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Abstract: Type 1 diabetes (T1D) is an autoimmune disease in which pancreatic  Recibido: 12-12-2023.
B-cells are destroyed by the immune system. In the last three decades there has ~ /ceptado: 04-03-2024.
been a significant increase in the incidence of the disease, a phenomenon that cannot

be explained by genetic susceptibility alone. Recently, it has been suggested that

various environmental stimuli could trigger this increase in incidence by generating

epigenetic alterations. At the same time, a decrease in butyrate-producing bacteria

has been observed in children with T1D. Butyrate has anti-inflammatory effects and

it has been observed that it may play a role in epigenetic modulation. Vitamin D

also exerts immuno-modulatory and anti-inflammatory roles and its deficiency has

been universally described in T1D. This review examines the possible relationship

between microbiota and vitamin D as potential therapeutic targets in T1D.
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Diabetes mellitus tipo1 (DM1)

La DM1 es una enfermedad autoinmune en la cual se genera
una destruccion de las células beta (B) pancreaticas por accion
del sistema inmune, fenémeno acompafiado por el desarrollo
de auto-anticuerpos'. La DM1 puede ser diagnosticada a
cualquier edad, sin embargo, la mayor frecuencia ocurre en
el grupo de edad sobre los 7 afos o cerca de la pubertad2.
En esta patologia las células 3 pancreaticas son atacadas por
células inmunitarias infiltradas en los islotes que reconocen
auto-antigenos de células beta. Las células T auto-reactivas
activadas se encuentran tanto en circulacion como en lesiones
del islote, sin embargo, aun no se conoce con exactitud el
mecanismo por el cual estas células evaden el control de
seleccion clonal, desequilibran la tolerancia central, y periférica,
y la regulacion inmune?2. La presentacion incorrecta de
auto-antigenos por las células presentadoras de antigenos
producto de una baja afinidad de antigenos nativos puede
condicionar que las células T escapen de la supresion timica.
Ademas, la disminucion en la tolerancia central, opera sobre la
célula B pancreatica generando neoantigenos y eludiendo la
tolerancia central®. También debe agregarse a este escenario
la inflamacion local circundante a los islotes de Lahngerhans,
que puede alterar el proteoma y el transcriptoma de células
B pancreaticas alterando el repertorio de auto-antigenos®.

Epidemiologia de DM1

Durante las Ultimas décadas se ha observado un aumento
mundial en la incidencia de la DM1 y una gran variacion
geografica®. Por ejemplo, la DM1 es bastante frecuente en
Finlandia (>60/100.000) y Sardinia (40/100.000)". Lo que
contrasta con lo observado en China, India y Venezuela donde
la patologia es poco comun (0,1/100.000 aproximadamente).
En Finlandia, Alemania y Noruega se ha observado un aumento
anual en laincidencia de 2,4%, 2,6% y 3,3%, respectivamente®.
Por otro lado, se ha observado que la incidencia de la DM1
varia de acuerdo a los cambios estacionales y el mes de
nacimiento, diagnosticandose mas casos en otofio e invierno®.
AUn se desconocen los mecanismos subyacentes a estas
diferencias en la incidencia geogréfica y el aumento en las tasas
de incidencia de la DM1, pero se han atribuido a influencias
ambientales, entre las cuales se puede destacar la dieta,
vitamina D, infecciones virales, factores perinatales, entre otros.
En Chile, todos los estudios han ido mostrando paulatinamente
un incremento sostenido en la incidencia, desde el afio 1986
con incrementos que van desde un 2,86/100.000 hab al afio
en 1986 a un 6,5/100.000 hab. En 2010 y 16,5/100.000 hab
al afio en 2019910112,

Genética y DM1

La DM1 es un desorden poligénico. Hasta la fecha se
han identificado alrededor de 40 loci de susceptibilidad™. La
region HLA en el cromosoma 6 contribuye a casi la mitad de
la susceptibilidad genética que aumenta el riesgo de DM1'.
Se han descrito una serie de haplotipos de riesgo fuertemente
asociados a DM1 tales como los haplotipos DRB1*0401-
DQB1*0302 y DRB1*0301-DQB1*0201 que confieren mayor

susceptibilidad, y DRB1*1501 y DQA1*0102-DQB1*0602 que
confieren resistencia a la patologia®. Otros genes no HLA
también se han asociado a una mayor susceptibilidad como
el gen PTPN22, que codifica una proteina tirosin-fosfatasa
linfoide (LYP) y el gen CTLA4, que codifica para la proteina
4 asociada a linfocitos T citotoxicos, todos descritos también
en otras enfermedades de origen autoinmune como la artritis
reumatoide, enfermedad celiaca y lupus eritematoso'®. La mayoria
de los loci asociados al riesgo de DM1 estan involucrados en
la respuesta inmune, de esta forma una mayor susceptibilidad
genética se encuentra involucrada en una respuesta inmune
alterada y una disminucién de la tolerancia periférica.

Ambiente y DM1

El componente ambiental como gatillador de la DM1 ha
sido ampliamente estudiado tanto desde el punto de vista
ecologico, como con estudios de intervencion en modelos
animales. Ciertos tipos de infecciones virales han sido
clasicamente relacionados a nuevos diagnosticos de DM1,
entre ellos se encuentra el virus Coxsakie B4, citomegalovirus
(CMV), parvovirus, entre otros' 81920 En Chile también se ha
estudiado este tipo de asociaciones con CMV, sin encontrar
evidencia de asociacion relevante?'. Otros factores ambientales
asociados a DM1 han sido algunos elementos de la dieta como
la exposicion temprana a la proteina de leche de vaca (ASB), lo
que ha generado cierto grado de controversia®223, En Chile, se
ha analizado este tipo de asociaciones con lactancia materna
efectiva y exposiciéon precoz a leche de vaca con resultados
que apoyan este tipo de asociaciéon con una mayor incidencia
de la enfermedad?*?°. Finalmente, en los Ultimos afios se ha
visto un creciente interés por la microbiota intestinal y por
el estatus de vitamina D como elementos reguladores de la
respuesta inmune en pacientes con DM1, impactando en la
incidencia de esta condicion?6%,

Epigenética y DM1

Latasa de concordancia entre mellizos monocigoticos varia
ampliamente en la DM1, entre 13-67.7%%8. La susceptibilidad
genética no logra explicar por si sola el aumento en la incidencia
de la DM1, por ejemplo, el genotipo heterocigoto HLA DR3/
DR4 tiene un alto riesgo de desarrollar DM1, sin embargo,
la mayoria de los portadores de este genotipo no desarrolla
la enfermedad?®. Estos hechos abren una puerta al control
epigenético de la enfermedad. Esta ultima nos muestra como
los factores o estimulos medio ambientales pueden alterar la
expresion génica produciendo diferentes fenotipos a través
de mecanismos que no alteran la secuencia de ADN, pero
que pueden ser heredados®. Los diferentes mecanismos
epigenéticos incluyen la metilacion del ADN, los microRNAs
y la modificacion de histonas.

Metilacion del DNA: La metilacion del ADN es un fendbmeno
epigenético que modifica la expresion génica sin alterar la
secuencia de ADN, los cuales son heredables permitiendo
la adaptacion al medio ambiente. Es un fendmeno fisiolégico
importante en la regulacion de la expresion de los genes en
mamiferos, principalmente durante la embriogénesis, y es de vital



importancia para mantener el silenciamiento genético con el fin
de regular la expresion de los genes, y asegurar un desarrollo
normal del ser humano®'. Estudios en diabetes han mostrado
en monocitos CD14+ de mellizos monocigoticos discordantes
para DM1, 132 islas CpG asociadas significativamente con la
condicién de diabetes®. Ademaés, se observd que la diferencias
en el patron de metilacion asociado a DM1 se encontré en
sujetos positivos para autoanticuerpos de islotes muchos
afos antes del diagndstico clinico, lo cual indicaria que estas
alteraciones surgen de forma temprana en el transcurso de la
enfermedad. Otro estudio mostré que los pacientes con DM1
presentaban hipometilacion de 3 islas CpG del promotor de
gen de insulina en comparacion a los controles®?, alteracion
que podria ser predictiva de DM1. Por otra parte, un estudio
prospectivo reveld que el patron de metilacion de 16 sitios
CpG se correlaciond con el tiempo de inicio de nefropatias®.
En Chile, los datos han mostrado un perfil global de metilacion
distinto entre pacientes con DM1 y sujetos sanos® y un cambio
de expresion en la metilacion del promotor del gen de TNFa
en DM1 comparado al de controles®.

Micro-ARNs: Los microARNs (miARNs) son moléculas de
ARN no-codificante de una hebra, compuestos por 20-24
nucledtidos. Estos regulan la expresion génica a través de
diferentes mecanismos tanto a nivel traduccional como post-
traduccional. Los miARNs son importantes reguladores de la
expresion de los ARNs mensajeros (ARNm) y tienen multiples
blancos, jugando un papel fundamental en la regulacion de
muchos procesos biolégicos®. La expresion anormal de los
miARNS se ha descrito en cancer, desordenes metabdlicos,
diabetes, entre otros®®%°. En Chile, se ha demostrado que
varios miARNs se expresan diferencialmente en condiciones
variables de glucosa y de autoinmunidad*®4!,

Modificacién de histonas: Las histonas son proteinas
criticas en el empaquetamiento del ADN. La modificacion de
histonas produce cambios conformacionales en la estructura
de la cromatina que alteran la accesibilidad de factores de
transcripcion al ADN. Los residuos en los tallos N-terminales
de lisina, argininay serina de las histonas del nucleosoma son
modificadas post-traduccionalmente por acetilacion, metilacion,
ubiquitinizacion o fosforilacion*?. Estas modificaciones alteran la
interaccion entre histonas, ADN y proteinas nucleares alterando la
expresion génica. La modificacion de histonas mejor caracterizada
es la acetilacion de lisina, esta modificacion evita la union del
grupo amino con el ADN, lo cual permite la descompactacion
de la cromatina y que los factores de transcripcion accedan
al ADN, mientras que la desacetilacion en el extremo terminal
de la lisina genera sileciamiento génico*®. La acetilacion es
regulada por enzimas llamadas histona acetil transferasas
(HAT) que agregan un grupo acetilo a los tallos de histonas.
Por otra parte, existen las enzimas histona deaciltransferasas
(HDACS), las cuales se encargan de remover el grupo acetilo.
En humanos existen 18 HDACs y para que este proceso se
lleve a cabo es necesaria la interaccion con MBDs (proteina
con unién a metil CpG), para la desacetilacion de histonas*4.
Otra modificacién de histonas, es la metilacion en tallos de
residuos de arginina o lisina la cual es regulada por histonas

metiltransferasas. La metilacion de la histona H3 en H3K4,
H3K36 y H3K79 (H3K4me2, H3K36me2/3 y H3K79me2) se
asocia a una mayor expresion génica, mientras que la metilacion
en H3K9mMe?2/3, H3K27me3 and H4K20me2/3 se relaciona
con silenciamiento génico*. Un estudio sobre patrones de
metilacion de la histona H3K9me2 en linfocitos y monocitos
periféricos de DM1, mostré un aumento significativo de esta
modificacion en diferentes genes del alto riesgo para DM1
incluyendo CTLA4464748 Se ha observado una disminucién en
la expresion de HDAC en células mononuclares de pacientes
con DM1495081 | g hiperglicemia altera la metilacion de histonas,
como por ejemplo la metilacién de histonas en el promotor del
gen NFkB-p65, es resultado de una hiperglicemia previa. Por
lo tanto, la modificacion de histonas juega un papel importante
en la diabetes.

Vitamina D y DM1

Desde 1985 la localizacion del receptor de vitamina D
(VDR) en otros tejidos tales como linfocitos, macréfagos y
células del islote pancreatico han permitido una fructifera
area del conocimiento en relacion al rol de la vitamina D
en ambitos como las respuesta inmune®?. La descripcion
particular del VDR en macrdéfagos vy linfocitos suscita un
importante interés en torno a describir el posible papel de la
vitamina D y su receptor en el sistema inmune humano®®. En
este sentido, un importante avance en esta area se ha logrado
establecer a partir de ciertos modelos animales deficientes
en vitamina D, los cuales suelen mostrar variabilidad en la
respuesta a hipersensibilidad, respuesta que es corregida
cuando se suministra el complejo activo de la vitamina D (1,
25 dihidroxivitamina D3). Estos hallazgos indicaron por primera
vez la existencia de un posible nexo entre la vitamina D y el
sistema inmune. El estudio en modelos animales autoinmunes
ha revelado también, una importante informacién respecto al
rol de vitamina D en patologias de autoagresion®*®. En ratones
con enfermedad intestinal inflamatoria (IBD), la deficiencia
de vitamina D acelera la aparicion de sintomas y aumenta la
severidad de la enfermedad. Es conocido el rol de la citoquina
IL-10 en el IBD, el modelo animal deficiente para IL-10 es capaz
de corregir en parte la severidad de su enfermedad con la
administracion de vitamina D®¢. En diabetes, el modelo mas
utilizado ha sido el ratén NOD, y los estudios han demostrado
que cepas carentes de vitamina D incrementan notablemente
la incidencia de DM1. La administracion controlada de vitamina
D, es capaz de reducir la incidencia (del orden del 30-40%)
y disminuir la aparicién de lesiones severas propias de la
enfermedad®’. La accion de la vitamina D como inmunosupresor
parece ser especifica y no interviene con la capacidad del
huésped para actuar defensivamente frente a una infeccion
oportunista, esto debido a que no actlua sobre células B, ya
que ellas no poseen cantidades apreciables de VDR,

Microbiota y DM1

La microbiota intestinal puede ejercer un efector protector
frente al desarrollo de la DM1°. El sistema inmune ha desarrollado
diversos mecanismos para detectar, defenderse e incluso destruir
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los microorganismos perjudiciales para el organismo, entre los
cuales se incluyen los péptidos antimicrobianos naturales y las
proteinas que atacan a las bacterias alterando su membrana
celular®'2 Un estudio en DM1 centré su atencién en un subtipo
de péptidos antimicrobianos, las catelicidinas, que ademas
de su funcion protectora también han mostrado capacidad
inmunorreguladora en varias enfermedades autoinmunes®s.

La microbiota intestinal en nifios con DM1 es diferente a
la de los nifios sanos, lo que abre la puerta al desarrollo de
estrategias para controlar el avance de la enfermedad mediante
la modificacion de la flora intestinal. Incluso se ha llegado a
plantear que algunas bacterias intestinales tienen relacion con el
grado de control glicémico de los pacientes. Una investigacion
realizada en nifios con DM1 y nifios sanos pareados por edad y
similitud dietaria mostr6 que la flora intestinal de ambos grupos
es diferente. Ademas, la cantidad de bacterias esenciales
para mantener la integridad intestinal fue significativamente
menor en los nifios con DM1. Esta investigacion en humanos
y los hallazgos en ratones podria sugerir que el desarrollo de
la DM1 estaria directamente relacionado a la modulacion de
la microbiota®4,

Vitamina D, Microbiota Intestinal y DM1

Algunos estudios han sugerido que los niveles de vitamina
D circulantes pueden tener influencia sobre el perfil de la
microbiota intestinal. Si bien ya se conocia la relacion entre la
vitamina D y la homeostasis del sistema inmunoldgico, algunos
estudios han hecho énfasis en que esta relacion pasaria a través
de las interacciones con la microbiota intestinal®. La mucosa
intestinal de pacientes con DM1 presenta anormalidades en el
perfil inflamatorio y estas estan relacionadas con la microbiota.
Si bien los mecanismos subyacentes a esta relacion son
complejos, la vitamina D podria estar directamente involucrada
en su control y regulacion®’”. Al respecto, modelos murinos
como el NOD han demostrado que una dosis de 800 Ul/dia
fue acompanada de una expansion de células T reguladoras
y que esta terapia, en un modelo autoinmune con DM1 fue
acompafiado también por una modificacion de la microbiota
intestinal®®. Este tipo de regulacién ya ha sido observado en
otras patologfas autoinmunes®® y abre una puerta importante
que puede ser aplicada en la DM1. Una reciente revision en
DM1 y microbiota concluye que los perfiles del microbioma
intestinal de los pacientes con T1D difiere con controles
sanos y que los pacientes con DM1pueden sufrir alteraciones
intestinales, cambios en la diversidad bacteriana, inflamacion
y mal control metabdlico™. Todos estos componentes se han
relacionado directa o indirectamente a la vitamina D, por lo
que un estudio acabado entre gendmica microbiana, estatus
glicémico, productos del microbioma (ej. acidos grasos de
cadena corta como el butirato) e inflamaciéon se hacen cada
dia mas necesarios, con el objetivo de dilucidar si la vitamina
D realmente podria ser una molécula clave en este puzzle,
a través de la regulacion de los mecanismos epigenéticos.
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