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INTRODUCCIÓN	
  	
  	
  	
   

	
  
1.	
  EPIDEMIOLOGIA	
  	
  
	
  

La	
  DM1	
  es	
  un	
  trastorno	
  que	
  resulta	
  de	
  un	
  proceso	
  autoinmune	
  mediado	
  por	
  

células	
  T	
  con	
  diana	
  en	
   las	
  células	
  beta	
  del	
  páncreas.	
  Es	
  una	
  de	
   las	
  enfermedades	
  

pediátricas	
   más	
   frecuentes	
   en	
   las	
   dos	
   primeras	
   décadas	
   de	
   la	
   vida	
   y	
   afecta	
   a	
  

430.000	
   niños	
   en	
   el	
   mundo.	
   Presenta	
   una	
   compleja	
   patogénesis	
   con	
   formas	
  

variables	
  de	
  presentación	
  	
  y	
  pronóstico	
  (Mayer-­‐Davis	
  EJ	
  y	
  col,	
  	
  2009).	
  	
  

Muchos	
  de	
  nuestros	
  conocimientos	
  sobre	
  	
  la	
  epidemiología	
  de	
  la	
  diabetes	
  en	
  gente	
  

joven	
  ha	
  sido	
  generado	
  por	
  grandes	
  esfuerzos	
  colaborativos	
  basados	
  en	
  registros	
  

de	
   datos	
   estandarizados	
   tales	
   como:	
   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).	
  Estos	
  

registros	
  mostraron	
  que,	
  mientras	
  que	
  al	
  inicio	
  del	
  siglo	
  XX	
  la	
  diabetes	
  infantil	
  era	
  

rara	
   y	
   rápidamente	
   fatal,	
   a	
   finales	
   de	
   siglo,	
   un	
   incremento	
   de	
   la	
  misma	
   ha	
   sido	
  

publicado	
  en	
  muchas	
  partes	
  del	
  mundo	
  (DERI	
  Study	
  Group	
  1990).	
  

El	
   mundo	
   está	
   experimentando	
   un	
   aumento	
   de	
   tendencia,	
   como	
   afirma	
   Gale.	
  

(DiaMond	
  Prroject	
  Group	
  2006).	
  Ya	
  que	
  la	
  mayoría	
  (EURODIAB	
  ACE	
  Study	
  Group	
  

2000,	
  DERI	
  Study	
  Group	
  1990,	
   	
   	
   	
   	
  Nystrom	
  L	
  y	
  col	
  1990,	
   	
   	
   	
  Rewers	
  M	
  y	
  col,	
  1987)	
  

aunque	
  no	
  todos	
  (Kostraba	
  JN	
  y	
  col,	
  1992,	
  LaPorte	
  RE	
  y	
  col,	
  1981)	
   	
   	
   los	
  registros	
  

basados	
   en	
  población	
  mostraron	
  un	
   incremento	
  de	
   incidencia	
  de	
  DM1	
  a	
   lo	
   largo	
  

del	
   tiempo.	
   Algunas	
   de	
   las	
   inconsistencias	
   entre	
   estos	
   estudios	
   podrían	
   ser	
  

atribuidas	
   a	
   diferencias	
   en	
   la	
   verificación	
   a	
   lo	
   largo	
  del	
   tiempo	
   o	
   al	
   	
   inadecuado	
  

tamaño	
   muestral	
   para	
   detectar	
   cambios	
   estadísticos	
   significativos.	
   Además,	
   la	
  

mayoría	
  de	
  datos	
  epidemiológicos	
  están	
  basados	
  en	
  criterios	
  clínicos,	
   incluyendo	
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diagnóstico	
   de	
   diabetes	
   en	
   inyección	
   de	
   insulina	
   diaria.	
   Asi	
   como,	
   la	
  mayoría	
   de	
  

estudios	
  en	
  el	
  rango	
  de	
  edad	
  de	
  población	
  inferior	
  a	
  14	
  años	
  están	
  	
  límitados.	
  	
  

Un	
  informe	
  actualizado	
  del	
  proyecto	
  DiaMond	
  examinó	
  la	
  tendencia	
  en	
  incidencia	
  

desde	
  1990	
  a	
  1999	
  en	
  114	
  poblaciones	
  de	
  57	
  paises.	
  Basándose	
  en	
  43.013	
  	
  casos	
  

de	
  DM1	
  de	
  un	
  estudio	
  de	
  población	
  de	
  84	
  millones	
  de	
  niños	
  con	
  menos	
  de	
  14	
  años,	
  

la	
  media	
  anual	
  	
  de	
  incidencia	
  se	
  incrementó	
  a	
  lo	
  largo	
  de	
  este	
  periodo	
  de	
  tiempo	
  en	
  

un	
  2,8%	
  (95%	
  CI	
  2.4-­‐3.2)	
   con	
  un	
   ligero	
  aumento	
  en	
  el	
  último	
  periodo	
  de	
  5	
  años	
  

(3.4%;	
  95%	
  CI	
  2.7-­‐4.3)	
  con	
  respecto	
  al	
  	
  periodo	
  de	
  los	
  5	
  primero	
  años	
  (2.4%;	
  95%	
  

CI	
  1.3-­‐3.4).	
  	
  

Similarmente,	
   el	
   estudio	
  EURODIAB	
   incluyó	
  20	
  poblaciones	
  basadas	
   en	
   registros	
  

de	
  17	
  paises,	
  mostrando	
  un	
  3,2%	
  (95%	
  CI	
  2.7-­‐3.7)	
  de	
  incremento	
  para	
  el	
  periodo	
  

1989-­‐1998	
  (Green	
  A	
  y	
  col,	
  	
  2001)	
  y	
  un	
  incremento	
  anual	
  del	
  3.9%	
  (95%	
  CI	
  3.6-­‐4.2)	
  

desde	
   1989-­‐2003	
   (Patterson	
   CC	
   y	
   col,	
   	
   2009).	
   Ambos	
   estudios,	
   DiaMond	
   y	
  

EURODIAB	
  usaron	
  metodologías	
  similares	
  con	
  la	
  excepción	
  que	
  DiaMond	
  	
  recogío	
  

los	
  datos	
  de	
  forma	
  retrospectiva	
  en	
  algunos	
  países,	
  lo	
  cual	
  podría	
  dar	
  lugar	
  a	
  una	
  

infraestimación	
  de	
  incidencias.	
   Igualmente,	
   la	
  verificación	
  de	
  finalización	
  fue	
  más	
  

variada	
  en	
  el	
  DiaMond	
  (35-­‐100%)	
  con	
  una	
  tasa	
  de	
  finalización	
  más	
  baja	
  en	
  Africa,	
  

América	
   Central,	
   América	
   del	
   Sur;	
   aún	
   asi	
  muchos	
   países	
   europeos	
   en	
   DiaMond	
  

tuvieron	
  una	
  tasas	
  de	
  verificación	
  similar	
  al	
  	
  EURODIAB	
  (sobre	
  el	
  90%).	
  	
  

Mientras	
  que	
  EEUU	
  se	
  mantiene	
  aparte	
  de	
  otras	
  zonas	
  del	
  mundo	
  reportado	
  una	
  

incidencia	
   estable	
   desde	
   1970	
   a	
   1990	
   (Libman	
   IM	
   y	
   col,	
   2005).	
   	
   El	
   estudio	
  

multicentrico	
  para	
  la	
  investigación	
  de	
  la	
  diabetes	
  en	
  jóvenes,	
  Multicentre	
  Search	
  for	
  

Diabetes	
  in	
  Youth	
  Study	
   (SEARCH)	
  publicó	
   recientemente	
  que	
   la	
   incidencia	
  desde	
  

2002-­‐2005	
   de	
   DM1	
   en	
   jóvenes	
   blancos	
   no	
   hispanos	
   con	
   ≤	
   14	
   años	
   fue	
   de	
   27.5	
  

/100.000	
  por	
  año	
  (Bell	
  RA	
  y	
  col,	
  2009	
  ),	
  una	
  tasa	
  que	
  supera	
  la	
  incidencia	
  predicha	
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para	
  2010	
  	
  por	
  datos	
  previos	
  del	
   	
  Allegheny	
  County,	
  Pennsylvania	
  (Dokheel	
  TM	
  y	
  

col,	
  1993t).	
  Además,	
  	
  usando	
  datos	
  del	
  registro	
  de	
  Colorado	
  de	
  DMID	
  y	
  de	
  SEARCH-­‐

Colorado	
  la	
  incidencia	
  de	
  DM1	
  ha	
  mostrado	
  tener	
  un	
  incremento	
  del	
  2.3%	
  (95%	
  CI	
  

1.6-­‐3.1)	
  por	
  año	
  en	
  jóvenes	
  ≤	
  17	
  años	
  de	
  edad	
  a	
  lo	
  largo	
  de	
  las	
  3	
  últimas	
  décadas	
  

(Vehik	
  y	
  col,	
  	
  2007).	
  

Otros	
   	
  estudios	
  han	
  mostrado	
  que	
   la	
   incidencia	
  más	
  alta	
  en	
  DM1	
  está	
  ocurriendo	
  

entre	
  los	
  individuos	
  más	
  jóvenes	
  (menores	
  de	
  5	
  años).	
  El	
  EURODIAB	
  (Patterson	
  CC	
  

y	
  col,	
  2009)	
  estimó	
  que	
  las	
  tasas	
  de	
  aumento	
  en	
  los	
  3	
  grupos	
  de	
  edad	
  recogidos	
  en	
  

los	
  20	
  registros	
  fue	
  del	
  5.4%	
  (3.8-­‐4.8)	
  para	
  niños	
  de	
  0	
  a	
  4	
  años,	
  4.3%	
  (3.8-­‐4.8)	
  para	
  

niños	
   de	
   5	
   a	
   9	
   años	
   y	
   2.9%	
   (2.5-­‐3.3)	
   para	
   niños	
   de	
   10	
   a	
   14	
   años.	
   En	
   términos	
  

absolutos,	
  el	
  incremento	
  fue	
  similar	
  en	
  los	
  grupos	
  de	
  edad	
  de	
  0-­‐4,	
  5-­‐9	
  y	
  10-­‐14	
  años	
  

pero	
  el	
   incremento	
  relativo	
  más	
  rápido	
   fue	
  visto	
  en	
  el	
  grupo	
  de	
  edad	
  más	
   joven.	
  

Basado	
   en	
   el	
   modelo	
   actual	
   de	
   las	
   tasas	
   de	
   incremento,	
   el	
   estudio	
   EURODIAB	
  

predice	
  el	
  doble	
  de	
  casos	
  nuevos	
  de	
  DM1	
  en	
  niños	
  europeos	
  entre	
  2005	
  y	
  2020.	
  

Similar	
  a	
  los	
  datos	
  de	
  EURODIAB,	
  en	
  Colorado	
  el	
  incremento	
  de	
  incidencia	
  fue	
  más	
  

alto	
   en	
   el	
   grupo	
   de	
   edad	
   de	
   0-­‐4	
   años	
   (3.5%;	
   95%	
   CI	
   2.1-­‐4.9	
   por	
   un	
   año).	
   Este	
  

patrón	
  se	
  inició	
  a	
  mitad	
  de	
  1990	
  	
  (Cutfield	
  WS	
  y	
  col,	
  2008).	
  

Un	
   estudio	
   austriaco	
   no	
   reportó	
   cambios	
   en	
   incidencia	
   en	
   este	
   grupo	
   de	
   edad	
  

desde	
   1979	
   a	
   1994	
   	
   pero	
   sí	
   un	
   aumento	
   del	
   9,2%	
   anual	
   desde	
   1995	
   a	
   2005	
  

(Schober	
  E	
  y	
  col,	
  2008).	
  Un	
  patrón	
  similar	
  fue	
  reportado	
  en	
  Colorado,	
  notificando	
  

una	
  incidencia	
  estable	
  desde	
  1978	
  a	
  1988	
  con	
  un	
  incrementeo	
  del	
  60%	
  entre	
  2002	
  

a	
  2004.	
  Otro	
   estudio	
   en	
  Francia	
   con	
   incidencias	
   estables	
  desde	
  1988	
   a	
  1993	
   fue	
  

seguido	
  de	
  un	
  rápido	
  incremento	
  desde	
  1994	
  a	
  1997	
  (Charkaluk	
  ML	
  y	
  col,	
  2002). 

Un	
  estudio	
  español	
  en	
  la	
  provincia	
  de	
  Málaga	
  publicó	
  una	
  incidencia	
  media	
  de	
  16.3	
  

(15.1-­‐17.4)	
   por	
   100.000	
   (rango	
   8,45-­‐26,6)	
   durante	
   el	
   periodo	
   1990-­‐1994.	
   El	
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análisis	
  de	
  regresión	
  lineal	
  de	
  la	
  tendencia	
  mostró	
  una	
  incidencia	
  anual	
  de	
  3,15%	
  

(1,9-­‐4,4)	
  con	
  un	
  incremento	
  anual	
  de	
  3,8%	
  (2,4-­‐5,2).	
  Este	
  incremento	
  de	
  DM	
  tipo	
  1	
  

en	
   Málaga	
   es	
   similar	
   a	
   la	
   media	
   aportada	
   para	
   otros	
   países	
   europeos	
   (3,4%)	
  

(López-­‐Siguero	
  y	
  col,	
  2002).	
  

A	
   pesar	
   de	
   la	
   clara	
   emergencia	
   de	
   la	
  DM	
  1	
   como	
  dato	
   global,	
   y	
   los	
   esfuerzos	
   de	
  

investigación	
   para	
   explorar	
   las	
   causas,	
   no	
   tenemos	
   factores	
   genéticos	
   o	
  

ambientales	
  para	
  explicar	
  completamente	
  el	
  aumento	
  de	
  incidencia.	
  El	
  aumento	
  de	
  

incidencia	
   de	
   DM1	
   en	
   la	
   pasada	
   década	
   ha	
   sido	
   	
   demasiado	
   rápido	
   para	
   ser	
  

atribuido	
   completamente	
   a	
   un	
   aumento	
   en	
   la	
   suceptibilidad	
   genética.	
   Recientes	
  

estudios	
  en	
  	
  Australia,	
  Europa	
  y	
  EEUU	
  han	
  mostrado	
  que	
  la	
  proporción	
  de	
  jóvenes	
  

con	
   DM1	
   que	
   tienen	
   un	
   HLA	
   de	
   alto	
   riesgo	
   (DR3/4)	
   no	
   ha	
   cambiado,	
   ya	
   que	
   la	
  

mayoría	
  de	
  	
  individuos	
  de	
  reciente	
  diagnóstico	
  tienen	
  un	
  HLA	
  de	
  riesgo	
  moderado	
  

(DR	
  3/3	
  y	
  DR4/4)	
  (Vehik	
  K	
  y	
  col,	
  	
  2008,	
  Fourlanos	
  S	
  y	
  col,	
  	
  2008).	
  

Estudios	
   epidemiológicos	
   recientes	
   han	
   sugerido	
   múltiples	
   factores	
   de	
  

riesgo	
   	
   	
   tales	
   como:	
   la	
   predisposición	
   genética,	
   la	
   dieta,	
   el	
   peso,	
   la	
   estación	
   de	
  	
  

nacimiento,	
   virus	
   y	
   la	
   distribución	
   geográfica,	
   además	
   de	
   la	
   autoinmunidad	
  

(Lernmark	
  A	
  y	
  col	
  1998,	
  Norris	
  JM	
  y	
  col,	
  2003,	
  	
  Onkamo	
  P	
  y	
  col,	
  1999,	
  Padaiga	
  Z	
  y	
  

col,	
  1999,	
  Pitkaniemi	
  J	
  y	
  col,	
  2004,	
  Rayfield	
  EJ	
  y	
  col	
  	
  1978,	
  Ziegler	
  AG	
  y	
  col	
  	
  2003,	
  

Hypponen	
  E	
  y	
  col	
  2000).	
  De	
  hecho,	
  la	
  presencia	
  de	
  anticuerpos	
  frente	
  a	
  los	
  islotes	
  

(ICA),	
  anticuerpos	
  frente	
  a	
  	
  insulina	
  (IAA),	
  anticuerpos	
  frente	
  a	
  la	
  isoforma	
  de	
  65-­‐

kDa	
  del	
  ácido	
  glutámico	
  decarboxilasa	
  (GADA)	
  y	
  anticuerpos	
  frente	
  a	
  la	
  proteína	
  2	
  

asociada	
   a	
   insulinoma	
   (IA-­‐2A)	
   son	
   	
   altamente	
   predictivos	
   de	
   riesgo	
   de	
   DM1.	
  

Además,	
  se	
  cree	
  que	
  la	
  seroconversión	
  ocurre	
  en	
  la	
  fase	
  precoz	
  de	
  la	
  vida	
  (menos	
  

de	
  10	
  años	
  de	
  edad)	
  (Colman	
  PG	
  y	
  col,	
  	
  2002),	
  aunque	
  puede	
  acontecer	
  a	
  cualquier	
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edad	
   (Orban	
   T	
   y	
   col	
   2009).	
   No	
   obstante,	
   mientras	
   que	
   estos	
   anticuerpos	
   han	
  

identificado	
   a	
   una	
   larga	
   proporción	
   de	
   caucásicos	
   con	
   DM1	
   (hasta	
   en	
   un	
   90%)	
  

(Wenlau	
  JM	
  y	
  col	
  2008),	
  algunos	
  pacientes	
  que	
  presentan	
  el	
  fenotipo	
  clínico	
  de	
  la	
  

enfermedad	
   tienen	
   negatividad	
   para	
   los	
   principales	
   anticuerpos	
   conocidos	
   (ICA,	
  

IA-­‐2A,	
   GADA	
   o	
   IAA).	
   	
   Recientemente,	
   se	
   han	
   descrito	
   anticuerpos	
   frente	
   el	
  

transportador	
   de	
   Zn	
   8	
   (ZnT8),	
   una	
   proteína	
   encargada	
   de	
   proveer	
   zinc	
   para	
   la	
  

maduración	
  y	
  almacenamiento	
  de	
   insulina	
   	
   en	
   sujetos	
   con	
  DM1,	
  mostrando	
   	
  una	
  

predicción	
   adicional	
   de	
   riesgo	
   (Chimienti	
   F	
   	
   y	
   col	
   2004).	
   Además,	
   múltiples	
  

modificaciones	
  en	
   los	
  hábitos	
  de	
  vida	
  y	
   factores	
  ambientales	
   tales	
  como	
  cambios	
  

en	
   la	
   dieta,	
   patrones	
  de	
   actividad	
   física,	
   infecciones	
   en	
   etapas	
  precoces,	
   cambios	
  

climáticos,	
   vacunación	
   y	
   uso	
   de	
   fármacos,	
   están	
   posiblemente	
   asociados	
   con	
   	
   el	
  

aumento	
   de	
   riesgo	
   global.	
   	
   Algunos	
   autores	
   argumentan	
   que	
   el	
   aumento	
   en	
   la	
  

incidencia	
   de	
   la	
   enfermedad	
   observada	
   en	
   jóvenes	
   es	
   el	
   resultado	
   de	
   una	
  

aceleración	
  en	
  el	
  proceso	
  de	
  la	
  enfermedad	
  debido	
  a	
  factores	
  ambientales,	
  dando	
  

lugar	
  a	
  	
  debuts	
  en	
  edades	
  más	
  precoces,	
  más	
  que	
  a	
  un	
  aumento	
  del	
  riesgo	
  a	
  lo	
  largo	
  

de	
  la	
  vida.	
  El	
  hecho	
  que	
  la	
  autoinmunidad,	
  un	
  precursor	
  de	
  DM1,	
  pueda	
  aparecer	
  

en	
  los	
  2	
  primeros	
  	
  años	
  de	
  vida,	
  provee	
  	
  una	
  fuerte	
  evidencia	
  de	
  	
  los	
  factores	
  que	
  	
  

influyen	
   en	
   etapas	
   precoces	
   podrían	
   jugar	
   un	
   importante	
   papel	
   en	
   el	
   inicio	
   del	
  

trastorno.	
  

2.	
  PATOGENIA	
  

La	
  DM	
  tipo	
  1,	
   también	
  conocida	
  como	
  diabetes	
   insulinodependiente,	
  es	
  un	
  

trastorno	
   autoinmune	
   organoespecífico.	
   Se	
   caracteriza	
   por	
   una	
   destrucción	
  

selectiva	
   de	
   células	
   beta	
   secretoras	
   de	
   insulina	
   asociadas	
   a	
   una	
   infiltración	
  

linfocitaria	
  de	
  los	
  islotes	
  de	
  langerhans	
  pancreáticos.	
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La	
  DM	
  tipo	
  1	
  cursa	
  en	
  dos	
  estadíos:	
  Una	
  fase	
  oculta	
  denominada	
  insulinitis	
  donde	
  

una	
  población	
  mixta	
  de	
   leucocitos	
   invade	
   los	
   islotes	
  provocando	
  una	
  destrucción	
  

específica	
  de	
  las	
  células	
  beta	
  y	
  una	
  fase	
  manifiesta	
  cuando	
  gran	
  parte	
  de	
  las	
  células	
  

beta	
  han	
  sido	
  destruidas	
  o	
  dañadas	
  y	
  la	
  cantidad	
  de	
  insulina	
  no	
  es	
  suficiente	
  para	
  

regular	
  los	
  niveles	
  de	
  glucosa	
  en	
  sangre.	
  	
  

Aún	
  no	
   se	
   conocen	
   los	
  mecanismos	
   	
   que	
   inician	
   la	
   destrucción,	
   solo	
   tenemos	
  un	
  

conocimiento	
  rudimentario	
  de	
   los	
   factores	
  que	
  regulan	
  su	
  progresión,	
  y	
   tenemos	
  

un	
  punto	
  de	
  vista	
  confuso	
  del	
  mecanismo	
  efector	
  final.	
  	
  

Nos	
   enfrentamos	
   con	
   las	
   dificultades	
   de	
   localizar	
   estos	
   triggers	
   en	
   humanos.	
  

Muchos	
  investigadores	
  lo	
  han	
  hecho	
  en	
  modelos	
  animales,	
  en	
  particular	
  en	
  ratones	
  

diabéticos	
  	
  no	
  obesos	
  (NOD)	
  de	
  	
  líneas	
  transgéncias	
  de	
  TCR	
  (receptores	
  de	
  células	
  

T)	
  (Katz	
  JD	
  	
  y	
  col	
  2000,	
  Verdaguer	
  J	
  y	
  col,	
  1996).	
  

Desarrollados	
   a	
   finales	
   de	
   1970,	
   los	
   ratones	
   NOD	
   	
   son	
   el	
   modelo	
   animal	
   más	
  

frecuentemente	
  usado	
   en	
  DM1.	
   La	
   enfermedad	
   se	
  desarrolla	
   espontanemente	
   en	
  

estos	
   ratones	
   compartiendo	
   características	
   con	
   su	
   	
   curso	
   en	
   humanos.	
   El	
   curso	
  

patológico,	
   se	
   inicia	
   con	
   una	
   insulinitis	
   que	
   empieza	
   entre	
   las	
   4	
   y	
   6	
   semanas	
   de	
  

edad,	
  pero	
  la	
  diabetes	
  no	
  se	
  manifiesta	
  hasta	
  las	
  15-­‐30	
  semanas	
  en	
  la	
  mayoría	
  de	
  

colonias	
   de	
   ratones	
   NOD.	
   La	
   diabetes	
   en	
   estos	
   modelos	
   animales,	
   al	
   igual	
   que	
  

ocurre	
   en	
   humanos	
   es	
   un	
   proceso	
   mediado	
   fundamentalmente	
   por	
   linfocitos	
   T,	
  

aunque	
   también	
   intervengan	
   otras	
   células.	
   Además,	
   esta	
   enfermedad	
   tanto	
   en	
  

humanos	
   	
   como	
   en	
   	
   roedores	
   está	
   bajo	
   un	
   control	
   poligénico	
   complejo	
   donde	
   la	
  

mayor	
   contribución	
   corre	
   a	
   cargo	
   del	
   HLA	
   (antígeno	
   leucocitario	
   humano)	
   y	
   el	
  

CMH	
   (complejo	
  mayor	
   de	
   histocompatibilidad).	
   	
   Estudios	
   genéticos	
   también	
   han	
  

revelado	
  puntos	
  en	
  común	
  en	
  otras	
  vías	
  inmunológicas	
  como	
  la	
  Il-­‐2	
  (Lee	
  KH	
  y	
  col,	
  

2001).	
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En	
   la	
  patogénesis	
  de	
   la	
  DM1	
  en	
   	
   ratones	
  NOD	
  se	
  han	
   implicado	
  multiples	
  células	
  

como	
  células	
  T,	
  células	
  B,	
  células	
  Natural	
  killers,	
  macrófagos	
  y	
  células	
  dendríticas.	
  	
  

Aún	
   así,	
   una	
   batería	
   de	
   	
   estudios	
   ha	
   establecido	
   claramente	
   que	
   los	
   linfocitos	
   T	
  

tienen	
   un	
   papel	
   central	
   en	
   la	
   iniciación	
   y	
   progresión	
   de	
   la	
   enfermedad	
   tanto	
   en	
  

humanos	
   como	
   roedores.	
   De	
   hecho,	
   la	
   enfermedad	
   no	
   se	
   desarrolla	
   en	
   ratones	
  

NOD	
   atímicos	
   genéticamente	
   o	
   con	
   linfopenia	
   T	
   o	
   en	
   ratones	
   timectomizados	
   al	
  

nacimiento.	
   	
   Así	
   mismo,	
   la	
   diabetes	
   puede	
   ser	
   transferida	
   tras	
   inyecciones	
   de	
  

células	
  T	
  de	
  donantes	
  diabéticos	
  en	
  ratones	
  sanos.	
  A	
  nivel	
  histológico	
  los	
  pacientes	
  

diabeticos	
  exhiben	
  una	
   infiltración	
  de	
  células	
  T	
  en	
  el	
   islote.	
  Está	
  bien	
  reconocido	
  

que	
   los	
   linfocitos	
   T	
   CD4+	
   y	
   CD8+	
   son	
   poblaciones	
   efectoras	
   importantes	
   en	
   el	
  

desarrollo	
  de	
  diabetes	
   en	
   ratones	
  NOD	
  predispuestos	
   a	
   desarrollar	
  diabetes.	
   Las	
  

células	
   T	
   CD4+	
   son	
   las	
   invasoras	
   dominantes	
   en	
   los	
   islotes	
   con	
   un	
   papel	
  

importante	
  en	
  la	
  progresión,	
  mientras	
  que	
  los	
  CD8+	
  son	
  requeridos	
  para	
  iniciar	
  la	
  

insulinitis	
   y	
   para	
   la	
   destrucción	
   de	
   células	
   β.	
   El	
   interferón	
   γ	
   producido	
   por	
   las	
  

células	
  T	
  helpers	
  1	
  (Th1)	
  es	
  también	
  un	
  efector	
  crucial.	
  	
  

No	
  obstante,	
  como	
  en	
  otras	
  enfermedades	
  autoinmunes,	
  la	
  baja	
  concordancia	
  entre	
  

gemelos	
  monozigotos	
  (<40%)	
  sostiene	
  la	
  importancia	
  de	
  la	
  influencia	
  de	
  factores	
  

no	
  genéticos	
  en	
  la	
  iniciación	
  y/o	
  progresión	
  de	
  esta	
  enfermedad.	
  	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  la	
  

DM	
   tipo	
   1	
   se	
   han	
   descrito	
   un	
   trio	
   de	
   factores	
   asociados	
   con	
   su	
   desarrollo	
   como	
  	
  

son:	
   la	
   alteración	
   de	
   la	
   	
   respuesta	
   inmune,	
   la	
   función	
   de	
   la	
   barrera	
   mucosa	
  

intestinal,	
  	
  y	
  la	
  microbiota	
  intestinal	
  (Vaarala	
  O	
  y	
  col	
  ,	
  2008).	
  

2.1	
  INMUNOLOGÍA	
  DE	
  LA	
  MUCOSA	
  INTESTINAL	
  	
  
	
  

El	
   tracto	
   gastrointestinal	
   constituye	
   una	
   interfase	
   muy	
   sensible	
   para	
   el	
  

contacto	
  y	
  comunicación	
  entre	
  el	
   individuo	
  y	
  el	
  medio	
  externo.	
  Las	
   interacciones	
  

entre	
  los	
  microorganismos,	
  el	
  epitelio	
  y	
  los	
  tejidos	
  linfoides	
  intestinales	
  remodelan	
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constantemente	
  los	
  mecanismos	
  locales	
  y	
  sistémicos	
  de	
  la	
  inmunidad	
  (Fagarasan	
  S	
  

y	
  col,	
  	
  2002).	
  

El	
   epitelio	
   intestinal	
   es	
   la	
   superficie	
   mucosa	
   más	
   extensa	
   del	
   cuerpo	
   humano	
   y	
  

proporciona	
  una	
  superficie	
  de	
   	
   interfase	
  entre	
  el	
  medio	
  externo	
  y	
  el	
  hospedador.	
  

Sus	
   delicadas	
   estructuras	
   anatómicas	
   y	
   funcionales	
   y	
   la	
   coordinación	
   de	
   las	
  

funciones	
   digestivas,	
   absortivas,	
   neuroendocrinas,	
   inmunológicas	
   y	
   de	
  motilidad	
  

testimonian	
   la	
   complejidad	
   del	
   sistema	
   gastrointestinal.	
   Una	
   importante	
   función	
  

del	
  sistema	
  gastrointestinal	
  es	
  la	
  regulación	
  selectiva	
  de	
  células,	
  microorganismos	
  

y	
  el	
  transporte	
  de	
  macromoléculas	
  entre	
  la	
  luz	
  intestinal	
  y	
  la	
  submucosa.	
  En	
  cada	
  

nivel,	
  la	
  pared	
  del	
  intestino	
  puede	
  ser	
  dividida	
  en	
  cuatro	
  capas	
  básicas:	
  la	
  serosa,	
  la	
  

muscularis	
  externa,	
  	
  la	
  submucosa	
  y	
  	
  la	
  mucosa.	
  

Dos	
   poblaciones	
   de	
   células	
   en	
   el	
   intestino	
   poseen	
   funciones	
   únicas:	
   las	
   células	
  

enteroendocrinas	
   y	
   el	
   tejido	
   linfoide	
   asociado	
   al	
   intestino	
   (TLAI).	
   El	
   TLAI	
   se	
  

compone	
   de	
   varias	
   células	
   especializadas,	
   incluyendo	
   las	
   placas	
   de	
   Peyer,	
   las	
  

células	
   M	
   y	
   los	
   linfocitos	
   intraepiteliales,	
   que	
   desempeñan	
   papeles	
   clave	
   en	
   la	
  

defensa	
  del	
  hospedador	
  	
  (Figura	
  1)	
  (Nagler-­‐Anderson	
  C	
  y	
  col	
  	
  2001).	
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  Figura	
  1.	
  	
  Estructura	
  del	
  tejido	
  linfoide	
  asociado	
  al	
  intestino.	
  	
  
	
  
La	
  colonización	
  bacteriana	
  intestinal	
  es	
  necesaria	
  para	
  el	
  desarrollo	
  estructural	
  y	
  

funcional	
  del	
  TLAI.	
  Una	
  de	
  las	
  funciones	
  más	
  importantes	
  del	
  TLAI	
  es	
  la	
  distinción	
  

entre	
  los	
  microorganismos	
  comensales	
  y	
  los	
  microorganismos	
  patógenos	
  (Lanning	
  

DK	
  	
  y	
  col,	
  2005).	
  	
  

Las	
  células	
  epiteliales	
  llegan	
  a	
  ser	
  participantes	
  activos	
  en	
  la	
  inmunidad	
  mucosa	
  a	
  

través	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   receptores	
   de	
   tipo	
   Toll	
   (RTT),	
   que	
   inducen	
   la	
  

transcripción	
  de	
  respuestas	
  inmunitarias	
  e	
  inflamatorias	
  (Cobrin	
  GM	
  y	
  col,	
  	
  2005).	
  

El	
   procesamiento	
   de	
   estos	
   antígenos	
   bacterianos	
   fomenta	
   el	
   desarrollo	
   de	
  

linfocitos	
  T	
  de	
  memoria	
  que	
   integran	
   la	
  mayoría	
  de	
   los	
   linfocitos	
  T	
  en	
   los	
  tejidos	
  

linfoides	
   intestinales.	
   La	
   disposición	
   estructural	
   de	
   las	
   células	
   epiteliales	
   e	
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inmunitarias	
  intestinales	
  justo	
  por	
  debajo	
  de	
  la	
  mucosa	
  epitelial	
  es	
  un	
  testimonio	
  

de	
   su	
   compleja	
   respuesta	
   coordinada	
   a	
   microorganismos	
   y	
   macromoléculas	
  

presentes	
  en	
  la	
  luz	
  intestinal.	
  De	
  hecho,	
  el	
  tránsito	
  paracelular	
  de	
  macromoléculas,	
  

tanto	
  en	
  circustancias	
  fisiológicas	
  como	
  patológicas,	
  esta	
  salvaguardado	
  por	
  TLAI,	
  

el	
   cual	
   actúa	
   como	
   sistema	
   de	
   contención	
   evitando	
   que	
   antígenos	
   intestinales	
  

potencialmente	
  nocivos	
  accedan	
  a	
  la	
  circulación	
  sistémica	
  a	
  través	
  	
  de	
  un	
  proceso	
  

en	
   el	
   que	
  participa	
   la	
   secreción	
  de	
   Ig	
  A	
  polimérica	
   y	
   la	
   inducción	
  de	
   linfocitos	
  T	
  

reguladores.	
  	
  

El	
   TLAI	
   se	
   compone	
   de	
   zonas	
   inductivas	
   (placas	
   de	
   Peyer)	
   y	
   zonas	
   efectoras	
  

(células	
   intraepiteliales	
  y	
   lámina	
  propia).	
  También	
  se	
  han	
  incluido	
  recientemente	
  

los	
  folículos	
  linfoides	
  aislados,	
  que	
  son	
  similares	
  a	
  las	
  placas	
  de	
  Peyer	
  en	
  cuanto	
  a	
  

su	
   composición	
   celular	
   y	
   localización	
   en	
   el	
   intestino	
   distal	
   y	
   dependen	
   de	
   la	
  

interacción	
  de	
  la	
  linfotoxina	
  con	
  el	
  receptor	
  de	
  linfotoxina	
  β	
  para	
  la	
  formación	
  de	
  

estas	
  estructuras	
  (Figura	
  2)	
  (Lorenz	
  RG	
  y	
  col	
  2003).	
  	
  

	
  
	
  

	
  
	
  
	
  
Figura	
  2.	
  Estructura	
  de	
  los	
  folículos	
  linfoides	
  aislados.	
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En	
  la	
  reactividad	
  inmunológica	
  intestinal	
  otro	
  factor	
  importante	
  es	
  el	
  complejo	
  de	
  

histocompatiblidad	
   principal.	
   Los	
   genes	
   HLA	
   de	
   clases	
   I	
   y	
   II	
   	
   se	
   localizan	
   en	
   el	
  

complejo	
   de	
   histocompatibilidad	
   principal	
   en	
   el	
   cromosoma	
   6.	
   Estos	
   genes	
  

codifican	
  para	
  glicoproteínas	
  que	
  enlazan	
  péptidos	
  y	
  este	
  complejo	
  HLA-­‐péptido	
  es	
  

reconocido	
   por	
   ciertos	
   receptores	
   de	
   linfocitos	
   T	
   en	
   la	
   mucosa	
   intestinal	
  

(Bjorkman	
  PJ	
  y	
  col,	
   	
  1987).	
  Los	
  alelos	
  HLA	
  específicos	
  de	
  clase	
  I	
  o	
  II	
  se	
  asocian	
  al	
  

desarrollo	
  	
  de	
  un	
  mínimo	
  de	
  cincuenta	
  enfermedades.	
  	
  

El	
  equilibrio	
  entre	
  inmunidad	
  y	
  tolerancia	
  es	
  esencial	
  para	
  un	
  intestino	
  sano,	
  dado	
  

que	
   respuestas	
   inmunitarias	
   anormales	
   o	
   inapropiadas	
   pueden	
   dar	
   lugar	
   a	
  

enfermedades	
   inflamatorias.	
   Las	
   células	
  M	
   presentadoras	
   de	
   antígenos	
   captan	
   y	
  

transportan	
  	
  	
  eficientemente	
  diversos	
  microrganismos	
  y	
  presentan	
  antígenos	
  (Jang	
  

MH	
   y	
   col,	
   2004).	
   En	
   consecuencia	
   se	
   ha	
   propuesto	
   que	
   los	
   folículos	
   linfoides	
  

aislados	
  son	
  zonas	
  locales	
  para	
  interacciones	
  linfocíticas,	
  de	
  antígenos	
  y	
  de	
  células	
  

presentadoras	
   de	
   antígenos.	
   Además	
   de	
   las	
   células	
   M,	
   las	
   células	
   dendríticas	
  

también	
   captan	
   antígenos	
   presentes	
   en	
   la	
   luz	
   intestinal	
   por	
   transmisión	
   de	
   las	
  

dendritas	
  a	
  través	
  de	
  las	
  uniones	
  estrechas	
  entre	
  las	
  células	
  epiteliales,	
  al	
  tiempo	
  

que	
   mantienen	
   la	
   integridad	
   de	
   la	
   barrera	
   (Bilsborough	
   J	
   y	
   col,	
   2004).	
   Y	
  

seguidamente	
   migran	
   a	
   otras	
   zonas	
   como	
   los	
   ganglios	
   linfáticos	
   mesentéricos	
  

(Mellman	
  I	
  y	
  col,	
  	
  2001).	
  

Se	
   dispone	
   de	
   datos	
   a	
   favor	
   de	
   que	
   las	
   células	
   dendríticas	
   presentadoras	
   de	
  

antígenos	
   son	
   educadas	
   por	
   los	
   linfocitos	
   T	
   de	
   memoria	
   e	
   inducen	
  

subsiguientemente	
  linfocitos	
  T	
  naturales,	
  sustentando	
  de	
  este	
  modo	
  el	
  papel	
  de	
  las	
  

células	
   dendríticas	
   en	
   el	
   acoplamiento	
   de	
   respuestas	
   inmunitarias	
   congénitas	
   y	
  

adaptativas,	
  que	
  influyen	
  sobre	
  la	
  permeabilidad	
  intestinal	
  (Alpan	
  O	
  y	
  col,	
  	
  2004).	
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El	
   reconocimiento	
   de	
   antígenos	
   por	
   las	
   células	
   dendríticas	
   desencadena	
   una	
  

família	
  de	
  receptores	
  de	
  reconocimiento.	
  Los	
  receptores	
  de	
  tipo	
  Toll	
  (RTT)	
  son	
  los	
  

primeros	
  receptores	
  que	
  participan	
  en	
  la	
  discriminación	
  entre	
  propio	
  y	
  no	
  propio.	
  

Los	
   RTT	
   dirigen	
   las	
   respuestas	
   inmunitarias	
   activando	
   los	
   fenómenos	
   de	
  

transmisión	
  de	
  señales	
  que	
  conducen	
  a	
  la	
  expresión	
  de	
  factores,	
  como	
  las	
  citocinas	
  

y	
   las	
  quimiocinas	
  que	
   reclutan	
  y	
   regulan	
   las	
   células	
   inmunitarias	
   e	
   inflamatorias	
  	
  

que	
   inician	
   o	
   intensifican	
   las	
   respuestas	
   inmunitarias	
   del	
   hospedador	
   (Akira	
   S	
   y	
  

col,	
  2004).	
  

La	
   homeostasis	
   intestinal	
   está	
   coordinada	
   por	
   respuestas	
   de	
   diferentes	
   tipos	
  

celulares,	
   incluyendo	
   células	
   tanto	
   inmunitarias	
   como	
   no	
   inmunitarias.	
   Los	
  

macrófagos,	
   leucocitos	
   y	
  mastocitos	
   de	
   la	
  mucosa	
   elaboran	
   un	
   cierto	
   número	
  de	
  

mediadores	
  que	
  alteran	
  la	
  función	
  intestinal.	
  Los	
  mastocitos	
  parecen	
  desempeñar	
  

un	
   papel	
   en	
   las	
   respuestas	
   inmunitarias	
   adaptativas	
   liberando	
   mediadores	
  

preformados	
   como	
   histamina	
   y	
   serotonina,	
   asi	
   como	
   mediadores	
   recién	
  

sintetizados	
   como	
   los	
   leucotrienos,	
   prostaglandinas,	
   el	
   factor	
   activador	
   de	
  

plaquetas,	
   el	
   Il-­‐4	
   y	
   TNFα,	
   muchos	
   de	
   los	
   cuales	
   producen	
   un	
   efecto	
   sobre	
   la	
  

permeabilidad	
  intestinal	
  (Xavier	
  RJ	
  y	
  col,	
  2007).	
  

Las	
   estructuras	
   organizadas	
   están	
   cubiertas	
   por	
   epitelio	
   especializado	
   que	
  

transporta	
  microrganismos	
   o	
   estructuras	
   antigénicas	
   desde	
   la	
   luz	
   hasta	
   el	
   tejido	
  

linfoide	
   subyacente.	
   Los	
   antígenos	
   procesados	
   se	
   presentan	
   a	
   linfocitos	
   T	
   y	
   se	
  

activa	
   la	
   expansión	
   de	
   los	
   clones	
  más	
   afines	
   al	
   antígeno.	
   La	
   expansión	
   clonal	
   de	
  

células	
  T	
  da	
  lugar	
  a	
  linfocitos	
  helper	
  (celulas	
  Th)	
  de	
  distinto	
  fenotipo	
  Th1,	
  Th2,	
  o	
  T	
  

reguladoras	
   (Th3,	
  Tr1	
  o	
   celulas	
  CD4-­‐CD25).	
   Las	
   células	
  T	
   reguladoras	
   juegan	
  un	
  

papel	
   central	
   en	
   la	
   inmunotolerancia	
  porque	
   segregan	
   citoquinas	
   reguladoras	
  de	
  

carácter	
  antiinflamatorio	
  (Il-­‐10,	
  TGF-­‐β),	
  en	
  respuesta	
  a	
  antígenos	
  que	
  se	
  reconocen	
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como	
  comensales	
  y	
  no	
  patógenos.	
   	
  En	
  condiciones	
  normales,	
   la	
  mucosa	
  intestinal	
  

contiene	
   pocas	
   células	
   T	
   activadas	
   de	
   fenotipo	
   Th1	
   y	
   predominan	
   las	
   células	
   T	
  

reguladoras.	
  Este	
  contexto	
  de	
   inmunotolerancia	
  permite	
   la	
  exposición	
  continua	
  a	
  

una	
  carga	
  antigénica	
  abrumadora	
  de	
  bacterias	
  de	
  la	
  flora	
  y	
  comida	
  (Figura	
  3).	
  	
  

	
  
	
  

	
  
	
  
	
  
Figura	
  3.	
  	
  Esquema	
  de	
  inflamación	
  e	
  inmunomodulación.	
  
	
  
La	
   interaccion	
   de	
   la	
   luz	
   intestinal	
   con	
   el	
   mundo	
   microbiano	
   parece	
   ser	
   un	
  

mecanismo	
   primario	
   en	
   la	
   conformación	
   del	
   estado	
   de	
   inmunotolerancia	
   activa	
  

mediado	
  por	
  células	
  T	
  reguladoras	
  	
  	
  	
  (Aderem	
  A	
  y	
  col,	
  	
  2000).	
  Algunas	
  anomalías	
  en	
  

el	
  desarrollo	
  del	
  sistema	
  inmune	
  podrían	
  deberse	
  a	
  defectos	
  en	
  la	
  interacción	
  de	
  la	
  

microbiota	
   con	
   los	
   compartimentos	
   inmuno-­‐competentes	
   de	
   la	
   mucosa.	
   Estos	
  

hallazgos	
  transforman	
  	
  a	
  las	
  bacterias	
  comensales,	
  consideradas	
  hasta	
  el	
  momento	
  

como	
   testigos	
   inocentes	
   que	
   habitan	
   en	
   el	
   huésped,	
   en	
   	
   jugadores	
   activos	
   en	
   el	
  

modelado	
  del	
  sistema	
  inmune	
  humano.	
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2.2	
  FUNCIÓN	
  DE	
  BARRERA	
  INTESTINAL	
  	
  
	
  

El	
   paradigma	
   clásico	
   de	
   la	
   patogénesis	
   autoinmune	
   que	
   implica	
   la	
  

constitución	
  genética	
  específica	
  y	
  la	
  exposición	
  a	
  desencadenantes	
  ambientales	
  ha	
  

sido	
   puesto	
   a	
   prueba	
   recientemente	
   por	
   la	
   incorporación	
   de	
   la	
   pérdida	
   de	
   la	
  

función	
   de	
   	
   barrera	
   intestinal.	
   Parece	
   que	
   la	
   predisposición	
   genética,	
   la	
  

comunicación	
  errónea	
  entre	
   la	
   inmunidad	
  congénita	
  y	
  adaptativa,	
   la	
  exposición	
  a	
  

una	
   microbiota	
   específica	
   y	
   la	
   pérdida	
   de	
   función	
   de	
   la	
   barrera	
   intestinal	
  

consecutiva	
  a	
  una	
  disfunción	
  de	
  la	
  unión	
  estrecha	
  intercelular	
  son	
  en	
  su	
  totalidad	
  

componentes	
  de	
  la	
  patogénesis	
  de	
  enfermedades	
  inflamatorias	
  y	
  autoinmunidad.	
  

La	
  ruta	
  paracelular	
  es	
  la	
  via	
  predominante	
  del	
  flujo	
  pasivo	
  de	
  solutos	
  a	
  través	
  de	
  la	
  

barrera	
   intestinal	
   y	
   su	
   estado	
   funcional	
   depende	
   de	
   la	
   regulación	
   de	
   la	
   unión	
  

estrecha	
   intercelular,	
   también	
   conocida	
   como	
   zónula	
   ocludens	
   (ZO).	
   La	
   unión	
  

estrecha	
   representa	
   la	
   barrera	
   más	
   importante	
   en	
   esta	
   via	
   paracelular,	
   con	
  

resistencia	
   eléctrica	
   de	
   los	
   tejidos	
   epiteliales	
   que	
   depende	
   del	
   número	
   y	
   la	
  

complejidad	
  de	
  los	
  filamentos	
  de	
  proteínas	
  transmembránicas	
  dentro	
  de	
  la	
  unión	
  

estrecha.	
  Las	
  uniones	
  estrechas	
  consideradas	
  hasta	
  el	
  momento	
  como	
  estructuras	
  

estáticas,	
   son	
   en	
   realidad	
   dinámicas	
   y	
   se	
   adaptan	
   fácilmente	
   a	
   diversas	
  

circunstancias	
  de	
  desarrollo,	
  fisiológicas	
  y	
  patológicas.	
  	
  

El	
   descubrimiento	
   de	
   la	
   zonulina,	
   una	
   molécula	
   que	
   modula	
   reversiblemente	
   la	
  

permeabilidad	
  de	
  las	
  uniones	
  estrechas,	
  nos	
  da	
  información	
  de	
  cómo	
  es	
  regulada	
  la	
  

función	
  de	
  la	
  barrera	
  intestinal	
  en	
  la	
  salud	
  y	
  la	
  enfermedad	
  	
  (Wang	
  W	
  y	
  col,	
  2000).	
  

El	
   papel	
   fisiológico	
   del	
   sistema	
   de	
   la	
   zonulina	
   sigue	
   sin	
   estar	
   aclarado,	
   pero	
   se	
  

postula	
  que	
  participa	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  las	
  uniones	
  estrechas	
  siendo	
  responsable	
  

del	
   movimiento	
   de	
   líquidos,	
   macromoléculas	
   y	
   leucocitos	
   entre	
   el	
   torrente	
  

sanguíneo,	
   la	
   luz	
   intestinal	
   y	
   viceversa.	
   Otra	
   función	
   fisiológica	
   de	
   la	
   zonulina	
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intestinal	
   es	
   la	
   protección	
   frente	
   a	
   la	
   colonización	
   con	
   microorganismos	
   del	
  

intestino	
  proximal	
  (inmunidad	
  congénita).	
  	
  

Dada	
   la	
  complejidad,	
   tanto	
  de	
   los	
   fenómenos	
  de	
  transmisión	
  de	
  señales	
  celulares	
  

como	
  de	
  las	
  estructuras	
  intracelulares	
  implicadas	
  en	
  el	
  sistema	
  de	
  la	
  zonulina,	
  no	
  

es	
  sorprendente	
  que	
  su	
  activación	
  por	
  la	
  presencia	
  de	
  determinadas	
  	
  bacterias	
  en	
  

el	
   	
   intestino	
   	
   pueda	
   ser	
   el	
   desencadenante	
   de	
   diversos	
   trastornos	
   de	
  mediación	
  

inmunitaria,	
  incluyendo	
  enfermedades	
  autoinmunes	
  (Sapone	
  A	
  y	
  col,	
  2006).	
  

2.3	
  EVALUACIÓN	
  DE	
  LA	
  MICROBIOTA	
  INTESTINAL	
  	
  

El	
  cuerpo	
  humano	
  es	
  asilo	
  no	
  sólo	
  de	
  células	
  humanas	
  sino	
  que	
  	
  albergamos	
  

al	
  menos	
  100	
  billones	
  de	
  células	
  microbianas	
  (Whitman	
  y	
  col,	
  	
  1998)	
  	
  y	
  mil	
  billones	
  

de	
   virus	
   (Haynes	
   y	
   col,	
   2011).	
   Los	
   microorganismos	
   que	
   residen	
   en	
   el	
   cuerpo	
  

humano	
   constituyen	
   nuestra	
   microbiota,	
   y	
   sus	
   genes	
   son	
   conocidos	
   como	
  

microbioma.	
   	
   Los	
   componentes	
   de	
   la	
   microbiota	
   han	
   mostrado	
   que	
   interactúan	
  

entre	
  ellos	
  y	
  con	
  el	
  huésped.	
  La	
  microbiota	
  desempeña	
  un	
  papel	
  muy	
  importante	
  

en	
   la	
  salud	
  y	
   la	
  enfermedad	
  en	
  humanos	
  de	
  hecho,	
  a	
  veces	
  se	
  han	
  referido	
  a	
  ella	
  

como	
  “el	
  órgano	
  olvidado”	
  (O’Hara	
  y	
  col,	
  	
  2006).	
  	
  

El	
  intestino	
  humano	
  alberga	
  una	
  microbiota	
  que	
  desempeña	
  un	
  papel	
  fundamental	
  

en	
  el	
  bienestar	
  de	
  su	
  huésped.	
  La	
  microbiota	
  del	
   intestino	
  está	
   implicada	
  en	
  una	
  

variedad	
   de	
   funciones	
   metabólicas	
   como	
   la	
   fermentación	
   y	
   absorción	
   de	
  

carbohidratos	
   sin	
   digerir	
   y	
   la	
   absorción	
   de	
   electrolitos	
   y	
   minerales	
   (Gill	
   y	
   col,	
  	
  

2006),	
  pero	
  también	
  a	
  nivel	
  del	
  proceso	
  digestivo	
  influye	
  en	
  la	
  motilidad	
  digestiva	
  

y	
   en	
   la	
   síntesis	
   de	
   algunos	
   micronutrientes.	
   Otro	
   aspecto	
   importante	
   es	
   que	
   la	
  

microbiota	
   intestinal	
   interactúa	
   con	
   el	
   sistema	
   inmunitario,	
   proporcionando	
  

señales	
  para	
  promover	
   la	
  maduración	
  de	
   las	
   células	
   inmunitarias	
   y	
   el	
   desarrollo	
  

normal	
   de	
   las	
   funciones	
   inmunitarias,	
   como	
   se	
   ha	
   comentado	
   anteriormente	
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(Chow	
  y	
  col,	
  	
  2010).	
  También	
  contribuye	
  de	
  forma	
  importante	
  a	
  la	
  destrucción	
  de	
  

toxinas	
  y	
  carcinógenos	
  	
  evitando	
  la	
  colonización	
  por	
  bacterias	
  patógenas.	
  

Los	
   microbios	
   colonizan	
   todas	
   las	
   superficies	
   del	
   cuerpo	
   humano	
   que	
   están	
  

expuestas	
   al	
   ambiente,	
   la	
   mayoría	
   de	
   los	
   cuales	
   residen	
   en	
   el	
   tracto	
   intestinal,	
  

aunque	
   se	
   han	
   encontrado	
   también	
   en	
   boca,	
   vagina	
   	
   y	
   piel.	
   Las	
   comunidades	
  

bacterianas	
  en	
  un	
  sitio	
  determinado	
  del	
  cuerpo	
  tienen	
  más	
  similitud	
  entre	
  sujetos	
  

diferentes	
  que	
   en	
   el	
  mismo	
   individuo	
   en	
   diferentes	
   localizaciones	
   corporales,	
   es	
  

decir,	
   existe	
  más	
   similitud	
   entre	
   las	
   comunidades	
   bacterianas	
   orales	
   de	
   distintos	
  

individuos	
  que	
  entre	
  las	
  comunidades	
  bacterianas	
  de	
  la	
  piel	
  y	
  de	
  la	
  boca	
  de	
  un	
  solo	
  

individuo	
   (Costello	
   y	
   col,	
   2009),	
   sin	
   embargo	
   también	
   	
   existe	
   una	
   considerable	
  

variabilidad	
  interindividual	
  (Robinson	
  y	
  col,	
  2010).	
  

El	
   componente	
  bacteriano	
  de	
   la	
  microbiota	
  ha	
  sido	
   tema	
  de	
  estudio	
   intensivo	
  en	
  

los	
   últimos	
   años,	
   conducido	
   por	
   proyectos	
   a	
   gran	
   escala	
   como	
   el	
   Proyecto	
   del	
  

Microbioma	
  Humano	
  (Peterson	
  J	
  y	
  col,	
  	
  2009,	
  Turnbaugh	
  y	
  col,	
  	
  2007)	
  y	
  el	
  MetaHIT	
  

(Qin	
   	
   J	
   y	
   col,	
   	
   2010).	
   Gran	
   parte	
   de	
   la	
   información	
   sobre	
   la	
   diversidad	
   del	
  

ecosistema	
   intestinal	
   sólo	
   ha	
   podido	
   obtenerse	
   durante	
   la	
   última	
   década	
   con	
   la	
  

introducción	
  de	
  los	
  métodos	
  independientes	
  de	
  cultivo,	
  que	
  fijan	
  como	
  objetivo	
  las	
  

secuencias	
  de	
  nucleótidos	
  de	
  la	
  subunidad	
  ribosómica	
  	
  del	
  ARNr	
  16S,	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  

bacterias.	
   El	
   empleo	
   de	
   estas	
   metodologías	
   ha	
   revelado	
   una	
   complejidad	
   de	
   la	
  

poblaciones	
   bacterianas	
   muy	
   superior	
   a	
   la	
   que	
   se	
   había	
   estimado	
   inicialmente	
  

basándose	
  en	
  el	
  cultivo	
  bacteriológico	
  clásico.	
  

Estudios	
   recientes	
   dan	
   a	
   entender	
   que	
   el	
   número	
   de	
   especies	
   bacterianas	
  

contenidas	
  en	
  el	
  tubo	
  GI	
  podría	
  oscilar	
  entre	
  15.000	
  y	
  36.000,	
  según	
  el	
  método	
  de	
  

clasificación	
  (Frank	
  DN	
  y	
  col,	
   	
  2007).	
  En	
  consecuencia,	
   resulta	
  crucial	
  estudiar	
   la	
  

microbota	
  intestinal	
  desde	
  un	
  punto	
  de	
  vista	
  ecológico.	
  El	
  aislamiento	
  de	
  bacterias	
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en	
  cultivos	
  puros	
  no	
  puede	
  abordar	
  cuestiones	
  referentes	
  a	
  la	
  estrucura,	
  la	
  función,	
  

la	
  dinámica	
  y	
   la	
   interacción	
  de	
   la	
   comunidad.	
  El	
  uso	
  generalizado	
  del	
   	
  ARNr	
  16S	
  

como	
   biomarcador	
   para	
   estudiar	
   las	
   poblaciones	
   bacterianas	
   se	
   debe	
   a	
  

propiedades	
   intrínsecas	
   de	
   la	
   molécula	
   del	
   ARN:	
   1)	
   Aparece	
   en	
   todos	
   los	
  

microorganismos	
  vivos,	
  2)	
  Posee	
  un	
  elevado	
  grado	
  de	
  constancia	
   funcional,	
  3)	
  El	
  

cambio	
   en	
   su	
   secuencia	
   es	
   un	
   indicador	
   de	
   relación	
   filogenética,	
   4)	
   Puede	
   ser	
  

secuenciado	
  directamente	
  utilizando	
  iniciadores	
  dirigidos	
  a	
  regiones	
  conservadas,	
  

5)	
   En	
   las	
   bases	
   de	
   datos	
   públicas	
   se	
   dispone	
   de	
  más	
   de	
   300.000	
   secuencias	
   no	
  

redundantes.	
  	
  

Los	
  métodos	
  basados	
  en	
  el	
  ARNr	
  16S	
  para	
  estudiar	
  la	
  ecología	
  microbiana	
  pueden	
  

dividirse	
  en	
  dos	
  amplios	
  grupos	
  en	
  términos	
  de	
  su	
  grado	
  de	
  resolución.	
  Los	
  de	
  alta	
  

resolución,	
  pueden	
  	
  utilizarse	
  para	
  generar	
  un	
  inventario	
  de	
  especies	
  dominantes	
  

mientras	
  que	
  los	
  de	
  baja	
  resolución	
  pueden	
  proporcionar	
  información	
  cuantitativa	
  

de	
   grupos	
   bacterianos	
   seleccionados	
   dentro	
   de	
   la	
   microbiota	
   dominante	
   de	
   un	
  

perfil	
  dinámico	
  de	
  la	
  población	
  microbiana.	
  	
  

Los	
  métodos	
  de	
  configuración,	
  como	
  la	
  reacción	
  de	
  cadena	
  de	
  polimerasas	
  (PCR	
  )	
  

acoplada	
  a	
  electroforesis	
  en	
  gel	
  de	
  gradiente	
  desnaturalizante,	
  han	
  sido	
  muy	
  útiles	
  

para	
  comparar	
  poblaciones	
  diferentes.	
  Estas	
  herramientas	
  han	
  sido	
  utilizadas	
  con	
  

éxito	
  para	
  monitorizar	
  desplazamientos	
  de	
  comunidades	
  bacterianas,	
  no	
  solo	
  en	
  el	
  

tubo	
  gastrointestinal	
  	
  de	
  humanos,	
  sino	
  también	
  en	
  ecosistema	
  marino	
  o	
  de	
  suelo	
  

(Snart	
  J	
  y	
  col,	
  	
  2006).	
  Aunque	
  estos	
  métodos	
  no	
  son	
  cuantitativos,	
  podría	
  adaptarse	
  

para	
   proporcionar	
   resultados	
   cuantitativos	
   por	
   inclusión	
  de	
   un	
   estándar	
   interno	
  

de	
   concentración	
   de	
   ADN	
   conocido	
   o	
   una	
   combinación	
   de	
   PCR	
   	
   cuantitativa	
   con	
  

electroforesis	
  capilar	
  (Lim	
  ELm	
  Tomita	
  AV	
  2001).	
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Por	
   otro	
   lado,	
   la	
   PCR	
   cuantitativa	
   	
   en	
   tiempo	
   real	
   	
   ha	
   sido	
   muy	
   	
   útil	
   para	
   la	
  

cuantificación	
  de	
  especies	
  subdominates,	
  es	
  decir,	
  las	
  que	
  aparecen	
  en	
  cantidades	
  

reducidas.	
  	
  Alternativamente,	
  un	
  método	
  atractivo	
  que	
  no	
  precisa	
  la	
  extracción	
  de	
  

ácidos	
   nucleicos	
   y	
   que	
   ha	
   sido	
   utilizado	
   frecuentemente	
   para	
   analizar	
  muestras	
  

bacterianas	
  complejas	
  es	
  la	
  hibridación	
  fluorescente	
  in	
  situ	
  en	
  combinación	
  con	
  la	
  

microscopía	
  óptica	
  epifluorescente	
  o	
  la	
  flujocitometría.	
  Las	
  sondas	
  se	
  marcan	
  con	
  

un	
  colorante	
  fluorescente	
  y	
  se	
  dirigen	
  a	
  los	
  ribosomas	
  dentro	
  de	
  las	
  células.	
  Cada	
  

célula	
   hibridada	
   emitirá	
   luz	
   fluorescente	
   y	
   podría	
   detectarse	
   y	
   recontarse	
  

mediante	
  microscopía	
   automatizada	
  o	
   incluso	
   seleccionarse	
   con	
  un	
   citómetro	
  de	
  	
  

flujo.	
  	
  

Con	
  la	
  introducción	
  de	
  tecnologías	
  de	
  pirosecuenciación	
  454	
  puede	
  obstenerse	
  una	
  

información	
  taxonómica	
  de	
  alta	
  fidelidad	
  que	
  permite	
  la	
  investigación	
  simultanea	
  

de	
   varias	
   muestras	
   por	
   pasada.	
   Esta	
   potente	
   tecnología	
   puede	
   suministrar	
  

información	
   taxonómica	
   a	
   costes	
   menores	
   por	
   muestra	
   	
   (Anderson	
   AF	
   	
   y	
   col,	
  

2008).	
  Investigaciones	
  	
  sobre	
  el	
  microbioma	
  intestinal,	
  que	
  utilizan	
  principalmente	
  

ARNr	
   	
   16S	
   y	
   la	
   secuenciación	
   de	
   genomas	
   completos	
   (WGS-­‐	
   Whole-­‐genome	
  

shotgun)	
   (Turnbaugh	
   PJ	
   y	
   col,	
   2009)	
   han	
   proporcionado	
   una	
   visión	
   general	
   de	
  

comunidades	
  microbianas	
   comensales	
   y	
   de	
   su	
   capacidad	
   funcional.	
   Por	
   ejemplo,	
  

un	
   catálogo	
   de	
   3.3	
   millones	
   de	
   genes	
   microbianos	
   del	
   intestino	
   humano	
   se	
  

estableció	
   en	
   2010	
   	
   (Qin	
   J	
   y	
   col,	
   2010)	
   	
   y	
   cabe	
  mencionar,	
   que	
   un	
   catálogo	
  más	
  

amplio	
  de	
  microorganismos	
  intestinales	
  y	
  sus	
  genes	
  fue	
  publicado	
  más	
  tarde	
  	
  (Qin	
  

J	
   y	
   col,	
   2012).	
   Estos	
   estudios	
   han	
   demostrado	
   una	
   gran	
   variabilidad	
   en	
   la	
  

composición	
  de	
  la	
  microbiota	
  en	
  individuos	
  sanos,	
  	
  encontrándose	
  incluso	
  que	
  los	
  

gemelos	
  comparten	
  menos	
  del	
  50	
  %	
  de	
  sus	
  taxones	
  bacterianos	
  a	
  nivel	
  de	
  especie	
  

(Turnbaugh,	
  P.J	
  2010),	
  sin	
  embargo	
  este	
  hecho	
  no	
  quiere	
  decir	
  que	
  la	
  genética	
  no	
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desempeñe	
   un	
   papel	
   en	
   el	
   establecimiento	
   y	
   conformación	
   de	
   la	
   microbiota	
  

intestinal,	
   ya	
   que	
   se	
   ha	
   demostrado	
   que	
   la	
   composición	
   de	
   la	
   comunidad	
  

bacteriana	
   está	
   	
   influenciada	
   por	
   locus	
   genómicos	
   específicos	
   del	
   	
   huésped	
  

(Benson	
  AK	
  y	
  col,	
  	
  2010,	
  Koenig	
  JE	
  y	
  col,	
  2011)	
  

	
  

2.3.1	
  COMPOSICIÓN	
  DE	
  LA	
  MICROBIOTA	
  	
  INTESTINAL	
  

Los estudios metagenómicos han establecido que a pesar de la extensa 

variabilidad interpersonal,  hay unos grupos de bacterias que comparten funcionalidades 

(Burke C y col, 2011, Turnbaugh, P y col, 2009). Las principales bacterias 

corresponden a 3 grandes filos: Firmicutes (Gram-positivos), Bacteroidetes (Gram-

negativos) y Actinobacterias (Gram-positivos). Los Firmicutes son el filo que se 

encuentra en mayor proporción (60 %), incluye más de 200 géneros y los más 

importantes son los Micoplasma, Bacillus y Clostridium y a la vez en cada género 

pueden existir diferentes especies, los Bacteroidetes y Actinobacterias suponen el 10 % 

cada uno de la microbiota intestinal, el resto lo constituyen más de 10 familias  

minoritarias. En total hay más 1000 especies diferentes de bacterias en nuestro intestino 

(Eckburg PB  y col, 2005). 

Los hongos y Archaea pueden ser también residentes pero comprenden menos del 1% 

de la población total. Lo que ilustra que el ecosistema intestinal está dominado 

claramente por las bacterias, en particular las correspondientes a los tipos Firmicutes y 

Bacteroidetes. 

Más de 17 familias bacterianas engloban a 400-500  especies bacterianas diferentes que 

pueden ser encontradas en el intestino adulto humano (Yan F  y col, 2004). 

El intestino humano es el habitat de una población extensa y diversa de microbiota El 

genoma bacteriano colectivo de la microbiota humana codifica una cifra estimada en 2 a 
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4 millones de genes, sobrepasando el genoma humano en un factor de 140 veces ( Hao 

WL y col,  2004). 

Por	
   lo	
   tanto	
   la	
   adquisición	
   de	
   la	
   microbiota	
   intestinal	
   en	
   el	
   momento	
   del	
  

nacimiento	
   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	
   taxonómico	
   más	
  

profundo,	
  como	
  las	
  variaciones	
  en	
  las	
  densidades	
  de	
  población	
  y	
  la	
  diversidad	
  de	
  

las	
   especies	
   bacterianas	
   en	
   todo	
   el	
   tubo	
   digestivo.	
   La	
   boca	
   y	
   la	
   cavidad	
   oral	
  

presentan	
  arquitecturas	
  complejas	
  al	
  contrario	
  que	
  el	
  resto	
  del	
  sistema	
  GI,	
  que	
  es	
  

principalmente	
   tubular.	
   La	
   presencia	
   de	
   acidos	
   biliares	
   en	
   el	
   duodeno	
   o	
   las	
  

condiciones	
   ácidas	
   del	
   estómago	
   generan	
  una	
  presión	
  de	
   selección	
   ambiental	
   de	
  	
  

los	
  microorganismos	
  locales.	
  	
  En la tabla 1  se resumen los géneros más abundantes en 

cada uno de los tramos del tubo digestivo.	
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Tabla 1. Microorganismos predominantes en el  tracto gastrointestinal  humano 
 

 Estómago  104 UFC/g  
de contenido intestinal  

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

   

 Duodeno  103-104 UFC/g  
de contenido intestinal  

Bacteroides (Filo: Bacteroidetes) 
Lactobacillus (Filo: Firmicutes) 
Streptococcus (Filo: Firmicutes) 
Staphylococcus (Filo: Firmicutes) 

   

 Yeyuno  105-107 UFC/g 
 de contenido intestinal  

Bacteroides (Filo: Bacteroidetes) 
Lactobacillus (Filo: Firmicutes) 
Streptococcus (Filo: Firmicutes) 
Bacillus  (Filo: Firmicutes) 

   

 Ileon   107-108  UFC/g  
de contenido intestinal 

Bacteroides (Filo: Bacteroidetes) 
Clostridium (Filo: Firmicutes) 

   Enterobacteriaceae (Filo:Proteobacteria) 
Enterococcus (Filo: Firmicutes) 
Lactobacillus(Filo: Firmicutes) 
Veillonella (Filo: Firmicutes) 
 

 

 Colon  1010-1011 UFC/g de 
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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2.3.2. ESTABLECIMIENTO DE LA MICROBIOTA 

Una compleja y amplia comunidad de microorganismos habitan en simbiosis en 

el tracto gastrointestinal. Esta microbiota puede ser modulada por factores dietéticos  y 

su interacción con el huésped desde los primeros días de vida. 

En nuestra microbiota se producen cambios importantes desde el nacimiento a la edad 

adulta.  El tracto gastrointestinal del feto es estéril hasta el nacimiento, después del cual 

el recién nacido comienza a ser colonizado. Los niños están expuestos a una plétora de 

microbios de diferentes ambientes inmediatamente después del nacimiento, y son 

colonizados rápidamente por los microbios en su primer encuentro, bien desde la vagina 

de la madre o desde los microbios de la piel, dependiendo del tipo de parto (Adlerberth, 

I y col, 2009). 

 La exposición a la microbiota materna, vaginal  y fecal durante el parto ejerce un 

impacto importante sobre la colonización temprana del lactante. (Penders J y col, 2006) 

Los bebés que nacen por vía vaginal tienen comunidades parecidas a las encontradas en 

la microbiota vaginal de sus madres. En contraste, aquellos nacidos por cesárea 

presentan una microbiota que se parece más al entorno circundante hospitalario con 

niveles menores de Bifidobacterium, Bacteroides y niveles más elevados de Clostridium 

(Palmer C y col, 2007), en definitiva poseen una microbiota característica de la piel y 

predominada por taxones como Staphylococcus y Propionibacterium spp. (Dominguez-

Bello, M y col,  2010). 

Algunos resultados permiten plantear la hipótesis de que el tipo de parto influencia las 

funciones inmunitarias durante el primer año de vida a través del desarrollo de la 

microbiota intestinal, ya que encontramos bebés nacidos por cesárea que tienen un bajo 

recuento de células bacterianas en muestras fecales y un alto número de células 

secretoras de anticuerpos  (Huurre A y col,  2008) 
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En los primeros días después del nacimiento predominan las Proteobacterias y las 

Actinobacterias  pero la microbiota intestinal varía considerablemente durante los 

primeros meses de vida. En varios estudios dependientes e independientes de cultivos se 

ha observado que en los primeros meses de vida predominan las Bifidobacterias en el 

intestino, especialmente en lactantes alimentados con leche materna. No obstante, 

cuando el niño crece, y empieza la ingesta de alimentos sólidos, la diversidad de la 

microbiota aumenta, y la composición bacteriana comienza a converger hacia un perfil 

de microbiota adulta al final del primer año de vida (Palmer C y col, 2007) y se asemeja 

por completo a la microbiota adulta a los dos 2 años y medio de edad (Ravel J y col,  

2001) a partir de esta etapa predominan los Firmicutes y Bacteroidetes. Al mismo 

tiempo, el sistema inmunitario “aprende” a diferenciar entre las bacterias comensales y 

las patógenas.  

Una vez que la microbiota ha alcanzado la madurez, ésta permanece en su mayor parte 

estable hasta la vejez. El consorcio ELDERMET estudió la microbiota de los ancianos, 

encontrando una composición característica y diferente a la de los adultos jóvenes, 

particularmente en las proporciones de los grupos Bacteroides spp. y Clostridium 

(Claesson MJ y col,  2011). 

 

2.3.3 PERDIDA DE BIODIVERSIDAD DE LA MICROBIOTA INTESTINAL 

Recientemente, se ha propuesto que el incremento de la higiene y una falta de 

exposición a diversos microorganismos son responsables de la “epidemia” de 

enfermedades autoinmunes que se ha observado durante los últimos 30 a 40 años en 

países industrializados (Rook GA y col, 2005). 

La esencia de la teoría de esta hipótesis sostiene que la incidencia creciente de 

enfermedades de mediación autoinmune se debe al estilo de vida y a los cambios 
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ambientales que nos ha hecho “demasiado limpios”. Destacando la mejora del 

saneamiento y las condiciones de vida, las vacunaciones y el tratamiento antimicrobiano 

junto con la disminución del tamaño de las familias y el cambio en la ingestión 

alimentaria.  

De acuerdo con la hipótesis de la higiene, en las sociedades occidentalizadas la 

incidencia cada vez mayor de trastornos autoinmunes (DM tipo1, esclerosis multiple) 

así como atopias (eczema, asma, rinitis, alergias) y la enfermedad inflamatoria 

intestinal, podrian explicarse por una disminución de la carga microbiana en los 

primeros meses de vida.  

El descubrimiento de tres subgrupos de linfocitos T reguladores ha revolucionado la 

base inmunológica original de la hipótesis de la higiene, el paradigma T cooperador 1/T 

cooperador 2. La cual está sustentada por datos inmunológicos que demuestran que la 

respuesta a antígenos microbianos induce la expresión de citocinas Th1 que compensa 

la producción de citocinas Th2 polarizadas en recién nacidos.  

En ausencia de microbios, el intestino puede propiciar una producción exagerada de IgE 

y enfermedades atópicas. Alternativamente la ausencia de infecciones  helmínticas 

elimina la regulación por incremento normal de Th2 en la infancia, culminando en un 

entorno más propenso a Th1, que es característico de enfermedades inflamatorias y 

autoinmunes (Korzenik JR y col,  2006). Se considera que la inmunidad adaptativa y el 

desequilibrio entre las respuestas Th1, Th2, Th17 y linfocitos T reguladores son 

elementos clave en la patogénesis del proceso autoinmune.   

En el momento actual hay bastantes evidencias que indican que en las últimas décadas 

se ha producido un  importante cambio en la microbiota humana, incrementándose 

algunas especies y disminuyendo otras.  Pero uno de los hallazgos más llamativos es 

que en los países desarrollados se ha producido una pérdida de determinadas especies 
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que colonizaban hace unas décadas nuestros intestinos, por tanto ha existido una pérdida 

de la biodiversidad de nuestra microbiota. Dentro de los factores que han influido en 

este cambio de la microbiota se encuentran: 

1.-Saneamiento del agua. 

2.-Incremento de las cesáreas. 

3.-Aumento de uso de antibióticos en pretérmino. 

4.-Reducción de la lactancia. 

5.-Familias pequeñas. 

6.-Aumento del uso de antibióticos. 

7.-Aumento de aseo y jabones antibacterianos. 

Uno de los factores más importantes que pueden perturbar la composición de la 

microbiota es el uso de antibióticos. Los antibióticos tienen un profundo efecto en la 

microbiota, y su uso excesivo está unido a un aumento de patógenos resistentes a los 

antibióticos. Ahora hay pruebas convincentes de que existen alteraciones importantes en 

la microbiota después de  un tratamiento con antibióticos (Dethlefsen L y col,  2008 

Jernberg C y col, 2001). Aunque el particular taxón afectado varía entre individuos, 

algunos taxones no se recuperan incluso después de meses de tratamiento, y en general, 

hay una disminución a largo plazo en la biodiversidad de las bacterias tras el uso de 

antibióticos.   

De hecho, cuando comparamos las microbiotas de niños de Europa con niños africanos 

encontramos una composición de una microbiota radicalmente diferente. Como 

demuestra la Figura 4,  los cambios se producen tanto en la proporción 

Firmicutes/Bacteroidetes como en la proporción de bacterias Gram negativo/Gram 

positivo. Los niños africanos presentan una mayor proporción de Bacteriodetes y de 
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Gram positivos en su intestino, por tanto paracería que el estilo de vida occidental es 

favorecedor del incremento de Firmicutes y de Gram negativos. 

 

 

Figura 4. Diferencias en la microbiota entre un niño europeo y un niño africano. En las 
tartas A y B se presentan los filos y los géneros bacterianos más prevalentes. Abajo 
aparece la relación Gram positivas (en rojo) frente a las Gram negativas (azul) en 
diferentes niños de los dos continentes: los 14 primeros son niños africanos (BF) y 15 
restantes son niños europeos (EU). 
	
  
3.	
  	
  MICROBIOTA	
  INTESTINAL	
  Y	
  DIABETES	
  MELLITUS	
  TIPO	
  1	
  	
  
 
 Solo un par de estudios han evaluado la ecología de la microbiota intestinal en 

niños con diabetes mellitus tipo 1  (Giongo A y col,  2011,  Brown CT y col, 2011). 

Estos estudios han presentado un bajo número de sujetos (solo 4 pacientes y 4 

controles) y ninguno de ellos se controló factores tan importantes como modo de parto 

(vaginal o cesarea) o tipo de lactancia (materna o artificial), ambos factores 

determinantes de la composición de la microbiota intestinal durante la infancia (Penders 

J  y col, 2010). 

Estudios en modelos animales indican que ratones predispuestos a DM tipo 1 nacidos 

por cesarea presentan una aceleración del proceso respecto a aquellos nacidos por parto 

NIÑOS B. FASO.  NIÑOS  EUROPA  



	
   33	
  

vaginal, con las connotaciones que esto conlleva en la determinación de microbiota 

intestinal inicial dependiendo de la via del parto (Like AA y col,  1991).  

Apoyando este enfoque vemos como la administración de probióticos en ratones 

diabeticos no obesos aumenta la Il-10 (citosina antinflamatoria) ejerciciendo un efecto 

protector sobre DM1 (Calcinaro FDS y col,  2005). Por otro lado, la ingestión de 

Lactobacillus Casei retrasó el inicio de diabetes en ratones diabéticos no obesos asi 

como en ratones con diabetes inducida por aloxano (Matsuzaki T y col, 1997). Los 

mecanismos especificos que explican como tales terapias modulan el desarrollo de DM 

no están claros pero es evidente que cambios en la microbiota intestinal afectan al 

desarrollo de diabetes autoinmune en modelos animales. 

Wen demostro la relacion del desarrollo de DM tipo 1  y la presencia de proteina 

MyD88 en ratones diabeticos no obesos. La ablacion genica de la  proteina MyD88 (un 

adaptador para multiples receptores de inmunidad innata que reconocen estimulos 

bacterianos) está  relacionada con un efecto protector para el desarrollo de DM1, debido 

a una mayor tolerancia local a antigenos pancreaticos. Pero ratones diabeticos no obesos 

knockout de MyD88 no son protegidos frente a DM1, donde se deduce que el knock out 

de Myd 88  no es un factor independiente en la proteccion de DM. Existe una fuerte 

asociación del déficit de proteina MyD88 y la presencia de una determinada flora 

intestinal para ejercer dicho efecto protector. Ya que cuando a  los  ratones  knockout de 

la proteina  MyD88 se les administra un  antibiotico de amplio espectro que elimina 

toda flora intestinal, la deficiencia de dicha proteina dejó de presentar  tal efecto 

protector en el desarrollo de DM1. Los ratones con deficiencia de MyD88 y no tratados 

con antibiotico presentaban un cociente mas bajo de Firmicutes/Bacteroidetes asi como 

un aumento de Lactobacilus, Rikeallaceae y Porfiromonadaceae.  (Wen L y col,  2008) 
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El tratamiento con estreprozotocina (STZ)  en ratas y ratones induce una diabetes 

dependiente de insulina debido a la toxicidad de las células β pancreáticas relacionada 

con el fármaco. El pronóstico de la diabetes por inyección neonatal de STZ  puede 

mitigarse alimentando a los roedores con pienso al que se ha incorporado Lactobacillus 

rhamnosus (Tabuchi M y col,  2003). Asi mismo, la administración de Dahi, un 

producto lácteo fermentado indio que contiene Lactobacillus acidophilus (NCDC14) y 

L. Casei (NCDC19) en ratas tratadas con STZ mejoró la tolerancia a la glucosa y redujo 

los niveles de  LDL colesterol y VLDL totales asi como, los niveles de trigliceridos  

(Yadav H y col,  2008). 

En otro estudio, los Lactobacillus con actividad cinnamoyl  esterasa (L. Johnsonii y L. 

Reuteri) fueron correlacionados negativamente con DM1. Las bacterias que están 

relacionadas negativamente con DM1 pueden prevenir o postponer el inicio de DM1 en 

ratas predispuestas. Como prueba de este concepto se aisló L. Johnsonii de BBDR (ratas 

resistentes a DM1) y se alimentó con éste a BBDP (ratas predispuestas a DM1) (Lai KK  

y col, 2009). Los resultados muestran cambios en la composición de la microbiota 

intestinal, retrasando el proceso de autoinmunidad. La respuesta del huésped a L. 

Johnsonii consistió en: 1) Aumento de los niveles de proteínas de  unión intraepitelial 2) 

Aumento en la secreción de moco, 3) Disminución del estado oxidativo, 4) Disminución 

de la inflamación del intestino. La administración de L. Johnsonii N 6.2 modifica la 

microbiota intestinal. Los grupos alimentados con L. Johnsonii y L. Reuteri mostraron 

colonias de morfología homogénea. Además, el análisis de la mucosa ileal presentó un 

aumento estadísticamente significativo de la población de Lactobacillus en todas las 

ratas que no desarrollaron diabetes. Los efectos beneficiosos del Lactobacillus se deben 

a una mejor barrera física que impide el paso de antígenos bacterianos y una mayor 
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degradación de componentes tóxicos (Valladares R y col, 2010). Esto explica un efecto 

directo de la bacteria en la integridad de la barrera intestinal.  

No obstante, el efecto preventivo en el desarrollo de DM1 de L. Johnsonii fue solo 

observado cuando la administración empezó en el periodo postdestete más que durante 

la administración predestete, probablente por la mayor madurez intestinal. 

4.	
  MICROBIOTA	
  	
  Y	
  OTRAS	
  ENFERMEDADES	
  METABÓLICAS	
  	
  COMO	
  LA	
  

DIABETES	
  MELLITUS	
  TIPO	
  2	
  

Numerosos trabajos en humanos han encontrado cambios en la microbiota de 

sujetos con diabetes o resistencia a la insulina comparados con sujetos sin alteraciones 

en el metabolismo hidrocarbonado (Serino M y col,  2012   Qin J y col,  2012). 

Además, tratamientos probióticos  y prebióticos (Amar J y col, 2011) han demostrado 

que modifican la microbiota intestinal y el metabolismo hidrocarbonado. Varios	
  

mecanismos	
   han	
   sido	
   propuestos	
   para	
   explicar	
   la	
   influencia	
   directa	
   de	
   la	
  

microbiota	
   sobre	
   la	
   resistencia	
   a	
   la	
   insulina,	
   a	
   continuación	
   se	
   detallan	
   los	
  

mecanismos	
  que	
  se	
  postulan	
  como	
  más	
  sólidos	
  en	
  la	
  literatura. 

4.1. Incremento en la endotoxemia.  

Los lipopolisacáridos (LPS) son un componente de la pared celular de las 

bacterias Gram negativas, se ha observado que se produce un incremento en los niveles 

de LPS circulantes en sujetos que tienen un incremento en la ingesta de grasas  (Amar J 

y col,  2008). Se han  encontraron resultados similares en estudios con ratones (Cani PD 

y col,  2007) y ratones mutantes, como los ratones deficientes en  leptina, incluso 

alimentándose de una dieta normal  lo que  (Cani PD y col,  2008) sugiere que  ante 

determinadas situaciones se produce o un cambio en la proporción de bacterias Gram 

negativas en el intestino o un cambio en la permeabilidad intestinal para que los LPS se 

incrementen en suero (Cani PD y col,  2009) y este incremento en suero se relaciona de 
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forma directa con el grado de resistencia a la insulina.  Se ha demostrado que los LPS se 

absorben por el enterocito y son vehiculados en plasma fundamentalmente unidos a los 

quilomicrones (Clemente Postigo M y col, 2012). 

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 hepático, 

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

2007). 

El LPS se une al receptor CD14/TLR4 presente en los macrófagos y se produce un 

incremento en la producción de moléculas pro-inflamatorias (Figura 6), cuando las 

inyecciones de LPS se administraron a ratones con ausencia genética del receptor 

CD14/TLR4 no provocaron estas características metabólicas y no presentaron diabetes 

tipo 2 y ni obesidad, mostrando el importante papel del mecanismo del receptor 

CD14/TLR4 para LPS (Cani PD y col,  2007 Poggi M 2007). Además, los ratones 

CD14/TLR4 con knock out eran incluso más sensibles a la insulina que los controles de 

tipo salvaje. 

 

  
    
Figura 6. Mecanismo a través de los cuales LPS incrementa  el estrés oxidativo y el 

grado de inflamación.   
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4.2. Modificaciones de la secreción de incretinas relacionadas con la resistencia a la 

insulina y la funcionalidad de la célula beta. 

Se ha mostrado que un aumento de Bifidobacterium spp. modula la inflamación 

en ratones obesos por un incremento en la producción de péptido similar al glucagón,  

reduciendo también la permeabilidad  intestinal  (Cani, P.D 2009). 

Existe evidencia de que el incremento de  Bifidobacterium spp que producen algunos 

prebióticos se acompaña de un incremento en la secreción de GLP1 y de Péptido YY 

por parte del intestino, estas dos moléculas tienen efectos favorables en el descenso de 

la resistencia a la insulina e incremento de la funcionalidad de la célula beta (Cani PD y 

col, 2009).  

4.3.- Modificaciones en la producción de butirato. 

Un estudio reciente (Qin J y col,  2012) ha encontrado  en un análisis de sujetos 

chinos con y sin diabetes datos muy interesantes. Este estudio encuentra una disbiosis 

bacteriana intestinal en un grado moderado en sujetos con diabetes tipo 2; sin embargo, 

los análisis   funcionales de estos cambios  indican una disminución en las bacterias que 

producen butirato (el incremento de butirato puede ser metabólicamente beneficioso) y 

además encontraron un aumento en varios patógenos oportunistas.  Se ha informado 

recientemente sobre tales cambios en la composición bacteriana intestinal en pacientes 

de cáncer colón-rectal  y  (Wang T y col,  2012) en población de avanzada edad  (Biagi 

E y col,  2010)  

Por ello, está apareciendo una visión general donde las bacterias que producen butirato 

parecen tener un papel protector contra muchos tipos de enfermedades. Adicionalmente, 

este estudio demuestra más la existencia de una disbiosis funcional,  que un cambio en 

una especie microbiana específica que tenga una asociación directa con la patofisiología 

de la diabetes tipo 2. Además, dado que otras enfermedades intestinales muestran una 
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pérdida de bacterias que producen butirato con un aumento acorde en patógenos 

oportunistas, es posible que este cambio en la microbiota pueda provocar un incremento  

de la susceptibilidad a padecer una más amplia variedad de enfermedades 

5.	
  DIABETES	
  	
  y	
  ESTRÉS	
  OXIDATIVO	
  	
  

El	
  estrés	
  oxidativo	
  es	
  el	
  desequilibrio	
  entre	
  la	
  producción	
  de	
  radicales	
  libres	
  

de	
   oxígeno	
   (RLO)	
   altamente	
   reactivos	
   y	
   el	
  mecanismo	
  de	
   limpieza	
   o	
   de	
   bloqueo	
  

natural	
   de	
   estas	
   sustancias.	
   Debido	
   a	
   la	
   habilidad	
   de	
   los	
   RLO	
   de	
   oxidar	
   y	
   dañar	
  

DNA,	
  proteínas	
   y	
   lípidos,	
   se	
  han	
   asociado	
   los	
  RLO	
   con	
   la	
   patogénesis	
   de	
   algunas	
  

enfermedades	
  humanas	
  como	
  la	
  diabetes	
  (Sies	
  H	
  y	
  col,	
  	
  1991).	
  	
  

5.1	
  Isoprostanos	
  

La	
   disponibilidad	
   de	
   un	
   abordaje	
   fidedigno	
   y	
   no	
   invasivo	
   para	
   valorar	
   el	
  

estrés	
  oxidativo	
  en	
  humanos	
  es	
  una	
  prioridad	
  en	
  el	
  campo	
  de	
   la	
   investigación	
  de	
  

los	
  RLO.	
  	
  

En	
   1990	
   Morrow	
   et	
   al,	
   describieron	
   la	
   formación	
   de	
   compuestos	
   similares	
   a	
   la	
  

prostaglandina	
   F2	
   	
   	
   en	
   vivo	
   en	
   humanos	
   producidos	
   por	
   la	
   peroxidación	
   no	
  

enzimática	
  inducida	
  por	
  los	
  RLO	
  del	
  ácido	
  araquidónico	
  que	
  es	
  un	
  ácido	
  graso	
  poli-­‐	
  

insaturado	
  ampliamente	
  distribuido	
  en	
  el	
  organismo.	
  Estos	
  autores	
  denominaron	
  a	
  

estos	
   compuestos	
   isoprostanos.	
   A	
   diferencia	
   de	
   las	
   prostaglandinas,	
   las	
   cuales	
  

están	
   formadas	
   por	
   la	
   acción	
   de	
   enzimas	
   ciclooxigenasas,	
   los	
   isoprostanos	
   se	
  

generan	
   como	
   un	
   resultado	
   de	
   la	
   peroxidación	
   mediada	
   por	
   los	
   RLO	
   del	
   ácido	
  

araquidónico	
  independiente	
  de	
  esta	
  enzima	
  (Morrow	
  JD	
  y	
  col,	
  	
  1990).	
  	
  

El	
  origen	
  de	
  los	
  RLO	
  que	
  contribuyen	
  a	
  la	
  formación	
  de	
  los	
  isoprostanos	
  in	
  vivo	
  es	
  

múltiple.	
  Incluye	
  la	
  generación	
  y	
  transformación	
  de	
  los	
  RLO,	
  como	
  el	
  superóxido	
  y	
  

el	
  radical	
  hidroxil,	
  desde	
  el	
  sistema	
  de	
  transporte	
  de	
  electrones	
  mitocondrial	
  y	
  de	
  

la	
   familia	
   P450	
   	
   de	
   enzimas	
   que	
   metabolizan	
   los	
   fármacos,	
   la	
   generación	
   de	
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superóxido	
   por	
   las	
   oxidasas	
   de	
   NADPH,	
   del	
   radical	
   hidroxiperoxyl	
   a	
   partir	
   de	
  

lipooxigenasas	
   y	
   la	
   formación	
   catalizada	
   por	
   metales	
   de	
   transición	
   de	
   los	
   RLO,	
  

entre	
  otros.	
  	
  

El	
  mecanismo	
  por	
  el	
  cual	
  estos	
  compuestos	
  se	
  producen	
  se	
  basa	
  en	
  los	
  principios	
  

químicos	
  porpuestos	
  por	
  Pyor,	
  Porter	
  y	
  otros	
  de	
   la	
  generación	
  de	
   intermediarios	
  

biciclo-­‐endoperóxidos	
   producidos	
   por	
   la	
   peroxidación	
   de	
   otros	
   ácidos	
   grasos	
  

polinsaturados	
  (Roberts	
  LJ	
  y	
  col,	
  2000)	
  (Figura	
  7).	
  	
  

	
  
	
  

	
  
	
  
	
  
Figura	
   7.	
   Clasificación	
   basada	
   en	
   el	
   sistema	
   de	
   nomenclatura	
   para	
   isoprostanos	
  
aprobada	
   por	
   el	
   Comité	
   de	
   Nomenclatura	
   Eicosanoide	
   y	
   ratificada	
   pro	
   la	
   “Joint	
  
Comission	
   on	
   Biochemical	
   Nomenclature	
   of	
   the	
   International	
   Union	
   of	
   Pure	
   and	
  
Applied	
  Chemistry".	
  	
  
	
  
	
  

Los	
   isoprostanos	
  pueden	
  medirse	
   en	
   los	
   fluidos	
  biológicos	
   como	
   sangre	
   y	
  

orina	
  (Morrow	
  JD	
  y	
  col,	
  1999).	
  	
  Actualmente	
  se	
  han	
  detectado	
  en	
  todos	
  los	
  tejidos	
  

humanos	
   y	
   fluidos	
   evaluados,	
   y	
   esto	
   es	
   particularmente	
   importante,	
   ya	
   que	
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permite	
   la	
  valoración	
  de	
   los	
  efectos	
  de	
  enfermedades	
  sobre	
   la	
  situación	
  oxidante	
  

endógena.	
  	
  

La	
  definición	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  isoprostanos	
  	
  in	
  vivo	
  es	
  importante	
  porque	
  permite	
  

la	
   valoración	
   de	
   la	
   extensión	
   en	
   la	
   cual	
   las	
   intervenciones	
   terapeúticas	
   influyen	
  

sobre	
  los	
  niveles	
  de	
  estrés	
  oxidativo.	
  	
  

Para	
  estudios	
  en	
  humanos,	
   la	
  medición	
  de	
   isoprostanos	
  en	
   los	
   fluidos	
  corporales	
  

como	
  orina	
  y	
  plasma	
  es	
  significativamente	
  más	
  conveniente	
  y	
  menos	
  invasivo	
  que	
  

la	
  medición	
  en	
  tejidos	
  orgánicos.	
  Basándonos	
  en	
  los	
  datos	
  disponibles,	
  la	
  medición	
  

en	
  plasma	
  y	
  orina	
  es	
  un	
  índice	
  preciso	
  y	
  exacto	
  de	
  estrés	
  oxidativo.	
  	
  

Debido	
  a	
  que	
  el	
  8	
  isoprostano	
  representa	
  el	
  componente	
  más	
  abundante	
  de	
  todos	
  

los	
   isoprostanos	
   medidos	
   en	
   plasma	
   y	
   orina,	
   se	
   han	
   desarrollado	
   análisis	
  

específicos	
  para	
  su	
  determinación	
  por	
  lo	
  que	
  es	
  el	
  más	
  extensamente	
  estudiado.	
  	
  

Se	
   ha	
   observado	
  que	
   este	
   compuesto	
   tiene	
   importantes	
   efectos	
   biológicos,	
   es	
   un	
  

potente	
  vasoconstrictor	
  (Takahashi	
  K	
  y	
  col,	
   	
  1992)	
  e	
  induce	
  la	
  síntesis	
  de	
  DNA	
  en	
  

las	
  células	
  del	
  músculo	
  liso	
  vascular,	
  probablemente	
  a	
  través	
  de	
  su	
  interacción	
  con	
  

receptores	
   de	
   tromboxanos	
   asi	
   como	
   la	
   activación	
   de	
   los	
   receptores	
   de	
  

prostaglandinas	
   	
   y	
   estimula	
   la	
   respuesta	
   proliferativa	
   de	
   los	
   fibroblastos	
  	
  

(Kunapuli	
  P	
  y	
  col,	
  	
  1997).	
  

	
  5.1.1	
  Isoprostanos	
  	
  y	
  diabetes	
  	
  

La	
  generación	
  de	
  isoprostano	
  es	
  inducida	
  in	
  vitro	
  en	
  las	
  células	
  del	
  músculo	
  

liso	
   vascular	
   por	
   niveles	
   de	
   glucemia	
   elevados,	
   por	
   este	
   motivo	
   varios	
  

investigadores	
   exploraron	
   la	
   posibilidad	
   de	
   aumento	
   del	
   estrés	
   oxidativo	
   en	
   los	
  

pacientes	
  con	
  DM.	
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En	
   la	
   actualidad	
   existen	
   pocos	
   estudios	
   y	
   han	
   sido	
   realizados	
   en	
   los	
   últimos	
   15	
  	
  

años	
   en	
   los	
   que	
   se	
   ha	
   relacionado	
   la	
   formación	
   de	
   isoprostanos	
   en	
   la	
   DM	
  

(Natarajan	
  R	
  y	
  col,	
  	
  1996)	
  (Figura	
  8).	
  	
  

	
  

	
  
	
  
	
  
Figura	
   8.	
   	
   	
  Los	
   isoprostanos	
  son	
  productos	
  biológicamente	
  activos	
  derivados	
  del	
  
metabolismo	
   del	
   ácido	
   arquidónico	
   de	
   relevancia	
   especial	
   en	
   la	
   DM	
   (Robert	
   D.	
  
Hoeldtke	
  y	
  col,	
  	
  2003)	
  	
  
	
  
	
  
Se	
  ha	
  observado	
  	
  que	
  la	
  excreción	
  de	
  8	
  isoprostano	
  en	
  pacientes	
  adultos	
  con	
  DM1	
  y	
  

DM2	
  era	
  el	
  doble	
  de	
  la	
  que	
  se	
  observó	
  en	
  sujetos	
  sanos	
  de	
  similar	
  edad	
  (Takahashi	
  

K	
  y	
  col,	
  1992).	
  Esta	
  observación	
  similar	
  en	
  los	
  pacientes	
  con	
  DM1	
  y	
  DM2	
  implica	
  a	
  

la	
   hiperglucemia	
   como	
   principal	
   alteración	
   metabólica,	
   debido	
   a	
   que	
   ésta	
   es	
   la	
  

característica	
   fundamental	
   en	
   ambas	
   poblaciones	
   de	
   pacientes.	
   Estos	
   autores	
  

también	
  observaron	
  una	
   correlación	
   significativa	
   entre	
   los	
   niveles	
   de	
   glucosa	
   en	
  

plasma	
  y	
  la	
  concentración	
  urinaria	
  de	
  isoprostanos,	
  sugiriendo	
  que	
  la	
  peroxidación	
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lipídica	
   está	
   relacionada	
   con	
   el	
   control	
   glucémico.	
   La	
   observación	
   que	
   el	
  

tratamiento	
   intensivo	
   con	
   agentes	
   hipoglucemiantes	
   disminuye	
   los	
   niveles	
   de	
  

glucosa	
   y	
   la	
   excreción	
   urinaria	
   de	
   isoprostanos,	
   apoya	
   la	
   idea	
   de	
   que	
   la	
  

hiperglucemia	
  es	
  responsable	
  de	
   la	
  mayor	
  parte	
  de	
   la	
   formación	
  de	
   isoprostanos	
  

(Sampson	
   NK	
   y	
   col,	
   2002).	
   Otra	
   importante	
   observación	
   de	
   este	
   estudio,	
   fue	
   el	
  

hallazgo	
   de	
   una	
   correlación	
   entre	
   la	
   excreción	
   urinaria	
   de	
   8	
   isoprostano	
   y	
   la	
  

activación	
  plaquetaria	
  y,	
   sobre	
   la	
  base	
  de	
  estudios	
  previos,	
   en	
   los	
  que	
  se	
   sugería	
  

que	
  el	
  8	
  isoprostano	
  amplificaba	
  la	
  agregación	
  plaquetaria	
  inducida	
  por	
  agonistas,	
  

estos	
  resultados	
  sugieren	
  un	
   incremento	
  de	
   la	
  peroxidación	
   lipídica	
  en	
  pacientes	
  

con	
  DM	
  en	
  los	
  que	
  la	
  formación	
  de	
  8	
  isoprostano	
  inicia	
  la	
  activación	
  plaquetaria.	
  	
  

5.2	
  Acidos grasos no esterificados 

Existe una amplia aceptación en la literatura que los ácidos grasos no 

esterificados (NEFA) también llamados ácidos grasos libres (FFA) pueden mediar 

muchos efectos metabólicos adversos, el más notable la resistencia a la insulina.  El 

proceso de movilización de ácidos grasos desde el tejido adiposo normalmente inhibido 

por la insulina, da lugar a insulinoresistencia,  motivo por el que se incrementa la 

lipolisis dando lugar a un círculo vicioso. Este modelo ha sido aceptado durante muchos 

años (Frayn KN y col,  1996) 

Los NEFA circulan en plasma unidos a albúmina plasmática, su función fué  

ampliamente estudiada en 1950 a través del trabajo de Vicent Dole (Dole VP y col, 

1956)  y Robert Gordon (Gordon RS Jr y col,  1957). Gordon demostró el origen de los 

NEFA plasmáticos del tejido adiposo y su uso por otros tejidos como el hígado y el 

corazón pero no por el cerebro.  Nosotros actualmente reconocemos que los NEFA  son 

el vehículo por el cual los depósitos de triglicéridos en tejido adiposo son transportados 
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a su sitio de utilización (Fredrik Karpe y col,  2011). La vida media de los NEFA es 

corta alrededor de 2-4 min  (Eaton RP y col, 1969). 

La grasa subcutánea abdominal es la fuente dominante de NEFA (Nielsen S y col, 

2004). En ayunas, los NEFA plasmáticos aumentan casi enteramente de la hidrólisis de 

los TG en el adipocito. Tras una comida que contiene grasas hay una ruta importante de 

generación de NEFA plasmáticos. La lipoproteinlipasa (LPL) en los capilares del tejido 

adiposo hidroliza los TG circulantes principalmente procedentes de la dieta en los 

quilomicrones. La movilización grasa es inhibida por la insulina. Las concentraciones 

plasmáticas de NEFA disminuyen después de cualquier comida que contiene hidratos de 

carbonos la cual estimula la liberación de insulina. 

Los perfiles circadianos de las concentraciones plasmáticas de NEFA muestran las 

concentraciones más altas tras el ayuno nocturno con supresión después de cada comida 

(Bakewell L y col, 2006). Se encuentran más altas en las mujeres que en los hombres y 

se incrementan en las situaciones de estrés. Durante el ejercicio cuando la grasa es 

movililizada desde el tejido adiposo para llevar a cabo el trabajo muscular, las 

concentraciones pueden aumentar  (Stefan N y col,  2010). 

5.2.1	
  NEFA	
  y	
  diabetes	
   

Se ha descrito un aumento de NEFA en pacientes con diabetes  (Basu Ay col,  

2001). En estudios con DM y mal control metabólico se pueden encontrar niveles 

elevados de NEFA, no existiendo un aumento notable cuando hay un buen control 

metabólico  (Groop LC y col,  1989) (Sørensen LP y col,  2011). Una clásica relación 

de feedback ha sido postulada entre la hormona de crecimiento (GH) y los NEFA. La 

GH tiene un efecto lipolítico directo en el tejido adiposo, apoyando la liberación de 

glicerol, FFA y cuerpos cetónicos (Vance M y col,  1993). La reducción farmacológica 
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de FFA está asociada con la liberación de GH. (Dieguez, C. & Casanueva, F.F. 1995). 

El Acipimox es un fármaco antilipolítico que inhibe la lipolisis y produce una reducción 

de FFA (Pontiroli A y col,  1990). Coiro y col. llevaron a cabo un estudio que evaluaba 

si el incremento de secreción de GH en pacientes con DM1 podría ser debido a una 

alteración en el mecanismo inhibidor debido a los FFA circulantes, ya que la 

hiperglucemia ejerce un efecto ihibidor habitualmente en la la liberación de GH. La 

reducción de FFA con acipimox es un estímulo para la secreción de GH en pacientes 

con DM1. La administración conjunta en este estudio de acipimox y GHRH produjo un 

marcado incremento de liberación de GH en sujetos con DM1 cuando los compararon 

con sujetos normales. Estos datos sugieren que los pacientes con DM1 tienen mayor 

capacidad secretora de GH que los sujetos normales pero  los niveles endógenos de FFA 

ejercen un importante efecto inhibidor en los pacientes con DM1 (Coiro V y col,  1999). 

5.3 Estres	
  oxidativo,	
  microbiota	
  intestinal	
  y	
  diabetes	
  

Existe	
   en	
   la	
   literatura	
   escasa	
   referencia	
   a	
  marcadores	
  de	
   estrés	
  oxidativo,	
  

microbiota	
  intestinal	
  y	
  diabetes.	
  Uno	
  de	
  	
  los	
  efectos	
  más	
  precoces	
  de	
  las	
  "especies	
  

reactivas	
  de	
  oxigeno”	
  (ROS)	
  	
  es	
  la	
  disrupción	
  de	
  las	
  uniones	
  estrechas	
  de	
  las	
  células	
  

epiteliales	
  del	
   intestino	
   (Schulzke	
   JD	
   y	
   col,	
   	
   2009).	
   Los	
   efectos	
  beneficiosos	
  de	
  L.	
  

Johnsonii	
   se	
   deben	
   a	
   la	
   liberación	
   de	
   componentes	
   antoxidantes	
   a	
   través	
   de	
   la	
  

hidrólisis	
   de	
   fibras	
   de	
   la	
   dieta.	
   L.	
   Johnsonii	
   produce	
   una	
   disminución	
   de	
   la	
  

respuesta	
  del	
  huesped	
  al	
  estres	
  oxidativo.	
  	
  El	
  nivel	
  de	
  Hexanoylysina	
  (un	
  marcador	
  

de	
  stress	
  oxidativo	
  fue	
  determinado	
  por	
  ELISA	
  en	
  mucosa	
  ileal)	
  se	
  observó	
  que	
  fue	
  

más	
  elevado	
  en	
  ratas	
  diabéticas	
  cuando	
  se	
  comparaban	
  con	
  el	
  grupo	
  control	
  y	
  con	
  

el	
  grupo	
  alimentado	
  con	
  L.	
  Jonhsonii	
  (Kato	
  Y	
  y	
  col,	
  2004).	
  El	
  estado	
  oxidativo	
  de	
  la	
  

mucosa	
   ileal	
   fue	
   valorado	
  midiendo	
   niveles	
   de	
  mRNA	
  de	
   genes	
   implicados	
   en	
   la	
  

respuesta	
  a	
  estrés	
  oxidatvio	
  (SOD,	
  GPX1,	
  Cat	
  y	
  GR)	
  	
  y	
  	
  se	
  observó	
  una	
  correlación	
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negativa	
   entre	
   las	
   bacterias	
   capaces	
   de	
   liberar	
   componentes	
   antioxidantes	
  

bioactivos	
  desde	
   componentes	
   fenólicos.	
  L.	
   Johnsonii	
  N.6.2	
   posee	
  2	
   esterasas	
  que	
  

pueden	
   liberar	
   ácido	
   cinnamico	
   y	
   otros	
   componentes	
   fenólicos	
   con	
   propiedades	
  

antinflamatorias.	
  	
  No	
  obstante,	
  el	
  papel	
  directo	
  de	
  estas	
  enzimas	
  y	
  el	
  componente	
  

antioxidante	
   en	
   la	
   patogénesis	
   en	
   la	
   patogénesis	
   de	
   DM1	
   requiere	
   más	
  

investigación.	
  El óxido nítrico es una molécula asociada a la inflamación y desarrollo 

de diabetes. Un aumento en la transcripción y traducción del gen de la óxido nitrico 

sintetasa (iNOS) ha sido asociada con desarrollo de DM1 en BBDP. La expresión de 

iNOS (y su citokina inductora IFNgamma) fue disminuida en el grupo L. Johnsonii 

comparado con el grupo control (Kato Y y col,  2004).  L. Johnsonii disminuye la 

expresión de IFN gamma, ejerciendo por esta otra via un efecto protector para diabetes. 

Existen	
   enfermedades	
   descritas	
   en	
   las	
   que	
   a	
   través	
   de	
   	
   la	
   medición	
   de	
   F2-­‐

isoprostanos	
  se	
  han	
  implicado	
  a	
  los	
  radicales	
  libres	
  de	
  oxígeno	
  	
  en	
  la	
  patogénesis	
  

de	
   algunas	
   enfermedades	
   como	
   es	
   el	
   caso	
   de	
   la	
   diabetes	
   y	
   la	
   ateroesclerosis	
   (	
  

Koenig	
  W	
  y	
  col,	
  	
  2006)	
  (Flores	
  L	
  y	
  col,	
  2004).	
  

	
  

FUNDAMENTOS	
  DEL	
  ESTUDIO	
  

- En modelos animales  se ha podido observar cambios en la flora intestinal, a través de 

manipulación antibiótica y/o administración de probióticos, que han desencadenado 

cambios en el curso de la enfermedad de ratones predispuestos a desarrollar DM tipo 1,  

bién atrasando su momento de presentación o incluso evitando su aparición.  

-Existen muy pocos estudios  que aporten datos sobre la microbiota intestinal en niños 

con DM tipo 1  que nos permitan establecer una relación entre ambos.  

-Ha sido descrita la relación entre diabetes y estréss oxidativo pero solo existen algunas 

referencias puntuales en la relación entre diabetes mellitus tipo 1,  estrés oxidativo y 
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microbiota intestinal. El conocimiento de la relación entre microbiota y estress 

oxidativo nos permitiría conocer  posibles conexiones no descritas hasta el momento en 

el desarrollo de DM tipo 1. 

	
  

HIPOTESIS	
  	
  

-­‐Existen	
  diferencias	
  entre	
  la	
  	
  microbiota	
  intestinal	
  	
  de	
  niños	
  con	
  diabetes	
  mellitus	
  

tipo	
   1	
   y	
   niños	
   sanos.	
   Estas	
   diferencias	
   en	
   la	
  microbiota	
   intestinal	
   podrian	
   estar	
  

relacionadas	
   con	
   los	
   elevados	
   niveles	
   de	
   glucemia	
   presentes	
   en	
   los	
   niños	
  

diabeticos.	
  

-­‐	
   Existen	
   diferencias	
   	
   de	
   estrés	
   oxidativo	
   entre	
   sujetos	
   con	
   DM	
   tipo	
   1	
   y	
   sujetos	
  

sanos.	
  	
  	
  

OBJETIVO	
  GENERAL	
  	
  

Determinar	
   si	
   existen	
   diferencias	
   en	
   la	
  microbiota	
   intestinal	
   de	
   niños	
   con	
  

DM	
  tipo	
  1	
  comparada	
  con	
  la	
  de	
  niños	
  sanos.	
  	
  

OBJETIVOS	
  ESPECÍFICOS	
  

-­‐Cuantificar	
  la	
  microbiota	
  intestinal	
  presente	
  en	
  ambos	
  grupos	
  de	
  estudio.	
  	
  

-­‐Establecer	
   la	
   posible	
   relación	
   entre	
   la	
   microbiota	
   presente	
   en	
   los	
   niños	
   	
   con	
  

diabetes	
  mellitus	
  tipo	
  1	
  y	
  	
  los	
  niveles	
  de	
  glucemia	
  presentes.	
  	
  

-­‐Medir	
  	
  biomarcadores	
  de	
  estrés	
  oxidativo	
  en	
  niños	
  con	
  diabetes	
  mellitus	
  tipo	
  1	
  y	
  	
  

niños	
  	
  sanos.	
  

-­‐Analizar	
  biomarcadores	
  de	
  estres	
  oxidativo	
  en	
  los	
  dos	
  grupos	
  de	
  estudio.	
  	
  

-­‐Determinar	
  si	
  existe	
  relación	
  entre	
   la	
  microbiota	
   intestinal	
  y	
   	
   los	
  biomarcadores	
  

de	
  estrés	
  oxidativo	
  analizados.	
  

METODOLOGIA	
  

Sujetos de estudio 
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En	
  el	
  estudio	
  se	
  incluyeron	
  16	
  ñiños	
  con	
  edades	
  comprendidas	
  entre	
  5	
  y	
  10	
  

años	
   afectos	
   de	
   DM	
   tipo	
   1	
   en	
   seguimiento	
   en	
   la	
   Unidad	
   de	
   Diabetes	
   infantil	
   del	
  

Complejo	
   Hospitalario	
   de	
   Jaén	
   durante	
   el	
   año	
   2009/2010.	
   Los niños diabéticos 

fueron tratados y monitorizados acorde a protocolos médicos standarizados y todos ellos 

se encontraban en tratamiento intensivo de insulinoterapia a través de infusión continua 

de insulina. Se excluyeron aquellos pacientes afectos de otras enfermedades. Los sujetos 

del estudio no recibieron tratamiento antibiótico, probióticos, prebióticos o cualquier 

otro tratamiento médico que pudiera influir en la microbiota intestinal en los últimos 3 

meses antes del inicio del estudio. 	
  

Los	
   controles	
   fueron	
   	
   16	
   niños	
   con	
   edades	
   comprendidas	
   entre	
   5-­‐10	
   años	
   que	
  

acuden	
   a	
   revisión	
   de	
   control	
   de	
   niño	
   sano	
   al	
   centro	
   de	
   salud	
   de	
   la	
  misma	
   área	
  

sanitaria	
  que	
  los	
  casos	
  a	
  través	
  de	
  muestreo	
  consecutivo	
  en	
  el	
  mismo	
  periodo	
  de	
  

tiempo.	
   Estos controles fueron seleccionados pareados en edad, sexo, antecedentes, 

modo de parto y duración de lactancia materna con los pacientes. Los padres de los 

pacientes y controles completaron un entrevista estructurada para obtener los siguientes 

datos: estado de salud, aspectos de estilo de vida (ambiente rural/ urbano, actividad 

física) y hábitos dietéticos (cuestionario de frecuencia de alimentos).	
  

La  toma de muestras fue llevada a cabo tras la aprobación del Comité de Etica del 

Hospital de Jaén y el consentimiento informado de los padres de los pacientes. 

Recogida de muestras  

A	
   todos	
   lo	
   pacientes	
   que	
   participaron	
   en	
   el	
   estudio	
   se	
   les	
   extrajeron	
  

muestras	
  de	
  sangre	
  por	
   la	
  mañana	
  tras	
  doce	
  horas	
  de	
  ayunas.	
  Estas	
  muestras	
  de	
  

sangre	
   fueron	
   recogidas	
   en	
   dos	
   tubos;	
   	
   uno	
   con	
   acido-­‐etilen-­‐diamino	
   tetracético	
  

(EDTA)	
   y	
   otro	
   sin	
   anticoagulante,	
   y	
   fueron	
   centrifugadas	
   a	
   2500	
   x	
   g	
   durante	
   10	
  

minutos	
  a	
  4ºC,	
  para	
  aislar	
  el	
  plasma	
  y	
  el	
  suero,	
  respectivamente,	
  en	
  el	
  mismo	
  día	
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de	
   la	
   punción	
   venosa.	
   Estas	
   muestras	
   de	
   suero	
   y	
   plasma	
   fueron	
   	
   alicuotadas	
   y	
  

almacenadas	
  a	
  -­‐80ºC	
  	
  hasta	
  su	
  análisis.	
  

Muestras	
  de	
  heces	
  del	
  tamaño	
  de	
  una	
  nuez	
  fueron	
   	
  recogidas	
  en	
  un	
  frasco	
  esteril	
  

de	
   boca	
   ancha.	
   Una	
   vez	
   recogidas	
   las	
   muestras	
   fueron	
   transportadas	
   en	
   nieve	
  

carbonica	
   ,previamente	
  suministrada	
  a	
  los	
  padres,	
  hasta	
  el	
  hospital	
  donde	
  fueron	
  

alicuotadas	
  y	
  congeladas	
  a	
   -­‐80	
  °C.	
   	
  El	
   tiempo	
  transcurrido	
  desde	
  su	
  recogida	
  por	
  

parte	
   de	
   los	
   padres	
   hasta	
   su	
   entrega	
   siempre	
   fue	
   inferior	
   a	
   24	
   horas.	
  

Posteriormente	
  las	
  muestras	
  fueron	
  enviadas	
  en	
  nieva	
  carbonica	
  al	
  laboratorio	
  de	
  

investigación	
  de	
  IBIMA	
  del	
  Hospital	
  Clinico	
  Virgen	
  de	
  la	
  Victoria	
  de	
  Malaga,	
  donde	
  

fueron	
  procesadas	
  y	
  secuenciadas	
  en	
  la	
  ECAI	
  de	
  Biología	
  Molecular.	
  

Análisis de variables bioquímicas 

Las	
   mediciones	
   se	
   hicieron	
   con	
   un	
   autoanalizador	
   Dimensión	
   de	
   Dade	
  

Behring	
  Inc.	
  (Deerfield,	
  IL,	
  EE.UU.).	
  Además,	
   la	
   insulina	
  fué	
  cuantificada	
  mediante	
  

RIA	
  proporcionado	
  por	
  BioSource	
  SA	
  (Nivelles,	
  Bélgica)	
  y	
  las	
  lipoproteínas	
  séricas	
  

(HDL,	
   LDL)	
   se	
  medieron	
  mediante	
   ultracentrifigación	
   en	
   gradiente	
   de	
   densidad.	
  

Los	
   triglicéridos	
  del	
  suero	
  se	
  midieron	
  por	
  cromatografía	
  de	
  gases	
  después	
  de	
   la	
  

separación	
  mediante	
  cromatografía	
  en	
  capa	
  fina.	
  

Datos	
  antropométricos	
  	
  

El	
   peso	
   y	
   la	
   talla	
   de	
   los	
   niños	
   fueron	
   medidos	
   acorde	
   a	
   procedimientos	
  

estandarizados.El	
  peso	
  se	
  registró	
  utilizando	
  una	
  báscula	
  (Tanita	
  2001T-­‐TB),	
  con	
  

precisión	
  de	
  fracciones	
  de	
  100	
  g.	
  La	
  talla	
  con	
  un	
  estadímetro	
  Holtain	
  (Holtain	
  Ltd.,	
  

Dyfed,	
  UK)	
  con	
  precisión	
  de	
  fracciones	
  de	
  0,1	
  cm.	
  	
  

Extracción	
  del	
  ADN	
  bacteriano	
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La	
   descongelación	
   de	
   las	
   alicuotas	
   de	
   las	
  muestras	
   de	
   heces	
   se	
   realizó	
   de	
  

manera	
  gradual	
  durante	
  24	
  horas	
  a	
  4ºC	
  para	
  minimizar	
   la	
  posible	
  pérdida	
  de	
   los	
  

grupos	
  bacterianos	
  más	
  sensibles	
  a	
  los	
  cambios	
  de	
  temperatura.	
  La	
  extracción	
  de	
  

ADN	
  se	
  realizó	
  a	
  partir	
  de	
  200	
  mg	
  de	
  heces	
  utilizando	
  el	
  QIAamp	
  DNA	
  	
  Stool	
  Mini	
  

kit	
  (Qiagen,	
  Hilden,	
  Alemania)	
  siguiendo	
  las	
  instrucciones	
  de	
  manufactura.	
  	
  

El	
   protocolo	
   de	
   aislamiento	
   del	
   DNA	
   de	
   muestra	
   de	
   heces	
   para	
   detección	
   de	
  

patógenos	
  ha	
  seguido	
  el	
  siguiente	
  procedimiento:	
  	
  

1. 	
  Se	
  pusierón	
  200	
  mg	
  de	
  heces	
  en	
  un	
  tubo	
  de	
  	
  microcentrifuga	
  de	
  2	
  ml	
  y	
  se	
  

mantuvo	
  el	
  tubo	
  en	
  hielo.	
  	
  

2. Se	
  añadió	
  1.4	
  ml	
  de	
  Buffer	
  ASL	
  a	
  cada	
  muestra	
  de	
  heces.	
  Se	
  vorteo	
  de	
  forma	
  

continuada	
  durante	
  1	
  minuto	
  para	
  homogeneizar	
  las	
  heces	
  	
  

3. Se	
  calentó	
  la	
  suspensión	
  a	
  70ºC	
  ,	
  	
  

4. Se	
  vorteó	
  durante	
  15	
  s.	
  y	
   se	
  centrifugó	
   la	
  muestra	
  a	
  12.000	
  x	
  g	
  durante	
  1	
  

min.	
  

5. Se	
  pipeteó	
  1,2	
  ml	
  del	
  sobrenadante	
  en	
  un	
  tubo	
  nuevo	
  de	
  microcentrifuga	
  de	
  

2	
  ml	
  	
  y	
  se	
  desechó	
  el	
  pellet.	
  

6. Se	
   añadió	
   una	
   pastilla	
   	
   inhibitEX	
   	
   a	
   cada	
   muestra	
   y	
   se	
   vorteo	
  

inmediatamente	
   y	
   de	
   forma	
   continuada	
   durante	
   1	
   min.	
   o	
   hasta	
   que	
   la	
  	
  

pastilla	
  estuviera	
  completamente	
  disuelta.	
  Se	
  incubó	
  la	
  suspensión	
  durante	
  

1	
  min.	
  a	
  temperatura	
  ambiente	
  	
  

7. Se	
   centrifugó	
   la	
   muestra	
   a	
   12.000	
   x	
   g	
   durante	
   3	
   min.	
   para	
   eliminar	
  

inhibidores	
  unidos	
  a	
  la	
  matriz	
  inhibitEX.	
  	
  

8. Se	
   pipeteó	
   todo	
   el	
   sobrenadante	
   en	
   un	
   nuevo	
   tubo	
   de	
   microcentrifuga	
  

nuevo	
  de	
  1.5	
  ml	
  y	
  se	
  centrifugó	
  la	
  muestra	
  a	
  12.000	
  x	
  g	
  duratne	
  3	
  min.	
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9. Se	
  pipeteó	
  15	
  µl	
  de	
  proteinase	
  K	
  en	
  tubo	
  nuevo	
  de	
  microcentrifuga	
  de	
  1,5	
  

ml	
  	
  

10. Se	
  pipeteó	
  200	
  µl	
  de	
  sobrenadante	
  anterior	
  en	
  el	
   tubo	
  de	
  microcentrifuga	
  

que	
  contenía	
  proteinase	
  K	
  	
  

11. Se	
  añadió	
  200	
  µl	
  de	
  buffer	
  AL	
  y	
  se	
  vorteó	
  	
  durante	
  15	
  s.	
  	
  

12. Se	
  incubó	
  a	
  70ºC	
  durante	
  10	
  min.	
  	
  

13. Se	
  añadió	
  200	
  µl	
  de	
  etanol	
  al	
  lisado	
  y	
  se	
  mezcló	
  vorteando.	
  	
  

14. 	
  Se	
  añadió	
  el	
  lisado	
  a	
  la	
  columna	
  y	
  	
  se	
  centrifugó	
  a	
  12.000	
  x	
  g	
  durante	
  1	
  min.	
  

15. Se	
  abrió	
  la	
  columna	
  y	
  se	
  añadió	
  500	
  µl	
  de	
  buffer	
  AW1.	
  Se	
  puso	
  la	
  columna	
  

en	
  un	
  tubo	
  nuevo	
  de	
  2	
  ml	
  y	
  se	
  centrifugó	
  a	
  12.000	
  x	
  g	
  durante	
  1	
  min	
  y	
  se	
  

desechó	
  el	
  filtrado.	
  

16. Se	
  abrió	
  la	
  columna	
  y	
  se	
  añadió	
  500	
  µl	
  de	
  buffer	
  AW2.	
  Se	
  puso	
  la	
  columna	
  

en	
  un	
  tubo	
  nuevo	
  de	
  2	
  ml	
  y	
  se	
  centrifugó	
  a	
  12.000	
  x	
  g	
  durante	
  1	
  min	
  y	
  se	
  

desechó	
  el	
  filtrado.	
  

17. 	
  Se	
  abrió	
  la	
  columna	
  y	
  se	
  añadió	
  40µl	
  de	
  agua	
  Milliq.	
  Se	
  puso	
  la	
  columna	
  en	
  

un	
   tubo	
   nuevo	
   de	
   2	
  ml	
   y	
   se	
   centrifugó	
   a	
   12.000	
   x	
   g	
   durante	
   4	
  min	
   y	
   se	
  	
  

recogio	
  	
  el	
  filtrado	
  conteniendo	
  el	
  ADN	
  purificado.	
  

Determinación	
  de	
  la	
  concentración	
  y	
  pureza	
  de	
  los	
  acidos	
  nucleicos	
  	
  

La	
  concentración	
  y	
  pureza	
  de	
  los	
  ácidos	
  nucleicos	
  se	
  determinó	
  mediante	
  la	
  

lectura	
  espectrofotométrica	
  a	
  260	
  y	
  280	
  nm.	
  Se	
  puede	
  determinar	
  la	
  concentración	
  

de	
   los	
   ácidos	
   nucleicos,	
   considerando	
   que	
   1	
   unidad	
   de	
   absorción	
   a	
   260	
   nm	
  

equivale	
   a	
   50	
   µg	
   de	
   DNA	
   de	
   doble	
   cadena	
   por	
   ml	
   y	
   a	
   40	
   µg	
   de	
   ARN	
   por	
   ml,	
  

mediante	
  las	
  siguientes	
  fórmulas:	
  	
  

[DNA]=A260	
  nm	
  x	
  [(50	
  µg	
  ARN/ml)/l	
  A260	
  nm]x	
  1	
  x	
  D	
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[ARN]=A260	
  nm	
  x	
  [(40	
  µg	
  ARN/ml)/l	
  A260	
  nm]	
  x	
  1	
  x	
  D	
  	
  

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

D=	
  factor	
  de	
  dilución	
  	
  

A260	
  nm=	
  absorancia	
  a	
  260	
  nm	
  	
  

La	
  relación	
  entre	
  A260	
  nm/A280	
  nm	
  permite	
  determinar	
  la	
  calidad	
  (pureza)	
  de	
  los	
  

ácidos	
  nucleicos.	
  Se	
  considera	
  que	
  el	
  DNA	
  puro	
  tiene	
  una	
  relación	
  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	
  relación	
  de	
  2,	
  y	
  

consideramos	
  un	
  buen	
  grado	
  de	
  pureza	
  el	
  rango	
  de	
  relaciones	
  comprendidas	
  entre	
  

1.8	
  y	
  2.	
  	
  

Procedimiento	
  utilizando	
  un	
  sístema	
  NanoDrop	
  ND-­‐1000	
  

1. Limpiar	
   la	
   superficie	
   del	
   sistema	
   de	
   retención	
   de	
   muestra	
   del	
  

microespectrofotómetro	
   con	
   2	
   µl	
   de	
   agua	
   deionizada	
   RNasa-­‐free	
   en	
   la	
  

superficie	
  óptica	
  inferior.	
  Luego	
  pasar	
  un	
  paño	
  especial	
  Kimwipe.	
  	
  

2. Abrir	
  el	
  software	
  de	
  NanoDrop	
  y	
  seleccionar	
  el	
  módulo	
  de	
  ácidos	
  nucleicos.	
  

3. Inicializar	
  el	
  espectrofotómetro	
  añadiendo	
  2	
  µl	
  de	
  agua	
  deionizada	
  RNasa-­‐

free	
  en	
  el	
  NanoDrop.	
  Limpiar	
  con	
  Kimwipe.	
  

Realizar	
   una	
   medida	
   de	
   blanco	
   con	
   2	
   µl	
   de	
   agua	
   deionizada	
   RNasa-­‐

freeLimpiar	
  con	
  Kimwipe.5.	
  Medir	
  la	
  muestra	
  de	
  ácido	
  nucleico	
  añadiendo	
  2	
  

µl.	
  

Análisis	
  de	
  microbiota	
  fecal	
  mediante	
  PCR-­‐DGGE	
  (electroforesis	
  en	
  gradiente	
  

desnaturalizante)	
  

La	
   región	
  V2-­‐V3	
  del	
   gen	
  de	
  ARNr	
  16S	
   (posiciones	
  339	
  a	
  539	
  en	
  el	
   gen	
  de	
  

Escherichia	
  coli)	
  de	
  las	
  bacterias	
  en	
  las	
  muestras	
  fecales	
  se	
  amplificaron	
  utilizando	
  

los	
   cebadores	
  HDA1-­‐GC	
   (5'-­‐CGC	
  CGC	
  GGG	
  CCG	
  CCG	
  CCG	
  GGC	
  GGG	
  GGG	
  GCA	
  GCG	
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CGG	
  GGG	
  GAC	
  TCC	
  TAC	
  GGG	
  AGG	
  CAG	
  CAG	
  T-­‐3	
   ')	
  y	
  HDA2	
   (5'-­‐GTA	
  TTA	
  CCG	
  CGG	
  

CTG	
  CTG	
  GCA	
  C-­‐3').	
   	
  Alícuotas	
  (2	
  µl)	
  de	
  ADN	
  fueron	
  amplificadas	
  mediante	
  PCR	
  a	
  

tiempo	
  real	
   (20	
  µl	
   volumen	
   final)	
   en	
  un	
   termociclador	
  7500	
  Fast	
  Real-­‐Time	
  PCR	
  

utilizando	
   la	
  Faststart	
   SYBR	
  Master	
  Mix	
   y	
  200	
  nM	
  de	
   cada	
  uno	
  de	
   los	
   cebadores	
  

universales	
   HDA1-­‐	
   GC/HDA2	
   con	
   el	
   siguiente	
   programa	
   de	
   amplificación:	
   	
   una	
  

desnaturalización	
   inicial	
   	
   a	
   95	
   °	
   durante	
   20	
   s,	
   wil	
   amplificación	
   se	
   llevó	
   a	
   cabo	
  

utilizando	
  45	
  ciclos	
  incluyendo	
  desnaturalización	
  a	
  95	
  °	
  C	
  durante	
  3	
  s,	
  hibridación	
  

a	
  55	
  °	
  C	
  durante	
  30	
  s	
  y	
  extensión	
  a	
  72	
  °	
  C	
  durante	
  1	
  min.	
  

Las	
  electroforesis	
  fueron	
  	
  realizadas	
  con	
  un	
  DCode	
  ™ Universal	
  Mutation	
  Detection	
  

System	
   instrument	
   (Bio-­‐Rad)	
   utilizándo	
   geles	
   de	
   poliacrilamida	
   al	
   6%	
  	
  

(preparados	
  y	
  corridos	
  en	
  buffer	
  TAE	
  1	
  ×	
  preparado	
  a	
  partir	
  de	
  buffer	
  TAE	
  50	
  ×	
  (2	
  

M	
  Tris	
  base,	
  1	
  M	
  de	
  ácido	
  acético	
  glacial,	
  50	
  mM	
  EDTA,	
  pH	
  7,4)	
  con	
  un	
  gradiente	
  de	
  

urea	
   y	
   formamida	
   del	
   	
   20	
   	
   al	
   75	
   %	
   que	
   se	
   incrementaba	
   en	
   la	
   dirección	
   de	
   la	
  

electroforesis.	
  15	
  μl	
  del	
  producto	
  PCR	
  del	
  paso	
  anterior,	
  fueron	
  mezclados	
  con	
  6	
  μl	
  

de	
  tampón	
  de	
  carga	
  y	
  la	
  electroforesis	
  fué	
  corrida	
  en	
  buffer	
  TAE	
  1x	
  	
  a	
  130	
  V	
  y	
  60	
  ºC	
  	
  

durante	
  4.5	
  h.	
  A	
   continuación,	
   los	
   geles	
   fueron	
   teñidos	
   	
   con	
  bromuro	
  de	
  etidio	
  e	
  

incubados	
  durante	
  15	
  minutos	
  en	
  oscuridad,	
  se	
  enjuagaron	
  con	
  agua	
  desionizada,	
  

se	
  	
  visualizaron	
  en	
  un	
  transiluminador	
  	
  mediante	
  luz	
  ultravioleta	
  y	
  se	
  fotografiaron	
  

con	
  el	
   software	
  de	
   adquisición	
  de	
   imagen	
  Gelcapture	
   (DNR	
  Bio-­‐Imaging	
  Systems	
  

Ltd).	
   Los	
   perfiles	
   DGGE	
   obtenidos	
   fueron	
   comparados	
   para	
   determinación	
   del	
  

coeficiente	
   	
   Dice,	
   utilizando	
   el	
   paquete	
   informatico	
   Bionumerics	
   (versión	
   4.01,	
  

Applied	
  Maths)	
  con	
  una	
  sensibilidad	
  del	
  1-­‐2%.	
  

Escisión,	
   clonación	
   y	
   secuenciación	
   de	
   determinadas	
   bandas	
   de	
   geles	
   de	
  

DGGE	
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   Las	
  bandas	
  de	
  interés	
  específico	
  fueron	
  cortadas	
  de	
  los	
  geles	
  de	
  DGGE	
  con	
  

una	
  cuchilla	
  estéril,	
   colocadas	
  en	
  50	
  μl	
  de	
  TE,	
   	
   e	
   	
   incubadas	
  a	
  4	
   °C	
   toda	
   la	
  noche	
  

para	
   la	
  difusión	
  del	
  ADN	
  en	
  el	
  TE.	
  10μl	
  de	
  este	
  ADN	
  tratado	
   fueron	
  utilizados	
  en	
  

una	
   PCR	
   a	
   tiempo	
   real	
   utilizando	
   los	
   primers	
   	
   HDA1	
   	
   sin	
   GC-­‐clamp	
   y	
   HDA	
   2	
  

(desnaturalización	
   inicial	
   a	
  95	
   º	
  C	
  durante	
  20	
   s,	
   seguido	
  de	
  45	
   ciclos	
   incluyendo	
  

desnaturalización	
   a	
   95	
   °	
   C	
   durante	
   3	
   s,	
   hibridación	
   a	
   55	
   °	
   C	
   durante	
   15	
   s	
   y	
  

extensión	
   a	
   72	
   °	
   C	
   durante	
   10	
   s)).	
   Posteriormente,	
   los	
   productos	
   	
   PCR	
   fueron	
  

directamente	
   clonados	
   utilizando	
   en	
   kit	
   	
   PCR	
   ®	
   4-­‐TOPO	
   (Invitrogen,	
   UK),	
   de	
  

acuerdo	
   con	
   las	
   instrucciones	
   de	
   manufactura.	
   Los	
   plasmidos	
   de	
   ADN	
   	
   fueron	
  

aislados	
  de	
  las	
  células	
  utilizando	
  Qiagen	
  Mini	
  Spin	
  Prep	
  Kit	
  (Qiagen,	
  Alemania),	
  y	
  

sometidos	
   a	
   PCR	
   (HDA1-­‐GC/HDA2)	
   como	
   se	
   describe	
   anteriormente.	
   Los	
  

productos	
  de	
  PCR	
  se	
  diluyeron	
  hasta	
  20	
  ng/l,	
  se	
  purificaron	
  con	
  ExoSAP-­‐IT	
  (USB	
  

corporación,	
   Miles	
   Road,	
   Cleveland,	
   Ohio,	
   EE.UU.)	
   y	
   se	
   secuenciaron	
   en	
   un	
   ABI	
  

3130	
   (Applied	
  Biosystems),	
  utilizando	
  el	
  Big	
  Dye	
  Terminator	
   sequencing	
  kit.	
  Las	
  

secuencias	
   de	
   nucleótidos	
   obtenidas	
   se	
   analizaron	
   mediante	
   el	
   software	
  

MicroSeqID	
  v2.1.1	
  (Applied	
  Biosystems).	
  La	
  identidad	
  de	
  las	
  cepas	
  fue	
  establecida	
  

mediante	
   comparación	
  de	
   las	
   secuencias	
   con	
   las	
  presentes	
  en	
   las	
  bases	
  de	
  datos	
  

públicas	
   (“GenBank”	
   http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/	
   o	
   “Ribosomal	
  

Database	
   Proyect”:	
   http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp),	
   mediante	
   el	
   programa	
  

BLAST	
  (“Basic	
  Local	
  Alignment	
  Search	
  Tool”)	
  

Cuantificación	
  microbiana	
  mediante	
  	
  	
  PCR	
  cuantitativa	
  a	
  tiempo	
  real	
  	
  (qPCR)	
  

Cebadores	
   específicos	
   dirigidos	
   a	
   diferentes	
   géneros	
   bacterianos	
   basados	
   en	
   el	
  

ARNr	
  16S	
  se	
  han	
  utilizado	
  para	
  caracterizar	
  la	
  microbiota	
  en	
  las	
  muestras	
  de	
  heces	
  

mediante	
  PCR	
  cuantitativa	
  a	
  tiempo	
  real	
  (Figura	
  .	
  En	
  resumen,	
  los	
  experimentos	
  de	
  

PCR	
  cuantitativa	
  se	
  realizaron	
  en	
  un	
  termociclador	
  LightCycler	
  2.0	
  utilizando	
  el	
  kit	
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FastStart	
  DNA	
  Master	
  SYBR	
  Green	
  (Roche	
  Diagnostics,	
  Indianapolis,	
  IN).	
  Todas	
  las	
  

pruebas	
  de	
  PCR	
  se	
  llevaron	
  a	
  cabo	
  con	
  un	
  volumen	
  final	
  de	
  20	
  µl	
  conteniendo	
  1	
  µl	
  

de	
   cada	
   preparación	
   de	
   ADN	
   y	
   200	
   nM	
   de	
   cada	
   uno	
   de	
   los	
   cebadores.	
   Las	
  

condiciones	
  de	
  amplificación	
  fueron	
  como	
  sigue:	
  una	
  etapa	
  de	
  desnaturalización	
  a	
  

95°C	
  10	
  min,	
   seguido	
  por	
  45	
   ciclos	
   de	
  desnaturalización	
   a	
   95°C	
   	
   10	
   s,	
   annealing	
  

(temperatura	
   óptima	
   para	
   cada	
   primer)	
   20	
   s	
   y	
   extensión	
   a	
   72°C	
   15	
   s.	
  	
  

Para	
  la	
  cuantificación	
  se	
  utilizó	
  una	
  curva	
  estándar	
  realizada	
  a	
  partir	
  de	
  diluciones	
  

seriadas	
  de	
  ADN	
  genómico	
  de	
  éstas	
  bacterias	
  obtenido	
  de	
  cultivos	
  puros	
  (101-­‐1010	
  

copias	
   /	
   gramo	
   de	
   heces)	
   utilizando	
   el	
   software	
   LightCycler	
   4,0.	
   Las	
   diferentes	
  

cepas	
   utilizadas	
   se	
   obtuvieron	
  de	
   la	
   Colección	
  Española	
   de	
  Cultivos	
  Tipo	
   (CECT)	
  

(Bacteroides	
   vulgates	
   NCTC	
   11154,	
   Fusobacterium	
   varium	
   NCTC	
   10560,	
  

Enterococcus	
   faecalis	
   CECT	
   184,	
   Enterobacter	
   cloacae	
   CECT	
   194,	
   Clostridium	
  

perfringens	
   CECT	
   376)	
   y	
   la	
   Colección	
   Americana	
   de	
   Cultivos	
   Tipo	
   (ACTC)	
  

(Bifidobacterium	
   bifidum	
   ATCC	
   15696,	
   Lactobacillus	
   casei	
   ATCC	
   334D-­‐5,	
  

Prevotella	
  intermedia	
  ATCC	
  25611D-­‐5).	
  Todas	
  las	
  muestras	
  fueron	
  ensayadas	
  por	
  

duplicado	
  

Table 2. Cebadores utilizados en qPCR 

Bacteria Oligonucleotide sequence (5´-3´) Reference  

Bacteroidetes CATGTGGTTTAATTCGATGAT Guo et al, 2008 (30) 126 
 AGCTGACGACAACCATGCAG   
 
Bacteroides 

 
GAGAGGAAGGTCCCCCAC 

 
Guo et al, 2008 (30) 

 
106 

 CGCTACTTGGCTGGTTCAG   
 
Lactobacillus 

 
GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC 

 
Delroisse et al, 2008 (31) 

 
126 

 GGCCAGTTACTACCTCTATCCTTCTTC   
 
Fusobacteium 

 
CCCTTCAGTGCCGCAGT 

 
Friswell et al, 2010 (32) 

 
273 

 GTCGCAGGATGTCAAGAC   
 
Firmicutes 

 
ATGTGGTTTAATTCGAAGCA 

 
Guo et al,2008 (30) 

 
126 

 AGCTGACGACAACCATGCAC   
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Actinobacteria 

 
CGCGGCCTATCAGCTTGTTG 

 
Stach et al, 2003 (33) 

 
600 

 CCGTACTCCCCAGGCGGGG   
 
Bifidobacterium 

 
CTCCTGGAAACGGGTGG 

 
Matsuki et al, 2002 (34) 

 
550 

 GGTGTTCTTCCCGATATCTACA   
 
Prevotella 

 
GGTTCTGAGAGGAAGGTCCCC 

 
Bekele et al,2010 (35) 

 
121 

 TCCTGCACGCTACTTGGCTG   
 
Enterococcus 

 
CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT 

 
Rinttila et al, 2004 (36) 

 
144 

 ACTCGTTCTTCCCATGT   
Proteobacteria CATGACGTTACCCGCAGAAGAAG 

CTCTACGAGACTCAAGCTTGC 
Friswell et al, 2010 (32) 195 

 
Clostridium 

 
GCACAAGCAGTGGAGT 

 
Matsuki et al., 2004 (34) 

 
239 

Cluster IV CTTCCTCCGTTTTGTCAA   
    
Blautia 
coccoides–
Eubacterium 
rectale group 

 
CGGTACCTGACTAAGAAGC 
AGTTTCATTCTTGCGAACG 

 
Rinttila et al, 2004 (36) 

 
429 

 
Veillonella 

 
ACCAACCTGCCCTTCAGA 
CGTCCCGATTAACAGAGCTT 

 
Rinttila et al, 2004 (36) 

 
343 

 
β-Globin 

GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 
CAACTTCATCCACGTTCACC Fredricks et al, 2005 (37) 270  

     
 

Cuantificación de NEFA 
	
   Para	
  la	
  cuantificación	
  de	
  NEFA	
  en	
  plasma	
  se	
  utilizó	
  el	
  kit	
  para	
  cuantificación	
  

in	
  vitro	
  	
  RX	
  MONZA	
  (Randox	
  Laboratories),	
  siguiendo	
  instrucciones	
  de	
  

manufactura.	
  Como	
  muestra	
  en	
  el	
  ensayo	
  se	
  utilizó	
  plasma	
  recogido	
  	
  en	
  tubos	
  con	
  

citrato	
  sódico.	
  	
  	
  

Composición	
  de	
  los	
  reactivos	
  utilizados:	
  	
  
	
  
Contenidos	
  	
   Concentración	
  inicial	
  de	
  la	
  soluciones	
  	
  
R1a.	
  	
  Buffer	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Fosfato	
  buffer	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Cloruro	
  de	
  magnesio	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Surfactante	
  
R1b.	
  Enzima/Coenzima	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Acyl	
  Coenzima	
  Sintetasa	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Ascorbico	
  oxidasa	
  	
  

	
  
0.04	
  mol/l,	
  pH	
  6.9	
  
3	
  mmol/l	
  
	
  
	
  
≥0.3	
  U/ml	
  
≥1.5	
  U/ml	
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  Coenzima	
  A	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  ATP	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  4	
  aminoantipyrine	
  	
  
R2a.	
  Diluyente	
  enzimático	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Fenoxietanol	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Surfactante	
  
R2b.Maleimide	
  	
  
R2c.	
  Reactivo	
  enzimático	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Acyl	
  Coenzima	
  A	
  oxidasa	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Peroxidasa	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  TOOS	
  
CAL.	
  Estándar	
  	
  

0.9	
  mmol/l	
  
5.0	
  mmol/l	
  
1.5	
  mmol/l	
  
	
  
0.3%(w/v)	
  
	
  
10.6	
  mmol/l	
  
	
  
≥10	
  U/ml	
  
7.5	
  U/ml	
  
1.2mmol/l	
  

	
  
	
  
Procedimiento	
  :	
  
	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Reactivo	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Standard	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Muestra	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Muestra	
  blank	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Blank	
  S0	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  SI	
  
dd	
  H202	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  10	
  µl	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  -­‐	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  -­‐	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  -­‐	
  
Standard	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  -­‐	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  10	
  µl	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  -­‐	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  -­‐	
  
Reactivo	
  I	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  200	
  µl	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  200	
  µl	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  200	
  µl	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  200	
  µl	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
Meclar,	
  incubar	
  durante	
  5	
  minutos	
  a	
  37ºC	
  
Reactivo	
  2	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  400	
  µl	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  400	
  µl	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  400	
  µl	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  400	
  µl	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
Muestra	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  -­‐	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  -­‐	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  -­‐	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  10	
  µl	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
	
  
	
  
Fundamento:	
  
	
  
Los	
  FFA	
  se	
  miden	
  mediante	
  un	
  método	
  colorimétrico	
  enzimático:	
  
	
  

	
  	
  	
  	
  
	
  	
  	
  ACS	
  

RCOOH	
  (FFA)	
  +	
  ATP	
  +	
  CoA-­‐SH	
   	
   	
   Acyl-­‐CoA	
  +	
  AMP	
  +	
  PPi	
  
	
  

	
  	
  ACOD	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  Acyl-­‐CoA	
  +	
  O2	
   	
   	
   2,3-­‐trans-­‐Enoyl-­‐CoA	
  +	
  H2O2	
  
	
  

	
  	
  	
  	
  POD	
  
	
  	
  	
  	
  	
  2	
  H2O2	
  +	
  4-­‐Aminoantipirina	
  +	
  MEHA	
  	
   	
   	
   Colorante	
  Quinoneimina	
  +	
  
4	
  H2O2	
  
	
  
	
  
La	
  intensidad	
  de	
  color	
  es	
  proporcional	
  a	
  la	
  concentración	
  de	
  ácidos	
  grasos	
  libres	
  

de	
  la	
  muestra,	
  la	
  cual	
  se	
  mide	
  a	
  550	
  nm	
  durante	
  10	
  min.	
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Cálculo	
  de	
  	
  los	
  datos:	
  	
  
	
  

La	
  concentración	
  de	
  NEFA	
  en	
  una	
  muestra	
  se	
   	
  determina	
  a	
   través	
  de	
   la	
  siguiente	
  
ecuación.	
  	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  mmol/l=	
  A	
  simple/A	
  standard	
  x	
  Concentración	
  de	
  standard	
  
	
  

	
  
	
  
	
  
Cuantificación	
  de	
  	
  ísoprostano	
  	
  
	
  

La	
   cuantificación	
   en	
   plasma	
   de	
   los	
   niveles	
   de	
   8-­‐isoprostano	
   se	
   realizó	
  

mediante	
   un	
   Kit	
   EIA,	
   (Cayman	
   Chemical),	
   de	
   acuerdo	
   a	
   las	
   instrucciones	
   del	
  

fabricante.	
   Este	
   ensayo	
   está	
   basado	
   en	
   la	
   competencia	
   entre	
   8-­‐isoprostano	
   y	
   el	
  

conjugado	
  8-­‐isoprostano-­‐acetilcolinesterasa	
  para	
  un	
  número	
  limitado	
  de	
  sitios	
  de	
  

unión	
  de	
  antisuero	
  anti-­‐conejo	
  específico	
  para	
  8-­‐isoprostano.	
  	
  La	
  incubación	
  con	
  el	
  

reactivo	
   de	
   Ellman´s	
   produce	
   un	
   producto	
   amarillo	
   que	
   absorbe	
   a	
   412	
   nm.	
   La	
  

intensidad	
   de	
   color,	
   determinada	
   espectrometricamente	
   es	
   inversamente	
  

proporcional	
   a	
   la	
   cantidad	
   	
   de	
   8-­‐isoprostano.	
   	
   Los	
   resultados	
   se	
   expresaron	
   en	
  

pg/mL.	
  

Preparación	
  de	
  reactivos:	
  

Buffer	
   para	
   lavado:	
   se	
   diluye	
   el	
   buffer	
   de	
   lavado	
   10X	
   hasta	
   1X	
   con	
   agua	
  

desionizada,	
  agitando	
  hasta	
  la	
  homogenización.	
  	
  

Dilución	
   del	
   anticuerpo	
   Anti-­‐8-­‐iso-­‐PGF2α:	
   inmediatamente	
   antes	
   de	
   usarlo	
   se	
  

diluye	
  elaAnticuerpo	
  Anti-­‐8-­‐iso-­‐PGF2α	
  1:1000	
  con	
  el	
  diluyente.	
  	
  

Dilución	
   del	
   conjugado	
   8-­‐iso-­‐PGF2α-­‐HRP:	
   inmediatamente	
   antes	
   de	
   usarlo	
   se	
  

diluye	
  el	
  conjugado	
  1:80	
  con	
  el	
  diluyente.	
  	
  

Preparación	
   de	
   la	
   solución	
   substrato:	
   antes	
   de	
   ser	
   usado	
   se	
   atempera	
   a	
  

temperatura	
  ambiente.	
  	
  

Preparación	
   de	
   las	
   muestras:	
   las	
   muestras	
   de	
   plasma	
   se	
   atemperan	
   	
   y	
   se	
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acidificación	
  de	
  muestras	
  adicionando	
  100	
  μL	
  de	
  HCl	
  1N.	
  

Elaboración	
  de	
  la	
  curva	
  standard	
  mediante	
  la	
  realización	
  de	
  diluciones	
  seriadas	
  del	
  

standard	
  de	
  8-­‐iso-­‐PGF2α.	
  	
  

Protocolo	
  del	
  ensayo:	
  

	
  Se	
   añaden	
   100	
   μL	
   del	
   anticuerpo	
   Anti-­‐8-­‐iso-­‐PGF2α	
   diluido	
   a	
   los	
   pocillos	
   de	
   la	
  

placa.	
   Se	
   lava	
   la	
  placa	
  5	
  veces	
  con	
  300	
  μL	
  de	
  buffer	
  de	
   lavado	
  1X.	
  En	
  un	
   tubo	
  se	
  

mezclan	
  55	
  μL	
  de	
  la	
  muestra	
  de	
  plasma	
  y	
  	
  55	
  μL	
  del	
  8-­‐iso-­‐PGF2α-­‐HRP	
  conjugado	
  y	
  

se	
  añaden	
  100	
  μL	
  a	
  la	
  placa.	
  Finalmente	
  se	
  añaden	
  100	
  μL	
  de	
  solución	
  substrato	
  a	
  

cada	
  placa	
  y	
  se	
  	
  incuban	
  a	
  temperatura	
  ambiente	
  durante	
  30	
  minutos	
  para	
  prceder	
  

a	
  su	
  lectura	
  en	
  el	
  espectrofotómetro	
  a	
  412	
  nm.	
  

Analisis	
  de	
  los	
  datos	
  

Los	
   patrones	
   de	
   DGGE	
   fueron	
   analizados	
   mediante	
   el	
   software	
   MicroSeq	
  

version	
  2.1.1.	
  Las	
  similitudes	
  entre	
  los	
  perfiles	
  de	
  DGGE	
  obtenidos	
  con	
  los	
  primers	
  

universales	
   fueron	
   determinados	
   usando	
   el	
   coeficiente	
   Dice	
   y	
   el	
   UPGMA	
  

(unweighted-­‐pair	
   group	
   method	
   with	
   the	
   arithmetic	
   average)	
   a	
   través	
   del	
  	
  

software	
  BioNumerics	
  versión	
  6.5	
  	
  (Applied	
  Maths,	
  Bélgica).	
  El	
  numero	
  de	
  bandas	
  

de	
   cada	
   individuo	
   en	
   cada	
   perfil	
   DGGE	
   fué	
   	
   considerado	
   como	
   un	
   indicador	
   de	
  

diversidad	
  de	
  la	
  microbiota	
  fecal.	
  	
  

El	
  análisis	
  estadístico	
   fué	
  realizado	
  con	
  el	
  programa	
   informatico	
  SPSS	
  15.0	
  (SPSS	
  

Inc.,	
  Chicago,	
  IL).	
  El	
  tamaño	
  muestral	
  fue	
  calculado	
  para	
  obtener	
  una	
  diferencia	
  en	
  

la	
  	
  media	
  del	
  número	
  de	
  bacterias	
  entre	
  el	
  grupo	
  de	
  niños	
  con	
  DM1	
  y	
  niños	
  sanos	
  

de	
  al	
  menos	
  2	
  x	
  105	
  copias/gramo	
  de	
  heces,	
   con	
  una	
  potencia	
  del	
  80%,	
  un	
  error	
  

alfa	
   de	
   0.05	
   y	
   una	
   desviación	
   estándar	
   estimada	
   entre	
   grupos	
   de	
   1.13	
   x	
   105	
  

copias/gramo	
   de	
   heces	
   (datos	
   obtenidos	
   de	
   Guo	
   y	
   col,	
   2008).	
   Se	
   necesitarian	
   6	
  	
  

niños	
  en	
  cada	
  grupo.	
  Aún	
  asi,	
  en	
  nuestro	
  estudio	
  hemos	
  incrementado	
  el	
  número	
  a	
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16	
  niños	
  diabeticos	
  tipo	
  1	
  y	
  16	
  controles	
  sanos.	
  Los valores de copias bacterianas han 

sido convertidos a valores logarítmicos antes de su  análisis estadístico. Para valorar los 

cambios en el número de bacterias, así como los  cambios bioquímicos y de estrés 

oxidativo entre ambos grupos utilizamos el test  U Mann-whitney. El coeficiente de 

correlación de Spearman fue calculado para estimar las correlaciones lineales entre 

variables.  Se realizarón análisis de regresión multiple para identificar  bacterias 

individualmente como predictores independientes del nivel de glucosa plasmático. La 

significación estadística fue  establecida en todos los casos para valores de P< 0.05. 

Todos los datos fueron presentados como media ± SD.	
  

RESULTADOS  

Datos antropométricos y bioquímicos  

Los datos obtenidos tras el análisis de las variables antropométricas y 

bioquímicas de los niños con DM1 y niños sanos se muestran en la (Tabla 2). 

Despues del análisis estadistico solo se encontraron diferencias significativas entre 

ambos grupos en los niveles de  glucosa y hemoglobina glicada (HbA1c), los cuales 

fueron  significativamente más altos en niños con DM1,  Además, dado que los niños 

sanos y diabéticos fueron pareados  para el tiempo de de lactancia materna y modo de 

parto, no se encontraron diferencias significativas en estas variables.  

Tabla 2. Variables antropométricas y bioquímicas en niños sanos y niños con DM1 
 Niños Sanos   Niños con DM1 P 

N 16  16  

N varones/mujeres 8/8  8/8  

Parto vaginal /Cesarea 12/4  12/4  

Edad al debut (meses)   24.62±1.52  

Duración de diabetes (años)   4.84±1.79  

Edad (años) 7.48 ± 0.87  7.16 ± 0.72 0.266 

BMI (kg/m2) 16.35 ± 0.82  16.57 ± 0.95 0.489 

Peso (kg) 25.15 ± 2.12  24.88 ± 1.98 0.712 
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Talla  (cm) 120.65 ± 5.05  118.48 ± 4.96 0.211 

Peso al nacimiento  3.33 ± 0.19  3.42 ± 0.24 0.249 

Glucosa (mg/dL) 84.61 ± 1.99  158.56  ± 3.78 0.001 

HbA1c (%) 4.47  ± 0.21  7.63  ± 0.43 0.001 

Trigliceridos (mg/dL) 56.54 ± 6.43  56.93 ± 4.92 0.849 

Colesterol (mg/dL) 162.84 ± 11.46  164.89 ± 9.76 0.590 

Tiempo de lactancia maternal  (meses) 3.98  ± 1.32  4.00  ± 1.12 0.963 
Los	
  valores	
  son	
  representados	
  como	
  media	
  ±	
  SD.	
  	
  
Los	
   datos	
   han	
   sido	
   analizados	
   usando	
   el	
   test	
   de	
   U	
   Mann-­‐Whitney.	
   Los	
   valores	
   son	
  
significativamente	
  diferentes	
  para	
  *P	
  <0.05	
  
 
PCR-­‐DGGE	
  	
  e	
  identificación	
  de	
  bandas	
  bacterianas	
  
 

La identificación de los perfiles de bandas bacterianas en los sujetos de ambos 

grupos de estudio y su posterior comparación puso de manifiesto la existencia de 

diferencias entre grupos tanto  en la presencia o ausencia (cualitativo) como en la 

intensidad (cuantitativo) de las bandas entre niños sanos y niños diabéticos.  

Los perfiles de bandas DGGE mostraron diferencias en el número de  bandas entre los 

dos grupos de estudio. El análisis de la diversidad de la microbiota mostró que la media 

de bandas fue de 13.85 ± 3.87 para niños sanos y 11.63 ± 3.64 para los niños diabeticos, 

aunque esta diferencia no fue estadísticamente significativa. Por otro lado, algunas 

bandas fueron vistas en los patrones de todos los niños (en calles diferentes pero en la 

misma posición) indicando que algunas especies  de la microbiota predominante fueron 

comúnes para todos los niños.  

El coeficiente de similaridad Dice fue usado para calcular los índices de similaridad 

entre perfiles de  bandas de DGGE relativos a las muestras de los niños sanos y 

diabéticos. La media del  índice de similiaridad intra-grupo fue de 47.39% para niños 

sanos y 37.56% para niños diabético y la del índice de similaridad inter-grupos fue de 

26.69% (Tabla 3).  
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Tabla	
  3.	
  Diversidad	
  y	
  similaridad	
  de	
  la	
  microbiota	
  	
  de	
  niños	
  con	
  DM1	
  y	
  niños	
  sanos.	
  
	
  

	
   Diversidad	
  	
  
	
   	
  

Similaridad	
  	
  
	
  

	
   DGGE	
  bandas	
  a	
  
(means	
  ±	
  SD)	
  

	
  
Intra	
  grupob	
   Inter	
  groupc	
  

Sanos	
  	
   13.85	
  ±	
  3.87	
  
	
  

47.39	
  ±	
  4.35	
   26.69	
  ±	
  6.78	
  

Diabeticos	
   11.63	
  ±	
  2.99	
  
	
  

37.56	
  ±	
  5.67	
   	
  

P*	
   0.105	
   	
   0.001	
   0.000	
  
Los	
  valores	
  son	
  representados	
  como	
  media	
  ±	
  SD.	
  	
  
	
  
Los	
   datos	
   han	
   sido	
   analizados	
   usando	
   el	
   test	
   de	
   U	
   Mann-­‐Whitney.	
   Los	
   valores	
   son	
  
significativamente	
  diferentes	
  para	
  *P	
  <0.05	
  
a	
  Número	
  de	
  	
  bandas	
  	
  de	
  DGGE	
  producidas	
  por	
  cada	
  muestra	
  analizada	
  	
  
b	
  Coeficiente	
  Dice	
  de	
  similaridad	
   	
  comparando	
  perfiles	
  de	
  bandas	
  DGGE	
  en	
   	
   individuos	
  del	
  mismo	
  
grupo.	
  	
  
c	
  Coeficientes	
  Dice	
  de	
  	
  similaridad	
  	
  comparando	
  perfiles	
  de	
  bandas	
  DGGE	
  entre	
  el	
   	
  grupo	
  de	
  niños	
  	
  
diabeticos	
  tipo	
  1	
  	
  y	
  grupo	
  de	
  niños	
  sanos.	
  	
  
	
  
	
  

Los	
   geles	
   de	
   DGGE	
   	
   y	
   los	
   resultados	
   del	
   análisis	
   filogenético	
   de	
   cluster	
   son	
  

mostrados	
  en	
  la	
  Figura	
  9.	
  	
  Este	
  análisis	
  de	
  cluster	
  	
  mostró	
  	
  que	
  la	
  similaridad	
  intra-­‐

grupo	
   tanto	
   para	
   el	
   grupo	
   de	
   niños	
   diabéticos	
   como	
   	
   para	
   el	
   de	
   sanos	
   fue	
  

significativamente	
   más	
   alta	
   que	
   la	
   similaridad	
   inter-­‐grupo.	
   	
   Estos	
   resultados	
  

demuestran	
  que	
  la	
  microbiota	
  dominante	
  en	
  el	
  grupo	
  de	
  niños	
  sano	
  fue	
  diferente	
  

de	
  la	
  del	
  grupo	
  de	
  niños	
  con	
  DM1.  
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Figura	
  9.	
  	
  Dendrogramas	
  de	
  patrones	
  de	
  bandas	
  de	
  electroforesis	
  obtenidas	
  DGGE	
  

con	
  primers	
  universales	
  en	
  muestras	
  de	
  heces	
  procedentes	
  de	
  sujetos	
  sanos	
  (H)	
  y	
  

sujetos	
  con	
  DM1	
  (D).	
  A:	
  Análisis	
  de	
  cluster;	
  B:	
  perfiles	
  bandas	
  obtenidos	
  mediante	
  

DGGE	
  de	
  las	
  muestras	
  de	
  heces.	
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Tabla 4. Identificación bacteriana tras la secuenciación  de  las  bandas obtenidas 
mediante DGGE en  las muestras de heces  de los  niños  sanos y los niños  diabéticos. 
 

Identificación Sanos a 
(n=52) 

Diabetes a 
(n=50) 

Secuenciaa   
Similaridad 

(%) 
Phylum Firmicutes    
Genus Veillonella 4 (7.7%) 9 (18%) 99.97 
Genus Bacillus 0 2 (4%)) 99.82 
Genus Clostridium 6 (11.5%) 15(30%) 99.95 
Genus Gemella 4 (10%) 2 (4%) 99.86 
Phylum Fusobacteria    
Genus Leptotrichia  4 (7.7%) 3(6%) 99.94 
Phylum Actinobacteria    
Genus Bifidobacterium 6 (11.5%) 0 99.75 
Genus Eggerthella  0 4 (8%) 99.90 
Phylum Proteobacteria    
Genus Desulfovibrio 4 (7.7%) 3(6%) 99.90 
Phylum Bacteroidetes    
Genus Prevotella 16 (30.7%) 0  99.68 
Genus Bacteroides 5 (9.6%) 10 (20%) 99.89 
Genus Pedobacter  3 (5.8%) 2(4%) 99.47 
a	
  Se	
  refiere	
  a	
  la	
  frecuencia	
  (y	
  porcentaje)	
  de	
  cada	
  género	
  bacteriano	
  único	
  en	
  el	
  grupo	
  de	
  DM1	
  y	
  el	
  grupo	
  de	
  

sanos.	
  

	
  "n"	
  número	
  de	
  bandas	
  secuenciadas	
  e	
  identificadas	
  en	
  cada	
  grupo	
  de	
  estudio	
  

	
  	
  N=	
  16	
  sujetos	
  	
  por	
  grupo	
  

 
Todas	
  las	
  bandas	
  de	
  los	
  perfiles	
  de	
  todos	
  los	
  niños	
  sanos	
  y	
  diabéticos	
  del	
  estudio	
  

fueron	
   clonadas	
   y	
   secuenciados	
   para	
   identificar	
   la	
   microbiota	
   dominante	
   y	
   las	
  

secuencias	
   fueron	
   	
   analizadas	
   mediante	
   el	
   software	
   MicroSeqID	
   v2.1.1.	
   La	
  

identificación	
   	
   mostró	
   que	
   la	
   mayoría	
   de	
   las	
   bacterias	
   presentadas	
   en	
   nuestros	
  

patrones	
  de	
  bandas	
  correspondieron	
  a	
  5	
  filos	
  (Tabla	
  4)	
  .	
  	
  

La mayoría de las secuencias pertenecían a los filos Firmicutes y Bacteroidetes y el 

resto estuvo distribuido entre los filos  Actinobacteria, Fusobacteria y Proteobacteria.  

Además,  observamos importantes diferencias en el ratio de distribución de los 

diferentes géneros  dentro de los filos Bacteroidetes, Firmicutes y Actinobacteria entre 
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los niños sanos y diabéticos. De hecho, en  los niños diabéticos  encontramos un 

aumento en la frecuencia de aparición de  Clostridium, Bacteroides, Veillonella, 

Eggerthella y Bacillus asi como una desaparición de Prevotella y Bifidobacterium en 

comparción con los niños sanos (Tabla 4).  

 Análisis cuantitativo de la microbiota intestinal entre niños diabéticos y sanos  

Las	
   diferencias	
   en	
   el	
   tamaño	
   de	
   las	
   poblaciones	
   bacterianas	
   fueron	
  

valoradas	
  en	
  las	
  muestras	
  de	
  heces	
  de	
  ambos	
  grupos.	
  Los	
  resultados	
  obtenidos	
  de	
  

los	
   estudios	
   	
   realizados	
   mediante	
   	
   PCR	
   cuantitativa	
   a	
   tiempo	
   real	
   (qPCR)	
   se	
  

muestran	
  en	
  las	
  tablas	
  5	
  y	
  6.  

Se encontraron  diferencias  relevantes en el número de bacterias a nivel de filo entre los 

niños diabéticos y sanos. El número de Actinobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes 

fueron sifnificativamente diferente entre los 2 grupos,  mientras que la cantidad de 

Proteobacteria y Fusobacteria fueron similares. En el grupo de niños diabéticos, el 

número  de Actinobacteria y  Firmicutes estuvieron  significativamente disminuidos, 

mientras que los Bacteroidetes estuvieron significativamente aumentados  respecto a los 

niños sanos.  Además el cociente Firmicutes/Bacteroidetes fue signifivativemente más 

bajo en los niños diabéticos que en los niños sanos.   

Dentro de los Firmicutes, las cantidades de Veillonella  y  del grupo Blauta coccoide- 

Eubacterium rectale fueron significativamente más alta y más baja respectivamente en 

el grupo de  niños diabéticos comparado con el grupo de niños sanos. No obstantes, no 

se han encontrado diferencias significativas en los niveles de Enterococcus entre los  

dos grupos.  

Dentro de los Bacteroidetes, la cantidad de Bacteroides fue significativamente más alta, 

mientras que el número de Prevotella fue significativamente más baja en los niños 

diabéticos al comparlos con los niños sanos. Finalmente dentro del filo Actinobacteria, 
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la cantidad de Bifidobacterium fue significativamente más baja en  los niños diabéticos.  

Tabla 5. Cuantifiación mediante qPCR de los filos presentes en la   microbiota  de los  
niños sanos y los niños con DM1  
 

 
Niños 
Sanos 

Niños con 
DM1 

P* 

Proteobacteria 7.74 ±0.64 7.97±1.12 0.481 
Actinobacteria 6.32±0.45 5.47±0.93 0.003 
Fusobacteria 6.61±1.19 6.99±1.28 0.391 
Firmicutes 9.85±0.43 6.54±0.56 0.001 
Bacteroidetes 9.98±0.74 10.92±0.83 0.002 
Firmicutes/Bacteroidetes 0.97±0.19 0.62±0.24 0.001 

Los	
  valores	
  son	
  representados	
  como	
  media	
  ±	
  SD	
  and	
  expresadas	
  como	
  log10	
  copias/gramo	
  of	
  heces.	
  
N=	
  16	
  sujetos	
  por	
  grupo.	
  	
  
La	
  relación	
  entre	
  ambos	
  grupos	
  fueron	
  analizadas	
  usando	
  test	
  de	
  U	
  Mann-­‐Whitney	
  U.	
  Los	
  valores	
  
fueron	
  	
  significativamente	
  diferentes	
  para	
  	
  *P	
  <0.05	
  
	
  
Tabla 6. Generos y grupos dentros de los filos  Firmicutes, Bacteroidetes y 
Actinobacteria presentes en la microbiota de  los  niños sanos y niños con DM1 
 

 Niños sanos  Niños 
diabéticos 

P* 

Prevotella 10.95 ± 0.57 9.03 ± 0.99 0.001 
Clostridium 4.85 ± 0.34 6.87 ± 0.52 0.001 
B. Coccoides-E rectale 8.64±0.72 6.99±0.47 0.001 
Enterococcus 5.80 ± 1.35 5.94± 1.21 0.852 
Veillonella 6.76±0.82 8.93±1.12 0.001 
Bifidobacterium 5.65±1.14 3.12±0.97 0.001 
Lactobacillus 4.23 ± 0.36 3.47 ± 0.43 0.001 
Bacteroides 8.64 ±0.45 10.67 ± 0.63 0.001 
 
Los	
  valores	
  son	
  representados	
  como	
  media	
  ±	
  SD	
  and	
  expresadas	
  como	
  log10	
  copias/gramo	
  of	
  heces.	
  
N=	
  16	
  sujetos	
  por	
  grupo.	
  	
  
La	
  relación	
  entre	
  ambos	
  grupos	
  fueron	
  analizadas	
  usando	
  test	
  de	
  U	
  Mann-­‐Whitney	
  U.	
  Los	
  valores	
  
fueron	
  	
  significativamente	
  diferentes	
  para	
  	
  *P	
  <0.05	
  
 
Relación entre la composición de la microbiota intestinal y  los niveles de glucemia 
en niños con DM tipo 1 
 
En los niños diabéticos, nosotros hemos encontrado una correlación univariante entre la 

cantidad de grupos bacterianos específicos y los niveles de glucosa plasmática.  

(Bifidobacteria r=-0.797, P=0.008; Lactobacillus r=-0.698, P<0.05; 

Firmicutes/Bacteroidetes r=-0.473, P<0.05; Clostridium r=0.676, P<0.05)   y  los 

niveles  HbA1c  (Firmicutes/Bacteroidetes r=-0.765, P=0.012; Bifidobacterium r=-

0.573, P<0.05; Firmicutes r=-0.559, P<0.05; Clostridium r=0.452, P<0.05). Mediante, 
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un análisis de regresión multiple que incluyo todos los grupos bacterianos  analizados se 

encontró que solo la redución en el número de Bifidobacterium y Lactobacillus estuvo  

asociado al aumento de los niveles de glucosa plasmáticos (P<0.05, β=-0.476, 

R2=0.587; y P=0.012, β=-0.687, R2=0.539, respectivamente) mientras que  niveles más 

altos de HbA1c estuvieron asociados con una disiminución del cociente 

Firmicutes/Bacteroidetes (P<0.001, β=-1.047, R2=0.781) y un  aumento en el número 

de  Clostridium (P=0.016, β=0.867, R2=0.499).  

Diferencias de estress oxidativo entre niños diabeticos y sanos 

Tras	
   el	
   análisis	
   de	
   marcadores	
   de	
   estrés	
   oxidativo	
   como	
   NEFA	
   e	
  

isoprostano,	
  hemos	
  encontrado	
  	
  diferencias	
  significativas	
  en	
  	
  los	
  valores	
  de	
  	
  NEFA	
  

entre	
  ambos	
  grupos	
  de	
  estudio	
  (p=0,03),	
  pero	
  no	
  en	
  los	
  niveles	
  de	
  isoprostano	
  (p=	
  

0.65)	
  a	
  pesar	
  de	
  que	
  sus	
  valores	
  fueron	
  más	
  altos	
  en	
  el	
  grupo	
  de	
  niños	
  diabéticos.	
  

Tras	
  realizar	
  	
  análisis	
  de	
  correlaciones,	
  encontramos	
  	
  que	
  en	
  el	
  grupo	
  de	
  diabéticos	
  

existe	
   una	
   correlación	
   positiva	
   entre	
   los	
   valores	
   de	
   NEFA	
   y	
   el	
   número	
   de	
  

enterococos	
  (r=0,803,	
  p=0,0216)	
  y	
  una	
  	
  negativa	
  con	
  la	
  cantidad	
  de	
  Bifidobacterias	
  

(r=	
   -­‐0,536,	
  p=	
  0,040).	
   	
  Con	
  respecto	
  a	
   los	
  valores	
  de	
   isoprostano,	
  se	
  encontraron	
  	
  

correlaciones	
   positivas	
   	
   con	
   el	
   número	
   de	
   Firmicutes	
   (r=0,814,	
   P=0,014),	
  	
  

Fusobacterias	
  (r=0,714,	
  P=0,028)	
  	
  y	
  Bacteroides	
  (r=	
  0,713,	
  P=0,047)	
  y	
  negativa	
  con	
  

el	
  número	
  de	
   	
   enterobacterias	
   (r=	
   -­‐0,714,	
   	
   p=0,047).	
  En	
  el	
   grupo	
  de	
  niños	
   sanos	
  

solo	
  se	
  encontró	
  una	
  correlación	
  positiva	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  NEFA	
  y	
  el	
  número	
  de	
  

Prevotella	
  (r=	
  0,715,	
  p=	
  0,046).	
  

DISCUSIÓN 	
  

 Este	
   es	
   el	
   primer	
   estudio	
   que	
   demuestra	
   que	
   existen	
   	
   diferencias	
   en	
   la	
  

composición	
   de	
   la	
  microbiota	
   fecal	
   entre	
   sujetos	
   sanos	
   y	
   sujetos	
   con	
  DM	
   tipo	
   1.	
  

Actualmente	
   no	
   existe	
   ningún	
   estudio	
   similar	
   en	
   niños	
   con	
   DM	
   tipo	
   1	
   que	
   haya	
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utilizado	
   simultanemente	
   el	
   análisis	
   del	
   	
   perfil	
   bacteriano	
   	
   mediante	
   DGGE,	
   el	
  

análisis	
  de	
  clusters	
  mediante	
  dendograma	
  filogenético	
  UPGMA,	
  	
  la	
  secuenciación	
  y	
  	
  

el	
   análisis	
   mediante	
   PCR	
   cuantitava	
   a	
   tiempo	
   real	
   (qPCR),	
   para	
   explicar	
   estas	
  

diferencias.	
   Para	
   poder	
   determinar	
   las	
   características	
   de	
   la	
  microbiota	
   intestinal	
  

basandonos	
   únicamente	
   en	
   las	
   características	
   de	
   la	
   DM	
   tipo	
   1,	
   nosotros	
   hemos	
  

excluido	
   la	
   influencia	
  de	
   factores	
   fisiológicos	
  como	
  la	
  edad,	
  el	
  género,	
   los	
  hábitos	
  

dietéticos	
  y	
  la	
  raza.	
  Además,	
  hemos	
  controlado	
  el	
  modo	
  de	
  parto	
  y	
  la	
  duración	
  de	
  la	
  

lactancia	
   materna.	
   Debido	
   a	
   que	
   estudios	
   previos	
   	
   sobre	
   la	
   composición	
   de	
   la	
  

microbiota	
  intestinal	
  durante	
  el	
  primer	
  año	
  de	
  vida	
  y	
  estudios	
  epidemiológicos	
  en	
  

humanos	
   con	
   riesgo	
   genético	
   de	
   padecer	
  DM	
   tipo	
   1	
   han	
   sugerido	
   que	
   una	
   corta	
  

duración	
  de	
  lactancia	
  materna	
  y	
  la	
  alimentación	
  precoz	
  con	
  proteínas	
  de	
  leche	
  de	
  

vaca	
  pueden	
  modular	
  el	
  desarrollo	
  de	
  autoinmunidad	
  a	
  célula	
  beta,	
  clínica	
  de	
  DM	
  

tipo	
  1	
  o	
  ambos	
  (Stuebe	
  A	
  y	
  col,	
  	
  2009,	
  Vaarala	
  O	
  	
  y	
  col,	
  2011,	
  Knip	
  M	
  y	
  col,	
  	
  2011).	
  

El	
   análisis	
   DGGE	
   de	
   la	
   microbiota	
   fecal	
   predominante	
   mostró	
   que	
   la	
   diversidad	
  

bacteriana	
   fue	
  mayor	
   en	
  niños	
   sanos	
   respecto	
   a	
   niños	
   con	
  DM	
   tipo	
   1,	
   aunque	
   la	
  

diferencia	
  no	
  fue	
  significativa.	
  	
  Resultados	
  similares	
  fueron	
  descritos	
  por	
  Wu	
  et	
  al	
  	
  

en	
  pacientes	
   con	
   	
  DM	
   tipo	
  2	
   comparados	
   con	
   sujetos	
   sanos	
   (Wu	
  X	
  y	
   col,	
   	
   2010).	
  

Además,	
  en	
  análisis	
  fecal	
  	
  mediante	
  DGGE	
  reveló	
  una	
  diferencia	
  significativa	
  en	
  el	
  

índice	
   de	
   similaridad	
   intra-­‐grupo	
   en	
   niños	
   con	
   DM	
   tipo	
   1	
   con	
   respecto	
   a	
   niños	
  

sanos.	
  	
  

Por	
   otro	
   lado,	
   el	
   índice	
   de	
   similaridad	
   intra-­‐grupo	
   en	
   ambos	
   grupos	
   fue	
  

significativamente	
   más	
   alto	
   que	
   el	
   índice	
   de	
   similaridad	
   inter-­‐grupo.	
   En	
   otras	
  

palabras,	
   los	
  perfiles	
  de	
  DGGE	
  de	
  los	
   	
  pacientes	
  sanos	
  fueron	
  más	
  similares	
  entre	
  

si,	
   que	
   los	
   de	
   los	
   niños	
   diabeticos.	
   Estos	
   datos	
   sugieren	
   que	
   el	
   estado	
   diabetico	
  	
  

puede	
  influenciar	
  grupos	
  bacterianos	
  específicos	
  de	
  la	
  comunidad	
  de	
  la	
  microbiota	
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intestinal.	
  	
  

Los	
  resultados	
  de	
   la	
   secuenciación	
  de	
   las	
  bandas	
  de	
  DGGE	
  previamente	
  clonadas	
  

también	
   revelaron	
   diferencias	
   en	
   la	
   composición	
   de	
  microbiota	
   intestinal	
   en	
   los	
  	
  

dos	
  grupos	
  de	
  estudio.	
  	
  En	
  estudios	
  previos,	
  Giongo	
  y	
  col,	
  	
  2011,	
  Wu	
  y	
  col,	
  	
  2010	
  	
  y	
  

Gill	
  y	
  col,	
  2006	
  mostrarón	
  que	
   la	
  microbiota	
   intestinal	
  de	
  sujetos	
  sanos	
  y	
  sujetos	
  

diabéticos	
  está	
  compuesta	
  predominantemente	
  por	
  Firmicutes	
  y	
  Bacteroidetes.	
  Sin	
  

embargo,	
   observaron	
   grandes	
   diferencias	
   en	
   la	
   frecuencia	
   de	
   aparición	
   de	
   cada	
  

género	
   	
   de	
   bacteria.	
   Similarmente,	
   nosotros	
   encontramos	
   en	
   niños	
   con	
   DM1	
   un	
  

aumento	
   en	
   la	
   frecuencia	
   de	
   aparición	
   de	
   Bacteroides,	
   Clostridium,	
   Veillonella,	
  

Bacillus	
   y	
   	
   Eggerthella	
   y	
   una	
   desaparición	
   de	
   Prevotella	
   y	
   Bifidobacterium	
   en	
  

comparación	
  con	
  los	
  niños	
  sanos.	
  Estos	
  resultados	
  sugieren	
  que	
  los	
  generos	
  de	
  la	
  

microbiota	
   dominante	
   son	
   diferentes	
   en	
   niños	
   con	
   DM1	
   comparados	
   con	
   niños	
  

sanos.	
  Recientemente,	
   tres	
  grupos	
  sólidos,	
  denominados	
  "enterotipos",	
   los	
  cuales	
  

no	
  son	
  específicos	
  de	
  una	
  nación	
  o	
  continente	
  han	
  sido	
  identificados.	
  La	
  asignación	
  

del	
  microbioma	
  de	
  un	
  individuo	
  a	
  un	
  enterotipo	
  determinado	
  se	
  basa	
  en	
  el	
  número	
  

de	
  bacterias	
  en	
  el	
  mismo	
  de	
  uno	
  de	
  estos	
  tres	
  géneros:	
  Bacteroides	
  (enterotipo	
  1),	
  

Prevotella	
   (enterotipo	
   2)	
   o	
   Ruminococcus	
   (enterotipo	
   3)	
   (Arumugam	
   M	
   y	
   col,	
  

2011).	
   En	
   este	
   estudio,	
   dentro	
  de	
   los	
  Bacteroidetes,	
   el	
   género	
  Bacteroides	
   fue	
   el	
  

más	
  frecuente	
  en	
  el	
  grupo	
  de	
  los	
  diabéticos,	
  mientras	
  que	
  el	
  género	
  Prevotella	
  se	
  

asoció	
   al	
   grupo	
   de	
   los	
   niños	
   sanos.	
   Por	
   lo	
   tanto,	
   el	
  microbioma	
   intestinal	
   de	
   los	
  

niños	
   diabéticos	
   podría	
   clasificarse	
   como	
   enterotipo	
   1	
   y	
   el	
   microbioma	
   de	
   los	
  

niños	
  sanos	
  podría	
  clasificarse	
  como	
  enterotipo	
  2.	
  No	
  obstante,	
  como	
  la	
  DGGE	
  es	
  

considerada	
   una	
   herramienta	
   semicuantitativa	
   para	
   la	
   monitorización	
   de	
   la	
  

dinámica	
  de	
   las	
   especies	
  bacterianas	
  predominantes	
   en	
   	
   la	
  microbiota	
   intestinal,	
  	
  

en	
  nuestro	
  estudio	
  realizamos	
  un	
  análisis	
  adicional	
  mediante	
  	
  qPCR	
  	
  para	
  obtener	
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una	
  estimación	
  cuantitativa	
  de	
  los	
  cambios	
  encontrados	
  en	
  la	
  microbiota	
  intestinal	
  

entre	
   los	
   niños	
   diabéticos	
   y	
   sanos.	
   Observando	
   diferencias	
   cuantitativas	
  

significativas	
   entre	
   los	
   principales	
   filos	
   	
   y	
   generos	
  microbianos	
   presentes	
   en	
   las	
  

heces	
  de	
  los	
  niños	
  	
  diabéticos	
  y	
  sanos.	
  En	
  contraste	
  con	
  	
  la	
  situación	
  en	
  niños	
  sanos	
  	
  

nosotros	
   hemos	
   encontrado	
   un	
   aumento	
   significativo	
   en	
   la	
   cantidad	
   de	
  

Bacteroidetes	
   y	
   una	
   disminución	
   significativa	
   en	
   el	
   número	
   de	
   Firmicutes	
   y	
  

Actinobacteria	
  en	
  los	
  niños	
  con	
  DM	
  tipo	
  1.	
  Sin	
  embargo	
  la	
  mayor	
  diferencia	
  entre	
  

los	
   dos	
   grupos	
   fue	
   encontrada	
   en	
   el	
   número	
  de	
   bacterias	
   	
   a	
   nivel	
   	
   de	
   género.	
   El	
  

resultado	
  más	
  destacable	
  fue	
  el	
  aumento	
  significativo	
  en	
  el	
  número	
  de	
  Clostridium,	
  

Bacteroides	
  y	
  Veillonella	
  en	
  el	
  grupo	
  de	
  niños	
  diabéticos,	
  mientras	
  que	
  el	
  número	
  

de	
  Lactobacillus,	
  Bifidobacterium,	
  el	
  grupo	
  Blautia	
  coccoides/Eubacterium	
  rectale	
  y	
  

el	
  genero	
  Prevotella	
  descendieron	
   	
  significativamente	
  en	
  los	
  niños	
  con	
  DM	
  tipo	
  1.	
  

Nuestros	
  hallazgos	
  con	
  respecto	
  a	
  la	
  microbiota	
  intestinal	
  en	
  los	
  niños	
  diabéticos	
  

están	
  acordes	
  con	
  las	
  observaciones	
  de	
  otros	
  estudios	
  realizados	
  en	
  humanos	
  y	
  	
  en	
  

animales.	
   	
   Roesch	
   y	
   col	
   encontraron	
   niveles	
   más	
   altos	
   de	
   Lactobacillus	
   y	
  	
  

Bifidobacterium	
  en	
  ratas	
  BB-­‐DR	
  mientras	
  que,	
  los	
  	
  Bacteroides	
  y	
  	
  Clostridium	
  fueron	
  

más	
  abundantes	
  en	
  	
  ratas	
  BB-­‐DP.	
  Además,	
  los	
  niveles	
  de	
  Bifidobacterium	
  han	
  sido	
  

previamente,	
  relacionados	
  con	
   	
  una	
  mejoría	
  en	
  el	
  metabolismo	
  hidrocarbonado	
  y	
  

la	
   	
  resistencia	
  a	
  la	
  insulina	
  asi	
  como	
  con	
  bajo	
  grado	
  de	
  inflamación	
  	
  (Philippe	
  D	
  y	
  

col,	
  	
  2011	
  ,	
  Cani	
  PD	
  y	
  col,	
  	
  2009).	
  

La	
   disminución	
   significativa	
   en	
   el	
   número	
   de	
   Lactobacillus	
   y	
   Bifidobacterium	
  

observada	
  en	
  los	
  niños	
  con	
  DM	
  tipo	
  1	
  en	
  nuestro	
  estudio	
  estuvo	
  	
  relacionada	
  con	
  

mayores	
   niveles	
   de	
   glucosa	
   plasmática,	
   como	
   lo	
   indica	
   la	
   	
   correlación	
   negativa	
  

encontrada.	
  Además,	
   el	
   análisis	
  de	
   regresión	
  mostró	
  que	
  esta	
   	
  disminución	
  en	
  el	
  

número	
  de	
  Lactobacillus	
  y	
  Bifidobacterium	
  podría	
  estar	
  asociada	
  con	
  los	
  niveles	
  de	
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glucosa	
  plamática	
  en	
  los	
  niños	
  diabéticos.	
  	
  En	
  contraste	
  con	
  este	
  hallazgo,	
  Brown	
  y	
  

col	
  encontraron	
  que	
  los	
  Lactobacillus	
  y	
  los	
  Bifidobacterium	
  fueron	
  más	
  abundantes	
  

en	
  niños	
  con	
  DM	
  tipo	
  1	
  que	
  en	
  sujetos	
  sanos	
  (Brown	
  CT	
  y	
  col,	
  	
  2011).	
  

Ambos	
   Lactobacillus	
   y	
   Bifidobacterium	
   tienen	
   especies	
   con	
   características	
  

probióticas	
  y	
  éstos	
  han	
  sido	
  asociados	
  con	
  efectos	
  positivos	
  para	
  el	
  huésped	
  	
  en	
  el	
  

intestino	
  grueso	
  (Tzounis	
  X	
  y	
  col,	
   	
  2011).	
  Los	
  Lactobacillus	
   	
  actuan	
  como	
  	
  barrera	
  

física,	
  inhibiendo	
  el	
  paso	
  de	
  antígenos	
  bacterianos,	
  participando	
  en	
  la	
  degración	
  de	
  

componente	
   tóxicos,	
   liberando	
   nutrientes	
   y	
   produciendo	
   componentes	
   anti-­‐	
  

inflamatorios	
   (Valladares	
   R	
   y	
   col,	
   	
   2010).	
   Por	
   otro	
   lado,	
   	
   los	
   Bifidobacterium	
  	
  

dismimuyen	
  la	
  endotoxemia	
  intestinal	
  y	
  mejoran	
  la	
  función	
  de	
  barrea	
  de	
  la	
  mucosa	
  

intestinal	
   (Cani	
   PD	
   y	
   col,	
   	
   2009).	
   	
   Adicionalemente,	
   ambos	
   grupos	
   bacterianos	
  

estimulan	
  la	
  producción	
  de	
  ácidos	
  orgánicos	
  beneficiosos	
  e	
  inhiben	
  la	
  colonización	
  

del	
   epitelio	
   intestinal	
   por	
   bacterias	
   patógenas.	
   Mediante	
   la	
   utilización	
   de	
   	
   un	
  

modelo	
   de	
   monocapa	
   epitelial	
   	
   se	
   mostró	
   que	
   	
   Lactobacillus	
   rhamnosus	
   GG	
   y	
  	
  

Lactobacilus	
   casei	
   DN-­‐114-­‐001	
   protegieron	
   la	
   función	
   de	
   la	
   barrera	
   intestinal	
  

contra	
  la	
  redistribución	
  de	
  las	
  proteínas	
  de	
  la	
  unión	
  	
  inducida	
  	
  por	
  Escherichia	
  Coli	
  

(Johnson-­‐Henry	
   KC	
   y	
   col,	
   2008).	
   Además,	
   Valladares	
   y	
   colaboradores	
  

determinaron	
   que	
   la	
   administración	
   de	
   Lactobacillus	
   Johnsonii	
   aislados	
   de	
   ratas	
  

resistentes	
   a	
   la	
   diabetes,	
   retrasa	
   o	
   inhibe	
   el	
   inicio	
   de	
   DM	
   tipo	
   1	
   en	
   	
   ratas	
   BB	
  

suceptibles	
  de	
  desarrollar	
  diabetes	
  (Valladares	
  R	
  y	
  col,	
  	
  2010).	
  	
  

Las	
  Bifidobacterias	
  y	
  los	
  Lactobacillus	
  tienen	
  la	
  capacidad	
  de	
  producir	
  ácido	
  láctico	
  	
  

el	
   cual	
   es	
   convertido	
   en	
   butirato	
   por	
   bacterias	
   productoras	
   de	
   butirato	
   en	
   el	
  

intestino	
   	
  (Brown	
  CT	
  y	
  col,	
   	
  2011).	
  Barcenilla	
  y	
  col.	
  mostró	
  que	
  la	
  mayoría	
  de	
  los	
  

aislados	
  productores	
  de	
  butirato	
  en	
  	
  muestras	
  fecales	
  humanas	
  están	
  	
  relacionadas	
  

con	
   el	
   grupo	
   Blautia	
   coccoides-­‐Eubacterium	
   rectale	
   (Barcenilla	
   A	
   y	
   col,	
   	
   2000).	
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Estudios	
   previos	
   han	
  mostrado	
   que	
   el	
   butirato	
   induce	
   	
   síntesis	
   de	
  mucina	
   (una	
  

glicoproteína	
   producida	
   por	
   el	
   huésped	
   que	
   ayuda	
   a	
  mantener	
   la	
   integridad	
   del	
  

epitelio	
   intstinal)	
   (Burger-­‐van	
   Paassen	
   N	
   y	
   col,	
   2009),	
   disminuye	
   el	
   transporte	
  

bacteriano	
   a	
   través	
   del	
   epitelio	
   y	
   mejora	
   la	
   integridad	
   intestinal	
   mediante	
   el	
  

aumento	
   de	
   ensamblaje	
   de	
   las	
   uniones	
   estrechas	
   (Lewis	
   K	
   y	
   col,	
   2010).	
  

Adicionalmente,	
   el	
   género	
   Prevotella	
   es	
   responsable	
   de	
   la	
   degradación	
   de	
   esta	
  

mucina.	
  

De	
  este	
  modo,	
  la	
  disminución	
  significativa	
  en	
  Blautia	
  coccoides-­‐Eubacterium	
  rectale	
  

group	
   y	
   Prevotella	
   que	
   nosotros	
   hemos	
   encontrado	
   	
   en	
   niños	
   con	
   DM	
   tipo	
   1	
  

comparado	
  con	
  niños	
  sanos	
  podría	
  indicar	
  una	
  reducción	
  en	
  la	
  síntesis	
  de	
  mucina	
  

por	
  el	
  huésped	
  y	
  una	
  pérdida	
  de	
  esta	
  mucina	
  en	
   la	
  capa	
  epitelial	
  del	
   intestino,	
   lo	
  

cual	
  podría	
  dar	
   lugar	
  a	
  una	
  alteración	
  significativa	
  en	
   la	
  permeabilidad	
   intestinal	
  

(Peng	
  LY	
  y	
  col,	
   	
  2009,	
  Wright	
  DP	
  y	
  col,	
  2000,	
  Lin	
  HV	
  y	
  col,	
   	
  2012).	
  Otros	
  estudios	
  

han	
  descrito	
  una	
  asociación	
  entre	
  DM	
  tipo	
  1	
  y	
  una	
  alteración	
  	
  de	
  la	
  permeabilidad	
  

de	
   la	
   barrera	
   intestinal	
   en	
   humanos	
   y	
   en	
   ratones	
   diabéticos	
   no	
   obesos	
   (NOD)	
   y	
  

modelos	
  ratas	
  BB	
  (Watts	
  T	
  y	
  col,	
  	
  2005,	
  Lee	
  AS	
  y	
  col,	
  2010,	
  Mathis	
  D	
  y	
  col,	
  	
  2012).	
  

No obstante, nosotros	
  hemos	
  observado	
  un	
  aumento	
  significativo	
  en	
  el	
  número	
  de	
  

Clostridium,	
  Bacteroides	
  y	
  Veillonella	
   en	
   los	
  niños	
  diabéticos	
  con	
  respecto	
  a	
  niños	
  

sanos.	
   Estas	
   bacterias	
   son	
   capaces	
   de	
   fermentar	
   glucosa	
   y	
   lactato	
   a	
   propionato,	
  

acetato y succinato, pero	
  estos	
  acidos	
  grasos	
  de	
  cadena	
  corta	
  no	
  inducen	
  síntesis	
  de	
  

mucina	
   (Burger-­‐van	
   Paassen	
   N	
   y	
   col,	
   	
   2009). Esta	
   situación	
   podría	
   reducir	
   	
   el	
  

ensamblaje	
   de	
   las	
   proteínas	
   de	
   unión,	
   generando	
   un	
   incremento	
   en	
   la	
  

permeabilidad	
   intestinal	
  en	
   los	
  niños	
  con	
  DM1	
  (Brown	
  CT	
  y	
  col,	
   	
  2011).	
  Además, 	
  

este	
  aumento	
  fue	
  acompañado	
  por	
  una	
  correlación	
  positiva	
  significativa entre	
   	
   los	
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niveles	
   plasmáticos	
   de	
   glucosa	
   y	
  HbA1	
   y	
   el	
   número	
   	
   de	
   Clostridium en los niños 

diabéticos.	
  	
  

También,	
   hemos	
   encontrado	
  una	
  diferencia	
   a	
   nivel	
   de	
   filo	
   	
   entre	
  Bacteroidetes	
   y	
  

Firmicutes,	
   con	
   un	
   significativo	
   descenso	
   en	
   el	
   ratio	
   Firmicutes/Bacteroidetes	
   en	
  

niños	
   con	
   DM	
   tipo	
   1	
   comparado	
   con	
   niños	
   sanos.	
   	
   Además,	
   	
   hallamos	
   una	
  

correlación	
   negativa	
   entre	
   este	
   ratio	
   y	
   los	
   nivels	
   de	
   glucosa	
   y	
   HbA1c	
   en	
   niños	
  

diabéticos,	
   lo	
   cual	
   podría	
   explicar	
   el	
   aumento	
   	
   significativo	
   de	
   los	
   niveles	
   de	
  

glucemia	
  en	
  este	
  grupo.	
  De	
  acuerdo	
  con	
  esto,	
  Giongo	
  y	
  col	
  observaron	
  que	
  el	
  ratio	
  

Firmicutes/Bacteroidetes	
   en	
   niños	
   con	
   DM	
   tipo	
   1	
   fue	
   cambiando	
   durante	
   los	
  

primeros	
   6	
   meses	
   después	
   del	
   nacimiento	
   antes	
   de	
   desarrollar	
   el	
   trastorno	
  

autoinmune.	
  Estos	
  autores	
  mostraron	
  una	
  disminución	
  sucesiva	
  en	
  Firmicutes	
  y	
  un	
  

incremento	
  en	
  el	
  número	
  de	
  Bacteroidetes	
  en	
  la	
  flora	
  intestinal	
  hasta	
  que	
  los	
  niños	
  

fueron	
   	
   diabéticos	
   (Giongo	
   A	
   y	
   col,	
   	
   2011).	
   Además,	
   	
   en	
   sujetos	
   con	
   DM2	
  	
  

comparados	
  con	
  sujetos	
  sanos	
  tambien	
  se	
  ha	
  descrito	
  una	
  disminución	
  en	
  el	
  ratio	
  

Firmicutes/Bacteroidetes	
  (Larsen	
  N	
  y	
  col,	
  	
  2010).	
  Lo	
  opuesto	
  ocurre	
  en	
  la	
  obesidad,	
  

donde	
   el	
   desbalance	
   es	
  debido	
   al	
   incremento	
  del	
   	
   ratio	
  Firmicutes/Bacteroidetes,	
  

indicando	
   que	
   la	
   obesidad	
   y	
   la	
   diabetes	
   se	
   asocian	
   con	
   diferentes	
   grupos	
   de	
   la	
  

microbiota	
   intestinal	
   	
   (Willing	
  B	
   y	
   col,	
   	
   2009).	
   Esta	
   diferencia	
   en	
   el	
   ratio	
   que	
   se	
  

encuentra	
   entre	
   sujetos	
   diabéticos	
   y	
   obesos	
  podría	
   ser	
   debido	
   a	
   la	
   dieta	
   baja	
   en	
  

calorías	
   utilizada	
   en	
   sujetos	
   diabéticos.	
   De	
   hecho,	
   	
   la	
   monitorización	
   de	
   la	
  

microbiota	
   intestinal	
   de	
   voluntarios	
   obesos	
   que	
   recibieron	
   una	
   dieta	
   	
   baja	
   en	
  

calorías	
  durante	
  un	
  año	
  mostró	
  que	
  en	
  los	
  voluntarios	
  que	
  habían	
  perdido	
  peso	
  la	
  

proporción	
  de	
  Firmicutes	
  disminuyó	
  mientras	
  que	
   la	
  proporción	
  de	
  Bacteroidetes	
  

aumentó.	
  

Finalmente,	
  el	
  posible	
  mecanismo	
  que	
  podría	
  explicar	
   la	
  relación	
  encontrada	
  por	
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nosotros	
  en	
  este	
  estudio	
  entre	
  la	
  microbiota	
  intestinal	
  presente	
  en	
  niños	
  	
  DM	
  tipo	
  

1	
  y	
  los	
  niveles	
  glucémicos	
  observados	
  en	
  estos	
  pacientes,	
  podría	
  estar	
  relacionado	
  

con	
  el	
  papel	
  de	
  los	
  ácidos	
  grasos	
  de	
  cadena	
  corta	
  (como	
  el	
  butirato	
  y	
  propionato)	
  

producidos	
  por	
   la	
  microbiota	
   intestinal	
   en	
   la	
   regulación	
  de	
   los	
  niveles	
  de	
   ciertas	
  

hormonas	
   intestinales	
   (como	
  polipéptido	
   insulinotrópico	
  dependiente	
  de	
  glucosa	
  

(GIP),	
  péptido	
  similar	
  al	
  glucagón	
  tipo	
  1(GLP-­‐1)	
  y	
  la	
  grelina),	
  los	
  cuales	
  tienen	
  un	
  

importante	
   efecto	
   sobre	
   el	
   metabolismo	
   hidrocarbonado	
   (Lin	
   HV	
   y	
   col,	
   	
   2012).	
  

Además,	
  Hum	
  et	
  al.	
  han	
  demostrado	
  previamente	
  una	
  alteración	
  en	
  los	
  patrones	
  de	
  

secreción	
   de	
   hormonas	
   intestinales	
   en	
   niños	
   con	
  DM	
   tipo	
   1	
   el	
   cual	
   influyó	
   en	
   el	
  

control	
  metabólico	
   de	
   la	
   diabetes	
   en	
   estos	
   pacientes	
   (Huml	
  M	
   y	
   col,	
   2011).	
  Más	
  

estudios	
  serán	
  necesarios	
  para	
  demostrar	
  este	
  mecanismo	
  propuesto.	
  	
  

Por	
  otra	
  parte,	
   en	
  este	
  estudio	
  no	
  se	
  encontraron	
  diferencias	
   signficativas	
  en	
   los	
  

niveles	
   plasmáticos	
   de	
   8-­‐isoprostano	
   entre	
   niños	
   con	
   DM	
   tipo	
   1	
   y	
   niños	
   	
   sanos.	
  

Elevada	
   excreción	
   urinaria	
   de	
   isoprostanos	
   ha	
   sido	
   repetidamente	
   asociada	
   con	
  

DM,	
   no	
   tanto	
   asi	
   la	
   concentración	
   plasmática	
   de	
   éstos.	
   	
   En	
   la	
   actualidad	
   existen	
  

pocos	
   estudios	
   y	
   han	
   sido	
   realizados	
   en	
   los	
   últimos	
   15	
   años	
   en	
   los	
   que	
   se	
   haya	
  

relacionado	
  la	
  formación	
  de	
  isoprostanos	
  en	
  la	
  diabetes	
  (Natarajan	
  R	
  y	
  col,	
  	
  1996).	
  

Existen	
  estudios	
  específicos	
  que	
  reflejan	
  este	
  aumento	
  de	
  isoprostanos	
  en	
  DM	
  tipo	
  

1.	
  Se	
  ha	
  observado	
  	
  que	
  la	
  excreción	
  de	
  8	
  isoprostano	
  en	
  pacientes	
  adultos	
  con	
  DM	
  

tipo	
  1	
  y/o	
  DM	
  tipo	
  2	
  fue	
  el	
  doble	
  de	
  la	
  que	
  se	
  observó	
  en	
  sujetos	
  sanos	
  de	
  similar	
  

edad	
   (Takahashi	
   K	
   y	
   col,	
   	
   1992).	
   Esta	
   observación	
   similar	
   en	
   la	
   excreción	
   de	
   8	
  

isoprostano	
  en	
  los	
  pacientes	
  con	
  DM	
  tipo	
  1	
  y	
  DM	
  tipo	
  2	
  implica	
  a	
  la	
  hiperglucemia	
  

como	
   principal	
   alteración	
   metabólica,	
   debido	
   a	
   que	
   ésta	
   es	
   la	
   característica	
  

fundamental	
   en	
   ambas	
   poblaciones	
   de	
   pacientes.	
   Estos	
   autores	
   también	
  

observaron	
  una	
  correlación	
  significativa	
  entre	
  los	
  niveles	
  de	
  glucosa	
  plasmática	
  y	
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la	
  concentración	
  urinaria	
  de	
  isoprostanos,	
  sugiriendo	
  que	
  la	
  peroxidación	
  lipídica	
  

está	
   relacionada	
   con	
   el	
   control	
   glucémico.	
   Además,	
   la	
   observación	
   	
   que	
   el	
  

tratamiento	
   intensivo	
   con	
   agentes	
   hipoglucemiantes	
   disminuye	
   los	
   niveles	
   de	
  

glucosa	
  y	
  la	
  excreción	
  urinaria	
  de	
  isoprostanos,	
  apoya	
  la	
  idea	
  que	
  la	
  hiperglucemia	
  

es	
  responsable	
  de	
  la	
  formación	
  de	
  la	
  mayor	
  parte	
  de	
  isoprostanos	
  (Sampson	
  NK	
  y	
  

col,	
  	
  	
  2002).	
  

Otros	
  investigadores	
  como	
  Gopaul	
  et	
  al,	
  encontraron	
  en	
  39	
  pacientes	
  con	
  DM	
  tipo	
  

2	
   un	
   incremento	
   tres	
   veces	
  mayor	
   de	
   isoprostanos	
   esterificados	
   comparado	
   con	
  

sujetos	
   controles,	
   pero	
   en	
   este	
   estudio	
   no	
   se	
   observó	
   una	
   relación	
   de	
   los	
  

isoprostanos	
  ni	
  con	
  el	
  nivel	
  de	
  glucemia	
  ni	
  con	
  el	
  de	
  lípidos	
  (Gopaul	
  y	
  col,	
  	
  1995).	
  

En	
  otro	
  estudio	
  este	
  mismo	
  autor,	
  describió	
  un	
  aumento	
  agudo	
  de	
   los	
  niveles	
  de	
  

isoprostanos	
  en	
  el	
  plasma	
  de	
  27	
  pacientes	
  con	
  DM	
  tipo	
  2	
  tras	
  una	
  sobrecarga	
  oral	
  

de	
   glucosa,	
   aportando	
   evidencia	
   directa	
   de	
   la	
   lesión	
   oxidativa	
  mediada	
   por	
   RLO	
  

(Gopaul	
   y	
   col,	
   2000).	
   Catella-­‐	
   Lawson	
   et	
   al,	
   describierón	
   	
   una	
   tendencia	
   hacia	
  	
  

niveles	
   aumentados	
   de	
   excreción	
   urinaria	
   de	
   8	
   isoprostanos	
   en	
   un	
   grupo	
   de	
   18	
  

pacientes	
   con	
   DM,	
   con	
   una	
   elevación	
   estadísticamente	
   significativa	
   en	
   pacientes	
  

con	
  cetoacidosis	
  diabética.(Catella-­‐Lawson	
  F	
  y	
  col,	
  1996).	
  Vita	
  et	
  al,	
  cuantificaron	
  

los	
   niveles	
   de	
   isoprostanos	
   esterificados	
   en	
   los	
   lípidos	
   plasmáticos.	
   	
   En	
   los	
  

pacientes	
   con	
   DM	
   las	
   concentraciones	
   de	
   isoprostanos	
   en	
   plasma	
   fueron	
  

significativamente	
   elevadas	
   comparado	
   con	
   las	
   concentraciones	
   medidas	
   en	
   los	
  

sujetos	
  sin	
  DM	
  (Vita	
   JA	
  y	
  col,	
  1998,	
   	
   John	
  F.	
  Keaney	
   Jr	
  y	
  col,	
  2003	
  ).	
  Sin	
  embargo	
  

Vessby	
  et	
  al,	
  utilizando	
   la	
  determinación	
  de	
   isoprostanos	
  no	
  pudieron	
  demostrar	
  

que	
   la	
  mejoría	
   del	
   control	
   glucémico	
   esté	
   asociado	
   a	
   una	
  disminución	
  del	
   estrés	
  

oxidativo	
  en	
  pacientes	
  con	
  DM	
  tipo	
  1	
  (Vessby	
  J	
  	
  y	
  col,	
  2001).	
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Además,	
   en	
   nuestro	
   estudio	
   se	
   han	
   observado	
   diferencias	
   significativas	
   en	
   los	
  

niveles	
  de	
  NEFA	
  entre	
  los	
  niños	
  diabeticos	
  y	
  los	
  sanos.	
   	
  En estudios con DM y mal 

control metabólico se pueden encontrar niveles elevados de NEFA y no existiendo un 

aumento notable cuando existe un buen control metabólico (Groop LC y col,  1989) ( 

Sørensen LP y col, 2011).  Una clásica relación de feedback ha sido postulada entre la 

hormona de crecimiento (GH) y los NEFA. La GH tiene un efecto lipolítico directo en 

el tejido adiposo, apoyando la liberación de glicerol, NEFA y cuerpos cetónicos. 

(Vance, M.L. 1993). La reducción farmacológica de FFA está asociada con la liberación 

de GH. (Dieguez, C. & Casanueva, F y col,  1995). Coiro et al llevaron a cabo un 

estudio que evaluaba si el incremento de secreción de GH en pacientes con DM tipo 1 

podría ser debido a una alteración en el mecanismo inhibidor debido a los FFA 

circulantes, ya que lo hiperglucemia ejerce un efecto ihibidor habitualmente en la la 

liberación de GH. La reducción de FFA con acipimox (un fármaco antilipolítico que 

inhibe la lipolisis y produce una reducción de FFA (Pontiroli A y col, 1990) es un 

estímulo para la secreción de GH en pacientes con DM tipo 1. La administración 

conjunta en este estudio de acipimox y GHRH produjo un marcado incremento de 

liberación de GH en sujetos con DM tipo 1 cuando los compararon con sujetos 

normales. Estos datos sugieren que los pacientes con DM tipo1 tienen mayor capacidad 

secretora de GH que los sujetos normales pero  los niveles endógenos de FFA ejercen 

un importante efecto inhibidor en los pacientes con DM tipo 1 (Coiro V y col,  1999). 

No	
  existen	
   referencias	
   en	
   la	
   literatura	
  que	
   establezcan	
   relación	
   entre	
  DM	
   tipo	
  1,	
  

estress	
   oxidativo	
   (isoprostano/NEFA)	
   y	
   microbiota	
   intestinal.	
   Nuestro	
   estudio	
  

encuentró	
  una	
  corrlación	
  negativa	
  de	
  los	
  NEFA	
  con	
  la	
  cantidad	
  de	
  Bifidobacterias	
  

en	
  el	
  grupo	
  de	
  sujetos	
  con	
  DM	
  tipo	
  1.	
  	
  No	
  obstante,	
  solo	
  existe	
  una	
  publicación	
  que	
  

relaciona	
   Bifidobacterium	
   y	
   NEFA	
   en	
   la	
   literatura	
   actual.	
   En	
   ella,	
   leche	
   de	
   soja	
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fermetada	
   por	
   Bifidobacterium	
   breve	
   YIT	
   4065	
   fue	
   administrada	
   	
   a	
   ratas	
  

ooforectomizadas,	
   las	
   cuales	
   	
   mostraron	
   un	
   incremento	
   en	
   	
   los	
   niveles	
   de	
   HDL	
  

colesterol	
  y	
  una	
  disminución	
  en	
  	
  los	
  niveles	
  de	
  VLDL	
  y	
  LDL	
  colesterol	
  así	
  como,	
  una	
  

disminución	
  no	
  significativa	
  en	
  los	
  niveles	
  de	
  NEFA	
  	
  (Hiroko	
  Kikuchi-­‐Hayakawa	
  y	
  

col,	
   1998).	
   También	
   en	
   nuestro	
   estudo	
   	
   se	
   encontró	
   en	
   el	
   grupo	
   de	
   diabetes	
  	
  

correlaciones	
  positivas	
  de	
  los	
  valores	
  de	
  isoprostano	
  con	
  el	
  número	
  de	
  Firmicutes.	
  

No	
   existen	
   datos	
   publicados	
   que	
   relacionen	
   directamente	
   a	
   Firmicutes	
   e	
  

isoprostano	
   en	
   sujetos	
   con	
   DM	
   tipo	
   1.	
   Existen	
   artículos	
   que	
   relacionan	
   8-­‐

isoprostano	
  con	
  enfermedades	
  	
  como	
  	
  diabetes	
  y	
  la	
  ateroesclerosis	
  	
  donde	
  a	
  través	
  

de	
  la	
  medición	
  de	
  F2	
  isoprostanos	
  implican	
  a	
  los	
  RLO	
  en	
  su	
  patogénesis	
  	
  (Koenig	
  W	
  

y	
  col,	
  	
  2006)	
  (L.	
  Flores	
  y	
  col,	
  2004).	
  

En	
   fumadores,	
   	
   que	
   tienen	
   un	
   riesgo	
   incrementado	
   de	
   desarrollar	
   inflamación	
  

sistémica	
   inducida	
   a	
   través	
   de	
   los	
   radicales	
   libres	
   procedentes	
   del	
   tabaco,	
   se	
   ha	
  

realizado	
   un	
   ensayo	
   clínico	
   controlado,	
   randomizado	
   y	
   doble	
   ciego	
   para	
   la	
  

evaluación	
   de	
   parámetros	
   de	
   estrés	
   oxidativo	
   (F2	
   isoprostanos)	
   y	
   citoquinas	
  

inflamatorias	
   tras	
   la	
   administración	
   de	
   un	
   probiótico	
   Lactobacillus	
   plantarum	
  

strain	
  299	
  v	
  durante	
  6	
  semanas	
  	
  evidenciando	
  un	
  descenso	
  de	
  8	
  isoprostano	
  entre	
  

otras	
  parámetros	
  inflamatorios	
  (Naruszewicz	
  M	
  y	
  col,	
  	
  2002).	
  Esta relación descrita 

entre isoprostano y NEFA con determinados filos de la microbiota intestinal abre un 

nuevo camino de estudio donde la microbiota se perfila como determinante ambiental 

implicado en su etiología.	
  

CONCLUSIONES 

1º Los resultados muestran que la microbiota encontrada en niños con DM tipo 1 difiere 

significativamente de la encontrada en niños sanos  

2º La microbiota intestinal en niños diabéticos fue menos diversa que la microbiota 
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intestinal en niños sanos, la cual fue más diversa.  

3º Existen diferencias significativas entre diabéticos y sanos  en número de 

Bifidobacteria, Lactobacillus y Clostridium y ratio Firmicutes/Bacteroidetes que 

podrían estar implicadas en el nivel glucémico de niños diabéticos.  

4º Ademas,  la cantidad de bacterias productoras de ácido láctico, productoras de 

butirato y bacterias degradadoras de mucina, esenciales para mantener la integridad 

intestinal, fueron significativamente más bajas en diabéticos  que en niños sanos. Estas 

diferencias bacterianas podrían ser responsables de la altleración de la permeabilidad 

intestinal previamente descrita en sujetos con DM tipo 1.  

5º Es el primer estudio que evalua simultaneamente  la asociación de marcadores de 

estrés oxidativo con  microbiota intestinal en relación a DM tipo 1. Se necesitan más 

estudios que nos permitan conocer el rol que juega la microbiota intestinal en el estréss 

oxidativo o viceversa.  

6º Estos hallazgos podrían ser útiles para desarrollar estrategias de control de desarrollo 

de DM tipo 1 a través de la modificación de la microbiota intestinal.  
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