antes de los 10 afios (Gillespie KM 2014).

——

]
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Tabla 1. Riesgo de DM1 (adaptado de Winter W 2007)

Grupo de riesgo Riesgo de DM1
Poblacion general 1/300-400
Familiar de primer grado con DM1 1/20

Hijo de madre afecta 1/50

Hijo de padre afecto 1/14

Tasas de concordancia:
En gemelos monocigéticos 1/2-3 (30-50%)

En gemelos dicigéticos 1/10-16 (6-10%)

DR3/DR4 (+) en poblacion general 1/40
Riesgo aleatorio en hermanos 1/20
HLA idéntico a un hermano afecto 17

Hermanos que comparten DR3/DR4 con hermano afecto | %4

Del mismo modo, hay alelos protectores frente a la DM1 (HLA-DR2, HLA-
DR5, and HLA-DQB1*0602) (Maclaren N 1988). Sélo 1 de cada 15000 personas con
HLA-DQB1*0602 desarrolla DM1 (Greenbaum CJ 2000). Sin embargo, en la pasada
década el aumento ha sido demasiado rapido para ser atribuido exclusivamente a un
aumento en la susceptibilidad genética (Pitkaniemi J 2004). Recientes estudios en
Australia, Europa y EEUU han mostrado que la mayoria de individuos de reciente
diagnéstico de DM1 tienen un HLA de riesgo moderado (DR3/3 y DRA4/4), sin
aumentar el nimero de individuos con HLA de alto riesgo (DR3/4) (Vehik K 2008,

Fourlanos S 2008, Kontiainen S 1988, Vehik K 2011).

A traveés de Genoma Wide Association se han detectado 50 genes o loci no
asociados a HLA con riesgo de DM1. Se destacan entre estos polimorfismos no HLA
los siguientes: PTPN22, CTLA4, IL2RA, INS, ERBB3, ORMDL3, BACH2, IL27,
GLIS3 y RNLS (Lempainen J 2015, Maziarz M 2015). La contribucion genética no

dependiente de HLA tiene un papel en la regulacién inmune. Al ver su expresion en los

——
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islotes pancreaticos se piensa que pueda tener un papel activo en la célula . PTPN22,
CTLA4 e IL2RA se asocian con una mayor susceptibilidad a otros trastornos

autoinmunes.

Parece que la genética dependiente de HLA tiene un efecto limitado en la
progresion desde la autoinmunidad al estadio sintomatico, al contrario que la
susceptibilidad genética no dependiente de HLA, que parece tener influencia en la

progresion de la enfermedad.

1.2.2. Factores ambientales asociados a DM1

La influencia del medio ambiente es clara (Zipris D 2009) como podemos ver
por la alta variabilidad geogréfica, la discordancia entre gemelos (Akerblom HK 1998)
o el cambio de incidencia en hijos de inmigrantes similar al del nuevo pais de residencia
(Delli AJ 2010). Los estudios epidemioldgicos han sugerido multiples factores de riesgo

como:

- Factores dietéticos: corta duracion de lactancia materna (Sadauskaite-Kuehne V
2004, Holmberg H 2007), introduccion temprana de leche de vaca (Hamalainen
AM 2000, Sadeharju K 2003, Knip M 2010, Lamb MM 2015) o gluten (Schmid
S 2004, Beyerlein A 2014, Antvorskov JC 2014), introduccion tardia de la
alimentacion complementaria, especialmente si ya se ha retirado la lactancia

materna (Frederiksen B 2013)...

- Peso elevado y crecimiento acelerado (Hypponen E 2000, Dahlquist G 2006,

Harder T 2009, Cardwell CR 2010, Magnus MC 2015).

——
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Estacion de nacimiento (Padaiga Z 1999). Puede estar relacionado con la
exposicion al sol y la produccion de vitamina D (Weets |1 2004, Sorensen IM
2012, Mathieu C 2015), la cual tiene una relacion ain no confirmada con la

patogenia de la DM1
Distribucion geogréfica

Toxinas: elevadas concentraciones de nitratos, nitritos y nitrosaminas tanto en
alimentos como en el agua (Dahlquist GG 1990, Akerblom HK 1998, Benson

VS 2010).
Estrés (Thernlund GM 1995, Sepa A 2005, Nygren M 2015)

Infecciones por virus: enterovirus (Stene LC 2012, Craig ME 2013), virus de
Epstein-Barr (Bian X 2016), rotavirus (Blomquist M 2002), infecciones
respiratorias en los primeros 6 meses de vida (Rasmussen T 2011, Beyerlein A

2014)

La mayoria de los estudios que se han realizado para identificar estos factores de

riesgo han hallado conclusiones controvertidas. Uno de los posibles antigenos exdgenos

que podria desencadenar la autoinmunidad pancreatica es la insulina bovina presente en

las formulas de leche de vaca. Tras la introduccion de estas férmulas en la alimentacién

de los lactantes, se observa un aumento de 1gG frente a insulina bovina, que disminuye

a partir del primer afio de vida por un mecanismo de tolerancia oral. Se ha observado

que en los nifios que desarrollan autoinmunidad temprana frente a la célula B, esta IgG

frente a insulina bovina no desciende, como si presentasen una incapacidad para

desarrollar tolerancia oral a dicha insulina (Vaarala O 1999). Por lo que la respuesta

inmune inicial a la insulina bovina, puede desviarse posteriormente a una respuesta

frente a la insulina humana en estos individuos. Un estudio en Finlandia administré

——
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formula libre de insulina durante 6 meses a los nifios genéticamente predispuestos a
DML1 y los sigui6 hasta los 3 afios, encontrando una reduccion de incidencia del 60% de
autoinmunidad pancredtica en comparacion con los nifios alimentados con formula

habitual (Vaarala O 2012).

La teoria de la Sobrecarga (FIG2) sostiene un mayor riesgo de DM1 debido al
sobrepeso, el mayor crecimiento estatural, la inactividad fisica y el estrés (Dahlquist G
20006). El estrés de la célula B se deberia a un aumento en la demanda de insulina, ya
fuera por estos factores asi como por la pubertad, traumatismos, infecciones, y excesiva
ingesta de glucosa (Ludvigsson J 2006). Asi el incremento en la incidencia en los
ultimos afos estaria relacionado con las multiples modificaciones en los habitos de vida
y factores ambientales (cambios en la dieta, sobrealimentacion, patrones de actividad
fisica, infecciones en etapas precoces, cambios climaticos, vacunacion, uso de
farmacos) que se estan produciendo en el ultimo siglo.

FIG2. Factores aceleradores de la destruccion de la célula B: La teoria de la Sobrecarga (adaptado

de Dahlquist G 2006)
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1.2.3. Seroconversion

Estudios metabolémicos recientes han mostrado que la seroconversion va
precedida por inflamacion (Oresic M 2008, FIG3). Los factores que inducen ese estado
proinflamatorio no estan bien definidos pudiendo ser una infeccion cronica viral en los
islotes pancreaticos, factores dietéticos y la inflamacion intestinal debida a cambios en
la microbiota, de forma aislada o en combinacion los que contribuyan a este proceso.

FIG3. Progresion desde la susceptibilidad genética hasta la DM1 manifiesta (adaptado de
Pflueger M 2011)
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La autoinmunidad pancreatica puede aparecer en las primeras etapas de la vida y
es predictor del desarrollo posterior de DM1, presentando un 90-95% de los pacientes
con nuevo diagndstico de DM1 al menos un autoanticuerpo positivo (Ziegler AG 1999,
Hummel M 2004, Barker JM 2004, Jahromi MM 2007). Los autoanticuerpos asociados
con la DML incluyen: anticuerpos frente a los islotes (ICA), anticuerpos frente a
insulina (IAA), anticuerpos frente a la isoforma de 65 kDa del acido glutamico
decarboxilasa (GADA) y anticuerpos frente a la proteina 2 asociada a insulinoma (1A-
2A) siendo su presencia altamente predictiva de riesgo de DM1 (Atkinson MA 1990,
Decochez K 2000, Winter W 2011). Los anticuerpos frente al transportador de zinc
ZnT8 (ZnT8A), una proteina transmembrana que concentra el zinc en los granulos

secretores de insulina, estan presentes en un 60%-80% de los pacientes con DM1 al
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debut, sin elevarse en controles sanos ni en Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2). Se hallaron
ZnT8A en un 26% de los pacientes con DM1 con negatividad para el resto de
anticuerpos comentados (Chimienti F 2004), de manera que la medicion combinada de
ZnT8A, GADA, IA2A, and IAA eleva la tasa de deteccion de autoinmunidad a un 98%
en el debut (Wenzlau JM 2007). Igualmente, la presencia de varios autoanticuerpos en
un paciente es mas predictora de riesgo de DM1 que un titulo elevado de uno de ellos

aislado o que una combinacion especifica de ellos (Orban T 2009).

Se ha observado que un 4% de los hijos de padres con DM1 en el estudio
BABYDIAB y sobre el 6% de los nifios con riesgo genético en la poblacion general en
el estudio finlandés de prediccion y prevencién de diabetes (DIPP) desarrollan
autoanticuerpos frente a islotes antes de los dos afios de vida (Hummel M 2004),
presentando mé&s riesgo de positivizar otros autoanticuerpos pancreaticos y de,
finalmente, desarrollar DM1 (Kimpimaki T 2002). Los estudios DIPP, BABYDIAB y
TEDDY (Giongo A 2010, Ziegler AG 2012, Uusitalo U 2016) detectan anticuerpos
anti-islote después de los 6 meses con un pico a los 9-24 meses (media: 15 meses). En
la mayoria de los casos se desarrollaron anticuerpos anti-insulina antes que anticuerpos
anti-GADG65. Mientras que los anti-IA2 y ZnT8 raramente aparecieron como primer
anticuerpo. La progresion de uno a dos o més anticuerpos ocurre mas frecuentemente en
nifios menores de 5 afos, generalmente a los 2 afios de la seroconversion inicial. Esta

seroconversion es menos frecuente a los 4 afios de la seroconversion inicial.

El hecho que la autoinmunidad pueda aparecer en los 2 primeros afios de vida,
permaneciendo un tiempo variable hasta el debut clinico, provee una fuerte evidencia de
que los factores que influyen en etapas precoces podrian jugar un importante papel en el

inicio del trastorno.

——
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Es importante diferenciar si los anticuerpos que aparecen en el lactante son
endogenos o bien son transmitidos de la madre. Dependiendo de los titulos de
anticuerpos en la madre, los anti-insulina pueden permanecer en la circulacion del nifio
hasta el afio de vida y los GADA maternos hasta los 18 meses (Naserke HE 2001,
Hamalainen AM 2000). En modelos animales se ha observado un mayor riesgo de
desarrollar DM1 en hijos de madres con DM1 que han pasado los autoanticuerpos a
través de la placenta. Sin embargo, los hallazgos en humanos sugieren que la exposicion
fetal a GADA y/o IA-2A puede protegerlos de la autoinmunidad enddgena futura y la
DM1 (Koczwara K 2004). En concordancia con esto, observamos un riesgo global
dimisnuido de autoinmunidad pancredtica y DM1 en hijos de madres con DM1 en
comparacion con hijos de padres con DM1 y madres no diabéticas (Warram JH 1984,
Pociot F 1993). Los datos del estudio Diabetes Autoimmunity Study in the Young
(DAISY) fueron consistentes con los hallazgos del estudio BABYDIAB en que la
presencia de autoinmunidad pancreética en la sangre del cordén, no era predictora del
desarrollo posterior de autoinmunidad en nifios con genotipos HLA de alto riesgo

(Stanley HM 2004).

1.2.4. Relacion de HLA, seroconversién y progresion de enfermedad

La seroconversion es mas frecuente con HLA de alto riesgo DR3/4-DQ8 o
DR4/4-DQ8/8. Los resultados del estudio TEDDY evidenciaron que la deteccion de dos

0 mas anticuerpos incrementa la frecuencia de progresion a DM1 sintomatica.

Los estudios de cohortes (DAISY, DIPP, BABYDIET y TEDDY) sugieren que

el proceso de enfermedad empieza en épocas muy precoces de la vida. TRIALNET

——
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encontro que la edad de aparicion de anticuerpos es el factor mas importante asociado

con la mayor tasa de progresion a enfermedad (Sosenko JM 2013).

1.3. Patogenia de la DM1

La patogenia de esta enfermedad es multifactorial y los mecanismos no son
completamente conocidos. Las formas de presentacion clinicas son variables, asi como
su prondstico (Mayer-Davis EJ 2009). Durante muchos afios se ha considerado una
enfermedad autoinmune clasica en la que las células T autorreactivas escapaban de la
seleccion negativa y destruian las células B pancreaticas. Actualmente sabemos que es
una enfermedad compleja en la que intervienen muchos elementos inmunes y no

inmunes, muchos de los cuales, ain desconocemos.

En 1986, George S. Eisenbarth (Eisenbarth GS 1986) propuso seis etapas en la
patogenia de la DM1 acordes a la destruccion de células B: 1) susceptibilidad genética,
2) evento desencadenante, 3) autoinmunidad activa, 4) anormalidades inmunes
acompariadas por pérdida de secrecion de insulina estimulada por glucosa, 5) diabetes
manifiesta con pocas células p remanentes, 6) pérdida completa de células B. Este
modelo de pérdida lineal de células P fue aceptado por muchos afios (FIG4).
Posteriormente, se han propuesto otros modelos para representar la pérdida de masa
celular B. Entre ellos estd la hipdtesis de “recaida-remisiéon” que propone una
fluctuacion en la masa celular B como consecuencia de diferentes oleadas de
destruccion de dichas células, en una compleja batalla entre elementos reguladores,
células autorreactivas, células  supervivientes y sus sistemas de retroalimentacion (von

Herrath M 2007).

——
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FIG4. Historia natural de la DM1 (tomado de Winter W 2007)
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Un estudio reciente (Herold KC 2015) mostr6 la presencia de niveles elevados
de ADN no metilado de la pre-proinsulina (INS) y su correlacion con la muerte de
células B en una cohorte de pacientes de riesgo. La muerte de células f comienza mucho
antes del debut diabético, pero curiosamente el aumento de dicha muerte es sutil y
esporédico antes del diagnostico, con s6lo una repercusion media en la secrecion de
insulina. Sin embargo, un marcado aumento de INS no metilado se observa cercano al
momento del diagndstico, disminuyendo después del desarrollo de hiperglucemia. Este
hecho sugeriria que ambos, la hipétesis de recaida-remision y el modelo lineal, pueden
ser aplicados a los periodos de prediabetes y peri-diagnostico, respectivamente, con
pequefias ondas ciclicas de destruccion de células B seguidas de una disminucion brusca
de la masa celular B en el diagnostico. En concordancia, una publicacién reciente
(Fisher MM 2015) ha revelado un aumento en la muerte de células B al debut, que
disminuye a las 8 semanas post-diagnostico. Similar a las enfermedades croénicas, donde
la exposicidn persistente al antigeno esta asociada al agotamiento de las células T CD8+
y al fallo en la eliminacién del virus (Wherry EJ 2011), en las enfermedades
autoinmunes, y en la DM1 en particular, se observa un agotamiento de las células T

CD8+. Tras un tiempo, el sistema inmune puede revertirlo, produciendo de nuevo
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células T CDS8+ autorreactivas capaces de continuar su ataque a las células B
(McKinney EF 2015). Este mecanismo podria explicar en parte la dindmica de recaida-

remision de estas enfermedades.

Recientemente, el Juvenile Diabetes Research Foundation, la Endocrine Society
y la American Diabetes Association han sugerido la adopcion de un nuevo sistema de
clasificacion de las etapas de la DM1 (Insel RA 2015), en la que se incluyen aspectos
clinicos de la progresion de la enfermedad. Dividen la enfermedad en tres fases: 1)
autoinmunidad y/o normoglicemia 0 DM1 presintomatica; 2) autoinmunidad y/o
disglicemia o DM1 presintomética; 3) autoinmunidad y/o disglicemia o DM1
sintomética. En estas etapas hay una progresion variable desde la autoinmunidad contra

la célula B pancreatica hacia la intolerancia a la glucosa y la etapa sintomatica.

Oram et al mostr6 que el 80% de los pacientes con DML1 tienen péptido C
detectable al menos 5 afios tras el diagndstico, lo que sustenta la idea de que
permanezca un numero desconocido de células B en el pancreas (Oram RA 2015). En
concordancia, no se detectan cambios en el test de tolerancia oral a la glucosa (TTOG)
hasta 0.8 afios antes del diagndstico, seguido de un rapido descenso en la respuesta al

TTOG tras el diagndstico (Sosenko JM 2008).

Con todos estos avances, el escenario que nos encontramos es el representado en
la FIG5 (Christoffersson G 2016): Individuos genéticamente predispuestos son
expuestos a un evento desencadenante, que induce inflamacion. Aparecen
autoanticuerpos frente a los islotes, manteniéndose ain niveles de glucemia normales.
Las células T autorreactivas infiltran islotes, causando ondas de muerte celular (3,
causando fluctuaciones en la masa celular . Cuando el ritmo de destruccidon es mayor

que la compensacion endogena, se inicia la fase de prediabetes, en la cual, aparece

——
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alteracion de la glucemia por incapacidad de las células B remanentes de producir
suficiente insulina. Al diagndstico, hay gran infiltracion y la insulitis se hace mas
aparente. Al principio de la fase diabética, el péptido C puede ser ain detectable. Segun
va disminuyendo la masa celular B, disminuye también la inflamacién y la infiltracion.
Por lo tanto, las fluctuaciones en la masa celular  a lo largo de los afios, producen un
continuo fenotipo de “recaida-remision” con una caida mas abrupta en torno al tiempo
del diagndstico, cuando se alcanza una masa celular 3 critica. Hay gran variabilidad en
la masa de células B remanente en pancreas de pacientes con DM, siendo distinto el

ritmo de destruccion en cada individuo.

FIGS5. Escenario de la DM1 en la actualidad (tomado de Christoffersson G 2016).
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El desarrollo de la enfermedad tiene un control poligénico complejo donde la
mayor contribucion corre a cargo del HLA y el CMH (complejo mayor de
histocompatibilidad), aunque ya se conocen otras vias inmunoldgicas como la II-2 (Lee
KH 2001). La afectacion de la insulitis tiene una distribucidn heterogénea en muestras

de péncreas de pacientes con DML, al igual que la hiperexpresion de CMH-I.

Ademas de en muestras de pancreas, se ha estudiado el proceso en modelos
animales para intentar comprender mas la etiopatogenia de esta enfermedad. EI modelo
en ratones diabéticos no obesos (NOD) de lineas transgénicas de receptores de células T
(TCR) (Verdaguer J 1996), desarrollados a finales de 1970, son el modelo animal méas
frecuentemente usado en DML1. En ellos se ha observado como las células T tienen un
papel fundamental en el desarrollo de la enfermedad, no produciéndose DM1 en ratones
NOD atimicos, con linfopenia T o timectomizados al nacimiento. Las células T CD4+
son las invasoras dominantes en los islotes con un papel importante en la progresion
(Round JL 2010), mientras que los CD8+ son requeridos para iniciar la insulitis y la
destruccion de células B, y el interferon y producido por las células T helpers 1 (Thl) es
también un efector crucial. Las células CD8+ pueden destruir células B por la expresion
de perforina. La presencia de citoquinas proinflamatorias induce dafio a las células B y

moléculas de la familia TNF inducen apoptosis (Thomas HE 2009).

Estudios en humanos han mostrado también la implicacion del sistema inmune
en la destruccion de las celulas B pancreaticas. El interferon producido en las respuestas
inflamatoria e infecciosa acelera la destruccion de las células B pancreaticas al inducir la
expresion de moleculas de clase | del CMH (Seewaldt S 2000). Una mayor expresion de
epitopos de clase | del CMH (Foulis AK 1987) y células T CD8+ (Itoh N 1993) se han

observado en pancreas de individuos con DM1.

——
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En los islotes analizados en las muestras de pancreas, hay células T CD8+
autorreactivas, pero la mayoria no son especificas frente a islotes, siendo la proporcion
de células especificas del 1% (Oldstone MB 2012). Esto puede deberse a que también
participa el sistema inmune innato y la inflamacién inespecifica, asi como a que no
conozcamos todos los autoantigenos. La tolerancia central (en timo y médula 6sea) no
tiene en cuenta las modificaciones post-traduccionales (PTMs) que pueden ocurrir a lo
largo de la vida y que pueden tener impacto en la afinidad CMH-péptido y/o CMH-
péptido-TCR. Estas PTMs pueden causar modificaciones en la estructura proteica o en
su funcion biolégica o causar la degradacion de la misma. Las PTMs pueden producirse
por actuacién de enzimas o bien ocurrir espontdneamente. La actividad de dichas
enzimas puede verse aumentada por el estrés del reticulo endoplasmico (RE) o por
desencadenantes ambientales tales como infecciones. El papel de las PTMs ya ha sido
descrito en otras enfermedades autoinmunes como celiaquia, esclerosis maltiple, artritis
reumatoide... (Doyle HA 2014) pero hasta recientemente no se han estudiado en
relacion con DM1 (McGinty JW 2014, van Lummel M 2016, Jin N 2015, Delong T

2016).

La alta tasa metabolica de las células B les hace mas susceptibles a presentar
estrés del RE. Esto junto a la inflamacién de islotes en DM1 lleva a una alta
probabilidad de PTMs, como los llamados péptidos hibridos de insulina. Por tanto, las
PTMs de antigenos de los islotes pancreaticos pueden ser un factor principal en la
progresion no lineal de la DM1, asi como la propagacion de la inflamacion y el estrés
celular pueden llevar a la genesis de neo-antigenos, que en ultimo punto, aumentarian la

tasa de destruccion de células f (Cnop M 2012), como se indica en la FIG6.

——
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FIG6. Modelo de la relacion entre los factores ambientales, el estrés del reticulo endoplasmico,
generacion de nuevos autoantigenos y pérdida de la tolerancia que desencadena la autoinmunidad.
HIP = péptidos hibridos de insulina. (adaptado de Rewers M 2016)
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Todo esto apunta también a la importancia de los factores ambientales en la
etiopatogenia de esta enfermedad. Recientemente, se ha descrito un trio de factores
asociados con su desarrollo como son: la alteracion de la respuesta inmune, la funcion

de la barrera mucosa intestinal, y la microbiota intestinal (Vaarala O 2008).
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1.4. Tratamiento de la DM1

El tratamiento actual de estos pacientes se basa en el reemplazo con insulina
exogena del déficit de produccion por parte del pancreas (Nathan DM 2005, ADA
2016). El objetivo del tratamiento intensivo es imitar, en la medida de lo posible, la
secrecion fisiolégica de insulina por el péancreas, con el fin de evitar o retrasar la
aparicion de complicaciones agudas y cronicas de la enfermedad, sin que ello suponga

un aumento del riesgo de hipoglucemia. Para este fin se pueden iniciar dos pautas:

- Régimen de mdltiples inyecciones diarias (MDI): se administra insulina rapida
antes de cada comida, junto a una 0 mas administraciones de insulina de accién

larga o intermedia.

- Sistema de infusion continua de insulina (ISCI): con el apoyo de tecnologia
avanzada, mediante bombas de infusion programables, conectadas a un
reservorio de insulina, se administra insulina de accion rapida de forma continua

en el plano subcutaneo.

A este tratamiento farmacoldgico, se le asocian medidas higiénico-dietéticas
(ADA 2016): dieta equilibrada con control de la cantidad de hidratos de carbono de
absorcion lenta y exenta de hidratos de carbono de accion répida, y ejercicio aerébico

diario.

Hay una gran investigacion en este campo, para mejorar la importante
morbilidad asociada a esta enfermedad. Una rama de esta investigacion esta orientada a
mejorar la calidad de vida de estos pacientes, con gran apoyo de la tecnologia,
avanzando en los dispositivos de infusion, asi como en el uso de sensores continuos de

glucemia y la integracion de ambos, que pueda hacer posible la creacion del pancreas
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artificial (Taleb N 2016, Thabit H 2016). Otra rama estd més dedicada al
enlentecimiento de la progresion de la enfermedad o a la curacion, basandose en la
etiopatogenia (Rigby MR 2014), como puede ser la modificacion de los factores de
riesgo, el uso de probidticos, el uso de inmunosupresores, la basqueda de dianas
moleculares para frenar la autoinmunidad especifica, o incluso el trasplante de islotes
pancredticos (Bellin MD 2015). Pero aun hay poca aplicabilidad clinica de toda esta

investigacion.

2. DIABETES TIPO MODY 2

Por otra parte, la diabetes tipo MODY (Maturity-Onset Diabetes of Youth) es,
tras la DML, el tipo de diabetes mas frecuente en la infancia que no suele asociarse con
obesidad o sobrepeso (Rubio Cabezas O 2008, Tinto N 2008, Lorini R 2009). Este tipo
de diabetes es una enfermedad monogénica, es decir, una sola mutacion en heterocigosis
en un Unico gen es suficiente para que la enfermedad se exprese, sin depender de

condicionantes ambientales.

MODY se define como una diabetes monogénica, con herencia autosdmica
dominante (Siddiqui K 2015), inicio juvenil (antes de los 25 afios de edad), disfuncién
de la célula B pancreatica, en ausencia de autoinmunidad frente a la célula B y sin signos
de insulinrresistencia (Oliveira CSV 2002, Fajans SS 2001, ADA 2016). Actualmente,
hay una tendencia a cambiar el término MODY por “Diabetes monogénica” (Murphy R

2008).

——
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2.1. Epidemiologia de la Diabetes MODY

La prevalencia real de MODY es desconocida en la mayoria de las poblaciones,
probablemente porque su fenotipo se superpone con las formas clésicas de diabetes. Se
estima que es responsable de aproximadamente el 2-5% de todos los casos de DM
(Ledermann HM 1995, Velho G 1998, Lindner T 1999, Eide SA 2008, Ellard S 2008,
Incani M 2010, Galler A 2010), incluyendo alguna proporcion de pacientes inicialmente

clasificados como DM1 (Moller AM 1998, Lambert AP 2003).

Varios estudios indican que sélo una pequefia proporcion de MODY es
correctamente identificada. Por ejemplo, en Reino Unido s6lo un 5-20% de los
pacientes que tedricamente estan afectados de MODY se prevé que estén correctamente

diagnosticados (Shields BM 2012).

Las caracteristicas clinicas de los distintos subtipos de MODY varian, y oscilan
entre cuadros de hiperglucemias permanentes, pero leves o moderadas y con buen
pronostico clinico (MODY 2), y cuadros con hiperglucemias mantenidas que se
acompafian, si existe un mal control glucémico, de complicaciones cronicas graves y
precoces (Fajans SS 2001). En general, MODY 2 representa del 30 al 63% de los casos
y MODY 3 del 21 al 64% de los casos (Moises RS 2001, Frayling TM 2001, Doria A
1999, Costa A 2000, Frayling TM 1997, Massa O 2001, Chevre JC 1998, Feigerlova E
2006, Lorini R 2009, Tinto N 2008, Shields BM 2010). Los otros tipos de MODY son

formas mas raras.

Los subtipos 1, 3, 4, 5 y 6 afectan a genes que codifican a factores nucleares de
transcripcion implicados en el desarrollo y la funcion del pancreas. En el caso de los
tipos 1y 3, se presentan hiperglucemias mantenidas que progresan desde formas leves a

graves, requiriendo insulina un tercio de ellos y tienen mas predisposicion al desarrollo

——
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de complicaciones vasculares (Fajans SS 2001). Las caracteristicas especificas de cada

tipo se pueden ver en la tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de los tipos de MODY (adaptado de Giuffrida AB 2005)

Tipo Gen Edad diagndstico Otras alteraciones Tratamiento Complicacs
microvasc.
MODY1 HNF-4a Madurez temprana |\ Triglicéridos Dieta > Frecuentes
->sulfonilureas >
—>insulina
MODY?2 GCK Recién \/ Triglicéridos Dieta + ejercicio. | Raras
nacido/adolescente Insulina en
embarazo
MODY3 HNF-1a Adolescente \/ Umbral renal glucosa Dieta > Frecuentes
HDL col | ->sulfonilureas >
A\ HDL colestero Sinsulina
MODY4 PDX1 -hReciér_l neicidos Agenesia pancreatica Insulina Pocos datos
(homocigotos) 30% ADO >
- Adultos jovenes Sinsulina
(heterocigotos)
MODY5 HNF-1pB Recién - Enfermedad renal ADO + insulina Pocos datos
nacido/adolescente - Anomalias genitales
- Atrofia pancredtica y
disfuncion exocrina
- Disfuncion hepética
- Disfuncion biliar
MODY6 NEUROD1 | Adultos jovenes Insulina Pocos datos
MODY7 KLF11 Adultos jovenes Pocos datos Pocos datos
MODY8 CELL Adultos jovenes Pocos datos Pocos datos
MODY?9 PAX4 Adultos jovenes Pocos datos Pocos datos
MODY10 INS Pocos datos Pocos datos

2.2. Patogenia de MODY2

El gen que codifica la enzima Glucokinasa (GCK) esta localizado en el brazo
corto del cromosoma 7. Es una enzima del tipo hexoquinasa, que se expresa
principalmente en las células B-pancreaticas y el higado. Su funcién es catalizar la
fosforilacion de la glucosa en glucosa-6-fosfato (Ellard S 2008), el cual es el primer
paso en el metabolismo de la glucosa. Asi la GCK actia como sensor de la célula -
pancreética, desencadenando la secrecion de insulina ante las elevaciones de glucemia

(Hattersley AT 1992, Froguel P 1993, Matschinsky FM 1996, Matschinsky FM 2002).
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Por tanto, los pacientes con este tipo de diabetes tienen alterado el umbral para la
liberacion de insulina, por lo que no liberan insulina hasta niveles elevados de glucosa,

generalmente por encima de 100 mg/dl (Nyunt O 2009).

Esta sensibilidad disminuida de la célula B-pancreética a la glucosa (Coperman
JB 1995, Matschinsky FM 1996, Capuano M 2012) causa un cambio en la relacion
dosis-respuesta entre la glucemia y la secrecién de insulina. Como consecuencia, la
insulina secretada en respuesta a una cantidad determinada de glucosa es un 60% menos
de media que en células B normalmente funcionantes (Vaxillaire M 1999). Estos
pacientes suelen presentar respuesta insulinica normal ante la administracion de glucosa
intravenosa, siempre que la glucemia se mantenga por encima de 126 mg/dl. Hay
mutaciones que deberian llevar a una disminucion grave de la secrecién de insulina, que
en la practica no es tan importante, lo que sugiere la presencia de mecanismos
compensatorios que aumentan la respuesta insulinica (Byrne MM 1994, Sturis J 1994,
Velho G 1996, Giuffrida AB 2005). La secrecién de insulina permanece regulada vy,
generalmente, la primera fase de la secrecion de insulina en respuesta a glucosa y

arginina esta preservada (Vaxillaire M 1999).

Las anormalidades de esta enzima en las células hepéticas conllevan reduccion
de la sintesis hepatica de glucdgeno y aumento de la produccion hepatica de glucosa, lo

que también favorece la hiperglucemia en pacientes con MODY?2 (Velho G 1996).

MODY 2 tiene una penetrancia completa y escasa variacion clinica (Giuffrida
AB 2013), con hiperglucemia en ayunas estable desde el nacimiento (Ellard S 2008) y
en la mayoria de pacientes, intolerancia leve a los hidratos de carbono. Varios estudios
muestran que una proporcion considerable de MODY?2 presentan una glucemia normal

2 horas después de una sobrecarga oral de glucosa (Massa O 2001, Stride A 2002,

——
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Pinelli M 2013). Por eso, las guias incluyen el HbAlc como marcador diagndstico,
aungue aun no hay consenso sobre el valor limite, siendo el valor de 6% el que se
corresponde con prediabetes (The International Expert Committe 2009), y siendo

discutido su uso en nifios (ADA 2016).

Debido a la hiperglucemia relativamente baja, MODY?2 raramente causa clinica
y es un diagnostico casual en la mayoria de los casos (Gloyn AL 2003, Stride A 2002).
Generalmente, la tolerancia a la glucosa se mantiene estable a lo largo de la vida
(Martin D 2008). Sin embargo, si se desarrolla insulinrresistencia, el defecto de la célula
B puede impedir una elevacion compensatoria de la secrecion de insulina, resultando en

el empeoramiento de la tolerancia a la glucosa (Clement K 1996).

Hay una menor prevalencia de complicaciones microvasculares que en otros
tipos de diabetes (Ryffel GU 2001, Stride A 2002, Velho G 1997), asi como de
enfermedad macrovascular ya que los factores de riesgo clasicos (incluyendo
hipertension, obesidad y dislipemia) son raros en MODY2 (Velho G 1997, Hattersley
AT 2000, Schober E 2009), aunque deberian ser cuidadosamente monitorizados y

tratados cuando sea necesario conforme a las guias ADA (Silverstein J 2005).

2.3. Diagnostico de MODY 2

Para su diagndstico se necesita un alto indice de sospecha, y resulta fundamental
tener en cuenta la historia familiar, la edad de aparicion, el grado de hiperglucemia y la
ausencia de autoanticuerpos pancreaticos (Tapia Ceballos L 2008). Los criterios
estrictos para el diagnostico incluyen diabetes en al menos tres generaciones, con
herencia AD y diagnostico en al menos uno de los afectos antes de los 25 afios. Las

mutaciones de novo son raras, y por tanto, por definicion, la ausencia de historia
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familiar sugestiva de herencia AD hace el diagnostico de MODY insostenible, si bien

hay que tener en cuenta que los familiares pueden no haber sido diagnosticados adn.

Sin embargo, MODY debe también sospecharse en casos de diabetes inusual,
siendo dificil en ocasiones diferenciar una diabetes monogénica de una clasica
(Hattersley AT 2006, Murphy R 2008, Stride A 2002, Feigerlova E 2006, Nyunt O
2009), teniendo que investigar autoinmunidad e insulinrresistencia para poder
diferenciarlas. También se puede analizar la produccion de insulina mediante la
determinacion de péptido C simultanea a la de glucemia para demostrar que ésta es lo
suficientemente alta para provocar la secrecion enddgena de insulina. Los casos con
péptido C positivo y negatividad de los autoanticuerpos son muy sugerentes de MODY
en comparacion con DM1 (Besser RE 2011, McDonald TJ 2011). También debe
pensarse en este diagnostico en mujeres diagnosticadas de diabetes gestacional que
continGan presentando hiperglucemia tras el parto, en ausencia de factores de riesgo
para diabetes tipo 2. La incidencia de mutaciones de GCK en esta poblacion va del 0 al
80% dependiendo de lo estrictos que sean los criterios para realizar el screening (Stoffel

M 1993, Ellard S 2000).

En un estudio en Oxford, en el que aumentaron los criterios para seleccionar los
pacientes sometidos a analisis molecular, eligiendo también a aquellos diagnosticados
de DM1 que tenian secrecion de insulina residual tras 3 afios del diagnéstico y aquellos
diagnosticados de DM2 con inicio juvenil y ausencia de sindrome metabolico, se
encontré que el 1% de los pacientes diagnosticados de DM1 y el 4% de los DM2
diagnosticados antes de 45 afos, tenian MODY. Tras este cambio de diagndstico, un
cuarto de los pacientes tuvieron un cambio en el tratamiento (Thanabalasingham G
2012). Esto les llevo a la creacion de un algoritmo para seleccion de pacientes para

realizacion del test genético como el que aparece en la FIG?7.
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FIG7. Algoritmo para la seleccion de pacientes candidatos para el test genético (adaptado de Owen

KR 2013)
Diagnostico < 6 meses Test genético para diabetes
w neonatal
Sordera/otras
alteraciones neuroldgicas Test genético para diabetes
mitocondrial
Caracteristicas clinicas incluyen:
* Insulina permanente al ‘ Prabable DM1 |
diagnodstico
* Cetoacidosis diabética NO

* Anticuerpos frente a célula B Peptido C 0.2 nmol/l fuera del

@ periodo de luna de miel
Autoinmunidad pancreatica

Caractéristicas clinicas incluyen: negativa

* <30 afios al diagndstico

* Ausencia de insulinrresistencia &

+ PCR<0.5g/|

* > 2 generaciones de diabetes Considerar test
diagnosticados < 45 arios genético para MODY

Probable DM2

Ademas de los algoritmos ya mencionados, ha sido sugerido el uso de un
diagrama de 7 items (7-iF) (Tabla 3), que ha sido validado retrospectiva y
prospectivamente (Pinelli M 2013) para identificar pacientes con una alta probabilidad
de portar mutaciones en GCK (aquellos con todas las respuestas afirmativas),
mejorando la tasa de deteccion y minimizando el numero de test innecesarios. Consiste
en siete preguntas de respuesta SI/NO sobre datos facilmente obtenibles durante una
exploracién clinica estdndar y por eso pueden ser aplicados en cualquier escenario
clinico. Esta principalmente indicado para médicos generales, que no trabajen en
centros especializados, que son los que mas pueden pasar por alto este diagndstico. Este
diagrama ha demostrado una precision alta (76%), que mejora la precision de la
sospecha clinica (40%). Por otro lado, una puntuacién menor (6/7) no se debe
considerar criterio de exclusion, si no que deberia derivarse a este paciente a un centro

con experiencia en diabetes monogénica y valorar la realizacion de test genético.
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Tabla 3: 7 Items Flowchart: indicaciones para test moleculares de GCK-MODY (adaptado de

Pinelli M 2013)
Ausencia de autoinmunidad pancreéatica Familiares afectos de diabetes o prediabetes
Respuesta Indicacion test Respuesta Indicacion test
Marcador negativo Si Si Si
Al menos un marcador positivo No No No
Marcadores no analizados No
Signos de diferentes tipos de diabetes
Terapia insulinica actual o en el pasados Respuesta Indicacion test
Respuesta Indicacion test Ninguno Si
Si No Obesidad No
No Si Acantosis nigricans No
Quistes renales No
Valor de HbAlc Retinopatia o sordera No
Respuesta Indicacion test
HbA1c > 42 mmol/l (6%) Si Otras enfermedades concurrentes
HbAlc < 42 mmol/l (6%) No Respuesta Indicacion test
Otras enfermedades No
Debut (diabetes o hiperglucemia) No otras Si
Respuesta Indicacion test
Entre los 6 meses y los 25 afios Si
Antes de 6 meses No
Después de 25 afios No

Por ultimo, se han fabricado modelos de decision diagndstica que proveen un
modo de determinar la probabilidad de una persona de tener una determinada alteracion
en funcién de sus caracteristicas clinicas (Shields BM 2012). Las probabilidades pre-
test de MODY se estimaron en 0.7 y 4.6% para el DM1 vs MODY y DM2 vs MODY,
respectivamente. Los modelos muestran una considerable mejora en la prediccion de
MODY en comparacién con los criterios clinicos tradicionales. Estos modelos estan
validados y proveen probabilidades post-test para MODY que ayudarian en la préactica

clinica, pudiendo llevarse a cabo como calculadoras online.
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Tras realizar el diagndstico molecular se podra realizar screening familiar
(Ellard S 2008), con una determinacion de glucemia en ayunas; en aquellos que tengan
hiperglucemia se podra realizar el test genético para confirmar la presencia de la
mutacién (Stride A 2002). Los familiares de primer grado tienen un riesgo de 50% de
portar la misma mutacién y deberian realizarse screening para diabetes, con o sin test
genético (Stride A 2002, Siddiqui K 2015). Aquellos que sean portadores, puede
realizarse monitorizaciéon regulada de la glucemia con diagndsticos méas precoces y

tratamiento apropiado.

Una vez se lleva a cabo el analisis molecular, pueden encontrarse multiples tipos
de mutacion: cortes, splicing, deleciones, inserciones, duplicaciones, contrasentido,
sinsentido... En el caso del gen GCK, la identificacion de estas mutaciones no siempre
muestran si una variante es realmente patogénica o como de grave puede ser el fenotipo
diabético. De las méas de 200 mutaciones que inactivan GCK que se han descrito, sélo

un 20% de ellas han sido caracterizadas funcionalmente (Estalella | 2008).

La variabilidad genética entre poblaciones distintas probablemente explica las
diferencias de MODY?2 en los diferentes paises, pero las mutaciones en GCK parecen
tener una prevalencia mundial (Osbak KK 2009). Aln es frecuente que se describan

mutaciones desconocidas cuando se estudian nuevas familias.

2.4. Tratamiento de MODY?2

Estos pacientes generalmente no precisan tratamiento, ya que la HbAlc esta en
el limite alto de la normalidad (Gloyn AL 2003, Thomson KL 2003, Hattersley AT

2000) y la presencia de alteraciones microvasculares es muy rara. La mayoria de los
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casos son controlados exitosamente con dieta (Velho G 2004, Gloyn AL 2003, Stride A

2002, Hattersley AT 2000, Klupa T 2011).

Los agentes hipoglucemiantes orales son inefectivos porque la cantidad de
insulina secretada depende de la glucosa sensada por las células 3 (Hattersley AT 2000).
Por la misma razon, la insulina es solo efectiva en dosis de reemplazo total. Este
tratamiento, sin embargo, no se recomienda de rutina en pacientes MODY2, porque no
son propensos a desarrollar complicaciones cronicas (Gloyn AL 2003, Stride A 2002,

Hattersley AT 2000).

Por esto, el seguimiento de los pacientes MODY?2 no tiene que ser tan intenso
como otras formas de diabetes, pudiendo realizarse una revisién anual con HbAlc
(Gloyn AL 2003, Hattersley AT 2000). Si bien, es recomendable instruir a los pacientes
en héabitos de vida saludables, para evitar ganar excesivo peso Yy desarrollar

insulinrresistencia, lo que agravaria su pronostico.

3. MICROBIOTA INTESTINAL
3.1. Establecimiento de la microbiota intestinal

El tracto gastrointestinal humano contiene una media de 10"
microorganismos/ml de contenido luminal (Turnbaugh PJ y Hamady 2009, Qin J 2010),
incluyendo unas 5000 especies de bacterias, siendo 150-200 especies bacterianas mas
frecuentes y las demés mas inusuales (Turnbaugh PJ y Hamady 2009, Qin J 2010,

Gomes AC 2014).

——
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Las bacterias constituyen la gran mayoria de la microbiota intestinal humana,

pero arqueobacterias, virus y protozoos también estan presentes (Gomes AC 2014).

La microbiota intestinal humana es dindmica y va evolucionando a lo largo de la
vida (tabla 4) (Turnbaugh PJ y Ridaura 2009, Hildebrandt MA 2009, Walker AW
2011). Previamente se pensaba que el feto se encontraba estéril en el Utero y era
rdpidamente colonizado en el momento del nacimiento por las bacterias del ambiente,
procediendo la mayoria de ellas de la microbiota vaginal y fecal (Dominguez-Bello MG
2010). Actualmente, sin embargo, hay autores que han propuesto que la placenta
presenta una microbiota comensal no patdgena, por lo que la colonizacion inicial del

intestino humano comenzaria intradtero (Aagaard K 2014).

Tabla 4. Evolucién de microbiota intestinal humana (adaptado de Backhed F 2011)

Edad Caracteristicas microbiota intestinal
Feto Estéril
Nacimiento Colonizado por bacterias ambientales. Microbiota materna vaginal y fecal
Neonato Inicialmente, baja diversidad, bacterias anaerobias facultativas (Proteobacterias/Actinobacterias);

progresando hacia una més diversa con predominio de Firmicutes y Bacteroidetes

Adulto Diversa, con una variabilidad interindividuo mayo que intraindividuo a lo largo del tiempo, con

mecanismos de seleccion. Seleccion positiva: factores del huésped como glicolipidos del epitelio o

glicanos especificos del moco del huésped. Seleccion negativa: dieta y sistema inmune

La microbiota inicial esta caracterizada por baja diversidad y principalmente
bacterias anaerobias pertenecientes a las Proteobacterias y actinobacterias (Zoetendal
EG 2008). Posteriormente aumenta la diversidad y dominan las bacterias de los filos
Firmicutes y Bacteroidetes (Qin J 2010, Turnbaugh PJ y Hamady 2009, Eckburg PB

2005).
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Se ha sugerido que el desarrollo de la microbiota adulta es el resultado tanto de
seleccion positiva como negativa (Rawls JF 2006). Algunos de estos mecanismos de
seleccion positiva pueden ser factores del huésped especificos para adhesion bacteriana,
por ejemplo, glicolipidos del epitelio o glicanos especificos del moco intestinal, asi
como la dieta que es el factor més determinante de dicha microbiota intestinal
(Turnbaugh PJ 2009, Walker AW 2011, Hildebrandt MA 2009). Datos recientes
sugieren que la microbiota no solo se afecta por la ingesta de macronutrientes sino
también por el aporte calérico ingerido. A su vez, el sistema inmune del huésped puede
hacer seleccion negativa al eliminar determinados grupos bacterianos. Estudios
recientes han mostrado que nifios con malnutricion aguda grave presentan inmadurez de
la microbiota. (Subramanian S 2014). Asi pues, se ha comprobado una variabilidad

interindividuo mayor que intraindividuo a lo largo del tiempo.

3.2. Pérdida de biodiversidad de la microbiota intestinal

La hipdtesis de la higiene mantiene que las mejoras en el saneamiento y las
condiciones de vida pueden predisponer a enfermedades metabdlicas, asi como
autoinmunes y alérgicas (Musso G 2010), siendo esta higiene la responsable del
aumento de estas enfermedades en los ltimos afios en los paises industrializados (Rook
GA 2005). Esto podria explicarse por una disminucion de la carga microbiana en los
primeros meses de vida (Guarner F 2007). Este proceso de colonizacion puede
evolucionar a lo largo de la vida, en funcion de la higiene, infecciones y tratamientos

antibioticos (Fanaro S 2003).

El descubrimiento de tres subgrupos de linfocitos T reguladores ha

revolucionado la base inmunoldgica original de la hipdtesis de la higiene, el paradigma
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Th1/Th2. Esto esta sustentado por datos inmunoldgicos que demuestran que la respuesta
a antigenos microbianos induce la expresion de citocinas Thl que compensa la
produccion de citocinas Th2 polarizadas en recién nacidos. En situacion de asepsia, el
intestino puede propiciar una produccion exagerada de IgE y enfermedades atdpicas.
Alternativamente, la ausencia de infecciones helminticas elimina la regulacion por
incremento normal de Th2 en la infancia, culminando en un entorno méas propenso a
Thl, que es caracteristico de enfermedades inflamatorias y autoinmunes (Korzenik JR
2006). Se considera que la inmunidad adaptativa y el desequilibrio entre las respuestas
Thl, Th2, Th17 y linfocitos T reguladores son elementos clave en la patogénesis del

proceso autoinmune.

Hay evidencia del cambio de microbiota intestinal en las ultimas décadas, con
incremento de algunas especies y disminucion de otras, e incluso la pérdida de
determinadas especies. Dentro de los factores que han influido en este cambio de la

microbiota se encuentran:

- Saneamiento del agua

- Incremento de las cesareas

- Aumento de uso de antibidticos en pre-término
- Reduccion de la lactancia

- Disminucién del tamafio de las familias

- Aumento del uso de antibidticos

- Aumento de aseo y jabones antibacterianos.

- Vacunaciones

- Cambios en la dieta occidental
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Estudios prospectivos en recién nacidos evidencian que la via del parto es uno
de los mayores determinantes de la flora intestinal. Estudios en modelos murinos han
mostrado que los BioBreeding diabetes-prone (BBDP) nacidos por cesarea, presentan
una aceleracion del proceso respecto a aquellos nacidos por parto vaginal (Like AA
1991). Los nacidos por cesérea presentan menor numero de bifidobacterias y
Bacteroides y un mayor recuento de C. difficile (Penders J 2006, Palmer C 2007), es
decir, una microbiota caracteristica de la piel y predominada por taxones como

Staphylococcus y Propionibacterium spp. (Dominguez-Bello M 2010).

Los antibiéticos producen un importante efecto en la microbiota, y su uso
excesivo estd unido a un aumento de patdgenos resistentes a los antibioticos (Dethlefsen
L 2008, Jernberg C 2001). Aunque el particular taxén afectado varia entre individuos,
algunos no se recuperan incluso después de meses de tratamiento y, en general, hay una
disminucion a largo plazo en la biodiversidad de las bacterias tras el uso de antibidticos.
Un antibidtico puede afectar a un gran espectro de la microbiota, aunque no todas las
especies sean sensibles a dicho antibidtico (Chopra 1 2002). Por ejemplo, la eliminacion
de lactobacillus de la flora intestinal por el uso de antibidticos puede tener efecto en
otras especies bacterianas, ya que los lactobacillus producen &cido lactico y acético,
peréxido de hidrdgeno y sustancias antimicrobianas, que contribuyen al mantenimiento

normal de la flora intestinal (Lidbeck A 1993).

Cuando comparamos la microbiota de nifios europeos y africanos encontramos
una composicion radicalmente diferente. Como demuestra la FIGS, los cambios se
producen tanto en la proporcion Firmicutes/Bacteroidetes como en la proporcion de
bacterias Gram-/Gram+. Los nifios africanos presentan una mayor proporcion de
Bacteroidetes y de Gram positivos en su intestino, lo que sugiere que el estilo de vida

occidental es favorecedor del incremento de Firmicutes y Gram negativos.

——
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FI1G8. Diferencias en la microbiota entre un nifio europeo y un nifio africano. En los graficos Ay B
se presentan los filos y géneros bacterianos mas prevalentes. Abajo aparece la relacién Gram
positivas (rojo) frente a las Gram negativas (azul) en diferentes nifios de los dos continentes: los 14
primeros son nifios africanos (BF) y 15 restantes son nifios europeos (EU) (tomado de Filippo C
2010).

NINOS B. FASO. NINOS EUROPA
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Subdoligranulum ™ Faecalibacterium
Others # Roseburia
Subdoligranulum
Others

] Firmicutes

= Gram positive = Gram negative

Relative abundance (%) T

De Filippo et al. PNAS August 17, 2010 vol. 107 no. 33 14693

3.3. Composicion de la microbiota intestinal

Los estudios metagendmicos han establecido que a pesar de la extensa
variabilidad interpersonal de las distintas especies que componen la microbiota, se
mantiene una cierta estabilidad en los patrones metabdlicos y los metabolitos de dicha
microbiota en todos los individuos (Burke C 2011, Turnbaugh PJ 2009, Kostic AD
2015). Las principales corresponden a 3 grandes filos: Firmicutes (Gram-positivos),

Bacteroidetes (Gram-negativos) y Actinobacterias (Gram-positivos). Los Firmicutes
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son las predominantes (60%), incluyendo méas de 200 géneros (los mas importantes son
los Micoplasma, Bacillus y Clostridium), y a la vez en cada género existen diferentes
especies. Los Bacteroidetes y Actinobacterias suponen el 10% cada uno de la
microbiota intestinal, estando el 20% restante constituido por mas de 10 familias
minoritarias. En total hay més 1000 especies diferentes de bacterias en nuestro intestino
(Eckburg PB 2005). Los hongos y Archaea pueden ser también residentes, pero son

menos del 1% de la poblacidn total.

El genoma bacteriano colectivo de la microbiota intestinal codifica una cifra
estimada entre 2 y 4 millones de genes, superando al genoma humano en un factor de
140 veces (Hao WL 2004). Por lo tanto la adquisicion de la microbiota intestinal a partir
de la microbiota de la madre puede considerarse como la herencia de un genoma

paralelo.

Han sido demostradas variaciones individuales en un nivel taxonémico mas
profundo, como las variaciones en las densidades de poblacién y la diversidad de las
especies bacterianas en todo el tubo digestivo. La cavidad oral presenta arquitecturas
complejas al contrario que el resto del sistema gastrointestinal, que es principalmente
tubular. La presencia de &cidos biliares en el duodeno o el pH &cido del estbmago
generan una presion de seleccion ambiental de los microorganismos locales. En la tabla
5 se resumen los géneros mas abundantes en cada uno de los tramos del tracto

gastrointestinal.

——
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Tabla 5. Microorganismos predominantes en el tracto gastrointestinal humano

Localizacion

Cuantificacion

Géneros

Estomago

10* UFC/gr contenido

intestinal

Helicobacter pylori (Filo: proteobacteria)
Lactobacillus (Filo: Firmicutes)

Streptococcus (Filo: Firmicutes)

Duodeno

103-10* UFC/gr contenido
intestinal

Helicobacter pylori (Filo: proteobacteria)
Lactobacillus (Filo: Firmicutes)
Streptococcus (Filo: Firmicutes)

Staphylococcus (Filo: Firmicutes)

Yeyuno

10°-107 UFC/gr contenido

intestinal

Helicobacter pylori (Filo: proteobacteria)
Lactobacillus (Filo: Firmicutes)
Streptococcus (Filo: Firmicutes)

Bacillus (Filo: Firmicutes)

lleon

107-10® UFC/gr contenido

intestinal

Bacteroides (Filo: Bacteroidetes)
Clostridium (Filo: Firmicutes)
Enterobacteriaceae (Filo: Proteobacteria)
Enterococcus (Filo: Firmicutes)
Lactobacillus (Filo: Firmicutes)

Veillonella (Filo: Firmicutes)

Colon

10%°-10" UFC/gr

contenido intestinal

Bacteroides (Filo: Bacteroidetes)
Bacillus (Filo: Firmicutes)
Bifidobacterium (Filo: Actinobacteria)
Clostridium (Filo: Firmicutes)
Enterococcus (Filo: Firmicutes)
Eubacterium (Filo: Firmicutes)
Fusobacterium (Filo: Fusobacteria)
Peptostreptococcus (Filo: Firmicutes)
Ruminococcus (Filo: Firmicutes)

Streptococcus (Filo: Firmicutes)
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3.4. Inmunologia de la mucosa intestinal

El epitelio intestinal es la superficie mucosa mas extensa del cuerpo humano y
proporciona una amplia superficie de interfase entre el medio externo y el hospedador.
La pared del epitelio intestinal estd constituida por cuatro capas: serosa, muscularis
externa, submucosa y mucosa. La interaccion de la capa de moco, células productoras
de IgA, péptidos antimicrobianos y un complejo sistema de barrera epitelial formado
por uniones estrechas y de adhesion (Ohland CL 2010) hace que sea la primera linea de
defensa frente a antigenos y asegura interacciones especificas entre los antigenos
luminales y el huésped, modificando constantemente los mecanismos locales y

sistémicos de inmunidad (Fagarasan S 2002).

El tejido linfoide asociado al intestino (TLAI) esta formado por varias células
especializadas que desempefian funciones clave en la defensa del hospedador (Nagler-
Anderson C 2001). Uno de los papeles fundamentales del TLAI es la distincién entre
microorganismos comensales y patdgenos (Lanning DK 2005). El transito paracelular
de macromoléculas estd controlado por TLAI, el cual actia como un sistema de
contencion evitando que antigenos intestinales potencialmente nocivos accedan a la
circulacién sistémica, a través de un proceso mediado por IgA polimérica y linfocitos T
reguladores. Los microorganismos comensales son cruciales para la maduracion y el

funcionamiento del sistema inmune de la mucosa.

El TLAI se compone de zonas inductivas (placas de Peyer y foliculos linfoides
aislados) y zonas efectoras (células intraepiteliales y lamina propia) (Lorenz RG 2003)
(FIG9). Las células epiteliales son participantes activos en la inmunidad de la mucosa a
través de la expresion de receptores de tipo Toll (TLR), que inducen la transcripcion de

respuestas inmunitarias e inflamatorias (Cobrin GM 2005).

——
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FIG9. Estructura de las componentes del TLAI (tomado de Lorenz RG | 2003).
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Las células de Paneth, una poblacion de células epiteliales intestinales
especializadas que se sitlan en la base de las criptas intestinales, secretan péptidos
antimicrobianos (FIG10). La microbiota puede estimular esta secrecion, asi como
inducir la expresion Reg3y al activar los TLR en las células de Paneth (Brandl K 2007,

Vaishnava S 2008).

FI1G10. Efectos de la microbiota en la inmunidad (tomado de Ubeda C 2012)
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Ademas de TLR, las células de Paneth expresan NOD2 (dominio de
oligomerizacién de union de nucleétidos), una proteina citosolica que facilita la
sefializacion inmune innata en respuesta a muramil dipéptido citosolico, un fragmento
de peptidoglicano (Artis D 2008), producido por la microbiota (Kobayashi KS
2005). La activacion del receptor NOD1 por fragmentos de peptidoglicano derivados de
bacterias Gram-negativas contribuye al desarrollo de los foliculos linfoides
aislados, (Bouskra D 2008), asi como aumenta la capacidad bactericida de los
neutrofilos (Clarke TB 2010). Por su parte, los linfocitos T helper (Th) CDA4+,
incluyendo las células Thl, Th2 y Th17, también se ven influidos por la microbiota, que
puede inducir la diferenciacion Th17 mediante la produccion de altos niveles de

ATP (Atarashi K 2008).

Las células T reguladoras segregan citoquinas antiinflamatorias (11-10, TGF-p),
en respuesta a antigenos que se reconocen como comensales y no patdgenos, siendo
claves para la inmunotolerancia. En condiciones normales, en la mucosa intestinal hay
un predominio de células T reguladoras, con escasas células Thl activadas, creando una
inmunotolerancia que permite la exposicién continua a una elevada carga antigénica

tanto de la microbiota como de la comida (FIG11) (Aderem A 2000)

FIG11. Esquema de inflamacién e inmunomodulacién (tomado de Aderem A 2000)
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La alteracion del equilibrio entre inmunidad y tolerancia puede dar lugar a
enfermedades inflamatorias. Las células M presentadoras de antigenos captan y
transportan eficientemente diversos microorganismos y antigenos (Jang MH 2004).
Ademaés, las células dendriticas captan antigenos presentes en la luz intestinal por
transmision de las dendritas a través de las uniones estrechas entre las células
epiteliales, al tiempo que mantienen la integridad de la barrera (Bilsborough J 2004) y
posteriormente migran a los ganglios linfaticos (Mellman | 2001) donde inducen
linfocitos T naturales (Alpan O 2004). Cuando las células dendriticas presentan
antigenos, se desencadena una serie de reconocimientos por receptores. Los TLR son
los primeros que participan, ya que dirigen las respuestas inmunitarias activando los
fendmenos de transmision de sefiales que conducen a la expresion de factores como las
citosinas y las quimiocinas. Estas reclutan y regulan las células inmunitarias e
inflamatorias que inician o intensifican las respuestas inmunitarias del hospedador

(Akira S 2004).

Otras células como los mastocitos, parecen colaborar con las respuesta
inmunitaria adaptativa, liberando mediadores preformados como histamina y
serotonina, asi como mediadores recién sintetizados como leucotrienos, prostaglandinas,
factor activador de plaquetas, 11-4 y TNFa, muchos de los cuales afectan a la

permeabilidad intestinal (Xavier RJ 2007).

Algunas anomalias en el desarrollo del sistema inmune podrian deberse a
defectos en la interaccion de la microbiota con los compartimentos inmuno-competentes

de la mucosa intestinal.

——

)|
47 |



Beatriz Maria Martin Tejedor INTRODUCCION

3.5. Funcién de barrera intestinal

El flujo pasivo de solutos a través de la barrera intestinal se produce
principalmente a través de la ruta paracelular, dependiendo de la regulacion de la union
estrecha intercelular. Esta presenta resistencia eléctrica de los tejidos epiteliales, que
depende del numero y la complejidad de los filamentos de proteinas transmembranosas
dentro de la unién estrecha. En la actualidad se sabe que las uniones estrechas,
consideradas hasta el momento como estructuras estaticas, son en realidad dindmicas y

se adaptan facilmente a diversas circunstancias de desarrollo, fisiologicas y patoldgicas.

Se ha propuesto que la alteracion de la microbiota lleva a una permeabilidad
intestinal aumentada debido a la disminucion de expresion de proteinas de union
estrecha. Esto se acomparfia de la absorcion de antigenos de la dieta o de patdgenos, que
desencadenan inflamacién y una hiperrespuesta inmune de la mucosa (Neu J 2010,
Vaarala O 2008). Por ejemplo, puede favorecerse la traslocacién de lipopolisacarido
bacteriano (LPS), lo que puede culminar en endotoxemia metabdlica e

insulinrresistencia.

Dietas ricas en grasas modifican la microbiota intestinal y por tanto la
permeabilidad intestinal. Esta tipica dieta aumenta la oxidacion de acidos grasos en el
higado y tejido adiposo, y la evidencia disponible sugiere que las especies reactivas de
oxigeno (ROS) generadas reducen la produccion de moco en el epitelio intestinal. Uno
de los efectos méas precoces de estas ROS es la disrupcion de las uniones estrechas de
las células epiteliales del intestino (Schulzke JD 2009). Asi, la integridad debilitada de
la barrera intestinal permite la traslocacion intestinal de bacterias (Brownlee M 2007).
Ademaés, la produccion de malondialdehido, como resultado de la oxidacion de los

acidos grasos poliinsaturados, induce dafio a las membranas celulares epiteliales,

——
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aumentando la permeabilidad de las uniones estrechas (Hall DM 2001, Muccioli GG

2010).

En modelos murinos, se ha estudiado como se modifica la pared intestinal al
modificar la microbiota. Los ratones “libres de gérmenes” tienen vellosidades
intestinales mas largas y finas, lo que aumenta la superficie y puede facilitar la
absorcion de nutrientes desde el intestino. Ademas estos ratones tienen aumentada la
expresion de genes que codifican transportadores en el intestino (Backhed F 2011). Sin
embargo, estas estructuras son mas vulnerables a las infecciones. Tras colonizarlos con
microbiota intestinal normal, la composicién celular cambia completamente y las
vellosidades se acortan y ensanchan y aumenta la expresién de moléculas que son
esenciales para mantener la funcion de barrera (Hooper LV 2001). Aun més, la
colonizacion del intestino promueve el reclutamiento de células inmunes al intestino
delgado y la formacion del tejido linfoide asociado a intestino (Mazmanian SK 2005).
Recientes estudios han demostrado que los sistemas inmune innato y adaptativo se

complementan para mantener el mutualismo entre huésped y microbiota (Slack E 2009).

Estudios enfocados en linajes bacterianos especificos han revelado que
Bacteroides fragilis, miembro del filo Bacteroidetes (Serreze DV 2000), presenta la
habilidad de reducir la inflamacion intestinal, mientras que las bacterias segmentadas
filamentosas son capaces de activar la producciéon de IL-17 por las células T helper
CD4+ (TH17), lo que estimula la respuesta autoinmune y la produccion de citoquinas
inflamatorias (Geuking MB 2011, Kriegel MA 2011, Mazmanian SK 2008). Es
interesante que la induccion TH17 es dependiente de la predisposicion genética

individual (Geuking MB 2011).

——
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Varias especies microbianas poseen la habilidad de modular el fenotipo TH17,
especialmente las bacterias Gram + (Ivanov 11 2008). Aunque TH17 induce inflamacién
pancredtica, la progresion a DML ocurre solo tras la diferenciacion celular a TH1, asi
que aparentemente la formacion de fenotipo TH17 diferenciado parece inhibir la

manifestacion del fenotipo diabetogénico (Martin-Orozco N 2009).

“The old friends hypothesis” propone que el mantenimiento de una microbiota
normal es promovido por unos niveles altos de células T reguladoras, que secretan IL-
10 y factor de crecimiento transformante B (TGFp), lo que disminuye la inflamacion
(Rook GA 2005). Geuking MB et al (Geuking MB 2011) propone que esta respuesta
simbidtica relaciona una variedad de células T reguladoras con una compleja flora
intestinal ~ (simbidticos, comensales potencialmente patdégenos y microorganismos
patdgenos). Tomadas juntas, estas respuestas son las responsables de mantener la
autotolerancia, y sugieren un importante papel de los probidticos en el mantenimiento

de una flora intestinal saludable (Vaarala O 2008).

El descubrimiento de la zonulina, una molécula que modula reversiblemente la
permeabilidad de las uniones estrechas, nos da informacién de como es regulada la
funcion de la barrera intestinal en la salud y la enfermedad (Wang W 2000). La toxina
zonulina ocludens (Zot) es una enterotoxina producida por el Vibrio cholerae, que en su
extremo COOH-terminal se une a una proteasa especifica activadora del receptor celular
unido a una porcién intracelular y la activa, por lo que se produce la apertura reversible
de las uniones estrechas intercelulares. La activacion de Zot estd mediada, a su vez, por
una cascada de eventos intracelulares que, mediante la polimerizacion de la protein-
quinasa C separa la red de microfilamentos de actina (Singh R 2009). Parece que las
zonas de unidn a Zot estan presentes en yeyuno e ileon pero no en colon y disminuye en

las criptas de las vellosidades intestinales.

——
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La investigacion basica ayudd a identificar un homologo en el intestino de
humanos fallecidos, al que llamaron Zonulina (Fasano A 2011). Esta es una proteina de
4kDa que aumenta la permeabilidad intestinal en primates, ya que disminuye la
resistencia eléctrica transepitelial en yeyuno (35.3%) e ileon (25.6%), pero no en colon.
Es similar al péptido activador de PAR2 (receptor de proteina G), activando el EGFR
(receptor del factor del crecimiento epidérmico) y con ello, la apertura de las uniones
estrechas. Esto es inhibido por la tirosin-quinasa AG1478. La secuencia de aminoacidos
NH2 terminal de la zonulina muestra grandes similitudes con las inmunoglobulinas. Se
sabe que participa en el sistema inmune intestinal (FIG12) y esta elevado en numerosas
enfermedades autoinmunes, en las cuales la disfuncién de las uniones estrechas parece
ser el defecto inicial (Sapone A 2006). Por ejemplo, la gliadina reproduce el efecto de
los EGF en el citoesquelético actinico a través de la induccion de zonulina en el tejido
intestinal mediante el receptor CXCR3 (sobreexpresado en pacientes celiacos). Parece
que el gluten y la exposicion a determinadas bacterias son los mayores estimulantes

para la produccion de zonulina.

Otras moléculas implicadas son la B-catenina, cuya fosforilacion inducida por
probiodticos pueden fortalecer el complejo E-cadherina/p-catenina, sustentando el
mantenimiento de las uniones de adhesion por el lugar de union de la E-cadherina al
citoesqueleto (Gooding JM 2004). Asi también el butirato, metabolito de algunas
bacterias presentes en la luz intestinal, reduce la traslocacion bacteriana, mejorando la
organizacion de las uniones estrechas (Lewis K 2010) y estimulando la sintesis de
mucina, una glicoproteina que mantiene la integridad del epitelio intestinal (Paassen BN

2009).

——
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FIG12. Mecanismos propuestos por los que la zonulina active EFGR: a través de la unién directa
(1) oatravés de la activacion de PAR2 (2), mediado por sefial Src (2a) o por liberacion de MMPs
y/o ADAMS (2b) que activaran Pro-HB-EGF. El procesamiento de la zonulina en su forma madura
de dos cadenas produce cambios conformacionales que le impiden unirse a EGFR (3), con otras
funciones (como unién a hemoglobina) y se convierte en un marcador de inflamacion (tomado de
Fasano A 2011)
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3.6. Permeabilidad intestinal en DM1

Sujetos susceptibles a enfermedades autoinmunes presentan una inadecuada
funcion de la barrera intestinal (Neu J 2005), permitiendo mayor exposicién de los
antigenos al sistema inmune. En cuanto a la DM1, Bosi E et al (Bosi E 2006) habian
demostrado la alteracion en la permeabilidad intestinal de pacientes con DM1 con el test
de Lactulosa-manitol (LA/MA), midiendo la excrecion urinaria de ambos tras su
administracion oral (Bosi E 2006). Encontraron correlacion con la excrecion de la
lactulosa pero no con el manitol. Ademas midieron el test en familiares de pacientes
diabéticos que tenian autoanticuerpos positivos (como sujetos en fase preclinica ya que
su riesgo de padecer DM1 en los proximos 5 afios es mas del 50%). Tambiéen cogieron
pacientes al debut y otros con larga evolucion. Encontraron diferencias con la excrecion

de lactulosa en los 3 grupos con respecto a los controles pero no entre si.
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En cuanto a la zonulina, Sapone (Sapone A 2006) encontr6 que el 42% de los
pacientes con DM1 y 29% de los familiares de primer grado tenia al menos 2DS por
encima de la media normal para edad y sexo (p<0,001). Solo el 4% de los controles
tenian valor de zonulina superior a 2DS (FIG13). No encontraron correlacion entre el
valor de zonulina en DM1 y la edad de debut, duracion de enfermedad, dosis diaria de
insulina, HbAlc ni glucemia. En este estudio establecieron la relacion de zonulina con
la permeabilidad intestinal mediante el test manitol-lactulosa encontrando una relacion

directa entre el valor de zonulina y el ratio LA/MA.

FIG13.A. Ratio LA/MA en pacientes con DM1, familiares de primer grado y controles sanos. B.
Zonulina sérica en pacientes con DM1, familiares de primer grado y controles sanos. C.
Correlacion entre LA/MA ratio y zonulina (tomado de Sapone A 2006)
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Parece que la alteracion en la permeabilidad intestinal en pacientes con DML1 se
produce antes que el debut (FIG14). Esto se basa en el modelo murino, en el cual se
conoce que un aumento en la permeabilidad intestinal se sigue del debut de DM1 en un
mes sin evidencia histologica de dafio en los islotes pancreaticos inicialmente. También

demostraron que el aumento de la zonulina precede al inicio de la DM1 en 2-3 semanas.

Parece que la administracion oral de un inhibidor de zonulina reduce la
incidencia de DM1 (Fasano A 2011). Por tanto, parece que la predisposicion genética, la

comunicacion erronea entre la inmunidad congénita y adaptativa, la exposicion a una
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microbiota especifica y la pérdida de funcion de la barrera intestinal, consecutiva a una
disfuncion de la union estrecha intercelular, son en su totalidad componentes de la

patogénesis de enfermedades autoinflamatorias y autoinmunes.

F1G14. Mecanismo propuesto de accion del gluten en la patogénesis de la DM1. La dieta (1) afecta a
la cantidad de Bacteroides intestinal. La microflora disbalanceada, con predominio de Bacteroides
sobre otras como Bifidobacterias y Lactobacillus, activa la ruta de la zonulina (2). En paralelo, la

gliadina (un componente del gluten) se une al receptor de CXCR3 (expresado en las células

epiteliales intestinales) e induce una activacion de la ruta de la zonulina dependiente de MyD88 (3).

Una dieta con caseina hidrolizada previene la activacion de CXCR3 (4). La activacion de la ruta de

la zonulina lleva a una liberacion aumentada de zonulina (5) que se une a los receptores en la
superficie epitelial intestinal y causa desensamblaje de las uniones estrechas por cambios
dinamicos, incluyendo fosforilacion de ocludinay ZO-1, cambios en ocludina-ZO-1 y ZO-1-miosina
IB interaccidn proteina-proteina y polimerizacion de actina (6). Este desensamblaje lleva a
incapacidad de la funcién de barrera, incrementando el paso de antigenos luminales en la lamina
propia, donde son procesados por las células presentadoras de antigenos y presentados a las células

T (7). La cascada de eventos inmunes finalmente lleva a la enfermedad autoinmune (8) (tomado de

Visser J 2009)
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3.7. Microbiota intestinal y DM1

Los pacientes con DML1 tienen alteracién de la estructura de las uniones
estrechas celulares como resultado de la disminucion de la expresion de zonulina, asi
como del aumento del espacio paracelular entre las células epiteliales intestinales
(Secondulfo M 2004). Esta permeabilidad intestinal aumentada es detectable incluso
antes del inicio clinico de la enfermedad (Bosi E 2006, Sapone A 2006). Se ha sugerido
que este aumento de la permeabilidad intestinal puede afectar la absorcion de antigenos
capaces de atacar y dafar las células B pancreaticas (Vehik K 2011). Igualmente, hay
una inflamacion intestinal en estos pacientes, como demuestra el estudio
DIABIMMUNE (Kostic AD 2015) donde encontraron un alto nivel de b-defensina 2
humana (hBD2) en las muestras tempranas de nifios que posteriormente desarrollaron
DM1. hBD2 es un producto antimicrobiano producido por las células epiteliales
colodnicas en inflamacion (Wehkamp J 2005), por lo que esto apoya la idea de una

inflamacién intestinal aumentada en los nifios que desarrollaron DM1.

Este aumento de permeabilidad intestinal también se ha observado en modelos
de rata BBDP o BioBreeding diabetes-resistant (BBDR) (Kuitunen M 2002, Watts T
2005, Bosi E 2006, Lee AS 2010) y de NOD. Por lo tanto, debido a que la microbiota
puede afectar la permeabilidad intestinal, la ecologia intestinal podria jugar un papel

crucial en el desarrollo de DM1 (Mathis D 2012, Patterson E 2016).

De hecho, diversos modelos animales han demostrado la intima relacion entre
microbiota intestinal y DML, tanto en ratas BBDP (Lau K 2011) que desarrollan DML,
como en modelos de ratones NOD (Kriegel MA 2011, Wen L 2008). Adicionalmente,
se ha comprobado que el uso de antibioticos puede prevenir la diabetes autoinmune en

ratas BBDP (Brugman S 2006). Otro estudio experimental mostré que la administracion
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de antibioticos prevenia la insulitis y destruccion de la célula B pancreética en ratones
con DM1 inducida por virus, a traves de mecanismos como la reduccion de la respuesta

inmune innata en ganglios linfaticos pancreéticos y placas de Peyer (Hara N 2012).

Por otra parte, en el estudio realizado por Roesch et al. se ha demostrado la
presencia de niveles mayores de Lactobacillus y Bifidobacterium en ratas BBDR,
mientras que los Bacteroides y los Clostridium fueron méas abundantes en las ratas
BBDP (Roesch LFW 2009). Un estudio (Brugman S 2006) encontr6é que ratas BBDP
que progresaron a DM1, presentaban menor variedad de bacterias del filo Bacteroidetes,

en comparacion con ratas control.

En consonancia, varios estudios han mostrado que la colonizacion de ratones
genéticamente susceptibles con microbiota protectora puede disminuir el riesgo de
desarrollar DM1 (Markle JG 2013). Valladares et al. han sefialado que la administracion
de Lactobacillus johnsonii aislado de ratas BBDR puede retrasar o inhibir la aparicion
de DM1 en ratas BBDP (Valladares R 2010). Asi como la administracion de VSL#3
(una mezcla de lactobacillus y bifidobacterium) en ratones NOD modifica la inmunidad
del tracto intestinal, aumentando la tolerancia (Dolpady J 2016), y disminuyendo la
incidencia de DM1 por tres mecanismos: 1) suprimiendo la inflamacion y muerte de las
células PB pancreaticas, 2) aumentando la produccion de IL-10 por las placas de Peyer y
3) aumentando la expresién de IL-10 en pancreas (Calcinaro F 2005). IL-10 es una
citoquina antiinflamatoria que inhibe la presentacion de antigenos y la produccion de
citoquinas proinflamatorias (Moore 2001), mientras que la deplecion hepatica de células
natural killer se relaciona con el desarrollo de insulinrresistencia hepéatica (Ohkawara S

2005).
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La ablacién génica de la proteina MyD88 (myeloid differentiation primary
response gene 88, un adaptador para multiples receptores de inmunidad innata que
reconocen estimulos bacterianos) esta relacionada con un efecto protector para el
desarrollo de DM1, debido a una mayor tolerancia local a antigenos pancreaticos.
Ratones MyD88 knockout estuvieron protegidos del desarrollo de DM1, y mostraron
menor expresion de TNF-a en los ganglios linfaticos pancreaticos en comparacion con
ratones salvajes (Wen L 2008). También se encontr6 que la delecion MyD88 estaba
asociada con menor ratio Firmicutes/Bacteroidetes, y mayores recuentos de
Lactobacillus, Rikenellaceae y Porphyromonadaceae. Por el contrario, la destruccion
de la microbiota intestinal en ratas MyD88 knockout con antibiéticos de amplio
espectro, fue asociada con aumento de incidencia de DM1, en comparacién con ratones
libres de gérmenes (Wen L 2008). Esto sugiere que componentes especificos de la
microbiota intestinal pueden prevenir la activacion de las células T autoinmunes
independientemente de la presencia de MyD88 por mecanismos ain desconocidos (Wen

L 2008).

En ratas BB se observo una diferencia en la composicion de la microbiota antes
del debut de DM1 en aquellos animales predispuestos a la enfermedad frente a aquellos
protegidos (Roesch LF 2009), y una proteccion trasferible se observé en ratones NOD

MyD88 knockout como transductor esencial de la sefial en TLR (Peng J 2014).

En un estudio reciente sobre la regulacion metabdlica durante la progresion de
diabetes autoinmune en ratones NOD (Sysi-aho M 2011), se observé que las hembras,
las cuales progresaban mas tarde a diabetes autoinmune, mostraron las mismas rutas
metabdlicas que nifios con DM1 preclinica (Oresic M 2008). Los cambios metabdlicos
fueron acompafiados por una disminucion en la diversidad de la microbiota,

especialmente de los Clostridium. Estos han sido relacionados con la induccion de
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células T reguladoras en la mucosa coldnica (Atarashi K 2011), por lo que su

disminucion puede estar relacionada con la respuesta autoinmune.

Ademas de en estos modelos animales, la relacion entre las bacterias intestinales
y la DM1 en humanos ha sido demostrada (Atkinson MA 2012), sin embargo cémo

influyen y por qué mecanismo contintia siendo motivo de multitud de estudios.

Los resultados del estudio DIPP indicd que los nifios que progresaron a DM1
presentaron una reduccion en la abundancia relativa de Firmicutes acompafiado por un
aumento en la abundancia relativa de Bacteroidetes con el tiempo, mientras que los
nifios sanos utilizados como controles (pareados por edad y HLA) tuvieron un aumento
relativo de Firmicutes y una reduccion de Bacteroidetes (Giongo A 2010).
Curiosamente, todas las diferencias entre los nifios con DM1 vy los sujetos control
ocurrieron dentro del filo Bacteroidetes y el género bacteriano Bacteroides, donde mas
del 20% del cambio observado se atribuy6 a la especie de Bacteroides ovatus. Por el
contrario, el aumento de la abundancia de Firmicutes detectado en los controles sanos
fue resultado del aumento en la abundancia del orden Clostridiales, mas concretamente
de la cepa bacteriana CO19. Ademas, en este estudio los controles sanos tuvieron una
microbiota intestinal mas diversa y estable en comparacién con los sujetos que
desarrollaron autoinmunidad. Una de las limitaciones de este estudio fue que la muestra
analizada fue relativamente pequefia para alcanzar conclusiones definitivas, aunque los
autores concluyeron que la microbiota podria estar implicada en la predisposicion a

DML en individuos genéticamente susceptibles (Giongo A 2010).

En otro estudio, la composicion de la microbiota intestinal de nifios con DM1

muestra mas factores de virulencia, genes de motilidad y mayor respuesta al estrés
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(Brown CT 2011), asi como menor recuento de bacterias productoras de butirato, un

acido graso de cadena corta con accion antiinflamatoria (Louis P 2009).

Otro estudio realizado por de Goffau et al (de Goffau M 2013) comparé la
composicion de la microbiota intestinal entre nifios con autoinmunidad dirigida a
células B y nifios sanos pareados por edad, sexo, genotipo HLA de riesgo (HLA-DQB1)
y tiempo y tipo de alimentacion con formulas infantiles. EIl anélisis de componentes
principales puso de manifiesto una baja abundancia de bacterias productoras de lactato y
de especies productoras de butirato en los nifios con autoinmunidad presente. Ademas,
en estos nifios con autoinmunidad presente se encontr6 una escasez de las dos especies
de Bifidobacterium mas dominantes, Bifidobacterium adolescentis y Bifidobacterium
pseudocatenulatum, y un aumento de la abundancia de los géneros Bacteroides. Por
otro lado, no se encontré un aumento en los niveles de calprotectina fecal o IgA

(marcadores de inflamacion) en los nifios con autoinmunidad presente.

En el estudio de Murri (Murri M 2013) compararon la microbiota fecal de nifios
con DM1 frente a la de nifios sanos pareados por sexo, edad, forma de nacimiento y
tiempo y tipo de lactancia, hallando diferencias en la microbiota intestinal entre ambos
grupos de estudio. En los nifios con DM1, el nimero de Actinobacterias y Firmicutes, y
el cociente Firmicutes/Bacteroidetes se encontraron significativamente reducidos,
mientras que la cantidad de Bacteroidetes aument6 de forma significativa respecto a los
nifios sanos. A nivel de género en los nifios con DM1 se encontrd0 un aumento
significativo en el nimero de Clostridium, Bacteroides y Veillonella y una disminucién
significativa en el nimero de bacterias esenciales para mantener la integridad del
intestino como son Lactobacillus, Bifidobacterium, Blautia coccoides/Eubacterium
rectale grupo y Prevotella. Es decir, el nimero de bacterias productoras de acido

lactico, bacterias productoras de butirato y bacterias formadoras de mucina, esenciales
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para mantener la integridad intestinal, fueron significativamente inferiores en los nifios
con DM1 respecto a los controles sanos (Brown CT 2011). Este estudio puso de
manifiesto por primera vez que en el grupo de nifios con DM1 el nimero de
Bifidobacterium y Lactobacillus, y el cociente Firmicutes/Bacteroidetes correlacionaron
negativamente con los niveles plasmaticos de glucosa y hemoglobina glicosilada
mientras que la cantidad de Clostridium correlacioné de forma positiva con ellas. Sin
embargo, el mecanismo causal que podria explicar la relacion encontrada entre una
determinada microbiota y el nivel de hiperglucemia observado en estos pacientes no

esta descrito aun, siendo uno de los objetivos principales del presente proyecto.

Algunos autores proponen que el cambio en la microbiota aparece tras la
seroconversion, con una marcada disminucion en la diversidad (Kostic AD 2015), lo
que indicaria que la microbiota estd implicada en la progresion de la autoinmunidad
hacia las manifestaciones clinicas, mas que en el inicio del proceso de la enfermedad

(Knip M 2016).

Asi, en el estudio BABYDIET encontraron que la seroconversién es mas
frecuente en el subgrupo con aumento de Bacteroidetes y disminucion de Akkermansia,
sin encontrar relacion entre la seroconversion y la lactancia materna. El inicio de la
alimentacion soélida si se asoci6 con un aumento de Bacteroides. Los hallazgos
principales en los pacientes con DM1 fueron un predominio de Bacteroidetes en el
estadio preclinico, una biodiversidad reducida con un aumento de bacterias productoras
de butirato y baja estabilidad de comunidades, produciéndose los cambios tras la
seroconversion (Alkanani AK 2015). Este cambio de microbiota llevaria a un aumento

de lactato y una disminucion de butirato antes del debut (FIG15)
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FIG15: La modificacién de los metabolitos producidos por la microbiota pueden llevar a

un estado de autoinmunidad o inmunotolerancia.

Bacterias productoras acido lactico
(Lactobacillus, Bifidobacterium)

v
lactato
Productoras de butirato Productoras de otros acidos grasos de cadena
(B. coccoides, E. rectale) corta (Bacteroides, Veillonella, Clostridium)
Butirato Propionato, acetato, succinato
Sintesis de mucina, Menor sintesis mucina,
aumenta uniones estrechas menos uniones estrechas
Degradadores mucina Integridad intestinal Intestino
(Akkermansia, Prevotella) permeable
SALUD AUTOINMUNIDAD

La modulacion de la microbiota intestinal con probidticos podria facilitar el
manejo de distintas enfermedades (FIG16). Los probidticos podrian estar implicados en
el mantenimiento de una microbiota intestinal saludable, y han sido también
identificados como adyuvantes efectivos en terapias contra la insulinrresistencia (Moroti
C 2012, Ejtahed HS 2012, Andreasen AS 2010). La evidencia disponible de estudios
experimentales y ensayos clinicos apoyan la idea de que la modulacion de la microbiota
intestinal mediante la administracion de probidticos puede ser efectiva como prevencién
y manejo de DM1 y DM2 (Gomes AC 2014). Aun mas, se ha demostrado que los
probiéticos mejoran la absorcion de antioxidantes y reducen la concentracion
postprandial de lipidos, acciones directamente relacionadas con el estrés oxidativo

(Mikelsaar M 2009).
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FIG16. Posibles efectos de tomar probioticos sobre DM1y DM2. El consumo de probiético aumenta
el nimero de bifidobacterias y aumenta la expresion de las proteinas de adhesidn que reducen la
permeabilidad intestinal, dificultando la activacion de TLR4 por LPS. Como resultado, las rutas de
activacion de NFkB estan bloqueadas. La induccion de células Th17 también esta inhibida,

previniendo la infiltracion pancreatica por células T CD8+ (tomado de Floch MH 2005)
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3.8. Endotoxemia metabdlica y DM1

Los lipopolisacaridos (LPS) son un componente de la pared celular de las
bacterias Gram negativas, que se absorben por el enterocito y son vehiculados en

plasma fundamentalmente unidos a los quilomicrones (Clemente Postigo M 2012).

Se ha observado un incremento en los niveles plasmaticos de LPS en sujetos con
una dieta alta en grasas (Neal MD 2006), tanto en humanos como en ratones (Amar J
2008, Cani PD 2007), asi como en ratones deficientes de leptina con una dieta normal
(Cani PD 2008). Esto sugiere que ante estas situaciones, o bien se produce un cambio en
la proporcion de bacterias Gram negativas en el intestino o bien, un cambio en la
permeabilidad intestinal para que los LPS se incrementen en suero (Cani PD 2009). El
papel causal de los LPS ha sido demostrado, ya que al infundir LPS en ratones
alimentados con una dieta normal se induce resistencia a la insulina a nivel hepatico,

intolerancia a la glucosa y un incremento en el peso del tejido adiposo (Cani PD 2007)

El LPS se une al receptor CD14/TLR4 presente en los macréfagos y se produce
un incremento en la produccion de moléculas pro-inflamatorias (FIG17) (Spruss A
2009, Cani PD 2008). En ratones con ablacion génica del receptor CD14/TLR4 se
administraron inyecciones de LPS, sin inducirse estas caracteristicas metabdlicas y no
presentaron diabetes tipo 2 ni obesidad, mostrando el importante papel del mecanismo

del receptor CD14/TLR4 para LPS (Cani PD 2007, Poggi M 2007).

FIG17. Mecanismo por el que LPS incrementa el estrés oxidativo y la inflamacién.
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Macréfago

AUMENTO DEL ESTADO

D14 INFLAMATORIO

l LPS INCREMENTO DEL ESTRES
OXIDATIVO

Este LPS también estd implicado en la patogénesis de DM1, como poderoso
trigger de la respuesta inmune que es (Davis-Richardson AG 2014). Pero un estudio
reciente de Vatanen ha demostrado que mas que la cantidad de LPS, la naturaleza y
composicion de los distintos subtipos de LPS parecen determinar el nivel de activacién
inmune desencadenada (Vatanen T 2016). Asi el LPS procedente de E. coli (mas
prevalente en Rusia, donde hay baja incidencia de DM1), produce tolerancia a la
endotoxemia y disminucidn de la incidencia de DM1 en ratones NOD. Sin embargo, el
LPS de B. dorei (més prevalente en Finlandia y Estonia, zonas con alta prevalencia de

DM1) es estructural y funcionalmente distinto y no tiene este efecto inmunomodulador.

3.9. Microbiotay MODY?2

Hasta el momento no se ha realizado estudio alguno que analice las
caracteristicas de la microbiota intestinal presente en nifios con diabetes tipo MODY 2,
ni de la permeabilidad intestinal en estos pacientes. En ellos nos encontramos con una
hiperglucemia leve mantenida (al igual que en pacientes con DM1 con buen control)
pero sin presencia de autoinmunidad (al contrario que en el caso de DM1), los que los
convierte en un grupo adecuado de comparacion para estudiar la patogenia de sendas

enfermedades.
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FUNDAMENTO

Las diferencias entre la microbiota intestinal entre sujetos sanos y afectos de DM1
ha sido ampliamente estudiada en modelos murinos, asi como en modelos humanos

en los altimos afios.

En estudios previos, hemos encontramos diferencias significativas en la microbiota
intestinal entre pacientes con DM1 y controles sanos, asi como una asociacion de

una determinada microbiota con los niveles de glucemia en los pacientes con DM1

Hasta el momento no se ha realizado estudio alguno que analice las caracteristicas
de la microbiota intestinal presente en nifios con diabetes tipo MODY 2, ni las
posibles diferencias 0 semejanzas respecto a la microbiota presente en los nifios con
DML, lo cual aportaria informacion relevante sobre las diferentes fisiopatologias de

sendas enfermedades.

Si la microbiota fecal de los pacientes con DM1 fuera diferente a la de los pacientes
con diabetes tipo MODY?2 (de forma similar a los hallazgos previos respecto a
diferencias entre DM1 y controles sanos) podriamos demostrar que la microbiota

intestinal participa en el desarrollo de la patologia autoinmune.

Por el contrario si la microbiota fecal de los pacientes con DM1 y diabetes tipo
MODY 2 fueran iguales y a su vez diferentes a la microbiota de los controles sanos,
esto pondria de manifiesto que las diferencias en la microbiota intestinal podrian ser
debidas a los elevados niveles de glucemia presente en ambos grupos de nifios

diabéticos.
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HIPOTESIS

- Los pacientes con DM1 presentan una microbiota intestinal diferente a la de los
pacientes con diabetes tipo MODY 2 (pareados por nivel de HbAlc), pudiendo ser
éste uno de los factores implicados en la aparicion de DM1 en individuos

genéticamente susceptibles

- La microbiota de los pacientes con diabetes tipo MODY 2 es diferente a la

microbiota presente en controles sanos

- En pacientes con DM1 o tipo MODY 2 la permeabilidad intestinal esta aumentada.
Esto se debe a la perdida de una determinada microbiota comensal que aumenta los
niveles de proteinas de union estrecha y contribuye a mantener la integridad del

intestino.

OBJETIVOS

1. OBJETIVO PRINCIPAL

Estudiar la composicion de la microbiota intestinal de los nifios afectos de DML,
de MODY 2 y controles sanos mediante pirosecuenciacion masiva y comparar dicha

microbiota entre los tres grupos de estudio.
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2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Estudiar la relacion entre la microbiota intestinal y los niveles de glucemia

presentes en los pacientes con DM1y con MODY 2.

- Medir marcadores de permeabilidad intestinal: zonulina en muestras de plasma de

pacientes con DM1, diabetes tipo MODY?2 y controles sanos.

- Estudiar las diferencias en los marcadores de permeabilidad intestinal entre los

diferentes grupos y establecer su relacion con la microbiota intestinal presente.
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MATERIAL y METODOS

1. DISENO

Estudio transversal de casos y controles donde compararemos la microbiota
intestinal de pacientes con diabetes mellitus tipo 1 respecto a la microbiota de pacientes
con diabetes tipo MODY 2y de controles sanos pareados por sexo, edad, raza, tipo de
parto, tiempo de lactancia y, en el caso de los pacientes diabéticos, pareados también

por los niveles de control metabélico (mediante hemoglobina glicosilada).

2. SUJETOS DE ESTUDIO

Se incluirdn pacientes con edades comprendidas entre 5 y 14 afios
diagnosticados de diabetes mellitus tipo 1 y diabetes tipo MODY 2 atendidos en la
Unidad de Diabetes Infantil del Hospital Regional Universitario de Malaga y, ademas,
se incluird un grupo de controles sanos atendidos en las consultas de anestesiologia y en

las consultas de pediatria de atencion primaria.

La DML sera diagnosticada siguiendo los criterios de la ADA y confirmada con
la positividad de al menos dos autoanticuerpos anti-islotes (IAA, GAD65 o 1A2)
persistentes. La diabetes tipo MODY 2 sera diagnosticada mediante el analisis molecular
del gen de la glucokinasa, que se solicitara ante la sospecha clinica con historia familiar

y ausencia de autoinmunidad pancreatica.

Los tres grupos de sujetos estaran emparejados por edad, sexo, IMC, modo de
parto y duracion de lactancia materna y, en el caso de los pacientes con DM1 y con

diabetes MODY 2, estaran también emparejados entre ellos por el nivel de HbAlc.

——
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Los nifios con DM1 seran tratados y monitorizados acorde al protocolo médico
habitual en la DM1. Todos los nifios con DM1 estardn en tratamiento intensivo de
insulinoterapia a través de MDI o ISCI. Los nifios con diabetes tipo MODY 2 no
recibiran tratamiento farmacoldgico segin pauta habitual. Ambos grupos de diabéticos
seguirdn las recomendaciones higiénico-dietéticas del protocolo habitual en consulta,
con dieta variada y equilibrada, libre de hidratos de carbono de absorcion réapida, y

préactica de ejercicio aerdbico a diario.

Los padres de los pacientes y controles realizardn una entrevista estructurada
para obtener datos demogréaficos generales y del estilo de vida: edad, sexo, antecedentes
familiares de diabetes, antecedentes personales, afio de debut de la diabetes, duracion
de la diabetes, tipo de parto, peso al nacer, tiempo y tipo de lactancia, cohabitacién con
animales, uso de antibidticos en primeros 6 meses de vida y vivienda en zona rural o

urbana, asi como completaran un cuestionario de frecuencia de consumo alimentario.

Criterios de exclusion: Se excluiran todos aquellos pacientes afectos de otras

enfermedades infecciosas, inflamatorias o autoinmunes. Ninglin sujeto del estudio
debera haber recibido tratamiento con antibiético, probidticos, prebidticos o cualquier
otro tratamiento médico que pudiera influir en la microbiota intestinal en los Gltimos 3

meses antes del inicio del estudio.

Todos los pacientes y controles serdn informados extensivamente de las
caracteristicas del estudio (obteniendo consentimiento informado escrito). El protocolo

ha sido aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion provincial de Malaga.
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3. CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL

El calculo del tamafio de muestra se ha realizado considerando los resultados de
un estudio previo realizado, sobre el cambio en el nimero de copias por gramo de heces
de Lactobacillus al comparar pacientes con DM1 frente a controles sanos. Dichas
bacterias se han seleccionado por ser unas de las mas importantes formadoras de lactato.
Tomando como dato una diferencia significativa en el nimero de copias por gramo de
heces de Lactobacillus de 0.76 y asumiendo un error alfa de 0.05% y una potencia del
95% se necesitard incluir 10 pacientes en cada grupo. Sin embargo, para aumentar la
potencia estadistica del estudio, y poder compensar una posible menor diferencia en los

resultados esperados, planteamos incluir 15 sujetos en el grupo de DM1.

Debido a que no hay bibliografia ni datos previos sobre microbiota en pacientes

con MODY?2, decidimos igualar el tamafio muestral de los 3 grupos, con 15 sujetos por

grupo.

4. RECOGIDA DE MUESTRAS

A todos los pacientes y controles que participen en el estudio se le extraeran
muestras de sangre por la mafana tras doce horas de ayunas. Estas muestras de sangre
serén recogidas en dos tubos con &cido-etilen-diamino tetracético (EDTA) y seran
centrifugadas a 2500 x g durante 10 minutos a 4°C, para aislar el plasma en el mismo
dia de la puncidon venosa. Estas muestras de suero y plasma seran alicuotadas y

almacenadas a -80°C hasta su analisis.

Las muestras de heces se obtendran por la mafana antes del desayuno. Muestras
de heces del tamafio de una nuez seran recogidas en un frasco esteril de boca ancha,

transportadas en nieve carbonica, previamente suministrada a los padres, hasta el
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hospital y congeladas lo antes posible a -80°C hasta su posterior analisis. El tiempo
transcurrido desde su recogida por parte de los padres hasta su entrega fue siempre
inferior a 24 horas. Posteriormente, las muestras fueron enviadas en nieve carbonica al
laboratorio de investigacion de IBIMA del Hospital Clinico Virgen de la Victoria de
Malaga, donde fueron procesadas y secuenciadas. La descongelacion de las muestras se
producira de manera gradual durante 24 horas a 4°C para minimizar la posible pérdida

de los grupos bacterianos mas sensibles a los cambios de temperatura.

5. ANALISIS DE LOS DATOS

5.1. Analisis variables antropométricas

El peso y la talla de los nifios fueron medidos acorde a procedimientos
estandarizados. El peso se registro utilizando una béscula (Tanita 2001T-TB), con
precision de fracciones de 100 gr. La talla se midi6 con un estadimetro Holtain (Holtain

Ltd,Dyfed, UK) con precision de fracciones de 0,1 cm.

5.2. Analisis variables bioquimicas

Las mediciones de glucosa, trigliceridos y colesterol se realizaron con un
autoanalizador Dimension de Dade Behring Inc. (Deerfield, IL, EE.UU.) mediante
métodos enzimaticos (Randox Laboratories Ltd., UK). Ademas, la insulina sera
cuantificada mediante RIA proporcionado por BioSource SA (Nivelles, Bélgica). El
HOMA-IR se calculo a partir de insulina en ayunas y glucosa con la siguiente ecuacion:
HOMA-IR = insulina en ayunas (mIU / mL) / glucosa en ayunas (mol / L) / 22.5. La
deteccion cuantitativa de autoanticuerpos a antigenos de células de islote se realizo
utilizando el kit Elisa RSR GADADb, el kit Elisa RSR IA-2ADb y el kit RIA RSR 1AA

(RSR Limited, Cardiff, Reino Unido).

——
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5.3. Andlisis de la permeabilidad intestinal

Se determinard la concentracion de zonulina en muestras de plasma mediante
ELISAS comerciales (MyBioSource, San Diego, CA) siguiendo las instrucciones de

manufactura.

5.3.1. Zonulina

5.3.1.1. Materiales:

Todos los reactivos provistos son almacenados a 2-8°C.

Materiales Especificaciones | Cantidad
1 | Placa 96 pocillos Tira de pocillos
2 | Conjugado Enzimético 6 ml 1 vial
3 | Standard A 0 ng/ml 1 vial
4 | Standard B 50 ng/ml 1 vial
5 | Standard C 100 ng/ml 1 vial
6 | Standard D 250 ng/ml 1 vial
7 | Standard E 500 ng/ml 1 vial
8 | Standard F 1000 ng/ml 1 vial
9 | Sustrato A 6 ml 1 vial
10 | Sustrato B 6 ml 1 vial
11 | Solucion de Parads 6 ml 1 vial
12 | Solucién de Lavado (100x) | 10 ml 1 vial

5.3.1.2. Muestras:

Se utilizaron muestras de plasma recogida usando EDTA como anticoagulante.

5.3.1.3. Procedimiento de analisis:

1. Se afadieron 100 ul de Standards o Muestras en los pocillos de la placa y se

afnadieron 100 ul de PBS (pH 7.0-7.2) en el pocillo control
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2. Se afadieron 50 ul de Conjugado Enzimatico a cada pocillo excepto en el

pocillo control, se mezclo y se cubrid la placa durante una hora a 37°C

3. Se lavo la placa mediante volcado del contenido de la placa en un contenedor
apropiado de deshechos y afiadiendo 400 pl de Solucion de Lavado. Se repitio
este proceso 5 veces. Tras los lavados, se invirtid la placa, y se seco golpeando

la placa con un papel absorbente hasta que no quedaran gotas.

4. Se afiadieron 50 pl de Sustrato A y 50 pl de Sustrato B a cada pocillo,
incluyendo el pocillo control, posteriormente se cubrié la placa y se incub6

durante 10-15 minutos a 37°C.

5. Se afiadieron 50 pl de Solucion de Parada a todos los pocillos y se determiné la

Densidad Optica a 450 nm usando un lector de ELISA

5.4. Andlisis de la microbiota

5.4.1. Extraccion del ADN bacteriano de las muestras de heces

La concentracion de ADN se determinard mediante absorbancia a 260 nm y la
pureza se estimard determinando la relacion A260/A280 empleando un

espectrofotdmetro NanoDrop ND1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE).

La descongelacion de las alicuotas de las muestras de heces se realizo de manera
gradual durante 24 horas a 4°C para minimizar la posible pérdida de los grupos
bacterianos mas sensibles a los cambios de temperatura. La extraccion de ADN se
realizo a partir de 200 mg de heces utilizando el QlAamp ADN Stool Mini kit (Qiagen,

Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones de manufactura.

——
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El protocolo de aislamiento del ADN de muestra de heces para deteccion de

patdgenos ha seguido el siguiente procedimiento:

1.

10.

Se pusieron 200 mg de heces en un tubo de microcentrifuga de 2 ml y se

mantuvo el tubo en hielo.

Se afiadié 1.4 ml de Buffer ASL a cada muestra de heces. Se vorteé de forma

continuada durante 1 minuto para homogeneizar las heces

Se calentd la suspension a 70°C

Se vorteo durante 15 s. y se centrifug6 la muestra a 12.000 x g durante 1 min

Se pipeted 1,2 ml del sobrenadante en un tubo nuevo de microcentrifuga de 2 ml

y se desecho el pellet

Se afiadid una pastilla inhibitEX a cada muestra y se vorte6 inmediatamente y
de forma continuada durante 1 min. o hasta que la pastilla estuviera
completamente disuelta. Se incubd la suspensién durante 1 min. a temperatura

ambiente

Se centrifugd la muestra a 12.000 x g durante 3 min. para eliminar inhibidores

unidos a la matriz inhibitEX

Se pipeted todo el sobrenadante en un nuevo tubo de microcentrifuga nuevo de

1.5 ml y se centrifugd la muestra a 12.000 x g durante 3 min

Se pipeteo 15 ul de proteinase K en tubo nuevo de microcentrifuga de 1,5 ml

Se pipeted 200 ul de sobrenadante anterior en el tubo de microcentrifuga que

contenia proteinase K

——
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11. Se afiadi6 200 pl de buffer AL y se vorted durante 15 s

12. Se incub6 a 70°C durante 10 min

13. Se afadio 200 pl de etanol al lisado y se mezclo6 vorteando

14. Se afadid el lisado a la columna 'y se centrifugd a 12.000 x g durante 1 min

15. Se abrid la columna y se afiadio 500 pl de buffer AW1. Se puso la columna en
un tubo nuevo de 2 ml y se centrifug6 a 12.000 x g durante 1 min y se desecho

el filtrado

16. Se abrio la columna y se afiadié 500 ul de buffer AW2. Se puso la columna en
un tubo nuevo de 2 ml y se centrifug6 a 12.000 x g durante 1 min y se desech6

el filtrado

17. Se abrié la columna y se afiadi6é 40ul de agua Millig. Se puso la columna en un
tubo nuevo de 2 ml y se centrifug6 a 12.000 x g durante 4 min y se recogio el

filtrado conteniendo el ADN purificado

5.4.2. Determinacién de la concentracion y pureza de los acidos nucleicos

La concentracién y pureza de los acidos nucleicos se determind mediante la
lectura espectrofotométrica a 260 y 280 nm. Se puede determinar la concentracion de
los acidos nucleicos, considerando que 1 unidad de absorcién a 260 nm equivale a 50
ug de ADN de doble cadena por ml y a 40 ug de ARN por ml, mediante las siguientes

férmulas:

(ADN)=A260 nm x ((50 ug ARN/ml)/l A260 nm) x 1 x D

(ARN)=A260 nm x ((40 ng ARN/ml)/I A260 nm) x 1 x D

——
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Siendo, 1 = paso de luz de la cuf en cm (normalmente 1 cm)

D= factor de dilucion

A260 nm= absorancia a 260 nm

La relacién entre A260 nm/A280 nm permite determinar la calidad (pureza) de
los acidos nucleicos. Se considera que el ADN puro tiene una relacion de 1.8, aunque el
rango de relaciones comprendidas entre 1.6 y 1.8 se consera un buen grado de pureza de
las muestras. De la misma manera, el ARN puro tiene una relacion de 2, y consideramos

un buen grado de pureza el rango de relaciones comprendidas entre 1.8 y 2.

Procedimiento utilizando un sistema NanoDrop ND-1000:

1. Limpiar la superficie del sistema de retencion de muestra del
microespectrofotometro con 2 ul de agua deionizada RNasa-free en la superficie

oOptica inferior. Luego pasar un pafio especial Kimwipe.

2. Abrir el software de NanoDrop y seleccionar el modulo de acidos nucleicos.

3. Inicializar el espectrofotometro afiadiendo 2 ul de agua deionizada RNasa-free

en el NanoDrop. Limpiar con Kimwipe.

4. Realizar una medida de blanco con 2 pul de agua deionizada RNasa-freeLimpiar

con Kimwipe.

5. Medir la muestra de &cido nucleico afiadiendo 2 pl.

——
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5.4.3. Pirosecuenciacion del ADN bacteriano

La estructura y diversidad de las poblaciones microbianas se determinara
mediante el analisis genético masivo de la microbiota digestiva usando
pirosecuenciacion, a través de la amplificacion de fragmentos de la regién V2-V3 del
ARNr de la region 16S utilizados para taxonomia de bacterias. Se utilizaran "Titanium
Fusion Primers” (Roche.Technical Bulletin No. 013-2009), necesarios en el sistema GS
Junior de Roche. A estos primers se les afiadiran previamente los adaptadores A y B del
sistema Titanium (Roche) los cuales permitiran la union de los amplicones obtenidos a
las microbolas de captura asi como su secuenciacion. Ademas, al primer forward se le
afladira una secuencia identificativa distinta de 10 pares de bases (MID) que
posteriormente servird de “codigo de barras” para separar las distintas muestras. Cada
muestra sera amplificada y posterior purificada utilizando el sistema de esferas
magnéticas AMPure XP, Agencourt-Beckman Coulter, Inc. La concentracion se
estimara utilizando el kit Quant-iT PicoGreen dsSADN Assay (Invitrogen). Se mezclaran
cantidades equimolares de todas las librerias generadas, utilizandose finalmente para su
amplificacion mediante emPCR con la Libreria Lib-L y su secuenciacion utilizando los
PicoTiter Plates para el sistema Junior de Roche de acuerdo a las indicaciones del

fabricante.

5.4.4. Procesamiento v andlisis de las secuencias obtenidas por pirosecuenciacion

Las secuencias obtenidas en la pirosecuenciacion se procesaran mediante la
plataforma de analisis QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology). Las
secuencias obtenidas en la pirosecuenciacion se procesaran mediante la plataforma de
analisis QIIME. Para ello, las secuencias de baja calidad seran eliminadas, se eliminara

automaticamente la porcion Axxx o Bxxx del amplicon durante el alineamiento de la

——
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secuencia. Se utilizara la interfaz QIIME para identificar lecturas repetidas en bases de
datos de metagendmica. Este analisis incorpora varios programas que ofrecen la
capacidad de agrupamiento rapido de secuencias similares y de realizar filtrados. Cada
una de las secuencias serd asignada a una identidad potencial (OTUs) utilizando el
clasificador UCLUST de taxonomia por consenso. La asignacién taxonoémica de las
secuencias se realizara mediante la busqueda de homologias entre la secuencia
problema y las secuencias ya conocidas y depositadas en las bases de datos (p.e.
GreenGenes o Silva), realizando la clasificacion taxonomica de las secuencias hasta
nivel de género, siempre que estas no sean demasiado cortas. Las estimaciones de
diversidad entre poblaciones de microorganismos se llevaran a cabo segln se describe
en Caporaso Yy col. (2010). Basicamente, las diferencias en composicién globales de las
comunidades de bacterias entre cada par de muestras se determinaran mediante analisis
de cluster con el método “neighborjoining' por el uso del algoritmo UPGMA del
software UniFrac (Lozupone y Knight, 2005). También se aplicard un analisis de cluster
jerarquico basado en la abundancia de OTUs utilizando la similitud de Bray -Curtis y el
algoritmo UPGMA en el software PAST (v1.90, Hammer y col. Palaeontologia
Electronica (http://paleo-electronica. org, 2001). Se realizara un anélisis UniFrac PCoA
(analisis de Componentes principales) con los datos de abundancia de OTUs utilizando
la matriz de varianza-covarianza implementado en QIIME. Las variaciones en la
abundancia de OTUs y analisis de divergencia de especies para determinar la diversidad
de la microbiota intestinal se compararan mediante analisis estadistico de una via
ANOSIM con PAST, y las diferencias en la abundancia se considerardn a una
P<0,05.Ademas, se determinardn estimadores de diversidad alpha y  como Chaol,

ACE y Jacknife de riqueza de OTUs (diversidad) para cada sujeto.
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5.5. Andlisis estadistico

La abundancia relativa de cada OTU (taxones) se comparé mediante una prueba
de Wilcoxon con una correccion de continuidad utilizando el paquete de software
Explicet especificamente dirigido al analisis de datos de microbiomas. El estudio de la
poblacion dentro de la muestra y entre muestras fue evaluado mediante las o y
diversidades a traves de QIIME, respectivamente. La o diversidad se determind
mediante dos tipos de diversidad: la riqueza, que se refiere a cuantos tipos diferentes de
organismos estan presentes en la muestra; Y la uniformidad, que se refiere a como de
uniforme es una muestra. Ambos tipos de alfa-diversidades se estimaron mediante un t-
test no paramétrico con un nimero predeterminado de permutaciones Monte Carlo de
999. La p-diversidad, se estimd por el método estadistico ANOSIM con 99
permutaciones y se resumid en un PCoA. La prueba ANOSIM compara la media de las

disimilitudes clasificadas dentro de los grupos

El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el software SPSS v.18.0 (SPSS inc,
Chicago, Illinois, USA), considerando un nivel de p<0.05 como estadisticamente
significativo. Las diferencias en las caracteristicas clinicas entre dos grupos se
analizaron mediante la prueba U de Mann-Whitney. Las diferencias entre los tres
grupos se analizaron utilizando Kruskal-Wallis segudido de un test Post-hoc de
Bonferroni. El coeficiente de correlacion de Spearman se calculé para estimar las
correlaciones lineales entre variables. Se realizd un anélisis de regresion lineal para
identificar las bacterias individuales como predictores independientes de la zonulina
sérica y los niveles de HbAlc en los tres grupos de estudio. Un valor de p <0,05 se

designoé como alcanzando significacion estadistica.
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RESULTADOS

1. DIETA

Basandonos en los datos del cuestionario de frecuencia de consumo alimentario
(Anexo 1), los nifios sanos y aquellos con DM1 y MODY 2 tuvieron una actividad
fisica y un perfil dietético similares. El cuestionario incluy6 cuatro posibles respuestas
con respecto a la dieta prescrita: siempre, la mayor parte del tiempo, rara vez, o nunca.
El andlisis de los cuestionarios no mostrd diferencias significativas en los patrones de
consumo de trigo, arroz, verduras, pescado o carne entre los grupos de estudio, aunque
los nifios con ambos tipos de diabetes tuvieron una restriccion en los hidratos de

carbono de absorcion rapida (alimentos hechos con harina blanca y azucar refinado).

2. ANALISIS DE VARIABLES ANTROPOMETRICAS Y BIOQUIMICAS

Las principales caracteristicas clinicas y bioquimicas de los tres grupos de
estudio se muestran en la Tabla 1. Aparte de los niveles de glucosa y HbAlc, que
fueron significativamente mayores en los nifios con DM1 y MODY2 en comparacion
con los nifios sanos, no se observaron otras diferencias significativas en el analisis de
variables entre los grupos. No se observo ninguna diferencia significativa en los niveles

de HbA1c entre los nifios DM1y MODY?2.

Ademas, debido a que todos los grupos de estudio fueron pareados por el tiempo
de lactancia materna y el tipo de parto no se observaron diferencias significativas en

estas variables.

Tabla 1. Variables antropométricas y bioguimicas en nifios sanos, con DM1y con
MODY 2.

——
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Controles sanos DM1 MODY?2 P

N 13 15 15

N varones/mujeres 7/6 7/8 7/8

Parto vaginal/ 8/5 10/5 10/5

Ceséarea

Edad al diagnéstico 7.35+1.76° 6.91+1.40* | 0.455

(afos)

Tiempo desde el 5.68+1.84° 6.10+1.97* | 0.551

diagndstico (afios)

Tiempo de lactancia 6.58 +2.32° 6.41 +2.81° 6.54+3.2° 0.911

materna (meses)

Edad (afios) 12.25+2.92° 12.56 + 3.59° 13.06+ 3.20% | 0.654

IMC (kg/m?) 17.35 +1.82° 17.89+2.01% | 18.23+1.90% | 0.430

Peso (kg) 37.35+9.0° 38.32+8.92° 36.91+7.72% | 0.765

Peso al nacer (kg) 3.19+0.45°% 3.28+0.38° 3.22+0.55% | 0.249

HbA1lc (%) 447 +0.21° 6.26 + 0.38" 6.11+0.33° | 0.001

Triglicéridos 52.67 +9.43° 53.50 + 10.15° 53.88+9.88% | 0.843

(mg/dL)

Colesterol (mg/dL) 153.88 + 14.64% | 153.62 +16.87°% | 154.5+17.9% | 0.920

Los valores se presentan como medias + SD. El valor de P en la Gltima columna se basé

en la prueba de Kruskal-Wallis. La prueba U de Mann-Whitney se utilizd para comparar

los grupos entre si. Los valores en una fila con diferentes letras son significativamente

diferentes P <0,05 (Prueba post-hoc de Bonferroni)
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3. CARACTERIZACION DE LA MICROBIOTA FECAL MEDIANTE

PIROSECUENCIACION

Se obtuvieron un total de 366.359 lecturas de las 43 muestras fecales analizadas.
Después del filtrado, el namero medio de secuencias de alta calidad obtenidas por
muestra fue de 8519.98 + 5307.31. El numero total de OTUs identificados con una
abundancia relativa superior al 1% en al menos cuatro muestras (97% de similitud de

corte) fue de 34609.

Antes de evaluar las medidas de diversidad alfa y beta, las muestras se
normalizaron a 3000 seq, lo que correspondia al nimero méas bajo de lecturas de calidad
obtenidas de cualquier muestra individual en el conjunto de datos. Con respecto al
ndmero de OTUs, los DM1 tuvieron menor numero de OTUs que los MODY2 y
controles sanos, pero estas diferencias no fueron estadisticamente significativas

(p>0.05).

Los estimadores de riqueza de la comunidad (Chao) y de diversidad (indice de
Shannon) entre los tres grupos de estudio se resumen en la FIG 1. El indice de Chao de
cada grupo sugiere una riqueza bacteriana similar en las muestras fecales de los tres
grupos de estudio. Con respecto al indice de Shannon hubo una disminucién
significativa en la diversidad de la microbiota de los niflos DM1 con respecto a los
controles sanos, pero no se encontraron diferencias en la alfa diversidad entre los nifios

sanos y MODY?2 y los grupos DM1y MODY?2 (FIG 1).

Las curvas de rarefaccion de los OTUs observados calculadas a una distancia del
3% alcanzaron para todas las muestras una meseta a una profundidad de secuenciacion

de 100 secuencias por muestra (FIG 2), lo que indica que nuestro analisis habria

——
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detectado la mayor parte de la diversidad microbiana y no se habrian encontrado mas

filotipos aumentando la profundidad de secuenciacion.

Con respecto a la beta diversidad de la microbiota intestinal entre los tres grupos
de estudio, se realiz6 un andlisis de componentes principales de la matriz de distancia
filogenética Unifrac ponderada (UniFrac (PCoA)) para comparar la estructura general
de la microbiota intestinal de todas las muestras basdndonos en la abundancia relativa
de OTUs con un 97% de similitud. Los nifios del grupo DM1 mostraron un patron
diferente de agrupamiento en comparacion con los grupos sanos y MODY2 (p= 0.02 y
p= 0.03 respectivamente), lo que indica que existen diferencias claras en sus perfiles de
microbiota intestinal (FIG 3A y FIG 3B). No obstante, no todas las muestras del grupo
control estuvieron totalmente separadas del grupo MODY?2 en las combinaciones de
coordenadas, como lo demuestran las coordenadas de los componentes principales, que
representaron el 14.50% y el 26.34% de las variaciones totales. ANOSIM con
permutaciones no revel6 diferencias significativas entre los grupos (p= 0.27), lo que

indica que no hay separacion notable entre los dos grupos (FIG 3C).
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FIG 1. Estimacion de los indices de riqueza (Chaol) (A) y diversidad (Shannon)
(B) entre las comunidades microbianas de las heces de los DM1, MODY?2 y sanos.
El estimador de riqueza Chao y el estimador de diversidad Shannon se calcularon

a una distancia del 3%. Los grupos con diferentes letras son significativamente

diferentes, p<0.05, ANOVA seguido de una Prueba de Comparacion Multiple de

Bonferroni.
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FIG 2. Curvas de rarefaccion de cada muestra. Todas las curvas de rarefaccion se
calcularon al nivel de similitud del 97% con los datos de pirosequenciacion de la
microbiota de los grupos DM1, MODY?2 y controles sanos.
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FIG 3. Agrupamiento de las comunidades bacterianas fecales de los diferentes
grupos de estudio mediante analisis de componentes principales (PCoA) de la
matriz de distancia filogenética Unifrac ponderada. Cada punto corresponde a una
comunidad codificada segun el grupo de nifios. El porcentaje de variacion
explicado por las coordenadas principales se indica en los ejes. (A) DM1 (puntos
rojos) vs Controles sanos (puntos azules); DM1 (puntos azules) vs MODY?2 (puntos
rojos) y (C) MODY2 (puntos azules) vs Controles sanos (puntos rojos).
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PC2 - Percent variation explained 12.98%
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3.1. Comparaciones taxonémicas de la microbiota fecal en los tres grupos de

estudio.

Para comparar las comunidades de bacterias intestinales entre los tres grupos de

estudio, se investigd la abundancia relativa de cada taxon de bacterias a nivel de filo,
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familia y género en las muestras fecales recogidas. Los filos dominantes en todos los
grupos fueron Bacteroidetes y Firmicutes seguidos por Proteobacteria y Actinobacteria.
El grupo DM1 mostré un aumento significativo en la abundancia de Bacteroidetes
(54.34% DM1 vs 36.87% MODY2 y 48.61% Sanos, p<0.001) y una disminucion
significativa en la abundancia de Firmicutes (18.25% DM1, 24.95% MODY2 y 23.04%
Sanos, p<0.001) y Proteobacteria (1.47% DML frente a 1.51% MODY2 y 1.53% Sanos,
p<0.001) en comparacion con los grupos MODY?2 y sanos. En el grupo MODY2, la
frecuencia de Bacteroidetes fue significativamente menor que en el grupo control sano
(p<0.001). El resto de la poblacion bacteriana pertenecié a otros 5 filos que tenian una
abundancia relativa inferior al 1% (FIG 4). Ademés, la relacion
Firmicutes/Bacteroidetes fue significativamente menor en DM1 con respecto a los

grupos control y MODY?2 (0.33% DML, 0.67% MODY2 y 0.46% Sanos, p<0.05).

FIG 4. Distribucion a nivel de filo de bacterias en muestras fecales de heces de
DM1, MODY2 y controles sanos. Los datos se muestran como un porcentaje del
total de secuencias identificadas por grupo.
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A nivel de familia y género, también hemos encontrado diferencias
significativas en la composicién microbiana entre los grupos de estudio. Un total de 16
familias fueron identificadas entre las 43 muestras fecales analizadas. Dentro de los
Bacteroidetes, dos familias fueron significativamente mas abundantes en DM1 en
comparacion con los grupos MODY?2 y controles sanos: Bacteroidaceae (72.02% DM1,
54.82% MODY?2 y 59.24% Sano, p<0.001) y Rikenellaceae (16.33% DM1, 10.55%
MODY2 y 12.85 % Sanos, p=0.001). Por otro lado, Prevotellaceae (2.90% DML1,
15.68% MODY2 y 1.12% Sanos, p<0.001) fue significativamente mayor en el grupo
DML que en el grupo control y Prevotellaceae fue significativamente mayor en el grupo
MODY?2 que en el grupo DM1 (p<0.05). Con relacion a los Firmicutes, otras tres
familias fueron significativamente mas altas en DM1 en comparacion con los grupos
MODY?2 y sanos: Ruminococcaceae (39.09% DM1, 29.01% MODY?2 y 35.23% Sanos,
p<0.001), Veillonaceae (30.59% DML, 22.08% MODY2 y 17.78 % Sanos, p<0.05) y
Streptococaceae (1.89% DM1, 0.73% MODY2 y 0.54% Sanos, p <0.05). No se
encontraron diferencias significativas a nivel de familia entre MODY2 vy los controles

sanos excepto en la abundancia de Ruminococcaceae (p<0.001) (FIG 5).

FIG 5. Clasificacion microbiana a nivel de familia en las muestras fecales de los
grupos DM1, MODY?2 y controles sanos. Los datos se muestran como un
porcentaje del total de secuencias identificadas por grupo. A) géneros

Bacteroidetes, b) géneros Firmicutes y ¢) géneros Proteobacteria.
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Con restpecto a los géneros, siete fueron diferencialmente abundantes entre los
grupos. Dentro de los Bacteroidetes, el grupo DM1 estuvo significativamente
enriquecido con secuencias atribuidas al genero Bacteroides (71.48% DML, 54.81%
MODY?2 y 59.06% Sanos, p<0,001), mientras Prevotella (1.96% DM1, 7.8% MODY?2
y 1.37% Sanos) fue significativamente mas abundante en los grupos DM1y MODY?2
con respecto a los controles sanos (p= 0.030 y p<0.001, respectivamente). En cuanto a
Firmicutes, la abundancia relativa de cuatro géneros fue significativamente mayor en el
grupo DM1 que en los grupos MODY?2 y control: Ruminococcus (7.10% DM1, 2.95%
MODY2 y 4.43% Sanos, p <0.001), Blautia (3.50% DM1, 2.73 % MODY2 y 1.30%
Sanos, p = 0.005), Veillonella (1.78% DM1, 1.25% MODY2 y 0.70% Sanos, p = 0.007)
y Streptococcus (1.93% DM1, 0.64% MODY?2 y 0.57% Sanos, p=0.012). Ademas, dos
géneros fueron significativamente menos abundantes en los grupos DM1 y MODY?2 con
respecto al grupo control: Lachnospira (3.15% DM1, 2.16% MODY2 y 7.99% Sanos,
p<0.001) y Faecalibacterium (0.21% DM1, 1.08% MODY2 y 1.26% Sanos, p= 0.05).
Finalmente, dentro del género Proteobacteria, Sutterella fue significativamente mas
abundante en los DM1 comparado con MODY?2 y nifios sanos (62.19% DM1, 49.04%

MODY?2 y 51.07% Sanos, p=0.024) (FIG 6).

FIG 6. Abundancia relativa de géneros bacterianos en la microbiota de los nifios
DM1, MODY2 y sanos. Los datos se muestran como un porcentaje del total de
secuencias identificadas por grupo. A) géneros Bacteroidetes, b) géneros Firmicutes

y €) géneros Proteobacteria.
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4. MEDIDA DE LOS NIVELES SERICOS DE ZONULINA

Se han medido los niveles séricos de zonulina tanto en nifios con DM1 como en
MODY2 y en controles sanos mediante ELISA. Los sujetos MODY?2 mostraron niveles
de zonulina sérica significativamente mas altos (4.80 + 1.41 ng/mg de proteina) que los
DM1 (3,94 £ 1,44 ng / mg de proteina, p= 0.02) y los controles sanos (3.21 + 1.24
ng/mg de proteina, p<0.001). Ademaés, también se encontraron diferencias significativas

en los niveles séricos de zonulina entre DM1 y sujetos controles (p <0.05) (FIG 7).

FIG 7. Diferencias en los niveles séricos de zonulina entre los grupos de estudio.

Los grupos con diferentes de letras son estadisticamente diferentes, p<0.05.
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5. RELACION ENTRE LA COMPOSICION DE MICROBIOTA INTESTINAL,

LOS NIVELES DE ZONULINA SERICA Y HBAIC.

Se encontr6 una correlacion univariante significativa entre los cambios en la
abundancia relativa de bacterias especificas a diferentes niveles de taxondémicos y los
niveles séricos de zonulina y HbAlc en los grupos diabéticos (Tabla 2 y 3). No se

encontraron correlaciones significativas en los controles sanos. El andlisis de regresion
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posterior, incluyendo todos los grupos bacterianos analizados, mostro que el aumento de
Bacteroides (p = 0.002, B = 0.995, r* = 0.94) y la disminucién de Faecalibacterium (p =
0.041, p =-0.671, r2 = 0.94) y Veillonella (P = 0.021, p = 0.636, r2 = 0.93) en el grupo
DM1 y el aumento en Prevotella en el grupo MODY2 (p = 0.002, f = 0.682, r* = 0.90)
estuvieron asociados con el aumento de los niveles séricos de zonulina. Por otro lado, el
aumento de la abundancia de Blautia (p = 0.043, f = 0.469, r* = 0.93) y la disminucién
en la relacién Firmicutes/Bacteroidetes (P = 0.001, = -0. 947, r* = 0.91) en los DM1
estuvieron asociados con los niveles de HbAlc presentes en dichos sujetos. Mientras,
que en el grupo MODY2 sélo la disminucién de Ruminococcus se asocidé con los

niveles de HbAlc (p=0.003, p = -0.877, r*=0.92).

Tabla 2. Correlaciones entre la composicion de la microbiota intestinal y los niveles
séricos de zonulina en los grupos DM1y MODY2.

Zonulina

DM1 MODY2

Ruminococcus -0.162 (P=0.55) | -0,540 (P=0.036)

Prevotella 0.560 (P=0.37) | 0.798 (P=0.037)

Faecalibacterium | -0.703 (P=0.027) | -0.540 (P=0.46)

Bacteroides 0.739 (P=0.0041) | 0.350 (P=0.090)

Veillonella 0.570 (P=0.033) | 0.704 (P=0.04)

Correlaciones realizadas mediante Rho (r) de Spearman. Los valores de P se indican

entre paréntesis y la significacion estadistica se establecio a un valor de P <0.05
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Tabla 3. Correlaciones entre la composicion microbiana intestinal y HbAlc
en los grupos DM1y MODY2.

HbAlc

DM1 MODY?2
Ruminococcus -0.362 (P=0.18) -0.584 (P=0.025)
Firmicutes to -0.561 (P=0.029) -0.332 (P=0.45)
Bacteroidetes
ratio
Blautia 0.559 (P=0.038) 0.740 (P=0.79)
Streptococcus 0.068 (P=0.018) 0.441 (P=0.12)

Correlaciones realizadas mediante Rho (r) de Spearman. Los valores de P se indican

entre paréntesis y la significacion estadistica se establecié a un valor de P <0.05
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DISCUSION

Este estudio describe y compara por primera vez la microbiota intestinal de
pacientes con diabetes MODY?2 con la flora bacteriana de individuos con DM1 y la de
un grupo control de nifios sanos. Tras la pirosecuenciacion hemos encontrado
diferencias significativas en el perfil bacteriano de las muestras de heces entre DM1,
MODY2 y grupo control, pareados por edad, sexo, raza, IMC, via del parto y duracion
de la lactancia materna, y HbA1c s6lo en el caso de los grupos de diabéticos. Ademas
hemos encontrado que la permeabilidad intestinal, determinada por los niveles séricos
de zonulina, estaba significativamente aumentada en ambos grupos de diabéticos

comparada con los controles sanos.

En este estudio, hemos observado una diversidad significativamente menor de la
comunidad bacteriana dominante en el grupo de DM1 con respecto al grupo control. En
cuanto a la diversidad en el grupo de MODY2 fue menor que en el grupo control y
mayor que en el grupo de DM1, pero las diferencias no fueron estadisticamente
significativas. Estos datos parecen sugerir que la hiperglucemia, tanto en DM1 como en
MODY2, condiciona una pérdida de diversidad al compararlos con los sanos, pero que
el componente de autoinmunidad en DM1 condiciona una mayor pérdida de diversidad.
Por otra parte, en estudios anteriores, De Goffau et al, analizaron marcadores de DM1
en personas sanas encontrando que la diversidad microbiana era menor en muestras
fecales de nifios con dos 0 mas autoanticuerpos asociados con esta enfermedad, que en
nifilos con autoanticuerpos negativos, pareados por edad, sexo y genotipo de HLA (De
Goffau M 2013). En otros dos estudios, nifios en riesgo de DM1 fueron seguidos
longitudinalmente desde el nacimiento y los autores describieron una disminucion de la
diversidad microbiana justo antes de la aparicion de anticuerpos anti-islote y del debut

de la enfermedad (Giongo A 2010, Kostic AD 2015).

——
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Del mismo modo, el analisis de componentes principales de la matriz de
distancia filogenética Unifrac ponderada indicé que el grupo de DM1 se agrupo
separadamente cuando se compar6 con los otros dos grupos de estudio, indicando que
hay diferencias claras en sus perfiles de microbiota intestinal, probando la hipotesis de
que la DML1 estd asociada con cambios en la flora bacteriana colonica. Kostic et al
encontraron que la disminucion en la alfa diversidad en casos de DM1 podia ser causada
por la relativa sobreabundancia de varios grupos tales como Rikenellaceae y los géneros
Ruminococcus, Blautia y Streptococcus (Kostic AD 2015). Estos grupos de bacterias
contienen especies que han sido caracterizadas como "patobiontes™ (Chow J 2009), los
cuales son miembros de la microbiota comensal que tienen la capacidad de llegar a ser
patdgenos. Por tanto, una disminucion en la diversidad microbiana podria ser una sefial

distintiva de disbhiosis.

Por otro lado, el anélisis de pirosecuenciacion de las secuencias génicas de 16S
rARN mostro grandes diferencias significativas en la abundancia relativa de los filos,
familias y géneros predominantes entre los grupos de estudio. En comparacion con los
controles sanos y los pacientes con MODY2, los nifios con DM1 mostraron un aumento
significativo en la abundancia relativa de los géneros Bacteroides, Ruminococcus,
Veillonella, Blautia y Streptococcus y una disminucion de la abundancia relativa de
Faecalibacterium y Lachnospira, un género bacteriano que esta a menudo disminuido
en estados inflamatorios. Por otro lado los sujetos con MODY2 tienen un aumento
significativo en la abundancia de Prevotella acompafiado por una disminucion

significativa en Ruminococcus y Bacteroides en comparacion con DM1 y grupo control.

A pesar de la gran variabilidad encontrada en la microbiota intestinal de sujetos
con DM1, independientemente de la etnia, edad y geografia, todos los estudios han

detectado Bacteroides como el principal género que lleva a la disbiosis relacionada con

——
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DMI1. El aumento significativo en la abundancia de Bacteroides encontrado por
nosotros en las comunidades intestinales de DM 1 comparado con los controles sanos, ha
sido también observado en nifios prediabéticos finlandeses y mejicanos (Mejia-Ledn
ME 2014; Brown CT 2011). Estudios previos han sugerido que la actividad de
Bacteroides en la sintesis y degradacion de la mucina podrian contribuir al desarrollo de
DM1, mediante el adelgazamiento de la capa mucosa, lo que llevaria a un aumento de la
permeabilidad intestinal y la inflamacion (Tlaskalova-Hogenova H 2011). Esto se basa
en que Bacteroides fermentaria la glucosa y el lactato en acidos grasos de cadena corta
como el propionato, acetato y succinato. Estos acidos grasos de cadena corta, al
contrario que el butirato, no inducen la sintesis de mucina (Paassen BN 2009), lo que
resultaria en una disminucidon de los ensamblajes de las uniones estrechas, generando

por tanto un aumento de la permeabilidad intestinal (Brown CT 2011).

Otro género cuya abundancia relativa fue significativamente mas elevada en el
grupo de DM1 fue Veillonella, 1a cual compite por el lactato como fuente de energia con
las bacterias productoras de butirato, produciendo propionato de la fermentacion lactica
en vez de butirato. Esto disminuiria la sintesis de mucina y aumentaria la permeabilidad

paracelular alterando las uniones estrechas (Brown CT 2011, Dietert RR 2014)

Por otro lado, Faecalibacterium, que estuvo significativamente disminuido en
los sujetos con DM1, es una bacteria productora de butirato (Duncan SH 2002; Duncan
SH 2004) con propiedades antiinflamatorias (Sokol H 2008). EIl butirato regula la
integridad epitelial, por lo que una abundancia menor de bacterias productoras de
butirato en la DM1 como Faecalibacterium, podria contribuir a una  mayor
permeabilidad intestinal (Peng L 2009; Li N 2010). Por tanto una menor produccion de
butirato puede estar asociada con la activacion inmune intestinal en la DM1 (Li N 2010;

Vaarala O 2012).

——
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Hemos encontrado también un aumento significativo en la abundancia relativa
de Prevotella en MODY2 comparado con DM1 y controles, sin disponer de datos sobre
la microbiota de estos pacientes en la literatura para poder compararlos. Prevotella es
una bacteria degradadora de mucina, lo que podria sugerir una disminucion de mucina
en la capa epitelial intestinal de los nifios con diabetes monogénica. En este estudio, el
aumento significativo en la abundancia de Prevotella sugiere una evolucion hacia un
nicho degradador de mucina en el grupo de MODY2. La degradacién de mucina por las
bacterias alteraria la proteccion de la superficie mucosa del huésped y potencialmente
llevaria a la disrupcion en la barrera epitelial, aumentando la permeabilidad intestinal y

facilitando la traslocacion bacteriana (Bischoff SC 2014).

De acuerdo con estos datos, este estudio ha mostrado una correlacion positiva
significativa entre los niveles de zonulina y la abundancia relativa de Bacteroides y
Veillonella y una correlacion negativa significativa con Faecalibacterium en nifios con
DML1. De igual modo, hemos encontrado una correlacion positiva significativa entre
zonulina y Prevotella en el grupo de MODY?2. La zonulina regula la permeabilidad
intestinal mediante la apertura de las uniones estrechas intercelulares, habiendo sido
descritos unos niveles altos de la misma en diversas patologias autoinmunes como
celiaquia o enfermedad inflamatoria intestinal, asi como en sujetos obesos con
intolerancia oral a la glucosa (Moreno-Navarrete J 2012). En un estudio reciente se han
encontrado una zonulina sérica mayor en nifios obesos que en sanos, sin correlacion con

la insulinrresistencia (Kume T 2016).

Esta es la primera vez que se describe un aumento de permeabilidad intestinal
(medida por los niveles séricos de zonulina) en los nifios con MODY?2, coincidiendo
con ello el predominio de Prevotella en su perfil bacteriano. Puesto que la diabetes

MODY?2 es una alteracion genética que sélo produce hiperglucemias moderadas
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mantenidas, nuestros hallazgos sugieren que la hiperglucemia por si misma podria
llevar a un perfil bacteriano degradador de mucina, con el consiguiente aumento de

permeabilidad intestinal.

La alteracion de la barrera intestinal estd asociada con varios desordenes
intestinales como la enfermedad celiaca (Vogelsang H 1998, Fasano A 2012; Watts T
2005), sindrome de intestino irritable (Ghoshal UC 2012) y enfermedad inflamatoria
intestinal (Vetrano S 2008; Zeissig S 2007). Ademas, tanto en modelos animales como
en estudios humanos de DM1 ha sido descrita una disminuida integridad de la barrera
intestinal con aumento de la permeabilidad (Fasano A 2012; Watts T 2005). El posible
mecanismo seria que los antigenos bacterianos y toxinas de los microorganismos
pueden ser detectados por moléculas relacionadas con las células epiteliales que forman
las uniones estrechas, como la zonulina, alterando su actividad con el consiguiente
aumento de la permeabilidad intestinal y traslocacion bacteriana (Vaarala O 2013). Esta
situacion permite a los antigenos luminales escapar del intestino y promover la
respuesta autoinmune dirigida contra los islotes. Por tanto, pensamos que la

permeabilidad intestinal puede jugar un papel importante en el desarrollo de DM1.

Por otro lado, este estudio mostrd que la abundancia relativa de Blautia y el ratio
Firmicutes/Bacteroidetes se correlacionaban positivamente con HbALc en nifios con
DML1. Mientras que en MODY?2, el nivel de HbAlc se correlaciond negativamente con
la abundancia de Ruminnococcus. Blautia tiene la funcion de transformar los
carbohidratos y proteinas no digeridos en acido acético, el cual puede producir energia
para el cuerpo humano. Cui-Juan et al también describieron que Blautia estaba
correlacionado positivamente con HbAlc (Qi CJ 2016) y Kostic et al indicaron que la
abundancia de Blautia estaba asociada positivamente con la glucemia en nifios con

DM1 (Kostic AD 2015).

——
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En particular, Cui-Juan et al sugirieron que la microbiota intestinal tiene la
capacidad de regular la diferenciacion de células T, deduciendo que Blautia podria
influir en el desarrollo de DM1 por medio de la regulacion de la autoinmunidad. Otros
estudios han mostrado que la abundancia de Blautia estaba aumentada en enfermedades
como sindrome de intestino irritable, higado graso no alcohdlico y enfermedad de

Crohn (Qi CJ 2016).

En contraste con la situacion en controles sanos y MODY?2, observamos un
aumento significativo en la abundancia relativa de Bacteroidetes y una disminucion
significativa de Firmicutes en nifos con DMI1. Nuestros datos muestran un ratio
Firmicutes/Bacteroidetes significativamente menor en nifios con DM1 y una correlacion
negativa entre este ratio y la HbAlc, lo que ayudaria a explicar el nivel glucémico de
este grupo. Resultados similares han sido previamente publicados por nuestro grupo en
un estudio preliminar donde comparamos nifios con DM1 y controles sanos (Murri M
2013). De acuerdo con esto, Giongo et al observé que el ratio Firmicutes/Bacteroidetes
en sujetos con DM1 cambiaba durante los primeros 6 meses tras el nacimiento, antes del
desarrollo de la enfermedad autoinmune. Ademas, estos autores mostraron una
disminucién sucesiva de Firmicutes y un aumento de Bacteroidetes en la microbiota

intestinal a lo largo del tiempo hasta la aparicion de diabetes (Giongo A 2011).

En el mismo sentido, Knip et al indicaron que estos cambios en los pacientes con
DM1 parecen originarse antes de la aparicion de autoanticuerpos predictores de DM1,
sugiriendo que la microbiota intestinal en estos pacientes podria estar involucrada en la
progresion desde la autoinmunidad frente a la célula B hasta la enfermedad manifiesta

(Knip M 2016).
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También se han descrito ratio Bacteroidetes/Firmicutes alterados en casos de
obesidad con abundancia de Firmicutes (Armougom F 2009) y en enfermedad de Crohn

con disminucién de ambos, Firmicutes y Bacteroidetes (Willing B 2009).

Por ultimo, la abundancia de Ruminococcus tiene diferente papel en DM1 y
MODY?2. En los nifios con MODY2 hemos observado una disminucion significativa en
la abundancia de Ruminococcus comparada con controles y una fuerte asociacion
negativa con HbAlc. Las bacterias intestinales productoras de butirato pueden jugar un
importante papel en la regulacion de la glucemia y el metabolismo lipidico, como es
mostrado por estudios de transplante de microbiota fecal. Dichas bacterias juegan un
papel clave en el aporte energético intestinal humano, por la produccion de butirato, la
principal fuente de energia del epitelio colonico. Ademas, ha sido descrito que el

butirato mejora la sensibilidad a la insulina (Hague A 1996).

En nifios con DM1 el aumento significativo en este género de bacterias puede
contribuir a la patogénesis de la DM1 mediante la disminucion de las células Treg, que
protegen contra la diabetes. Esto es importante porque un alto nivel de células Treg
esplénicas estd asociado claramente con proteccién contra la diabetes en ratones NOD.
Un estudio previo puso de manifiesto que los Ruminococcus, que fueron mas
abundantes en ratones NOD, se correlacionaron negativamente con una edad mas
retrasada del debut diabético, lo que sugiere un papel de estas bacterias en el desarrollo

de diabetes (Krych L1 2015).

En conclusion, las diferencias en la microbiota intestinal entre pacientes con
DM1 y MODY2 asi como las diferencias encontradas en ambos grupos con respecto a
los controles sanos, indican una diferente influencia de la microbiota intestinal en

ambos tipos de diabetes.
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Mientras que el perfil de microbiota que hemos encontrado asociado a DML,
caracterizado por una diversidad bacteriana reducida, un predominio de Bacteroidetes
en cuanto a filos y un aumento en la proporcion de bacterias productoras de &cidos
grasos de cadena corta distintos a butirato, apoyan la idea de la existencia de una
microbioma ‘“autoinmune” en estos pacientes, implicado en la alteracion de la
permeabilidad intestinal encontrada en los mismos. Sin embargo, aunque esta
asociacion no implica necesariamente causalidad, podria tener una implicacion clinica
significativa en el tratamiento futuro de pacientes diabéticos a través de la modulacion
de la microbiota intestinal. Estudios de intervencion usando trasplante de microbiota
fecal para normalizar la estructura de la microbiota intestinal en nifios con alto riesgo de

DML, podria ser util para demostrar el papel etioldgico de la disbiosis en DM1.

Los nifios con MODY?2 tienen una microbiota intestinal marcada por un
predominio de bacterias degradadoras de mucina y una pérdida de bacterias productoras
de butirato, esenciales para mantener la integridad intestinal. Estos hallazgos en el perfil
bacteriano de MODY?2 abren una nueva linea de investigacion. Esta enfermedad
presenta alteraciones leves sin precisar tratamiento salvo en el embarazo, momento en
que por empeoramiento del control metabolico precisan insulinoterapia. Se han descrito
cambios en la microbiota de embarazadas (Koren O 2012, Gohir W 2015) pudiendo
estar relacionada con los cambios metabdlicos del embarazo. Seria interesante estudiar
la microbiota en embarazadas afectas de MODY2 y su relacion con el empeoramiento
del control metabolico, asi como si existe aumento de la permeabilidad intestinal en las

mismas.

La limitacion de este estudio es el pequefio tamafio de cada uno de los grupos, si
bien se ajustan al calculo del tamafio muestral y la potencia estadistica del estudio es

suficiente para dar respuesta a la hipotesis planteada. Por otra parte, los grupos estan

——
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pareados en factores de confusion como el IMC, la edad, el tipo de parto, el tiempo de
lactancia materna y la hemoglobina glicosilada en el caso de los diabéticos, lo que los

hace homogeéneos y da fortaleza a las diferencias encontradas.

Estos resultados han sido expuestos como comunicaciones y ponencias en
congresos nacionales de endocrinologia, tanto en pediatria como en adultos, y estan en

vias de publicacion en revistas de alto impacto.
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CONCLUSIONES

1°) Los resultados muestran diferencias significativas entre la microbiota

intestinal de DM1, MODY?2 y sanos.

2°) La microbiota intestinal de DM1 tiene menor diversidad que el grupo
control. La diversidad encontrada en MODY2 fue mayor que en DM1 pero inferior a en
controles, pero sin diferencias estadisticamente significativas. Estos datos parecen
sugerir que la hiperglucemia, tanto en MODY2 como en DM1, condiciona una pérdida
de diversidad al compararla con los sanos; si bien, el componente de autoinmunidad de

DML1 determina una mayor pérdida de diversidad

3% Los nifilos con MODY?2 tienen una microbiota intestinal marcada por un
predominio de bacterias degradadoras de mucina y una pérdida de bacterias productoras
de butirato. El perfil de microbiota que hemos encontrado asociado a DM1, esta
caracterizado por un predominio de Bacteroidetes en cuanto a filos, y un aumento en la
proporcién de bacterias productoras de acidos grasos de cadena corta distintos a

butirato.

59 La abundancia relativa de Blautia y el ratio Firmicutes/Bacteroidetes se
correlacionaron positivamente con HbA1c en nifios con DM1. En MODY2, el nivel de

HbA1c se correlaciond negativamente con la abundancia de Ruminnococcus

6°) Ademas hemos encontrado que la permeabilidad intestinal, determinada por
los niveles séricos de zonulina, estaba significativamente aumentada en ambos grupos

de diabéticos comparado con los controles sanos

7°) Este estudio ha mostrado una correlacion positiva significativa entre los

niveles de zonulina y la abundancia relativa de Bacteroides y Veillonella y una

——
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correlacion negativa significativa con Faecalibacterium en nifios con DM1, al igual que
una correlacion positiva significativa entre zonulina y Prevotella en el grupo de

MODY?2.

8% Aunque estas asociaciones no implican necesariamente causalidad, podrian
tener una implicacion clinica significativa en el tratamiento futuro de pacientes
diabéticos a través de la modulacion de la microbiota intestinal. Estudios de
intervencion con trasplante de microbiota fecal podrian ser Gtiles para demostrar el

papel etioldgico de la disbiosis en DM1.,
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ANEXO

ANEXO 1. CUESTIONARIO DE FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS

LISTADO DE ALIMENTOS

JCUANTAS VECES COME?

A LA SEMANA

AL MES

Leche

Yogur

Chocolate: tableta, bombones, “Kit-Kat”, "Mars”...

Cereales inflados de desayuno (“Korn Flakes”...)

Galletas tipo “Maria”

Galletas con chocolate, crema...

Magdalenas, bizcocho...

Ensaimada, donut, croissant...

A LA SEMANA

AL MES

Ensalada: lechuga, tomate, escarola...

Judias verdes, acelgas o espinacas

Verduras de guarnicion: berenjena, champifones

Patatas al horno, fritas o hervidas

Legumbres: lentejas, garbanzos, judias...

Arroz blanco, paella

Pasta: fideos, macarrones, espaguetis...

Sopas y cremas

A LA SEMANA

AL MES

Huevos

Pollo o pavo

Ternera, cerdo, cordero (bistec, empanada...)

Carne picada, longaniza, hamburguesa

Pescado blanco: merluza, mero...

Pescado azul: sardinas, atun, salmoén...

Marisco: mejillones, gambas, calamares...

Croquetas, empanadillas, pizza

Pan (en bocadillo, con las comidas...)

A LA SEMANA

AL MES

Jamén salado, dulce, embutidos

Queso blanco o fresco (Burgos...) o bajo en calorias

Otros quesos: curados o semicurados, cremosos

A LA SEMANA

AL MES

Frutas citricas: naranja, mandarina...

Otras frutas: manzana, pera, melocotén, platano...

Frutas en conserva (en almibar...)

Zumos de fruta natural

Zumos de fruta comercial

Frutos secos: cacahuetes, avellanas, almendras...

Postres lacteos: natillas, flan, requeson

Pasteles de crema o chocolate

Golosinas: gominolas, caramelos...

»ou

Bolsas de aperitivos (“chips”, “chetos”, “fritos”...)

Helados

Bebidas azucaradas (“Coca-Cola”, “Fanta”...)

Bebidas bajas en calorias (“Coca-Cola Light”...)

——
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RESUMEN

La Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) es una enfermedad inmunomediada de origen
multifactorial que esta sufriendo un aumento de incidencia en las Ultimas décadas. Esta
enfermedad presenta una elevada morbilidad, precisando un tratamiento farmacoldgico
intensivo. Por otro lado, la diabetes MODY?2 es de origen monogénico y produce una
hiperglucemia moderada mantenida, que no precisa tratamiento. Previamente en
estudios murinos y recientemente en humanos, la relacion entre las bacterias intestinales
y DM1 ha sido demostrada, sin embargo como influyen y por qué mecanismo continta
siendo motivo de estudio. También se han relacionado cambios en la microbiota con
otras enfermedades autoinmunes y con alteraciones metab6licas como la DM2, pero
hasta el momento la microbiota de los pacientes con MODY2 no ha sido estudiada. Por
otra parte, se ha observado un aumento de la permeabilidad intestinal en relacion con la

flora intestinal hallada en DM1.

El objetivo de este estudio es analizar la composicion de la microbiota intestinal
de los nifios afectos de DM1, MODY2 y controles sanos mediante pirosecuenciacion
masiva y compararla entre los tres grupos, asi como analizar la permeabilidad intestinal
mediante zonulina. Para ello se seleccionaron 15 pacientes con DM1, 15 con MODY2 y
13 controles sanos, pareados por sexo, edad, raza, via de parto, tiempo de lactancia y, en

el caso de los pacientes diabéticos, por niveles de hemoglobina glicosilada.

Tras la pirosecuenciacion hemos encontrado diferencias significativas en el
perfil bacteriano de las muestras de heces entre DM1, MODY2 y grupo control. En
DM1 hay una menor diversidad (p<0.05) que en el grupo de sanos, mientras que en
MODY?2 la diversidad es mayor que en DM1 pero menor a sanos (p>0.05). Los nifios

con DM1 mostraron un aumento de los géneros Bacteroides, Ruminococcus,
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Veillonella, Blautia y Streptococcus y una disminucion de Faecalibacterium y
Lachnospira, asi como un ratio Firmicutes/Bacteroidetes disminuido. Los sujetos con
MODY?2 tienen un aumento de Prevotella con una disminucién en Ruminococcus y
Bacteroides en comparacion con DM1 y grupo control. La abundancia relativa de
Blautia y el ratio Firmicutes/Bacteroidetes se correlacionaron positivamente con HbAlc
en nifios con DM1. En MODY2, la HbAlc se correlaciond negativamente con la

abundancia de Ruminnococcus.

Ademés hemos encontrado que la permeabilidad intestinal estaba
significativamente aumentada en ambos grupos de diabéticos comparada con los
controles. Se encontrd correlacion positiva significativa entre la zonulina y la
abundancia relativa de Bacteroides y Veillonella y una correlacion negativa significativa
con Faecalibacterium en nifios con DML1, al igual que una correlacion positiva

significativa entre zonulina y Prevotella en el grupo de MODY2.

Este es el primer estudio que analiza la microbiota y la permeabilidad intestinal
en nifios con MODY?2 y la compara con nifios con DM1 y controles sanos. Aunque las
asociaciones encontradas no implican necesariamente causalidad, sugieren la existencia
de un microbioma autoinmune, asi como de la modificacién de la microbiota por la
hiperglucemia. EI aumento de permeabilidad intestinal en los MODY 2 pone esta

enfermedad en el punto de mira.
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