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Resumen

El uso terapéutico de insulina exdgena de origen animal para el tratamiento de la diabetes mellitus se ha asociado
con la induccion de anticuerpos antiinsulinicos, los cuales alterarian la seguridad y la eficacia de esta formulacion.
Con la introduccion de la tecnologia del ADN recombinante y la produccion de insulinas con secuencias similares
a la humana, se redujo, pero no se elimino, la aparicion de dichos anticuerpos. En el marco del analisis de la
inmunogenicidad inducida por las proteinas terapéuticas y con el objetivo de evaluar el perfil de inmunidad humoral
de tres formulaciones comerciales de insulina exdgena humana (insulina regular, insulina Neutral protamine
Hagedorn [NPH], e insulina glargina), se estudio la presencia de anticuerpos antiinsulinicos en 29 muestras de suero
de pacientes con diabetes tipo 2, y se caracterizd su reactividad cruzada, su perfil segin la subclase de IgG y su
capacidad para formar complejos inmunitarios. Los pacientes se clasificaron en tres grupos segln su tratamiento:
a) insulina regular y NPH (n=10), b) insulina NPH (n=9) y c) glargina (n=10). La deteccion, caracterizacion y
evaluacion de las subclases de IgG se hizo mediante ELISA indirecto, y la deteccion de complejos inmunitarios
constituidos por anticuerpos antiinsulinicos e insulina exdgena, mediante ELISA de captura. Los resultados
permitieron evidenciar que: i) cada formulacion de insulina es reconocida de manera diferencial por los anticuerpos
antiinsulinicos, lo cual sugiere un mayor potencial inmunogénico de la insulina NPH y uno menor de la insulina
glargina; ii) el perfil segiin 1a subclase de IgG de los anticuerpos antiinsulinicos en humanos es diferencial para cada
formulacion, siendo predominante la subclase IgG3 para la insulina NPH en pacientes en tratamiento con insulina
regular y NPH; iii) la presencia de anticuerpos antiinsulinicos no se asocid con alteraciones de los parametros
metabolicos analizados, y iv) los complejos inmunitarios constituidos por anticuerpos antiinsulinicos e insulina
exogena no se detectaron con la metodologia utilizada en los sueros de los pacientes con diabetes tipo 2 estudiados.
Los resultados obtenidos permiten concluir que existen diferencias entre el perfil inmunogénico de las insulinas
evaluadas, lo cual es importante en el analisis de la inmunogenicidad de dichas formulaciones en cuanto a su
seguridad y eficacia. © 2018. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat.
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Preliminary study of anti-insuline IgG antibodies and immune complexes in Colombian patients with type
2 diabetes

Abstract

The therapeutic use of exogenous insulin of animal origin for the treatment of diabetes mellitus has been
associated with the development of insulin antibodies, which raises concerns regarding the safety and efficacy of
this formulation. With the advent of recombinant DNA technology and the generation of insulin with human-like
sequences, the production of insulin antibodies has been reduced but not eliminated. As part of the analysis of
immunogenicity induced by therapeutic proteins and to evaluate the immunogenic profile of three commercial
formulations of human exogenous insulin (regular, neutral protamine Hagedorn (NPH), and glargine) we evaluated
the presence of insulin antibodies in 29 serum samples from volunteers with type 2 diabetes, and we characterized
their cross-reactivity, IgG subclass profile, and ability to form immune complexes. To this end, volunteers were
classified into three groups according to their current insulin therapy: a) Regular and NPH insulin (n=10); b) NPH
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Anticuerpos IgG anti-insulina en pacientes colombianos

(n=9), and c) glargine (n=10). For the detection, characterization, and evaluation of the IgG subclasses we used an
indirect ELISA test, and for the detection of immune complexes formed by insulin antibodies and exogenous insulin,
capture ELISA. Our results evidenced that: i) Each insulin formulation was recognized differentially by the insulin
antibodies suggesting a greater immunogenic potential for NPH insulin and a lower one for glargine insulin; ii) the
IgG subclasses profile of insulin antibodies in humans was different for each formulation; the IgG3 subclass for NPH
insulin was predominant in volunteers treated with regular and NPH insulin; iii) the presence of insulin antibodies
was not associated with alterations in the metabolic parameters analyzed, and iv) immune complexes composed of
exogenous insulin antibodies were not detected in the sera of diabetic volunteers. The results obtained in this study
allowed us to conclude that there are differences between the immunogenic profile of the insulin formulations tested,
which has significant value in the analysis of their immunogenicity with regard to their safety and efficacy. © 2018.

Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat.
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Introduccion

La Federacion Internacional de Diabetes (International
Diabetes Federation, IDF) reportd que en el 2017 mas
425 millones de personas en el mundo padecian diabetes
y 4 millones murieron a causa de la enfermedad en ese
afio (International Diabetes Federation, 2017). En ese
mismo aflo, en Colombia mas de 2 millones de personas
padecian diabetes y mas de 20 mil murieron por esta causa
(International Diabetes Federation, 2017). Segtn la IDF,
la prevalencia de diabetes tipo 2 en el 2017 fue de 7,12 %
(frente a una poblacion colombiana adulta de 29.989.290
habitantes de entre 20 y 79 afios de edad). La diabetes tipo
2 es uno de los principales problemas para los sistemas de
salud de Latinoamérica, ya que afecta a mas de 577 millones
de habitantes. El nimero creciente de casos en la region y la
complejidad de su tratamiento han incrementado las muer-
tes y las incapacidades resultantes. En la mayoria de los
paises de la region la diabetes se encuentra entre las prime-
ras cinco causas de mortalidad por cardiopatia isquémica e
infartos cerebrales. Ademas, es la primera causa de ceguera,
enfermedad renal y amputaciones no traumaticas, asi como
de incapacidades prematuras, y estd entre las 10 primeras
causas de hospitalizacion y atencion médica (Asociacion
Latinoamericana de Diabetes, 2013).

La administracion de insulina exdgena en pacientes
con diabetes mellitus se ha asociado con la induccion
de anticuerpos antiinsulinicos detectables en suero. Por
lo general, estos aparecen en el paciente diabético como
consecuencia del tratamiento con insulina exdgena y, al
parecer, pueden afectar la correcta respuesta de disminucion
de los niveles de glucemia (Francis, et al., 1985; Hattori,
etal., 2013).

La hipersensibilidad clinica y la resistencia a la insulina
se han asociado con la presencia de anticuerpos antiinsu-
linicos en pacientes que han recibido terapia con insulina
animal (Beeson, ef al., 1956; Reeves, et al., 1982). En algin
momento se pens6 que la aparicion de eventos de inmuno-
genicidad, como la generacion de anticuerpos neutralizantes
frente a la insulina exdgena, podia deberse al uso de insuli-
nas provenientes de otras especies distintas al humano, ya
que ello permitiria su reconocimiento como antigeno. Por lo
tanto, se esperaba que la produccion de formulaciones con

una insulina similar (en secuencia) a la humana, redujera esta
probabilidad. Sin embargo, a pesar de que se disminuyeron
los efectos inmunogénicos asociados a la hipersensibilidad,
como la anafilaxis, las lipodistrofias y las reacciones locales
graves, no se redujo totalmente la produccion de anticuerpos
antiinsulinicos exogenos, la cual se asocio6 especificamente a
la respuesta inmunitaria adaptativa. En diversos estudios se
ha reportado la presencia de anticuerpos antiinsulinicos en
pacientes con diabetes tipo 2 tratados con insulinas recom-
binantes humanas y analogos de la insulina (Chen, ef al.,
2005; Yanai, et al., 2011; Thalange, et al., 2016; Hattori,
et al., 2013). Los anticuerpos antiinsulinicos inducidos por
la insulina exogena en pacientes diabéticos se ha asociado
a eventos clinicos como la variabilidad de la glucemia y el
control metabolico (Fineberg, et al., 2007; Segal, et al.,
2008), y especialmente con la resistencia a la insulina en
forma de hiperglucemia (Ishizuka, ef al., 2009; Lahtela, et
al., 1997) o hipoglucemia (Zhao, et al., 2010; Itoh, et al.,
2011; Koyama, et al., 2005).

Independientemente de su pureza y origen, las insulinas
terapéuticas contintian siendo inmunogénicas en los seres
humanos por su naturaleza proteinica. Sin embargo, las
respuestas inmunoldgicas graves son muy poco frecuentes y
afectan a una minoria de los pacientes. Entre los factores que
pueden favorecer la propension a las respuestas humorales a
la insulina exdgena estan los genéticos, la edad, la presencia
de insulina exdgena en altas concentraciones en la sangre
y el sitio de administracién del medicamento (Fineberg,
et al., 2007).

Como parte del analisis de la inmunogenicidad indu-
cida por proteinas terapéuticas de origen biotecnoldgico,
y después de estandarizar durante el desarrollo de este
trabajo las técnicas de inmunodeteccion de anticuerpos
antiinsulinicos libres (ELISA indirecto) y de complejos
inmunitarios (ELISA de captura) (Dominguez, 2014), se
procedi6 a evaluar la presencia de dichos anticuerpos, libres
y unidos a la molécula de insulina (complejo inmunitario),
en muestras de pacientes con diabetes tipo 2 (cuya etiolo-
gia no es autoinmunitaria y en quienes no es frecuente la
generacion de anticuerpos anti-insulina endégena durante el
desarrollo de la enfermedad, como si ocurre en los pacientes
con diabetes tipo 1), con el fin de caracterizar su reactividad
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frente a tres formulaciones de insulina exdgena (regular,
NPH y glargina) y establecer su perfil segun las subclases de
IgG. La evaluacion de los sueros de los pacientes permitio
la deteccion y el analisis de la reactividad de los anticuerpos
antiinsulinicos generados en respuesta a la administracion
de las insulinas exdgenas evaluadas.

Materiales y métodos

Reactivos biolégicos utilizados. Se utilizaron tres insulinas
exogenas terapéuticas, dos humanas de origen recombinante:
regular (Novo Nordisk®, Bagsvaerd, Dinamarca) y NPH
(Novo Nordisk®, Bagsvaerd, Dinamarca), y un analogo de
la insulina: glargina (Sanofi-Aventis, Frankfurt, Alemania).
Estas tres distintas formulaciones se seleccionaron como
blanco del estudio por estar incluidas en el Plan Obligatorio
de Salud (POS) en Colombia (Comision de regulacion en
salud, 2011) y por representar cada una de las categorias de
la clasificacion segun su farmacocinética (Valla, 2010).

Obtencion y almacenamiento de sueros. Las personas
diabéticas voluntarias en tratamiento con insulina fueron con-
tactadas en consulta externa por parte de dos de los autores
del presente trabajo. Tres fueron los criterios de inclusion
empleados: 1) voluntarios con diagnéstico de diabetes tipo
2 segun los criterios de la American Diabetes Association
(ADA) (American Diabetes Association, ADA, 2014); 2)
voluntarios mayores de 18 afios, y 3) voluntarios bajo trata-
miento con las insulinas regular y NPH, NPH o glargina. El
unico criterio de exclusion fue el de padecer enfermedades
del sistema endocrino e inmunoldégico segiin constancia en
su historia clinica. El estudio se realizé en dos fases: i) una
inicial, que contempld la toma de dos muestras de sangre,
la primera en ayunas para la evaluacion de la glucosa en
ayunas, la hemoglobina glicosilada y la inmunodeteccion de
anticuerpos antiinsulinicos libres, y la segunda, 120 minutos
después de la ingestion de alimentos para evaluar la glucosa
posprandial, y ii) una segunda fase que contemplo la toma
de cuatro muestras de sangre: la primera, 5 minutos antes de
la administracion de la insulina, y las siguientes, a los 30, 60
y 120 minutos de la aplicacion, con el objetivo de detectar
los probables complejos inmunitarios constituidos por los
anticuerpos antiinsulinicos y la insulina, y asociarlos con los
valores de glucemia e insulinemia. Como sueros de control
negativo se emplearon aquellos procedentes de pacientes
cuya historia clinica no reportaba diabetes, inmunosupresion
o endocrinopatias. Cada uno de los voluntarios (con niveles
normales de glucemia o con exceso de glucosa en la sangre)
tuvo conocimiento verbal y escrito del procedimiento de
toma de las muestras y de su destinacion seglin las normas de
ética vigentes. Las muestras se centrifugaron a 600 g durante
20 minutos para la posterior recuperacion del suero, el cual
se dispensé en tubos de 1,5 ml estériles (Eppendorf®) y se
almaceno a —20 °C hasta su empleo.

Evaluacion de los niveles séricos de glucemia, insuli-
nemia y hemoglobina glicosilada. La determinacion de
glucosa en las muestras de suero se hizo en el laboratorio
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de la Clinica de Nuestra Sefiora del Rosario mediante el
método enzimatico Glucose GOD FS (DiaSys Diagnostic
Systems®, Holzheim, Alemania), en tanto que los niveles
séricos de insulina se evaluaron en el Laboratorio Clinico
Médico Colcan utilizando la técnica de inmunoquimio-
luminiscencia (LIAISON®insulin, Saluggia, Italia). El
porcentaje de hemoglobina glicosilada (%HbAlc) se eva-
lué utilizando la prueba cuantitativa A1CNow+ (Bayer
HealthCare®, EE.UU.).

Ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA).
Elisa indirecto para la deteccion de anticuerpos antiin-
sulinicos. Se utilizo6 anti-IlgG humana producida en cabra
(anticuerpo policlonal) acoplada a peroxidasa Invitrogen
(Invitrogen®, CA, USA). Para la inmunodeteccion de
anticuerpos antiinsulinicos y sus subclases se incubd la
microplaca de 96 pozos (Nunc™Maxisorp™) con 10 pg/ml
de cada una de las formulaciones comerciales de insulina
exogena en 50 pl de solucion tampdn carbonato bicarbonato
10 mM, pH 9,6, a 4 °C durante 16 horas; se lavo tres veces
con solucidon fosfato salina (PBS) mas Tween® 20 (Scharlau,
Barcelona, Espafia) al 5 % (PBS-T). Como agente bloqueador
se us6 leche descremada (Colanta®, Funza, Colombia) al
7 % y se incub6 una hora a 37 °C. Posteriormente, se reali-
zaron tres lavados y se incub6 a 37 °C durante una hora con
100 pl del suero en estudio para terminar con tres lavados
adicionales. Después se incub6 con 100 ul del anticuerpo
anti-IgG conjugado con peroxidasa (Invitrogen®, Waltham,
MA) en una dilucién de 1/20.000 en PBS-T a 37 °C durante
1 hora, se lavd para retirar el exceso de reactivo y se
adicion6 el sustrato 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB)
(Invitrogen®, Waltham, MA) en una proporcion de 1:1 por
pozo. La reaccion se detuvo pasados 15 minutos con 50 pl
de HCI IN. La microplaca se leyé a 450 nm en un lector
de placas TRIAD Series Multimode Detector (Dynex®
Technologies, Chantilly, VA, USA). Cada ensayo se realiz6
por duplicado.

Para establecer la concentracion dptima de absorcion
de cada insulina en el pozo, se proyectd una curva de
saturacion con seis diluciones seriadas de cada insulina (10
a 0,078 pg/ml). Las insulinas se detectaron utilizando el
suero policlonal anti-insulina exégena derivado de conejo
de Nueva Zelanda (producido en nuestro laboratorio con
cada una de las insulinas en estudio usando adyuvante para
promover la inmunogenicidad) (Dominguez, 2014). Dado
que la concentracion optima de recubrimiento de la placa
con el antigeno (para este caso insulina) se define como la
concentracion a una temperatura y un tiempo definido en
los que el suero estandar o el control positivo alcanzan el
mayor reconocimiento del antigeno y se obtiene el menor
reconocimiento por parte del suero de control negativo
y el blanco (Ochoa, 2012), se establecio el uso de 5 pg/
ml de cada formulacion para la deteccion de anticuerpos
antiinsulinicos en muestras de suero derivadas de conejos y
10 pg/ml para la deteccion de anticuerpos antiinsulinicos en
muestras de suero humanas.
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Para evaluar la especificidad de la union de antigenos y
anticuerpos, se sensibilizaron pozos con albimina de suero
bovino (bovine serum albumin, BSA) y se incubaron con
el suero de control positivo correspondiente a un paciente
con diabetes tipo 1 en quien la generacion de anticuerpos
antiinsulinicos se detectd clinicamente y que habia sido
tratado con diversas insulinas, incluidas las tres analizadas
en este estudio. En la misma placa se evalud la uniéon ines-
pecifica de anti-IgG humana en presencia de insulina y en
ausencia de suero positivo para anticuerpos antiinsulinicos,
revelada con anti-IgG humana acoplada a la enzima.

Elisa indirecto para la deteccion de las subclases de
IgG. Para la deteccion de las subclases de IgG se utilizo
un protocolo similar al anterior y las anti-IgGl, IgG2,
IgG3 e IgG4 humanas producidas en ratones (anticuerpos
monoclonales), marcadas con peroxidasa (Invitrogen®) en
una dilucion de 1:500 en PBS durante 2 horas a 37 °C.

Elisa de captura para la deteccion de complejos
inmunitarios. Para la deteccion de complejos inmunitarios
constituidos por anticuerpos antiinsulinicos e insulina exo-
gena, la microplaca de 96 pozos (Nunc™MaxiSorp™) se
incubo con 50 pl de anticuerpos antiinsulinicos purifica-
dos del suero de los conejos previamente inmunizados
(denominados anticuerpos policlonales de captura). Los
anticuerpos de captura anti-insulina regular y anti-glargina
(sometidos previamente a titulacion) se diluyeron 1/1.200
y los anti-NPH en 1/100 de solucién tampén carbonato
bicarbonato 0,05 mM, pH 9,6. Se incub6 durante 1 hora
a 37 °C antes y después de la incubacion a 4 °C durante
16 horas y se lavd cuatro veces con PBS-T (Scharlau,
Barcelona, Espafia). Como agente bloqueador se usé leche
descremada al 5 % en PBS-T, se incubd durante 1 hora a
37 °C y se lavo. Los complejos inmunitarios de control
(formados in vitro en una concentracion de 10,3 pg/pl) y
50ul de las muestras de suero en estudio se incubaron en una
dilucién de 1/100 en PBS y leche descremada al 3 % durante
1 hora a 37 °C. Después del lavado, la placa se incub6 con
50 pl de anticuerpo anti-IgG conjugado con peroxidasa
(Invitrogen®) en una dilucion de 1:25000 en PBS-T a 37 °C
durante 1 hora, y de nuevo se lavo para retirar el exceso de
reactivo y se adicionaron 50 pl de TMB (Invitrogen®) por
pozo. La reaccion se detuvo pasados 30 minutos con 50 pul
de HCL IN. La microplaca se leyd a 450 nm en un lector de
placas Tecan GENios™ Microplate Reader (Tecan, Suiza).
Cada ensayo se realizo por duplicado.

Para evaluar la especificidad del ELISA, se realizaron
cuatro ensayos: i) se evaluo el sistema de inmunodeteccion en
ausencia de anticuerpo de captura sensibilizando la placa con
BSA,; ii) se evalud el reconocimiento del anticuerpo secun-
dario (anti-IgG humana) por parte del anticuerpo de captura
en ausencia de la muestra de suero; iii) se evaluo si el sistema
de inmunodeteccion reconocia tanto la molécula de insulina
como la del anticuerpo antiinsulinico de manera individual
(no como parte de un complejo inmunitario), y iv) se evalud
el sistema de captura en ausencia de anti-IgG humana.

Anticuerpos IgG anti-insulina en pacientes colombianos

Formacion in vitro de complejos inmunitarios de anti-
cuerpos antiinsulinicos e insulina exégena. Con el fin de
establecer un control positivo que permitiera comprobar que
el sistema de captura estandarizado era capaz de detectar los
complejos inmunitarios constituidos por anticuerpos anti-
insulinicos e insulina exdgena, se planted su formacion in
vitro. Para ello se incubaron 366,8 ng de las IgG del suero
de un paciente diabético (previamente depuradas con acido
caprilico y precipitadas con sulfato de amonio) con 69,12 ug
de cada insulina (la formacion de complejos fue indepen-
diente para cada insulina analizada). Los volumenes de IgG
e insulina incubados para la formacion de los complejos se
establecieron partiendo de sus molaridades, de tal manera
que por cada molécula de IgG hubiera dos moléculas de
insulina. Se incub6 en agitacion constante durante 1 hora a
37 °C antes después de la incubacion a 4 °C durante 16 horas.
La confirmacion de la formacion in vitro de los complejos
inmunitarios se hizo mediante dos corridas electroforéticas
de geles de poliacrilamida al 12,5 % en condiciones no
desnaturalizantes y reductoras, y sus respectivos Western
blot para la deteccion de insulina e IgG humana.

Electroforesis en condiciones desnaturalizantes y no
desnaturalizantes. Para evidenciar la formacion in vitro
de complejos inmunitarios de anticuerpos antiinsulinicos e
insulina ex6gena, se corrieron cuatro geles de poliacrilamida
al 12,5 % (dos en condiciones no desnaturalizantes y dos
en condiciones desnaturalizantes y reductoras). En cada
pozo se colocaron 10 pul de muestra que correspondian a 103
ug de cada uno de los complejos formados in vitro por los
anticuerpos antiinsulinicos y la insulina regular, la NPH y la
glargina y 3 pl de solucién de carga de manera individual.
Una réplica de los geles no desnaturalizantes y una de los
geles desnaturalizantes y reductores se tifieron con una
solucion de azul de Coomassie® R-250 (Merck, Alemania)
disuelto en metanol y acido acético (Merck, Alemania)
durante 20 minutos y se decolord con metanol al 40 %.

Las corridas electroforéticos se llevaron a cabo en
camaras de electroforesis Mini-PROTEAN® (Bio-Rad®,
CA, USA). Las muestras corridas en condiciones no desna-
turalizantes se mezclaron con solucion de carga no desna-
turalizante (0,5 M de Tris-HCI, pH 6,8, glicerol, 0,5% (p/v),
azul de bromofenol y agua destilada) y las muestras corridas
en condiciones desnaturalizantes y reductoras se mezclaron
con solucion Laemli (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8, glicerol, 10
% (p/v) SDS, 0,5 % (p/v)), azul de bromofenol (Merck,
Alemania) y beta-mercaptoetanol (Merck, Alemania) y se
hirvieron durante 5 minutos. Los geles de electroforesis en
condiciones desnaturalizantes y reductoras se corrieron a
100 V durante una hora a temperatura ambiente. Los geles
en condiciones nativas se corrieron a 150 V durante 2 horas
en camara de electroforesis Mini-PROTEAN® Tetra Cell
(Bio-Rad®, CA, USA).

Western blot para insulina e IgG. Para confirmar la
presencia de los complejos inmunitarios formados in vitro,
las réplicas del gel de poliacrilamida al 12,5 %, corrido
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en condiciones no desnaturalizantes y en condiciones des-
naturalizantes y reductoras, se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Trans-Blot® Transfer Medium, Pure Nitro-
cellulose Membrane, 0.45 mm; Bio-Rad®) durante 3,5 horas
a 10 V, utilizando el sistema de transferencia Trans-Blot®
SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad®, CA,
USA). Las membranas se bloquearon con leche descremada
al 5 % en PBS-T durante 1 hora a 37 °C. Se lavaron cuatro
veces con PBS-T y, posteriormente, se incubaron a 37 °C
durante 1 hora con la mezcla de los sueros anti-insulinas
exogenas de conejo (anti-regular, anti-NPH y anti-glargina)
producidos en el laboratorio durante el desarrollo de este
trabajo en una dilucion de 1/100 en leche al 3 % y PBS-T; a
continuacion se lavaron para retirar el exceso de anticuerpo
y se incubaron durante 1 hora con anti-IgG de conejo con-
jugado con peroxidasa (Invitrogen®, CA, USA) en una
dilucién de 1/5000 en leche al 3 % y PBS-T, y se lavaron
y se revelaron con carbazol y perdxido de hidrégeno como
sustrato; una vez aparecidas las bandas, las membranas se
volvieron a lavar y se capturaron las imagenes fotograficas.
Para continuar con el proceso de confirmacion, las mem-
branas se incubaron durante 1 hora con anti-IgG humana
conjugada con peroxidasa (Invitrogen®, CA, USA) en una
dilucion de 1/10.000 en leche al 3 % y PBS-T; posteriormente,
se lavaron para retirar el exceso de anticuerpo y se revelaron
con carbazol y perdxido de hidrégeno y, una vez aparecidas
las bandas, las membranas se volvieron a lavar para capturar
las imagenes fotograficas.

Analisis de datos

Las densidades Opticas obtenidas del control negativo
utilizado en este protocolo (solo diluyente, sin suero, expre-
sado como un promedio del duplicado), se restaron de
aquellas obtenidas de las muestras de suero de los pacientes
con diabetes tipo 2 y de aquellos con niveles normales de
glucemia. Para determinar el valor de absorbancia a partir
del cual se debe considerar la posible presencia de anticuer-
pos antiinsulinicos (punto de corte), se usé el promedio
de las densidades opticas obtenidas por los sueros de los
voluntarios sin diabetes tipo 2 (controles negativos) frente a
cada formulacion, mas dos desviaciones estandar (DE). Para
compensar la variabilidad entre las placas, las densidades
opticas de las muestras de los pacientes con diabetes tipo 2
bajo tratamiento con insulina, se normalizaron con el pro-
medio de aquellas de las muestras de los controles después
de calcular el indice de reconocimiento, definido como el
cociente de las densidades opticas obtenidas de cada suero
de los pacientes con diabetes tipo 2 (DOd) sobre la media
de las de los sueros de los controles (DOc), en las que los
valores superiores a 1 sugieren la presencia de anticuerpos
antiinsulinicos y los menores a 1 indican la ausencia de
dichos anticuerpos. Se estableci6 un rango de incertidumbre
entre 0,8 y 1,2.

IR= DOd/DOc

170

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 42(164):166-179, julio-septiembre de 2018

doi: http://dx.doi.org/10.18257/raccefyn.558

Los datos se analizaron usando el programa estadistico
GraphPad Prism®, version 5.0 (GraphPad Software, USA).
Se utilizo estadistica descriptiva no paramétrica para detallar
las caracteristicas de los grupos experimentales. Mediante
la prueba Anova de una via se compararon los grupos
experimentales, y la prueba de Bonferroni se us6 para los
indices de reconocimiento, los niveles de glucemia en
ayunas y después de ingerir alimento y para el %HbA1C.
Los resultados se consideraron significativos cuando p fue
menor de 0,05.

Consideraciones éticas

Segun las categorias establecidas en el Articulo 11 de la
Resolucion 008430 de 1993, del Ministerio de Salud, este
trabajo de investigacion se clasificé como investigacion
de riesgo minimo, ya que se emplearon datos obtenidos
a través de procedimientos comunes como examenes de
laboratorio y de tratamientos rutinarios como la extraccion
de sangre por puncion venosa en adultos en buen estado de
salud, con frecuencia maxima de dos veces a la semana, y
la administracién de insulina como medicamento de uso
comun con dosis y vias de administracion medicamente
establecidas. El profesional a cargo explico a todos los
participantes el procedimiento al que se les someteria y
estos firmaron el consentimiento informado. La formacion
de anticuerpos antiinsulinicos en conejos de laboratorio
se indujo siguiendo las pautas estrictas para el cuidado
y la manipulacion de los animales; ademas, se observo
un adecuado manejo del material de riesgo bioldgico. El
trabajo conté con el aval del Comité de Etica de la Facultad
de Ciencias de la Universidad Nacional (Acta 08 del 12 de
diciembre de 2011).

Resultados

Caracterizacion de los grupos experimentales. Con el
animo de caracterizar los grupos experimentales definidos
para la deteccién de anticuerpos antiinsulinicos, los 29
pacientes con diabetes tipo 2 se clasificaron en tres grupos
segun su tratamiento: i) insulina regular y NPH, ii) NPH
y iii) glargina. Se analizaron los datos obtenidos de sus
historias clinicas y los parametros bioquimicos evaluados
en sus muestras de suero. En primera instancia, se analiz6
la edad, el sexo y el indice de masa corporal (IMC), y no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas
para la edad y el sexo, aunque si un aumento en el IMC,
siendo este mayor en el grupo tratado con insulina regular
y NPH y menor en los tratados con NPH (Tabla 1), aunque
sin una diferencia estadisticamente significativa. Al evaluar
las variables relacionadas con el diagnéstico y el tratamiento
de la diabetes: tiempo de diagnoéstico, tiempo del trata-
miento con insulina y dosis diaria, se encontrd que el grupo
tratado con la mezcla de insulina regular y NPH registro
los valores mas altos en las variables mencionadas (Tabla
1) sin ser esta asociacion estadisticamente significativa.
Al analizar los pardmetros bioquimicos: porcentaje de
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Tabla 1. Caracteristicas generales y parametros metabolicos de los pacientes con diabetes tipo 2 segun su tratamiento con insulina

Variables Tratamiento

Total Regular y NPH NPH Glargina

n=29 n=10 n=9 n=10
Edad (afios) 54,6 (16,3)* 58,0 (21,3) 49,4 (17,3) 55,7 (8,0)
Sexo (M/F) 17/12 6/4 5/4 6/4
Indice de masa corporal (Kg/m?) 28,3 (4,7 25,8  (3,3) 31,5 (5,9) 28,0 (2,9
Diagnostico de diabetes (afios) 14,0  (9,0) 19,4 (10,9) 9,4 (7,0) 12,8  (5,8)
Tiempo de tratamiento con insulina (afios) 6,0 (4,6) 10,4 (4,0) 3,5 (2,7) 4,1  (5,0)
Dosis total de insulina (UI/d) 38,5 (17,2) 46,1 (24,0) 36,8 (13,0) 27,8 (9,9)
HbA1C (%) 9,1 (22 92 (2,4 8,8 (1,8) 9,2 (2,4
Glucemia pre (mg/dl) 165,6 (92,9) 184,2 (143,2) 142,4 (35,9) 167,7 (65,2)
Glucemia post (mg/dl) 248.,4 (116,9) 239,0 (142,7) 213 (91,8) 289,1 (107,2)

*Los datos representan la media + la desviacion estandar

hemoglobina glicosilada (%HbA1C), glucemia en ayunas
(glucemia pre) y 120 minutos después de la ingestion de
alimentos (glucemia post), no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (Tabla 1).
El porcentaje de hemoglobina glicosilada fue mayor a 8 en
todos los grupos, lo que permiti6 clasificar a los pacientes
como no controlados.

Inmunodeteccion y caracterizacion de la reactividad
de los anticuerpos antiinsulinicos. Con el fin de detectar
los anticuerpos antiinsulinicos y caracterizar su reactivi-
dad frente a tres formulaciones comerciales de insulina
humana, se evalu6é en cada muestra de suero la presencia
de anticuerpos antiinsulinicos mediante ELISA indirecto.
Para establecer a partir de qué densidad optica se registraba
el reconocimiento positivo de anticuerpos antiinsulinicos,
se establecid un punto de corte para cada formulacion
correspondiente al promedio de las densidades oOpticas
obtenidas de 10 sueros de los controles, mas la suma de
dos desviaciones estandar. El punto de corte para los sueros
reactivos frente a las insulinas regular, NPH y glargina fue
de 0,270, 0,346 y 0,256, respectivamente (Figura 1 A-C).
Segun los resultados, en 20 de los sueros de los 29 pacientes
con diabetes tipo 2 en tratamiento con insulina, se reconociod
al menos una de las insulinas evaluadas, lo cual sugiri6 la
presencia de anticuerpos antiinsulinicos en 68,9 % de los
pacientes. Ademas, se encontrd que siete sueros (70 %)
del grupo tratado con la mezcla de insulina regular y NPH
reconocieron la insulina regular y nueve (90 %), la insu-
lina NPH (Figura 1 A y B, respectivamente), evidenciando
un reconocimiento preferencial de la insulina NPH. Por
otro lado, en el grupo tratado con NPH, siete sueros
(77,7 %) reconocieron esta misma formulacion (Figura 1B)
y en el grupo tratado con glargina, cuatro sueros (40 %)
reconocieron la insulina glargina (Figura 1 C).

Para caracterizar la reactividad de los anticuerpos
antiinsulinicos frente a las tres insulinas analizadas y
asociarla con el tratamiento que recibian los pacientes, se
normalizaron las densidades opticas de cada voluntario

diabético con el promedio de aquellas de los sueros de
los controles calculando el indice de reconocimiento. El
reconocimiento de la insulina NPH fue mayor y altamente
significativo en los individuos tratados con la combinacion
de insulina regular e insulina NPH (Figura 1D). Llama
la atencién que esto no sucedio en el grupo tratado con
NPH vy, aunque se observo un reconocimiento preferencial
por este tipo de insulina, los datos obtenidos no fueron
estadisticamente significativos (Figura 1 E). Al analizar los
indices de reconocimiento obtenidos para cada formulacion,
se observo el reconocimiento cruzado de la insulina NPH
y la insulina regular en cinco sueros (55 %) de los tratados
y la glargina en dos sueros (22,2 %), aunque este no fue
significativo (Figura 1 E). A pesar de que el grupo tratado
con glargina presento indices de reconocimiento mas bajos
que los obtenidos en los demas grupos experimentales, se
evidenci6 un leve, aunque no significativo, reconocimiento
de la NPH y la insulina regular, en tanto que fue muy bajo
para la glargina (Figura 1 F).

Evaluacion del perfil de las subclases de IgG de los
anticuerpos antiinsulinicos en pacientes con diabetes
tipo 2. Como parte de la caracterizacion de los anticuerpos
antiinsulinicos, se evalu6 el perfil de subclases de IgG para
cada insulina mediante un ELISA indirecto. Los resul-
tados obtenidos se analizaron calculando los indices de
reconocimiento de las subclases de IgG para cada insulina
(regular, NPH y glargina). Para analizar el efecto del tra-
tamiento con insulina sobre el perfil de las subclases de
IgG, los datos obtenidos se graficaron segun el tratamiento
que estuvieran recibiendo los pacientes (Figura 2), lo que
permitié observar que los anticuerpos antiinsulinicos pre-
sentes en los sueros del grupo tratado con la mezcla de
insulinas regular y NPH fueron predominantemente de la
subclase 1gG3 (Figura 2 D).

Formacion in vitro de complejos inmunitarios de
anticuerpos antiinsulinicos e insulina exégena. Para evi-
denciar la presencia de complejos inmunitarios después de la
incubacion de cada insulina con IgG purificadas, se corrieron
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cuatro geles de poliacrilamida al 12,5 %: dos en condiciones
no desnaturalizantes y dos en condiciones desnaturalizantes
y reductoras (Figura 3A y 3D, respectivamente). Uno de los
geles no desnaturalizantes y uno de los desnaturalizantes y
reductores se tifieron con azul de Coomassie y ello evidencid
una banda a la altura de los 150 kDa compatible con la masa
molecular de la inmunoglobulina G (IgG) (Huber, 1980)
para el primer caso en los cuatro carriles (carril 1: anticuer-
pos antiinsulinicos e insulina regular; carril 2: anticuerpos
antiinsulinicos y NPH; carril 3: anticuerpos antiinsulinicos y
glargina, y carril 4: anticuerpos antiinsulinicos inicamente).
Cabe destacar que en el carril 3 se evidencio una banda de 6
kDa, aproximadamente, compatible con la masa molecular
de la insulina, en este caso, la glargina (Figura 3A). El
hecho de que en el gel no reductor donde se sembraron los
complejos formados por los anticuerpos antiinsulinicos
y la insulina regular y los anticuerpos antiinsulinicos y la
NPH (carriles 1 y 2, respectivamente), solo se evidencid
una banda a la altura de los 150 kDa, lo cual sugiere la
posible formacion de complejos inmunitarios, ya que de no
ser asi, se esperaria que corrieran la banda de IgG (banda
de 150 kDa) y de insulina (banda de 6 kDa) por separado,
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como se evidencid en el carril 3, en el cual se colocd el
complejo formado por los anticuerpos antiinsulinicos y la
glargina (Figura 3A). Aunque en este caso se evidencid la
banda de insulina (anticuerpos antiinsulinicos y glargina),
no se descarta la formacion de complejos inmunitarios.
La ausencia de la banda de 6 kDa en los carriles 1 y 2
podria deberse a la salida de la insulina del gel durante la
corrida electroforética, sin embargo, esto es poco probable
teniendo en cuenta que el tiempo y el voltaje aplicados se
estandarizaron para evitar la salida de la insulina del gel.
En el gel corrido en condiciones desnaturalizantes
y reductoras se observaron tres bandas en los carriles 1 a
3, las primeras a la altura de los 55 y los 25 kDa (Huber,
1980), y latiltima a la altura de los 6 kDa, aproximadamente,
datos compatibles con las masas moleculares de las cadenas
pesadas y livianas de la IgG y de la insulina, respectivamente
(Figura 3D). En el carril 4 de este gel solo se observaron las
primeras bandas a la atura de los 55 y los 25 kDa, resultado
que se esperaba, ya que en este catrril solo se colocé la IgG.
Los resultados obtenidos tanto en el gel no desnaturalizante
como en el desnaturalizante y reductor sugieren la formacion
de complejos inmunitarios con las insulinas regular y NPH,

Figura 1. Inmunodeteccion de anticuerpos antiinsulinicos y caracterizacion de su reactividad frente a tres formulaciones de insulina exdgena
humana. Mediante métodos inmunolodgicos se detectaron anticuerpos antiinsulinicos en sueros de pacientes con diabetes tipo 2 tratados con
las insulinas: A) regular y NPH, B) regular y NPH y NPH, y C) glargina, los cuales se evaluaron frente a las insulinas: A) regular, B) NPH
y C) glargina. La reactividad de los anticuerpos antiinsulinicos frente a las tres formulaciones evaluadas también se grafico usando el indice
de reconocimiento calculado para los pacientes tratados con las insulinas: D) regular y NPH, E) NPH y F) glargina, y se evaluaron frente
a las insulinas regular, NPH y glargina tomadas individualmente. Los ensayos se hicieron por duplicado en tres ocasiones y muestran la
desviacion estandar para cada punto. Las graficas de la A a la C muestran la media de las densidades Opticas para cada grupo experimental
y el punto de corte para cada insulina evaluada. Las graficas de la D a la F muestran la media de los indices de reconocimiento para cada
grupo experimental y cada insulina evaluada. Se presenta un ensayo representativo realizado por duplicado, con la media y los valores
individuales. Vd: Voluntarios diabéticos; Vnd: voluntarios no diabéticos.
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Figura 2. Perfil de las subclases de IgG de los anticuerpos antiinsulinicos segun el tratamiento con insulina que recibian los pacientes y para
las tres formulaciones de insulina analizadas. A) Pacientes en tratamiento con insulina regular y NPH evaluados para la insulina regular.
B) Pacientes en tratamiento con insulina NPH y evaluados para la insulina regular. C) Pacientes en tratamiento con insulina glargina y
evaluados para la insulina regular. D) Pacientes en tratamiento con insulina regular y NPH evaluados para insulina NPH. E) Pacientes en
tratamiento con insulina NPH evaluados para insulina NPH. F) Pacientes en tratamiento con insulina glargina evaluados para insulina NPH.
G) Pacientes en tratamiento con insulina regular y NPH evaluados para la insulina glargina. H) Pacientes en tratamiento con insulina NPH
evaluados para insulina glargina. I) Pacientes en tratamiento con insulina glargina evaluados para insulina glargina. Cada punto representa
el indice de reconocimiento de una muestra contra la subclase de IgG analizada. Los ensayos se hicieron por duplicado en dos experimentos
diferentes. Se muestra la media del grupo y los valores individuales (promedio del duplicado de cada paciente). Tto: tratamiento

ya que en condiciones no desnaturalizantes solo se observo la
banda a la altura de los 150 kDa, en tanto que en condiciones
desnaturalizantes (temperatura de ebullicion) y reductoras
(presencia de B-mercaptoetanol), se observaron tres bandas
compatibles con las masas moleculares de la insulina y las
cadenas livianas y pesadas de las IgG.

Para confirmar los resultados obtenidos en los geles
de electroforesis, los cuales sugerian la formacion in vitro
de complejos inmunitarios, se transfirieron sus réplicas a
membranas de nitrocelulosa y se revelaron en un primer
momento con anticuerpos antiinsulinicos producidos en
conejo (anti-regular, anti-NPH y anti-glargina), como se
muestra en la Figura 3B y 3E, y en un segundo momento
se revelaron con anti-IgG humana como se muestra en la
figura 3C y 3F, lo cual evidencio la presencia de insulina a

la altura de los 150 kDa en la membrana en condiciones no
desnaturalizantes (Figura 3B) y a la altura de los 55, 25 y
6 kDa en la membrana y en condiciones desnaturalizantes
y reductoras, en los carriles 1 a 3 (Figura 3E). Cuando se
reveld con anti-IgG humana se intensificaron las bandas
observadas a la altura de los 150 kDa en condiciones no
desnaturalizantes, y a la altura de los 55 y los 25 kDa en
condiciones desnaturalizantes y reductoras. Estos resultados
confirman la formacioén in vitro de complejos inmunitarios
de anticuerpos antiinsulinicos e insulina exdgena (en el caso
de las tres insulinas analizadas), y sugieren su posible uso
como control positivo en el ELISA de captura.

Deteccion de complejos inmunitarios (anticuerpos anti-
insulinicos e insulina exégena) en pacientes con diabetes
tipo 2. Aunque la circulacion de anticuerpos antiinsulinicos
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Figura 3. Formacion in vitro de complejos inmunitarios de anticuerpos antiinsulinicos-e insulina exdgena. La evaluacion de los complejos
formados in vitro se hizo mediante: A) gel de electroforesis al 12,5 % en condiciones no desnaturalizantes; B) Western blot para la
inmunodeteccion de insulina en condiciones no desnaturalizantes; C) Western blot para la inmunodeteccion de IgG en condiciones no
desnaturalizantes; D) gel de electroforesis al 12,5 % en condiciones desnaturalizantes y reductoras; E) Western blot para la inmunodeteccion
de insulina en condiciones desnaturalizantes y reductoras, y F) Western blot para la inmunodeteccion de IgG en condiciones desnaturalizantes
y reductoras. Carril 1: complejos formados in vitro por anticuerpos antiinsulinicos e insulina regular; carril 2: por anticuerpos antiinsulinicos
e insulina NPH; carril 3: por anticuerpos antiinsulinicos e insulina glargina; carril 4: anticuerpos antiinsulinicos, y el carril 5 corresponde
al patron de masa molecular. Las fotografias se tomaron de un ensayo representativo.

y su correspondiente antigeno (insulina exogena) favorecen
la formacién de complejos inmunitarios que pueden mante-
nerse en circulacion durante largos periodos y acumularse
en vasos sanguineos pequefios, hasta el momento ello no se
ha evidenciado como relevante y en muy pocos casos se ha
reportado la aparicion de microangiopatias y complicacio-
nes secundarias en la diabetes (Irvine, et al, 1978). En
este estudio se estandarizd y se evalud un sistema para la
deteccion de tales complejos inmunitarios mediante ELISA
de captura, con el fin de analizar la capacidad de formacion
de complejos inmunitarios de los anticuerpos antiinsulinicos
e insulina exdgena. Las muestras de suero se evaluaron en
cuatro puntos de tiempo: 1) en ayuno y antes de administrar el
tratamiento con insulina (0 minutos); 2) 30 minutos después
de administrar la insulina y de haber ingerido alimento (30
minutos); 3) una hora después de administrada la insulina
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(60 minutos), y 4) dos horas después de administrada la
insulina (120 min). Con el fin de determinar a partir de cual
densidad optica se registraba la presencia de un complejo
inmunitario, se establecié un punto de corte para cada sistema,
correspondiente al promedio de las densidades Opticas
obtenidas de los diez sueros de los controles mas la suma
de dos desviaciones estandar. Asi, el punto de corte para el
sistema de deteccion de complejos formados por anticuerpos
antiinsulinicos e insulina regular, NPH y glargina fue de
0,194 (Figura 4A), 0,178 (Figura 4B y 4C) y 0,165 (Figura
4D), respectivamente. Los resultados obtenidos permitieron
establecer que en ninguna de las muestras de los pacientes
bajo tratamiento con insulina se detectaron complejos, lo
cual puede deberse a que pocos, o ninguno, se forman en
condiciones naturales, a la gran efectividad de un proceso
natural de depuracion, o a la poca sensibilidad del sistema
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Figura 4. Inmunodeteccion de complejos inmunitarios antes y después de la administracion de insulina exégena. A) Grupo en tratamiento
con insulinas regular y NPH evaluado mediante la deteccion de complejos constituidos por anticuerpos antiinsulinicos e insulina regular. B)
Grupo tratado con insulinas regular y NPH evaluado mediante la deteccion de complejos constituidos por anticuerpos antiinsulinicos y NPH.
C) Grupo en tratamiento con insulina NPH evaluado mediante la deteccion del complejo constituido por anticuerpos antiinsulinicos y NPH.
D) Grupo en tratamiento con insulina glargina evaluado mediante la deteccion del complejo constituido por anticuerpos antiinsulinicos
y glargina. Las graficas muestran la media de las densidades Opticas versus el tiempo en el que se tomo la muestra de los pacientes con
diabetes tipo 2, asi como del grupo de voluntarios no diabéticos y del control positivo (complejos formados in vitro), y la linea de corte
para cada sistema de deteccion. Se presenta un ensayo representativo realizado por duplicado, y la media y los valores individuales. Vnd:

voluntarios no diabéticos

de deteccion empleado en este estudio. Debe sefialarse que
mas alléa de otorgarle relevancia a los complejos inmunitarios,
en este estudio se pretendié demostrar si hay algln tipo de
insulina exdgena que se relacione mas con la formacion de
dichos complejos, los que, sometidos al posterior analisis de
avidez y afinidad, permitirian comprender mejor los casos
de poca eficacia de la insulina exogena, asi como la rela-
cion entre dichos complejos y la hipoglucemia (fulminante
en algunos casos) (Zhao, et al., 2010; Itoh, et al., 2011;
Koyama, et al., 2005)

Andlisis de los valores de glucemia e insulinemia antes
y después de la administracion de insulina exogena. Se
tomo una muestra de sangre de cada paciente diabético en
cuatro puntos de tiempo: 1) en ayuno y antes de administrar
el tratamiento con insulina; 2) 30 minutos después de la
administracion de la insulina y de haber ingerido alimento;
3) 60 minutos después de administrada la insulina, y 4) 120
minutos después de administrada la insulina.

Los niveles de glucemia cuantificados en las cuatro
muestras tomadas del grupo tratado con las insulinas regular
y NPH registraron un leve aumento en los niveles de glu-
cosa a los 30 minutos de administrado el alimento y dis-
minuyeron levemente a los 120 minutos (Figura 5A). Estos
niveles aumentaron con los niveles de insulina pasados 30

minutos y se mantuvieron hasta los 120 minutos (Figura
5D); fueron compatibles con la farmacocinética descrita
para la insulina regular (accion rapida) y la insulina NPH
(accion intermedia) (Eyzaguirre, ef al., 2006).

La curva de glucosa del grupo en tratamiento con NPH
registrd la mayor concentracion a los 60 minutos, la cual
declin6 brevemente al terminar los 120 minutos (Figura
5B). Estos resultados se asociaron con el inicio de la accion
que ha sido reportado para la insulina NPH (insulina de
accion intermedia). La curva de insulina para la mayoria
de los pacientes del grupo tuvo un perfil similar, cuyo valor
maximo se registro en los primeros 60 minutos y se mantuvo
hasta los 120 minutos (Figura 5E). Estos datos se asocian
con la farmacocinética de la insulina NPH, cuya accion se
inicia una hora después de la administracion con pico entre
las 4 y las 10 horas (Eyzaguirre, ef al., 2006).

Los niveles de glucosa mas altos de la curva para el
grupo tratado con glargina se detectaron aproximadamente a
los 60 minutos y comenzaron a declinar levemente al llegar
a los 120 minutos (Figura 5C), datos que se asocian con los
niveles de insulina, los cuales se mantuvieron constantes
pasados los 60 minutos en la mayoria de los individuos de este
grupo (Figura 5F). Aunque no se obtuvieron datos después
de los 120 minutos de la administracion de la insulina, el
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Figura 5. Glucemia e insulinemia antes y después de la administracion de insulina exdgena. Se cuantificaron los niveles de glucemia e
insulinemia en las muestras de suero tomadas en cuatro puntos de tiempo: 1) en ayuno y antes de administrar la insulina (minuto 0); 2) 30
minutos después de administrar la insulina y de haber ingerido alimento (30 minutos); 3) 60 minutos después de administrar la insulina (60
minutos), y 4) 120 minutos después de administrar la insulina (120 minutos). Ay D) Grupo tratado con las insulinas regular y NPH. By E)
Grupo tratado con la insulina NPH. C y F) Grupo tratado con la insulina glargina. Las graficas muestran la media y los valores individuales.

perfil de la grafica corresponde a la farmacocinética de la
insulina glargina, cuya accion es prolongada y se inicia a la
hora y media sin presentar oscilaciones (Vajo, ef al., 2001).
Discusion
Segun los resultados obtenidos, el 68,9 % de los sueros de
pacientes con diabetes tipo 2 bajo tratamiento con insulina
reconocieron, como minimo, una de las insulinas analiza-
das, lo cual sugiere la presencia de anticuerpos antiinsuli-
nicos. Estos datos contrastan con los obtenidos en grupos
experimentales de pacientes con diabetes tipo 1 tratados con
insulinas humanas recombinantes, en quienes se reportan
prevalencias entre 14 y 44 % de anticuerpos antiinsulinicos
(Schernthaner, et al., 1983; Heding, et al., 1984). Las
diferencias encontradas podrian atribuirse a caracteristicas
propias de la técnica o a las de la poblacién analizada en
cada estudio. Los datos reportados en estudios previos se
obtuvieron empleando el radioinmunoensayo, técnica capaz
de detectar titulos de anticuerpos antiinsulinicos mas bajos
que el ELISA (Dib, et al., 1994; Sodoyez, et al., 1988).
Podria plantearse, asimismo, que las diferencias entre este
estudio y los reportes previos estarian relacionadas con la
etiologia de la diabetes de tipo 1 y la de tipo 2, ya que los
estudios anteriores se hicieron en pacientes con diabetes tipo
1 en tanto que en este se trataba de pacientes con la de tipo 2.
Cabe mencionar que nuestros resultados evidenciaron
un reconocimiento elevado de los sueros de los pacientes
tratados con NPH (ya fuera mezclada con insulina regu-
lar o sola), y uno muy bajo de los sueros de los pacientes
tratados con glargina frente a las insulinas analizadas, lo
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cual sugeriria un mayor potencial inmunogénico de la
insulina NPH comparada con la glargina. En el caso de la
insulina NPH, la presencia de moléculas de protamina (un
péptido cationico de 5.000 daltons rico en arginina) en su
formulacién podria ser una de las variables favorecedoras
de su perfil inmunogénico. La protamina se ha relacionado
con la produccion de inmunoglobulinas IgG e IgE después
de la administracion intravenosa de una dosis Unica
(Nyhan, et al., 1996; Weiss, et al, 1989). En cuanto al
bajo reconocimiento de los anticuerpos antiinsulinicos
por la glargina, se ha sugerido que modificaciones en la
secuencia aminoacidica de la insulina, como la adicion de
dos argininas en las posiciones 31 y 32 de la cadena B y el
reemplazo de acido aspartico por una glicina en la posicion
21 de la cadena A, disminuyen su potencial inmunogénico,
ya sea directamente (eliminado epitopes inmunogénicos) o
indirectamente (modificando su farmacocinética). Los datos
aqui obtenidos concuerdan con reportes previos sobre la
poca inmunogenicidad de la formulacion de la glargina, con
la cual los pacientes tratados por mas de un afio no reflejan
un aumento en la produccién de anticuerpos antiinsulinicos
(Pieber, et al., 2000).

Otro dato interesante es la diferencia entre el recono-
cimiento de los sueros de los individuos tratados con la
combinacién de insulina regular y NPH (mayor y altamente
significativo) y los sueros de los individuos tratados con
la insulina NPH (menor y no significativo) frente a la
insulina NPH, lo cual podria deberse a varias situaciones:
1) la formacioén de nuevos epitopes en la mezcla de insulina
regular y NPH que potencializarian la inmunogenicidad de
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NPH; 2) el tiempo prolongado del tratamiento con insulina
del grupo tratado con regular y NPH, ya que cuanto mayor
es la exposicion al antigeno (insulina exdgena) mayor es
la probabilidad de que aumente la afinidad y, por ende,
la especificidad de los anticuerpos antiinsulinicos, y 3) la
mayor dosis de insulina administrada en este grupo, situa-
cion que condiciona la respuesta inmunitaria frente a este
potencial antigeno (Ratanji, et al., 2014).

En cuanto al perfil de subclases de IgG, los anticuerpos
antiinsulinicos presentes en los sueros del grupo tratado con
la mezcla de insulina regular y NPH fueron predominante-
mente de la subclase IgG3 (Figura 3D). Aunque este resul-
tado coincide con reportes previos, en los cuales se detectd
esta subclase en anticuerpos antiinsulinicos (Andersen,
1976; Soto, et al., 1991), es importante mencionar que no
se ha reportado la IgG3 como predominante, ya que en los
articulos consultados se sefiala que la subclase IgG1 como
la dominante, seguida por la IgG3 y la IgG4 y, en menor
concentracion, la IgG2 (Andersen, 1976; Koch, et al., 1986).
Las diferencias entre los perfiles segun la subclase de 1gG
encontrados en el presente estudio y los de reportes previos
podrian estar relacionadas con las diferencias en la etiologia
de la diabetes mellitus de tipo 1 y la de tipo 2, teniendo
en cuenta que el perfil de IgG reportado anteriormente se
evalué en pacientes con diabetes tipo 1 y en este estudio
se evalud en pacientes con diabetes tipo 2. Asimismo,
llama la atencién que el Gnico grupo experimental en el
que se observo una prevalencia de la subclase IgG3 fue el
grupo tratado con la mezcla de insulina regular y NPH, lo
cual podria estar relacionado con la posible formacion de
neoepitopes en dicha mezcla o con caracteristicas propias
de este grupo experimental. Entre las propiedades de la
subclase IgG3 se ha descrito su produccién como respuesta
al estimulo de antigenos proteinicos (Devey, 1988) y su gran
eficiencia en la activacion de la via Cl del complemento
(Jefferis, et al., 1990). En cuanto a la importancia clinica
de los niveles altos de 1gG3, esta se ha reportado como la
subclase predominante para los anticuerpos anti-Rh con-
juntamente con la IgGl en la enfermedad hemolitica del
recién nacido, asociada con una mayor gravedad de la
enfermedad, dada su capacidad de activar eficientemente el
complemento (Urbaniak, et al., 1980). Teniendo en cuenta
lo descrito, la presencia de anticuerpos antiinsulinicos con
la subclase IgG3 podria potenciar la respuesta inmunitaria
frente a la insulina NPH en individuos tratados con esta y
con la regular. La prevalencia de IgG3 en los sueros del
grupo tratado con la mezcla de insulina regular y NPH es
interesante debido a las caracteristicas biologicas de esta
subclase, por lo cual sugerimos evaluarla en un grupo
experimental con mayor nimero de individuos, que permita
confirmar la prevalencia de este fendémeno en la poblacion
tratada con insulina regular y NPH.

La ausencia de complejos inmunitarios en las muestras
de suero de los grupos experimentales es compatible con
estudios previos en los que los niveles del complejo de
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anticuerpos antiinsulinicos e insulina exdgena en sueros de
pacientes bajo tratamiento con insulina no han sido diferen-
tes a los observados en los sueros de pacientes con diabetes
tipo 2 sin tratamiento o en los de los controles. La ausencia
de complejos inmunitarios en las muestras evaluadas puede
deberse a su formacion inexistente o escasa en condiciones
naturales, o a la gran efectividad del proceso natural de
depuracién. Sin embargo, no puede descartarse que dichos
complejos si se estén formando y puedan estar localizados o
precipitados en lugares que no se analizaron en este estudio,
como tampoco que luego de haberse formado hayan sido
eliminados. Segun los resultados obtenidos en el presente
estudio puede sugerirse que la administracion de la insulina
no tiene un ningun papel, o muy poco, en la formacion de
complejos inmunitarios en pacientes con diabetes tipo 2
(Ratanyji, ef al., 2014). Esto contrasta con los resultados de
un estudio en 237 pacientes con diabetes tipo 2 tratados con
insulina durante mas de un afio, en quienes la presencia de
los complejos inmunitarios se correlaciond con los niveles de
anticuerpos antiinsulinicos pero no con las microangiopatias
(Di Mario, et al,, 1983). En este sentido, los datos aqui
reportados son novedosos, ya que evaliian la presencia de
complejos inmunitarios constituidos por anticuerpos anti-
insulinicos e insulina ex6gena de manera individual frente
a cada insulina analizada gracias al uso de anticuerpos de
captura especificos para cada formulacién (anti-regular,
anti-NPH y anti-glargina). Ademas, debe tenerse en cuenta
que, hasta el momento, la formacién de complejos inmuni-
tarios con insulinas humanas recombinantes y analogos de
la insulina no se ha estudiado suficientemente.

Conclusion

Los resultados del estudio permiten concluir que existen
diferencias en el perfil inmunogénico humoral (reactividad
frente a la subclase de IgG) de las tres insulinas exdgena
evaluadas, y sugerir que las modificaciones en la estructura
proteinica de las insulinas, tales como los cambios en la
secuencia de aminoacidos (glargina) o en su formulacion
o la presencia de excipientes (la protamina en la insulina
NPH), inducen variaciones en el potencial inmunogénico
de cada proteina terapéutica. Aunque la presencia de
anticuerpos antiinsulinicos no se asocié con alteraciones
de los parametros metabolicos analizados en este estudio,
los resultados obtenidos sugieren la importancia clinica de
los anticuerpos antiinsulinicos, dada la prevalencia de la
subclase IgG3 en el grupo tratado con las insulinas regular
y NPH, subclase de inmunoglobulina que tiene la capacidad
de activar eficientemente el complemento y favorecer la
activacion de los monocitos, potencializando de este modo
la respuesta inmunitaria. Se requieren estudios posteriores
que exploren el potencial biolégico de estos hallazgos.
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