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Resumen

El uso de la terapia insulinica como tratamiento para la Diabetes, basado en la administracion
de Insulina Exégena (IE) de origen animal —con alta homologia a la insulina humana, a nivel de
la secuencia proteica, se asocid en sus inicios con la prevalencia de Anticuerpos Anti-Insulina
(AAI) [1, 2], relacionados a su vez con alteraciones en la seguridad y eficacia de estas
formulaciones [3-6]. Con la aparicién de insulinas de origen recombinante —bajo la premisa de
la identidad con la secuencia humana, aunque se redujo la presencia de AAl no se elimind
plenamente su generacién [7-9]. Con el objetivo de evaluar el perfil inmunogénico de tres
formulaciones comerciales de IE (Insulina Regular, NPH y Glargina), en este trabajo, se
estandarizé la técnica de ELISA indirecta y de captura para la deteccion de AAl libres y
Complejos Inmunes (Cl), respectivamente. Con las técnicas ya estandarizadas, se logré su
aplicacién en la valoracién de 29 sueros de voluntarios con terapia insulinica para luego
correlacionar la presencia de AAl con parametros bioquimicos como glicemia, insulinemia y
porcentaje de Hemoglobina glicosilada (HbAc1). Con el desarrollo de este trabajo se logro
evidenciar que: i) Cada formulacidn de insulina es reconocida de manera diferencial por los AAl
sugiriendo una mayor potencial inmunogénico de NPH y menor de Glargina, ii) El perfil de
isotipo IgG de los AAlI en humanos es diferencial para cada formulacién, siendo predominante
el isotipo 1gG3 para la insulina NPH, en voluntarios bajo tratamiento con Insulinas Regular-
NPH, iii) La presencia de AAI no se asocia con alteraciones de los pardmetros metabdlicos
analizados en este estudio, y iv) Los Cl constituidos por AAI-IE no se detectaron en los sueros
de los voluntarios diabéticos.

Palabras Clave: Anticuerpos anti-insulina, insulina exdgena, Diabetes y ELISA.

Abstract

The administration of Exogenous Insulin (El) from animal source —based in the high homology
with the human protein sequence, in the Insulin-therapy for Diabetes treatment, it was
associated in its beginnings with the prevalence of Anti-Insulin antibodies (AAI) [1, 2], which
was regarded to some changes in the safety and efficacy of these formulations [3-6]. The
discovering of the human recombinant insulins —under the base of the identity with the human
sequence, decreased the presence of IAA, however, these antibodies were not eliminated
completely [7-9]. In order to evaluate the immunogenic profiles of three commercial El
formulations (Regular, NPH and Glargina Insulins), in this work, we standardized both ELISA
assays, the indirect and the capture, for the detection of free IAA and Immune Complexes (IC),
respectively. Using these standardized techniques, 29 sera samples from volunteers under
insulin-therapy were evaluated, analyzing the presence of AlAs, subsequently the data was
correlated with the biochemical parameters such as blood glucose, insulin and glycosylated
hemoglobin percentage (HbAc1). With this study we have evidenced: i) Each formulation of
insulin is recognized differentially by AAI, suggesting a higher immunogenic potential of NPH
Insulin compared with Glargine Insulin —lower level of AAl, ii ) The IgG isotype profile of IAAs in
humans, is differential towards each formulation, the IgG3 isotype is predominant for the NPH
formulation in volunteers treated with Regular- NPH insulins, iii ) The presence of AAl is not
associated with alterations in the metabolic parameters analyzed here, and iv) The IC
constituted by AAI-El were not detected in sera of diabetic volunteers.

Key words: anti-insulin antibodies, exogenous insulin, Diabetes and ELISA
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Introduccion

La diabetes es una enfermedad crénica de alto impacto epidemioldgico, caracterizada
por la alteracién del metabolismo de los carbohidratos e hiperglicemia [10]. La
Federacién Internacional de la Diabetes (por sus siglas en inglés, IDF) report6 que en el
mundo para el 2012 mds de 371 millones de personas padecian diabetes y 4,8 millones
murieron a causa de esta enfermedad [11]. Para ese mismo afo, en Colombia mas de 2
millones de personas la padecian y 14 mil murieron por esta misma causa[11]. El 5% de
las muertes en el mundo estdn asociadas con diabetes y mds del 80% de dichas
muertes ocurren en paises en via de desarrollo. La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) calcula que las muertes por diabetes se duplicaran entre 2005 y 2030 [10].

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA), clasifica la Diabetes Mellitus (DM), en
cuatro tipos: i) Diabetes Mellitus tipo 1, caracterizada por la destruccién, generalmente
inmune, de las células B pancreaticas, deficiencia absoluta de insulina y necesidad de
tratamiento con la proteina exdgena, ii) Diabetes Mellitus tipo 2, caracterizada por
insulino-resistencia y aumento en la produccidon de glucosa hepatica, iii) Diabetes
Gestacional (DMG), se presenta durante el embarazo y suele desaparecer al término
de este, y por ultimo iv) Otros tipos de diabetes, en donde se encuentran las diabetes
derivadas de pancreatitis, endocrinopatias e inducidas por medicamentos [12]. En
general el tratamiento para cada tipo de diabetes se basa principalmente en dieta
saludable, ejercicio y el uso de hipoglicemiantes orales como primera opcién
terapéutica y seguida a la falla terapéutica de estos, el uso de Insulina Exégena (IE)[13].

La administracion de insulina exdgena en pacientes con DM, se ha visto asociada con la
prevalencia de Anticuerpos Anti-Insulina (AAIl) detectables en suero [1, 2]. Los AAl
aparecen generalmente en el paciente diabético, como consecuencia del tratamiento
con IE y al parecer pueden afectar la correcta respuesta hipoglicemiante [5, 6]. En
algin momento se pensd que la aparicidon de eventos de inmunogenicidad como la
generacion de anticuerpos neutralizantes frente a IE, podia deberse al uso de insulinas
provenientes de otras especies, que por esta condicién generaba la posibilidad de ser
reconocido como antigeno. Por lo tanto se esperaba que la produccion de
formulaciones con insulina similar en secuencia a la humana, redujera esta
probabilidad, ya que dicha identidad proteinica, se relaciona con tolerancia
inmunoldgica. Sin embargo no ha sido asi y estudios han reportado la presencia de AAIl
en diabéticos que usan insulinas recombinantes humanas y andlogos de la insulina [7-
9, 14]. Por consiguiente la presencia de AAl en diabéticos tratados con insulinas
humanas recombinantes se ha asociado a las caracteristicas estructurales intrinsecas
de la molécula (producto bioldgico o biotecnoldgico), la presencia de neo-epitopes
(producto de la interaccién entre proteina y auxiliares de formulacién, o proteina y
medio ambiente en circulacidn) y factores inmunogenéticos de los individuos en
tratamiento, factores que favorecen respuestas particulares e indeseables y que
afectan pardmetros de seguridad/eficacia de la formulacion [15, 16]. A la luz de lo
anterior, no todas las formulaciones comerciales disponibles tendrian el mismo efecto
(parte de la controversia a nivel de la intercambiabilidad de productos
biotecnoldgicos), y por ende se deberia considerar, que antes de reemplazar o sustituir
una formulacidn por otra en este tipo de pacientes (no respondedores a insulina y/o
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episodios de hipoglicemia), seria deseable hacer un tamizaje para detectar la presencia
de anticuerpos neutralizantes y seleccionar la formulacidn menos reconocida por los
AAl, reduciendo de este modo la probabilidad de efectos adversos asociados a estos
(hiperglicemia o hipoglicemia).

El fundamento de esta propuesta se sustenta en la inmunogenicidad consecuente; que
por su naturaleza proteinica tienen los productos derivados de DNA recombinante.
Uno de los principales efectos asociados a la administracidon de productos biolégicos-
biotecnoldgicos como la IE, es la prevalencia de anticuerpos neutralizantes, lo que
puede repercutir en la seguridad-eficacia del producto. Teniendo en cuenta lo anterior,
la importancia de la deteccion de AAIl en pacientes con terapia insulinica, podria
significar el mejoramiento del control y tratamiento de los pacientes diabéticos con
terapia insulinica, ya que determinando la presencia de anticuerpos dirigidos a
insulinas comerciales, se podria encaminar mejor el tratamiento del paciente y
favorecer la biodisponibilidad de la insulina. De esta manera, la estandarizacién de una
técnica de inmunodeteccién (ELISA) constituiria una herramienta capaz de evidenciar
la presencia de AAl y aportar conocimiento acerca del perfil inmunogénico de cada
formulacién evaluada.
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1. Objetivos

1.1. Objetivo general

Desarrollar una técnica de inmunodeteccién para la evaluacidon de anticuerpos anti-
insulina libres en suero y unidos a la molécula de insulina, en pacientes diabéticos
tratados con tres tipos de insulina exdgena, como una potencial herramienta
predictiva relacionada con la respuesta terapéutica.

1.2. Objetivo Especificos

Determinar las condiciones experimentales idéneas en la inmunodeteccion
de anticuerpos anti-insulina para cada una de las insulinas exdgenas
utilizadas.

Il. Seleccionar con base en la historia clinica y paraclinica, los grupos
experimentales y control de voluntarios a incluir en el estudio.

M. Establecer el perfil de isotipo 1gG especifico para las diferentes insulinas
exdgenas monitoreadas.

V. Correlacionar los titulos y/o isotipo 1gG detectados, con la respuesta
terapéutica secundaria a la administracién de insulina exégena (niveles de
insulina y glucosa antes y después de la administracién de insulina
exogena).
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2. Estado del arte
2.1. Diabetes

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad crénica en la que el organismo no
produce suficiente cantidad de insulina o responde anormalmente a la insulina. Segun
la Asociacion Americana de Diabetes (por sus siglas en inglés, ADA), se clasifica en
cuatro tipos clinicos, DM tipo 1, DM tipo 2, otros tipos especificos de DM y Diabetes
Mellitus Gestacional (DMG). El resultado final para los cuatro tipos de diabetes es el
alto nivel de glucosa en sangre o hiperglicemia. La fisiopatologia de la DM es muy
compleja, ya que la enfermedad se caracteriza por diferentes etiologias, pero todos los
tipos de diabetes comparten sintomas y complicaciones [10, 17].

2.1.1. Fisiopatologia de la Enfermedad

En una persona diabética, el metabolismo normal de la glucosa se encuentra alterado,
como las células y tejidos del organismo no hacen uso de la glucosa circulante, aparece
la hiperglicemia [10]. Durante un periodo de tiempo, el alto nivel de glucosa en la
sangre puede favorecer la aparicion de complicaciones graves, como trastornos
oculares, enfermedades cardiovasculares, dafio renal y problemas neuroldgicos [10].

En la DM tipo 1, el pancreas no puede sintetizar la cantidad suficiente de la insulina
gue necesita el organismo. La fisiopatologia de esta diabetes, indica que es una
enfermedad autoinmune, en la que el sistema inmune genera una respuesta que ataca
las células B del pancreas. En consecuencia, el pancreas produce poca o ninguna
cantidad de insulina. La DM tipo 1 se diagnostica mas frecuentemente en nifos y
adultos jévenes (alrededor de 20 afios). Para este tipo de diabetes se maneja la dieta 'y
el ejercicio, pero es indispensable el uso de Insulina Exégena (IE) como base en el
tratamiento[12, 13, 17] .

En la mayoria de los casos de la DM tipo 2, hay una produccion disminuida de insulina
y aumentada de glucosa hepatica. Este tipo de diabetes se asocia a insulino-resistencia
por parte de las células del organismo lo conduce a un aumento de la glucosa en
sangre. Esta clase de DM comudnmente se diagnostica en adultos de mediana edad
(mds de 40 afios). En este caso el tratamiento de eleccién involucra, manejo con dieta,
ejercicio e hipoglicemiantes orales y en algunos casos el uso de IE [13, 17, 18].

Dentro de la clasificacién de otros tipos especificos de diabetes, se encuentran el
grupo de pacientes diabéticos con defectos genéticos relacionados con la funcién de
las células B del pancreas y la accion de la insulina. Como ejemplo de esta clasificacion
se encuentran las enfermedades pancreaticas como la fibrosis quistica y la diabetes
inducida por productos quimicos como en el caso del tratamiento del VIH / SIDA o
después de un trasplante de 6rgano [12, 13, 17].

La DMG, se produce entre las mujeres embarazadas. Es causada por fluctuaciones del
nivel hormonal durante el embarazo. Casi el 50% de la DMG seran DM tipo 2 [13, 17].
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Los sintomas y signos de las diferentes formas de diabetes son similares. Dentro de los
sintomas comunes se incluyen el aumento de sed (polidipsia), el aumento de orina
(poliuria), el aumento del apetito (polifagia), la fatiga excesiva y la pérdida de peso
inexplicable [10].

2.1.2. Criterios de diagndstico y control de Diabetes Mellitus

Durante afios la manera mas facil y acertada de diagnosticar DM ha sido la medicién
de los niveles de glicemia. Un paciente se considera diabético seglin la ADA, cuando
cumple cualquiera de los siguientes criterios: a) Padece sintomas de diabetes (poliuria,
polidipsia, polifagia y baja de peso) y una glicemia igual o mayor a 200 mg/dL, realizada
a cualquier hora del dia; b) su glicemia basal en un ayuno de 8 horas es igual o mayor a
126 mg/dl; c) Su glicemia en la Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa (PTGO) es igual o
mayor a 200 mg/dl, prueba estandarizada de la siguiente manera: tomando una
muestra de glicemia basal y una muestra a las 2 horas después de administrarle al
paciente un carga de 75 g de glucosa si pesa 45 o mas Kg de peso [12, 17].

Ademas la ADA define dos estados prediabéticos; a) Intolerancia a la Glucosa, con una
glicemia igual o mayor de 140 y <200 mg/dL a las 2 horas en la PTOG y 2) Alteracion de
la Glicemia en ayunas siendo mayor o igual a 110 mg/dl y <126 mg/dl [12, 17] .

Para la DMG, la ADA y la Asociacion Americana de Obstetricia y Ginecologia,
establecieron que la glicemia 1 hora post carga de 50 g glucosa menor de 140 mg/dl es
normal; pero si es igual o mayor a 140 mg/dl se debe hacer PTGO con 100 gramos de
glucosa y muestras a las 0,1,2 y 3 h. Si dos valores son iguales o superiores a los
siguientes: 105-190-165-145 mg/dL, se diagnostica DMG. La OMS tiene como criterio
para el diagndstico de DMG una glicemia basal mayor de 126 mg/dL y la glicemia pos-
carga de 75gramos a la de las 2h mayor de 200mg/dL [12, 17].

2.1.3. Complicaciones de la diabetes

Los niveles elevados de glucosa sanguinea, con el tiempo pueden afectar varios
drganos, como 0jos, rifiones y nervios. Ademas de aumentar el riesgo de cardiopatia y
accidente vascular cerebral, estudios han demostrado que el 50% de los pacientes
diabéticos mueren de enfermedad cardiovascular. Otra consecuencia de altos niveles
de glicemia, es la retinopatia diabética, una causa importante de ceguera, y la
consecuencia del dafio de los pequenos vasos sanguineos de la retina que se va
acumulando a lo largo del tiempo. Al cabo de 15 afios con diabetes, aproximadamente
un 2% de los pacientes quedan ciegos y un 10% sufren un deterioro grave de la vision
en poblacién americana [19]. Una consecuencia de diabetes muy comun, es la
neuropatia diabética, la cual se debe a lesién de los nervios que puede llegar a afectar
a un 50% de los pacientes. También puede ocasionar problemas muy diversos, como
hormigueo, dolor, entumecimiento o debilidad en los pies y las manos [19].
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2.1.4. Situacion Actual de la Enfermedad

La Federacidén Internacional de la Diabetes (por sus siglas en inglés, IDF) reportd que en
el 2012 en el mundo mas 371 millones de personas padecieron diabetes y 4.8 millones
murieron a causa de esta enfermedad [11]. Para este mismo afio, en Colombia mas de
2.0 millones de personas padecian diabetes y mas de 14 mil murieron por esta misma
causa [11]. Ademas el 5% de las muertes en el mundo son debidas a la diabetes y mas
del 80% de dichas muertes, ocurren en paises de ingresos bajos y medios. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula que las muertes por diabetes se
duplicardn entre 2005 y 2030 [10].

2.1.5. Tratamiento de la Enfermedad

El objetivo principal del tratamiento a pacientes diabéticos esta dirigido a salvarles la
vida. Los objetivos secundarios a largo plazo son la prevencién de complicaciones y la
mejora de la calidad de vida del paciente. La administracion de IE es la base de la
terapia para los pacientes con DM tipo 1, mientras que para los pacientes con DM tipo
2, se usan hipoglicemiantes orales y/o insulina, siempre acompanados de cambios
terapéuticos en el estilo de vida. La administracion de IE es importante en el
tratamiento de pacientes DM tipo 2 cuando los niveles de glicemia no se pueden
controlar con hipoglicemiantes orales. Dentro de los hipoglicemiantes orales estdn las
sulfonilureas, biguanidas, a-glucosidasas, incretinas y tiazolidinedionas. La funcién
principal de estos fdrmacos es corregir el trastorno metabdlico, como la resistencia a la
insulina y secrecidn inadecuada de insulina. Deben ser prescritos en combinacién con
una dieta y los cambios de estilo de vida [13].

2.2. Insulina

La insulina es una hormona de 51 aminoacidos, secretada por las células B de los
islotes de Langerhans y conformada por dos cadenas (A y B) conectadas por enlaces
disulfuro. Uno de sus principales funciones es la estimulacién de la captacion de
glucosa de la circulacion sistémica, asi como la supresion de la gluconeogénesis
hepatica, con lo que cumple una funcién primordial en la homeostasis de la glucosa y
la prevencion de los trastornos metabdlicos [20].

2.2.1. Estructura de la insulina

La insulina es una hormona de naturaleza proteinica con una masa molecular de 6000
daltons. Estd formada por 2 cadenas polipeptidicas, la cadena A formada por 21
aminodcidos y la cadena B constituida por 30, estas cadenas estdn conectadas por 2
enlaces disulfuro intermoleculares entre el aminoacido 7 de cada una de las cadenas y
el 20 de la cadena A con el 19 de la cadena B y un enlace intramolecular en la cadena
A, entre los aminoacidos 6 y 11[20]. En la Figura 1 se muestra de manera esquematica
la estructura de la insulina[21] .
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]

ChainA Gly-lle-Val-Glu-GIn-Cys-Cys-Thr-Ser-lle-Cys-Ser-Leu-Tyr-GIn-Leu-Glu- Asn-Tyr-Cys-Asn
12 3 4 5 6 7 8 910 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21

ChainB Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu- Arg-Gly-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Ala
24 25 26 27 28 29 30

Figura 1. Estructura Primaria de la insulina[21].
2.2.2. Lasintesis de lainsulina.

La insulina es sintetizada por las células B del islote pancredtico, como una
preprohormona, procesada después de su traducciéon, para dar una molécula
biolégicamente activa. El precursor de la insulina es una cadena polipeptidica de mas o
menos 9000 daltons, llamada proinsulina [20].

El producto inmediato de la traduccién del ARN mensajero (ARNm) de la proinsulina,
es un péptido de 11,500 Daltons. Este precursor ha sido llamado preproinsulina; el cual
consta de un péptido sefial de 24 aminoacidos, seguido por la cadena B, un péptido
conector (péptido C) que contiene cerca de 30 aminodcidos y finalmente la cadena A.
La preproinsulina recién sintetizada y empacada dentro de granulos secretores, es
procesada durante su trayecto a través del Reticulo Endoplasmico (RE) y el aparato de
Golgi. El péptido senal actia como una contraseiia que dirige el transporte de la
proteina naciente desde los ribosomas hasta el RE. Este proceso involucra la
interaccidon con una Particula de Reconocimiento Citosdlico (por sus siglas en inglés;
SRP), la cual causa una asociacion del complejo proteina-ribosoma, con el receptor a
SRP presente en el RE, durante esta transferencia, una peptidasa remueve el péptido
sefial, convirtiendo la preproinsulina en proinsulina. La proinsulina se mueve a través
de la formacién de vesiculas, desde el RE hasta el Aparato de Golgi. La conversién de
insulina y péptido C, tiene lugar en el complejo de Golgi por efecto de dos
endopeptidasas y es co-secretado con la insulina [20].

2.2.3. Regulacion de la sintesis de insulina.

La regulacién de la secrecion de insulina implica eventos no solamente a nivel génico,
sino que intervienen también eventos de conductancia iénica, segundos mensajeros y
de tipo metabdlico. Los aspectos genéticos tienen que ver con la regulacion de la
expresion del gen, asi como con el procesamiento del ARNm y su posterior traducciéon
a proteina. Los eventos relacionados con la conductancia idnica tienen que ver de
manera muy importante con la presencia de diferentes tipos de canales idnicos en la
célula B y su funcion en la movilizacién de ciertos iones importantes en la secrecién de
insulina. Los segundos mensajeros y los productos del metabolismo de la glucosa
participan de manera conjunta pues el metabolismo de estas moléculas lleva a la
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produccién de segundos mensajeros que participan en la cascada de eventos que
llevan a la secrecion de la insulina [20].

La biosintesis y secrecion de la insulina por las células B pancredticas es regulada por
una gran variedad de factores incluyendo a la glucosa, algunos aminodacidos,
neurotransmisores y hormonas. Entre los diversos elementos capaces de estimular la
secrecion de insulina, la glucosa es fisiolégicamente la mas importante. Se sabe que el
estimulo que promueve la liberacién de insulina es el metabolismo de la glucosa u
otros nutrientes secretados, lo que provoca la secuencia de eventos que acoplan al
cierre de canales de K+ regulados por ATP con la liberacién de insulina; proceso en el
gue los cambios en la concentracién citopldsmica de Ca2+ en las células B, es esencial
[20].

2.2.4. laterapia con insulina

Anteriormente se creia que la terapia con insulina era exclusiva en el tratamiento de
DM tipo 1, pero actualmente se conoce que pacientes con DM tipo 2, cuando no se
logran controlar con hipoglicemiantes orales, dieta y ejercicio, por deterioro de las
células B y progresion de su enfermedad requieren terapia con insulina exégena [22].

Lo ideal en la terapia insulinica es que la IE imite el patrén natural de secrecion de la
insulina por un pdancreas sano; sin embargo, este complejo patrén de secrecidn
ejecutado por el pancreas es dificil de duplicar. Por lo tanto la terapia insulinica se
debe combinar con una buena dieta y ejercicio[22].

2.2.5. Tipos de insulina

La insulina ha sido utilizada en el tratamiento de la diabetes desde hace mas de
noventa afios (1922). Inicialmente, se utilizé insulina porcina y bovina por su
homologia con la insulina humana, pero actualmente se utilizan insulinas humanas
biosintéticas obtenidas por tecnologia ADN recombinante a partir de cultivos de
bacterias y levaduras, cuya estructura molecular es homologa a la insulina humana
[23].

e Insulinas de origen animal

Las insulinas utilizadas hasta hace dos décadas eran purificadas de acinos pancreaticos
de origen porcino y bovino[22] y generaban una respuesta inmune marcada al ser
administradas[24]. Dicha respuesta se fundamentd en las diferencias entre sus
estructuras primarias (Tabla 1) y en el ineficiente proceso de purificacion, permitiendo
que la insulina viniera acompafada de otras proteinas o moléculas que intensificaban
su inmunogenicidad[24].

Insulina Bovina: esta molécula difiere de la insulina humana en tres aminoacidos que
se ubican en las siguientes posiciones: Alanina por Treonina en la posiciéon 8 de la
cadena A, Valina por Isoleucina en la posiciéon 10 de la cadena A, y Alanina por
Treonina en el carboxilo terminal de la cadena B [23, 24].
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Insulina Porcina: esta insulina difiere de la humana en un solo aminoacido ubicado en
la posicién 13 de la cadena B donde varia una Alanina por Treonina en el carboxi-
terminal. [23, 24].

TaBLE 2. Comparison of amino acid sequences in human and animal insulin

A chain B chain No. of differences
Human GIVEQCCTSICSLYOQLENYCN FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT
Cow GIVEQCCASVCSLYQLENYCN FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKA 3
Pig GIVEQCCTSICSLYQLENYCN FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKA 1
Rabbit GIVEQCCTSICSLYQLENYCN FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKS 1

Tabla 1. Comparacion de la secuencia de aminoacidos entre la insulina humana, bovina
y porcina [24].

Insulinas humanas

Actualmente se dispone en el mercado de una gran variedad de insulinas humanas,
todas ellas tienen en comun haber sido obtenidas por tecnologia del ADN
recombinante y presentar una concentracién de 100 unidades/mL. Pero se diferencian
en sus perfiles farmacocinéticos, sistemas de administracién y precios. Las
caracteristicas farmacocinéticas de las insulinas son las que condicionan su uso en la
practica clinica, se definen mediante el inicio, la duracién de accién y el pico maximo
[22].

Clasificacion de las insulinas humanas segun caracteristicas farmacocinéticas

Segun las caracteristicas farmacocinéticas se pueden diferenciar 3 tipos de insulinas:
de accidn rapida, accidn intermedia y accidén prolongada. Los parametros que definen
la cinética de las insulinas son el inicio, el pico y la duraciéon de accién. Es muy
importante tenerlos en cuenta, a la hora de planificar un régimen de insulina. Los
tiempos se consideran a partir del momento de inyeccidn. El inicio de accidn se refiere
al comienzo del efecto de la insulina, el efecto o pico maximo, es el tiempo que tarda
en alcanzar la maxima concentracién o maximo efecto y la duracién de accién es el
periodo de tiempo en el que se mantiene el efecto de la insulina [21, 22].

v' Insulinas de accién rapida

Estas insulinas llegan a la sangre de 15 a 30 minutos después de la inyeccidn. La
insulina humana tiene un inicio de accién mas lento que estas (Regular, Aspart y
Lispro); por ello, la insulina Regular se debe administrar media hora antes de las
comidas, a diferencia de Aspart y Lispro que se pueden administrar junto con la
comida [23, 25]. Sus picos van de 30 a 90 minutos después de la inyeccién y su accién
puede durar de 240 a 360 minutos. La insulina humana recombinante que hace parte
de este grupo es la insulina Regular o Cristalina [23, 25].
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Insulina Regular o Cristalina. Es una insulina de accién rapida (15-30 minutos) cuya
secuencia de aminodcidos es idéntica a la insulina humana enddgena y se administra
acompafada de una insulina de accién prolongada [22].

v" Insulinas de accién intermedia

Estas insulinas llegan a la sangre de 2 a 4 horas después de la inyeccidn, su pico
aparece de 4 a 14 horas mads tarde y permanece en la sangre de 14 a 20 horas. Son
modificadas con la finalidad de prolongar su absorcién y por lo tanto, su tiempo de
accion. Son de aspecto lechoso y se administran Unicamente por via subcutanea,
nunca por via intravenosa. La preparacién mds usada es la insulina is6fano o NPH
(Neutra-Protamina-Hagedorn) [21, 22].

Insulina NPH. Esta insulina viene formulada en un solucién que contiene protamina,
(proteina bdasica extraida de la esperma de los peces) y zinc en proporciones
equiparables. Su uso como insulina basal tiene varias limitaciones; una de ellas es su
perfil de accidén, ya que mezcla elementos de insulina basal y prandial, obligando al
paciente a cubrir el periodo de maxima acciéon con comidas a horarios fijos y creando
problemas en el control glicémico nocturno; la otra limitacién es debida a que es una
inyeccion vespertina que tiene su maximo efecto en las primeras horas de la
madrugada, siendo causa frecuente de hipoglicemia nocturna[21].

e Andlogos de insulina

Son insulinas de alta homologia con la humana. Sin embargo, son modificadas en su
estructura aminoacidica para variar la farmacocinética. Pertenecen a este grupo las
insulinas ultrarrapidas (Lispro, Aspart y Glulisina) y las insulinas de accién prolongada
(Glargina y Detemir)[26].

v Andlogos de accién ultrarrapida

Las principales ventajas que aportan los andlogos ultrarrapidos de insulina respecto a
otras es que su efecto hipoglucemiante es mas precoz y por tanto coincide con el
mayor pico glucémico provocado por la ingesta, de modo que controla mas
eficazmente la glucemia postprandial; ademas su duracién de accién es menor, por lo
gue se reduce la incidencia de hipoglucemias postprandiales [23, 25].

Insulina Lispro: es un analogo de la insulina humana obtenida por ingenieria genética
en la que los aminodacidos originales de la insulina en posiciones B28 y B29 de la
cadena B han sido sustituidos por Lisina y Prolina, respectivamente. Este cambio
permite una menor tendencia a la libre asociacidon de la molécula de insulina, y como
resultado, una absorcién mas rapida, un aumento en los niveles séricos maximos y una
menor duracién en comparacion con la insulina regular. Es importante destacar que la
secuencia de aminoacidos reemplazados o cualquier aminodacido sustituido en la
region B26 -30 de la molécula de insulina no afecta el dominio de unién a los
receptores de insulina[27]. Por lo tanto, la afinidad a los receptores de insulina Lispro
es similar al de la insulina regular[25]. La insulina Lispro es sintetizada por una cepa de
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Escherichia coli no patégena, en la que se ha insertado el gen de la insulina Lispro. El
efecto hipoglucemiante de la insulina Lispro se presenta con mayor rapidez y tiene una
menor duracion que el de la insulina regular, cuando ambas se inyectan por via
subcutanea. Esta diferencia se debe a la baja capacidad de agregacidn de la insulina
Lispro en el tejido subcutaneo, lo que hace que retenga su configuracién monomérica
y se tripliqgue la velocidad de absorcidon. Por este motivo, la insulina Lispro
administrada inmediatamente antes de una comida es capaz de mantener la glucosa
sanguinea por debajo de 180 mg/dL en las siguientes dos horas. Ademas, el uso de
insulina lispro se ha asociado con una frecuencia menor de hipoglucemia postprandial
comparada con la insulina regular [25].

Insulina Aspart. Es un homoélogo de la insulina humana de accidn rdpida, se obtiene
por ingenieria genética, utilizando una cepa de Sacharomyces cerevisiae en el que se
ha insertado el gen de la insulina Aspart. Esta insulina sélo se diferencia de la humana
en que el aminodcido Prolina en la posicion 28 de la cadena B, ha sido sustituido por
un Acido Aspartico (Figura 2). Esta sustitucion reduce la tendencia de la molécula de
insulina humana para formar hexdmeros, por lo que se puede absorber mas
rapidamente a partir del lugar de la inyeccién [21, 23, 26].

Insulina Glulisina. Es un analogo de la insulina humana al cual en la posicién 3 de la
cadena B se le ha sustituido la Asparagina por la Lisina y en la posicién 29 la Lisina por
el Acido Glutdmico (Figura 2). Esto disminuye su capacidad para formar agregados
moleculares tras la administracién subcutanea, por tanto, tiene un inicio mas rédpido de
la accidn hipoglucemiante que el de la insulina humana administrada exégenamente. A
diferencia de la insulina regular humana y de otros andlogos de accidn rapida y gracias
a su estructura molecular, la insulina Glulisina presenta una mayor capacidad de
formacién de dimeros estables en solucion. Por este motivo la insulina Glulisina no
requiere Zinc y presenta una rapida absorcidn ya que no es necesario el paso de
disociacion de hexdmeros a monémeros [21, 23, 26].

v Analogos de accién prolongada

Pertenecen a este grupo las insulinas Glargina y Detemir. Este tipo de insulinas tarda
de 2 a 14 horas para llegar a sangre. No tiene pico o tienen un pico muy pequeiio de 10
a 16 horas después de la inyeccion. Se queda en la sangre entre 20 y 24 horas [21, 23].

La Insulina Glargina. Es un analogo sintético de insulina que se obtiene cambiando el
Acido Aspartico de la posicidn 25 por Glicina y afiadiendo dos Argininas en el extremo
C-terminal de la cadena B (Figura 3). La insulina Glargina es soluble a pH 4, pero
precipita a pH neutro del tejido subcutaneo, formando microcristales a partir de los
cuales se libera la insulina lentamente y sin picos. Una ventaja adicional es que
presenta una menor variabilidad en su absorcion, con respecto a insulina NPH [21, 23].

La Insulina Detemir. Es un andlogo soluble de insulina que se obtiene uniendo a la
molécula de insulina acido miristico (Figura 3). Cuando se administra insulina Detemir,
el complejo acido miristico-insulina, se une de forma reversible a la albimina sérica y
del tejido subcutaneo, con lo que su absorcidn se hace mas lenta y se prolonga su
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duracion de accion. La insulina Detemir circula unida a la albumina en mas de un 98% y
solo la parte no unida a la albumina es capaz de unirse a los receptores de insulina.
Tiene un inicio de accién de 1-2 horas, un perfil mas plano que la NPH y una duracion
de accidn de 16-20 horas [21, 23].

Insulin ghalisine
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Figura 2. Estructura aminoacidica de tres analogos de insulina humana de accion
rapida. A) Insulina Glulisina, b) insulina Aspart y c) Insulina Lispro [23].
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Figura. 3. Estructura aminoacidica de dos analogos de insulina humana de accién
prolongada. a) Insulina Glargina e, b) Insulina Detemir [23].
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Respuesta inmune a la insulina exégena

Independientemente de la pureza y origen, las insulinas terapéuticas contindan siendo
inmunogénicas en los seres humanos, por su naturaleza proteinica. Sin embargo, las
respuestas inmunoldgicas severas son muy poco frecuentes y afectan una pequeiia
minoria de los pacientes. Dentro de los factores que pueden favorecer la
susceptibilidad a las respuestas humorales a la insulina exdgena incluyen factores
genéticos, la edad, la presencia de insulina exdgena en altas concentraciones en
sangre, y el sitio de administracion de insulina [24].

2.2.6. Generalidades de la respuesta inmune a la insulina

La generacion de una respuesta inmune primaria por anticuerpos a proteinas extrafas,
inicia con el reconocimiento del antigeno por las Células Presentadoras de Antigeno
(CPA) tales como las células dendriticas[28]. Las células dendriticas se encuentran
distribuidas en todo del organismo, incluyendo todos los sitios de administracién de la
insulina exdgena. El antigeno se procesa en pequefios péptidos dentro de vesiculas
endosémicas. Estos péptidos se unen a moléculas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) clase Il y son transportados a la superficie de las CPA. El
complejo MHC-péptido en la superficie de CPA se une a los linfocitos T por medio del
receptor de células T que reconoce el péptido. Posteriormente se da la unién de B7
(Molécula co-estimuladora) a CD28 en las células T y se llevan a cabo la activacion de
células T y la produccidn de diversas citoquinas; lo que conduce a la proliferacion y la
diferenciacién de las células B para la secrecién de anticuerpos al plasma[24].

2.2.7. Anticuerpos Anti-Insulina

Estudios previos han logrado determinar dos tipos diferentes de anticuerpos anti-
insulina; los autoanticuerpos y los anticuerpos anti-insulina que parecen estar
dirigidos contra diferentes epitopes de la molécula de la insulina. Los autoanticuerpos
insulinicos reconocer epitopes lineales especialmente sobre la cadena 3 de la insulina,
mientras que los anticuerpos anti-insulina reconocen epitopes conformacionales[29].
Ademas, los autoanticuerpos son mas especie-especificos que los anticuerpos anti-
insulina[30].

e |sotipos de Anticuerpos Anti-Insulina

Los Anticuerpos Anti-Insulina (AAI) estdn representados en todas las clases de
inmunoglobulinas y entre las subclases las IgG han sido reportadas principalmente la
IgG1 seguido por la IgG3 y en menor concentracidn 1gG2 e 1gG4 [31-33]. Los AAl clase
IgM han sido detectados durante el tratamiento temprano con insulina [34, 35].
Mientras la IgA ha sido asociada con reacciones alérgicas en los pacientes con
diabetes. La mayoria de los informes sobre reacciones alérgicas implican IgE sola o en
combinacion con I1gG [36, 37]. Sin embargo, la presencia de IgE no siempre ha estado
correlacionada con pacientes que presentan reacciones alérgicas y pacientes con IgE
no siempre han mostrado reacciones alérgicas [38]. Por otro lado los anticuerpos IgG
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se han asociado con casos graves de resistencia a la insulina [39], ademas de que
anticuerpos contra la insulina tanto subcutanea como inhalada en su mayoria son de
esta clase [40].

¢ Afinidad de los anticuerpos anti-insulina

La afinidad de los anticuerpos anti-insulina ha sido evaluada por medio del ensayo de
unién por radioligando y graficado los resultado por analisis de Scatchard [41, 42],
encontrandose una amplia gama de afinidades, debido a que dichos anticuerpos
reconocen diferentes epitopes en la molécula de insulina [30]. La determinacién de la
afinidad de los anticuerpos anti-insulina y su capacidad de unién por ensayo de
radioligando, ha dado como resultado dos clases de anticuerpos, una de anticuerpos
de alta afinidad y la otra de baja afinidad. Las constantes de afinidad para cada una de
estas poblaciones es de 1.9X10-10 M para la poblacién de anticuerpos de alta afinidad
y para la poblacién de anticuerpos de baja afinidad de 1.6X10-6 M [43].

e Maedicion de anticuerpos anti-insulina

Las dos técnicas mas utilizadas para la cuantificacion de anticuerpos anti-insulina, son
el ensayo de unidn por radioligando y la técnica de ELISA indirecta. En el ensayo de
unién por radioligando, los complejos inmunes (anticuerpos anti-insulina unidos a la
molécula de insulina) se precipitan por la adicién de inmunoglobulina anti- 1gG
humana, mas la proteina A / G sefarosa y polietilenglicol. Los sedimentos de complejos
inmunes se separan por filtracién o centrifugacidn, se lavan para eliminar la insulina
radiomarcada no unida, y se miden en un contador de centelleo. El promedio de la
union inespecifica se cuantifica por Cuentas Por Minuto (cpm) y se resta del total unido
para determinar la unidn especifica. Las cuentas por minuto, producto de la unidn
especifica se convierten en nanogramos de anticuerpos anti-insulina, sobre la base de
la actividad especifica de la insulina marcada. Los datos se pueden expresar como
capacidad de unién en nanogramos de insulina por mililitro de suero [24].

Por otro lado, la prueba de ELISA para la cuantificacién de anticuerpos anti-insulina
consiste en la adsorcidn de la insulina a la placa de ELISA con la adicion posterior de los
sueros a evaluar. Los anticuerpos especificos anti-insulina en el suero problema se
unen a la insulina adsorbida a cada pozo de la placa, y el anticuerpo restante se elimina
por lavado. Luego una inmunoglobulina anti-lgG humana marcada enzimdaticamente
(con peroxidasa o fosfatasa alcalina) se agrega y se une al anticuerpo anti-insulina.
Posteriormente el sustrato para cada enzima se afiade al pozo, y el producto coloreado
qgue se forma se cuantifica por la medicién de absorcion de luz. La cantidad de
producto coloreado aumenta con la cantidad de anticuerpo anti-insulina presente en
la muestra problema. Los datos de las pruebas ELISA se expresan como los titulos de
anticuerpo, correspondiente a la minima concentracidn de anticuerpo capaz de
reconocer una concentracidon establecida de antigeno o los titulos que producen el
50% del maximo de la sefial[24].

e Deteccion de complejos formados por anticuerpos anti-insulina e insulina.
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Los complejos inmunes se precipitan por la adicion de inmunoglobulina anti-humana y
la proteina A conjugada con sefarosa, polietilenglicol, o de otros factores precipitantes.
Los sedimentos de complejos inmunes se separan por filtracién o centrifugaciéon y se
lavan para eliminar la insulina no unida. También se puede utilizar la cromatografia de
exclusién por tamaio [24].

Usando métodos de ultracentrifugacidon para analizar la naturaleza de los complejos
inmunes (anticuerpos anti-insulina unidos a la molécula de insulina), se determiné que
la insulina puede formar mondmeros y dimeros unidos a la molécula de insulina. Los
dimeros se componen de dos moléculas de IgG unidas a una o dos moléculas de
insulina [44]. Dos epitopes diferentes de la insulina son reconocidos (molécula
bivalente) y actian formando un puente entre dos moléculas de IgG; pero sin formar
grandes complejos inmunes. Se sabe que los complejos inmunes pequefios no activan
el complemento y son eliminados facilmente de circulacién [45].

2.3. Técnicas de inmunodeteccion de anticuerpos anti-insulina

Dos son las técnicas de inmunodeteccién cominmente utilizadas para la deteccién de
anticuerpos anti-insulina. La primera es la técnica de ELISA y la segunda el
radioinmunoensayo. Para la determinacion de la afinidad se usa el
Radioinmunoensayo y para la cuantificacién se usa la técnica de ELISA [46].

2.3.1. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

La técnica de ELISA, consiste en la deteccidn de un antigeno inmovilizado sobre la fase
sélida, mediante anticuerpos marcados que directa o indirectamente producen una
reaccion cuyo producto, por ejemplo un colorante, puede ser medido por
espectrometria [46].

e Procedimiento para realizar un ELISA

La primera fase de un ensayo de ELISA, es la unién del antigeno o del anticuerpo a los
pozos de la placa. Esta unién se realiza con facilidad a placas de poliestireno
guimicamente tratadas, para que su contenido de oxigeno sea mayor y de esta manera
generar una placa de ELISA capaz de formar un mayor numero de interacciones
débiles con los grupos hidrofilicos de ciertos aminoacidos de las proteinas. Las placas
de poliestireno no tratadas contienen aproximadamente 0,5% atomos de oxigeno,
mientras que el contenido de las placas tratadas contienen 2.5% de oxigeno[47].

En el caso del antigeno unido a la placa, puede ser detectado por un anticuerpo anti-
antigeno marcado enzimaticamente (ELISA directo) o empleando un anticuerpo
primario (ELISA indirecto) que va ser detectado con un Anticuerpo (Ac) secundario
anti-inmunoglobulina G (lIgG) marcado enzimdaticamente y de la especie del Ac
primario. Por ultimo el inmunoensayo se revela, con la solucién de sustrato



Estado del Arte |29

enzimdatico. Se deja reaccionar, posteriormente se detiene la reaccion y se lee por
densidad 6ptica mediante espectrofotometria [46, 48].

e C(Clases de ELISA

En la actualidad existen muchas variedades de la técnica de ELISA permitiendo
modificar y mejorar la sensibilidad de la prueba. Dentro de las técnicas de ELISA mas
conocidas y usadas, se encuentran el ELISA directo, indirecto, de captura y el ELISA
competitivo [48, 49].

ELISA directo. En esta clase de ELISA, el anticuerpo primario esta enzimaticamente
marcado. Para el ELISA directo, se fijan los antigenos a un soporte solido insoluble y se
incuban 1 hora a 37C o toda la noche a 4C, posteriormente se debe lavar para eliminar
los antigenos fijados deficientemente o no fijados, se bloquean los sitios inespecificos,
con proteinas no relacionadas como albumina o leche descremada. Posteriormente, se
adicionan los anticuerpos conjugados enzimaticamente. Se lava para eliminar los
anticuerpos marcados que no hayan reaccionado. Por ultimo, se adicionara un
substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima marcadora. Se debe detener la
reaccion enzimdtica a un tiempo estandarizado para evitar reacciones inespecificas y
ruido de fondo de la técnica, posteriormente se hace lectura colorimétrica del
producto final coloreado, por densidad 6ptica mediante espectrofotometria [48, 49].

ELISA Indirecto. En el ELISA indirecto, se utilizan dos tipos de anticuerpos, el
anticuerpo primario y el anticuerpo secundario que en este caso, estard marcado
enzimaticamente para evidenciar la unidn antigeno-anticuerpo. Se debe fijar al soporte
sélido e insoluble los antigenos especificos para los anticuerpos objeto de estudio.
Posteriormente, se lava para eliminar los antigenos fijados deficientemente o no
fijados. Se bloguea con leche descremada o albumina. Luego, se adiciona el suero
problema, de tal forma que sus anticuerpos reaccionaran especificamente con los
antigenos fijados al soporte. Se lava para eliminar los anticuerpos que no hayan
reaccionado y poder adicionar el anticuerpo secundario, se volverd a lavar para
eliminar los anti-anticuerpos marcados que no hayan reaccionado. Por ultimo se
adiciona el substrato enzimatico sobre el que sea capaz de actuar la enzima
marcadora. Se puede detener o no la reaccién y se hace la lectura colorimétrica del
producto final coloreado [48, 49].

ELISA de captura. Este tipo de ELISA permite detectar complejos proteinicos , gracias a
la utilizacion de un anticuerpo de captura, dirigido contra una de las proteinas
involucradas en el complejo, ademas se utiliza un anticuerpo primario dirigido contra
una proteina diferente a la reconocida por el anticuerpo de captura, de esta manera se
pueden detectar interacciones o asociaciones de proteinas con la utilizacion de un
anticuerpo secundario, marcado enzimaticamente, por Uultimo se adicionard el
substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima marcadora, se detiene la reaccién
y se hace la lectura colorimétrica [48, 49].
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2.3.2. Radioinmunoensayo

El radioinmunoanalisis es una técnica de inmunodeteccion cominmente usada en la
deteccion de anticuerpos anti-insulina [50, 51]. Para determinar la cantidad de
anticuerpo anti-insulina presente en la muestra se debe utilizar una concentracién de
insulina conocida. Ademas de la insulina sin marcar (antigeno frio), se debe afiadir una
cantidad constante y conocida de insulina radiomarcada (antigeno marcado). Los
antigenos marcados se forman sustituyendo algunos de los atomos normales del
antigeno por los correspondientes isétopos radiactivos (H3=tritio, P32), o
introduciendo radioisétopos extrafos en la molécula (yodo=1125 unido a un residuo de
TYR). Los dos tipos de antigenos, frio y marcado, van a competir, en igualdad de
condiciones, por unirse con el anticuerpo disponible. Las concentraciones del antigeno
marcado y sin marcar se conocen, la Unica variable del sistema es la concentracién del
anticuerpo (muestra problema) [50, 51].

2.4. Produccion de suero policlonal

El objetivo principal en la produccion de anticuerpos es obtener sueros con titulos
altos y de alta afinidad, de una manera compatible con el bienestar de los animales
inoculados[52]. Como primer paso en la produccién de suero policlonal, se debe tener
en cuenta la eleccion de la especie animal que se utilizard para la inmunizacién,
dentro de las especies mds usadas se encuentra la gallina, la cabra, el cerdo, el ratén,
el caballo y el conejo. Otro paso fundamental, es el disefio del esquema inmunizacién,
el cual requiere decisiones respecto a los lugares anatémicos de la inoculacién, la
frecuencia de cada inyeccion, el tipo y la cantidad de adyuvante [53].

2.4.1. El conejo para la produccion de anticuerpos

El conejo es la especie mas utilizada para la produccién de anticuerpos policlonales,
debido a su comodo tamafio y facilidad para manipular y sangrar. Se utilizan conejos
de un peso entre 2.5-3.0 Kg, de 10-16 semanas de vida, cuando sus niveles séricos de
IgG materna no son detectables y su sistema inmune estd maduro. Se prefieren
conejos hembras porque son mas dodciles y faciles de manipular. Otro punto a favor
para escoger el conejo en la produccién de anticuerpos, es su capacidad para producir
un volumen suficiente de suero con un titulo alto y de gran afinidad [53]. En cuanto al
numero de animales requerido por antigeno para la produccién de anticuerpos
policlonales, el principio de uso de individuos en un modelo bioldgico con este fin debe
basarse en el principio de las tres “R” —refinamiento, reduccién y reemplazo- es decir
el menor uso de individuos posible. Acorde con lo anterior la Florida State University
en su “Polyclonal Antibody Production Protocol”, sugiere el uso de 2 a 3 animales, ya
gue debido a la variabilidad de la respuesta de cada individuo frente al mismo
antigeno, no se puede garantizar la produccion de anticuerpos con el uso de uno, pero
hace claridad en cuanto a que si con el primer animal inmunizado se logra la
produccién de anticuerpos y el volumen de suero extraido es suficiente no se requiere
el uso de un segundo y tercer animal, favoreciendo de esta manera un uso racional de
los animales de experimentacion [54].
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2.4.2. Inmunizacion

La inmunizacion requiere tener en cuenta el tamano, estructura y estado del antigeno
en el momento de ser presentado al sistema inmune, ya cualquiera de estas variables
afectara la cantidad y calidad de los anticuerpos producidos. En cuanto al tamafio,
polipéptidos menores a 10 kDa, requieren ser conjugados con una proteina de gran
potencial inmunogénico para convertirse en un buen inmundgeno. Esto es importante,
cuando el péptido de interés es corto, entre 15-20 [55]. En el caso de la insulina, cuya
masa molecular es de aproximadamente de 6000 daltons, se requiere el uso de un
adyuvante, que cumpla con la funcidén transportadora y permita su presentacion de
manera progresiva y apropiada, logrando mantener la respuesta inmune humoral en la
animal inmunizado. La eficiencia de este proceso varia con los factores del huésped, la
ruta de administracion, el adyuvante y la naturaleza intrinseca del antigeno [55].

¢ Inyeccion subcutdnea

La inyeccion subcutanea es la forma mas usada para la inmunizaciéon de animales en la
produccién de sueros policlonales, la inyeccidon contiene el antigeno y el adyuvante,
por lo que es rapidamente transportado de los conductos linfaticos a los nodos
linfatico [55].

2.4.3. Dosis del antigeno

Dos criterios son importantes para tener en cuenta en el momento de escoger la dosis
apropiada del antigeno. Primero, la dosis usada debe ser minima y asi lograr una
buena respuesta inmune que permita estimular la produccidn de anticuerpos. Para
conejos, la dosis minima que es capaz de inducir respuesta inmune se encuentra entre
10 pg y 100 pg [55]. El segundo criterio es la cantidad de sitios de aplicacién y el
volumen inoculado, el cual no debe exceder 1 mL [55].

En cuanto la cantidad de antigeno: a) Para la primera inmunizaciéon se requieren
cantidades no muy bajas de antigeno (picogramos), ya que el uso cantidades minimas
no favorecen el desarrollo de la memoria inmunolégica y por lo contrario induce
tolerancia al antigeno, b) Las cantidades adecuadas para administracién de los
refuerzos deben favorecer la seleccién clonal de linfocitos B antigeno especificos
(inducidos por la primera dosis), ya que si son cantidades muy bajas no lograran
favorecer dicha seleccién. Sin embargo, cantidades no muy altas de antigeno son
necesarias para la inmunizacién de refuerzo ya que pueden ayudar a elevar la afinidad
de los anticuerpos producidos [55].

2.4.4. Adyuvante

Los adyuvantes son compuestos que inyectados junto al antigeno mejoran la respuesta
inmune humoral y mediada por células. Los pequefios polipéptidos (menores de 10
kDa) y antigenos no proteinicos, deben ser conjugados con una molécula
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transportadora y mas inmunogénica para convertirse en buenos inmundgenos, esta
molécula es el adyuvante [55].

e Adyuvante de Freund

El Adyuvante de Freund es el mas utilizado para la produccidn de anticuerpos, debido a
que aumenta mads eficientemente la exposicion del antigeno al sistema inmune,
prolongando la produccién de sueros policlonales. Estd compuesto por una emulsidn
de agua en aceite, preparada en aceites no metabolizables. Si el adyuvante contiene
lipidos de Mycobacterium tuberculosis es llamado Adyuvante Completo de Freund y si
por lo contrario no posee estos lipidos, se conoce como Adyuvante Incompleto de
Freund [55].

Adyuvante de Freund Completo: El Adyuvante Completo de Freund (ACF) se utiliza
frecuentemente para la primera inmunizacion del animal, ya que su composicion;
aceite mineral (agente tensioactivo) y particulas de micobacterias inactivadas (M.
tuberculosis o M. butyricum), favorece la respuesta inmunolégica al antigeno. La
produccién de anticuerpos es favorecida principalmente por el efecto deposito, que se
basa en la encapsulaciéon del antigeno dentro de la solucién de aceite mineral
(dificilmente metabolizable), lo que permite una liberacidn lenta y constante de este.
Por otro lado, favorece la migracidn de células como macrdéfagos y dendriticas al sitio
de la inmunizacion debido a la presencia de micobacterias inactivas. Estas
caracteristicas lo convierten en uno de los adyuvantes mas eficaces [55].

Aunque ACF es un adyuvante muy eficaz para la produccién de anticuerpos, su uso se
asocia con el desarrollo de una respuesta inflamatoria exacerbada en el sitio de
inyeccidn, la cual puede ser dolorosa y grave, incluso puede resultar en la formacién de
granulomas, abscesos y/o necrosis del tejido. Los adyuvantes que contienen
componentes de las micobacterias, sélo deben utilizarse para la primera inmunizacién
y una sola vez por animal, debido a que en una segunda inmunizacién induciria una
reaccion de hipersensibilidad favoreciendo la liberacién de histamina y otros
mediadores de los baséfilos y mastocitos [55].

Adyuvante de Freund Incompleto: El Adyuvante Incompleto de Freund (AIF) se
compone del mismo aceite y agente tensioactivo del ACF, pero no contiene particulas
inactivadas de micobacterias. Generalmente es utilizado para reforzar la inmunizacién
en los animales que recibieron previamente una inyeccién de antigeno con ACF. Tiene
propiedades adyuvantes que favorecen la inmunidad humoral sin inmunidad mediada
por células, pero se considera generalmente que es menos potente que la ACF. AIF con
menor frecuencia causa abscesos y formaciéon de granulomas y son generalmente
menos severas que las ocasionadas por el uso de la AIF [55].

Los antigenos administrados con AIF son capaces de estimular y mantener la respuesta
inmune humoral inducida después de la primera inmunizaciéon, también permite
mejorar la especificidad de los anticuerpos. Por otro lado al carecer de micobacterias,
minimiza los efectos secundarios. Por esta razon, el AIF se utiliza para reforzar la
inmunizacion [55].
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3. Materiales y métodos

3.1. Reactivos biolégicos

En la inmunizacion de los consejos y deteccion de Anticuerpos Anti-Insulina (AAl) se
utilizaron tres Insulinas Exégenas (IE) terapéuticas; dos insulinas humanas de origen
recombinante: NPH (Novo nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca) y Regular (Novo nordisk,
Bagsvaerd, Dinamarca), y un andlogo de insulina: Glargina (Sanofi-Aventis, Frankfurt,
Alemania). También se usé Insulina Humana Recombinante No Terapéutica (IHNT)
como ingrediente farmacéutico activo sin formular (Sigma® San Luis EEUU). Las tres
distintas formulaciones de IE terapéutica fueron seleccionadas como blanco de
estudio, por estar incluidas en el Plan Obligatorio de Salud (POS) en Colombia [56] vy
representar cada una de las categorias de la clasificacion segun su farmacocinética
[23]. Las inmunizaciones de los conejos se hicieron formulando cada IE con adyuvante
completo e incompleto de Freund (Sigma® San Luis EEUU). Para la deteccién de
Anticuerpos Anti-Insulina, se utilizé anti-lgG de conejo y humana acoplada a
peroxidasa (Invitrogen® Camarillo EEUU) y para la evaluacion de los isotipos IgG se
utilizé anti-IgG 1,2,3 y 4 humana acoplada a peroxidasa (Invitrogen® Camarillo EEUU).

3.2. Inmunizacion de conejos

Teniendo en cuenta que la uUnica finalidad de la inmunizaciéon de los conejos Nueva
Zelanda fue la produccidn de anticuerpos policlonales anti-IE para su uso como suero
control positivo de la presencia de AAl y como anticuerpo de captura (ELISA sandwich)
en la deteccién de complejos inmunes (AAI-IE) -y no como un modelo animal de la
evaluacidn del perfil inmunogénico humoral de las insulinas monitoreadas, se requirid
solo la inmunizacién de cuatro conejos hembras de raza Nueva Zelanda, entre 75-90
dias de edad, cada una con una IE diferente (Regular, NPH, Glargina e IHNT). El
esquema de inmunizacién contemplé seis inmunizaciones: 1050 ug de cada insulina
para la primera y 1750 ug para las cinco siguientes las cuales se aplicaron con un
intervalo de quince dias entre cada una. Para cada inmunizacion se realizaron dos
inoculaciones, una subcutanea, en la region superior del cuello (Figura 4 A-B) y la otra,
intramuscular en la region inguinal. La primera inmunizacion se realizé con 300 uL de
adyuvante completo de Freund [57] y las siguientes con 500 pL de adyuvante
incompleto [57].

.

Figura 4. Inmunizacién y sangria de conejos Nueva Zelanda. A) Inyeccidn subcutdnea
de insulina y adyuvante de Freund, B) ubicacidn del inoculo después su aplicacion y C)
ubicacién de la vena marginal de la oreja.
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3.3. Obtencion, extraccion y almacenamiento de sueros control y
sueros evaluados.

Teniendo en cuenta la recomendacion otorgada por la FDA (del inglés, “Food and Drug
Administration”), la cual plantea que, para la estandarizacion de un técnica de
inmunodeteccidn que permita valorar la respuesta inmune humoral frente a proteinas
terapéuticas, se pueden utilizar anticuerpos policlonales generados en animales
sometidos a esquemas de inmunizacién o sueros humanos que posean anticuerpos
detectables para su uso como sueros control [58], en este estudio, se emplearon como
controles positivos para AAl los sueros de los conejos inmunizados individualmente
con cada insulina y el suero de un voluntario diabético tipo 1. Este ultimo se seleccion6
teniendo en cuenta que su historia clinica reportaba haber sido tratado con las tres
insulinas monitoreadas y que en ensayos piloto su suero, tuvo reconocimientos altos
(evidenciados en las densidades opticas superiores al punto de corte para cada
formulacidn) por las insulinas evaluadas.

En cuanto a los sueros obtenidos de los conejos inmunizados, con el dnimo de hacer
seguimiento a la efectividad del esquema de inmunizaciéon y por ende establecer la
cinética de produccién de AAI, se colectaron 3-5 mL de muestra de sangre de la vena
marginal de la oreja (Figura 4 C) antes de la primera inmunizacion (pre-inmune) y
qguincenalmente después de la tercera, cuarta, quinta y sexta inmunizacidon. Al dia 90,
los conejos fueron exanguinados por la vena marginal de la oreja, previa sedacién con
paraformaldehido, con el objeto de obtener el suero hiperinmune anti-insulina.

Por otro lado, los voluntarios diabéticos con terapia insulinica se contactaron gracias a
la colaboracion de la Dra Luisa Fernanda Bohérquez (Médica Diabetdloga) y del Dr
Jorge Arturo Santa (Grupo de promocién y prevencion del Departamento de Sanidad
de la Policia Nacional). Tres fueron los criterios de inclusién empleados: 1)
Voluntarios con diagnéstico de diabetes tipo 2 segln criterios de la asociaciéon
Americana de la Diabetes (ADA), 2) Voluntarios mayores de 18 anos y 3) Voluntarios
bajo tratamiento con las insulinas Regular-NPH, NPH o Glargina. El uUnico criterio de
exclusion utilizado fue el de padecer enfermedades del sistema endocrino e
inmunoldgico descritas en su historia clinica. Los criterios de inclusién se establecieron
con la unica finalidad de seleccionar voluntarios diabéticos que permitieran evaluar la
técnica de ELISA indirecta (deteccion de AAIl) y ELISA de captura (deteccion de
complejos AAI-IE) estandarizadas durante el desarrollo de este trabajo. El estudio en
humanos se realizé en dos fases: i) una primera fase contempld la toma de dos
muestras de sangre, la primera en ayunas para la evaluacion de glicemia preprandial,
hemoglobina glicosilada e inmunodeteccién de AAl libres y la siguiente dos horas
después de la ingesta para la evaluacién de glicemia postprandial y también Ia
probable inmunodeteccion de AAl libres, y ii) la segunda fase contempld la toma de
cuatro muestras de sangre, la primera se realizé 5 minutos antes de la administracion
de la insulina y las siguientes a los 30, 60 y 120 minutos después de la misma, con el
objetivo de detectar los probables Complejos Inmunes (Cl) formados por anticuerpos
anti-insulina e insulina, y correlacionarlos con glicemia e insulinemia.
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Como voluntarios controles negativo, se emplearon muestras de diez voluntarios cuya
historia clinica no reportaba diabetes, inmunosupresion o endocrinopatias. Cada uno
de los voluntarios (normoglicémicos e hiperglicémicos) tuvo conocimiento verbal y
escrito del procedimiento de toma y destinacién de sus muestras (contemplados en la
normativa ética correspondiente).

Las muestras se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 min para posterior recuperacion
del suero, el cual se dispensd en tubos de 1.5 mL estériles (Eppendorf) y fue
almacenado a — 20 °C hasta su empleo.

3.4. Depuracion del anticuerpo anti-insulina exégena

Para su uso como anticuerpo de captura, a cada alicuota de suero policlonal anti-
insulina exdgena derivado de conejo se le adiciond solucidn tampdn Acetato de Sodio
60 mM pH 4.0 al doble de su volumen y se le ajustd el pH a 4,6 con NaOH 1N. Para la
precipitacién, a cada 10 mL de suero se le adiciond lentamente 0,7 mL de Acido
Caprilico, siempre en agitacion. Luego de la agitacién durante una hora, se centrifugd
durante 10 minutos a 10000 r.p.m y se filtré a gravedad con papel filtro (Whatman ©),
para posteriormente centrifugarse 20 minutos a 15000 r.p.m y ajustar el pH a 7.

Siguiendo con el proceso de depuracién, para la precipitacién con sulfato de amonio
[(NH4)2504)] se tomd la muestra tratada con Acido Caprilico (CgHi60,) pH 7,
previamente incubada a -70 durante 20 minutos y se le adicioné lentamente sulfato de
amonio hasta llegar al 40% de saturacidn, se dejd en agitacion a 4C en hielo durante 1
hora y a 4C sin agitacién durante toda la noche. Posteriormente, se centrifugd 20
minutos a 13000 rpm a 4C, se descarté el sobrenadante y se lavé el precipitado cuatro
veces con sulfato de amonio frio al 40%. El precipitado se resuspendié en solucion
salina estéril hasta disolver en el menor volumen posible.

| Depuracién del anticuerpo anti-IE |

| Precipitacion con Acido Caprilico (AC) | | Precipitacion con Sulfato de Amonio (SA) |

| Suera anti-lE derivado de conejo

| Muestra previamente tratada con ACpH 7 l

Adicién de solucién tampén Seincubaa 70° durante 20 minutos |

Acetato de Sodio 680 mM pH 4.0

Se adiciond lentamente SA hasta el 40%

Se ajusta el pH a 4.6 de saturacidn
Adician de AC | Agitacion constante a 4°C durante 1 hora |

(0, 7mL para cada 10 mLde Suero)

Centrifugacion durante 20

| Agitacion constante durante una hora | minutos a 13000 rpm ad4"C

El precipitado se lavd cuatro veces

| Centrifugacion durante 10 min a 20000 r.p.m |
con 5A frio al 40%.

| Filtracidn a gravedad con papel filtro

El precipitado se

Seajusta pHa7 resuspendlé en solucidn

Figura 5. Esquema del proceso de depuracidn del suero anti-IE derivado de conejo.
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3.5. Cuantificacion de proteinas (1gG) después de la depuracion

En la determinacion de la concentraciéon de proteina presente en las muestras de
suero anti-IE de conejos después del proceso de depuracién de con Sulfato de Amonio
y Acido Caprilico, se usé el método del 4cido bicinconinico (BCA) (Pierce, BCA™ Protein
Assay Kit). Como curva estandar se emplearon diluciones seriadas de Albumina Sérica
Bovina. Brevemente, 25 uL de cada muestra se incubé con 200 plL de solucién de
trabajo y se incubd a 37°C durante 30 minutos y se midié a 562 nm en un lector de
placas Tecan GENios Microplate Reader (Tecan, Austria). Cada ensayo se realizé por
duplicado.

3.6. Evaluacion de los niveles séricos de glicemia, insulinemia y
proteinas totales.

La valoracion de parametros bioquimicos en las muestras séricas de los conejos se
realizé con el fin de monitorear el status de cada conejo durante el esquema de
inmunizacién, como un control de calidad experimental. El analisis de los niveles
séricos de glucosa y proteinas totales de las muestras de los conejos fue realizado en el
Laboratorio Clinico Veterinario de la Universidad Nacional de Colombia. La
determinacién de glucosa de las muestras séricas humanas se realizé en el laboratorio
de la Clinica Nuestra Sefora del Rosario por medio del método enzimatico Glucose
GOD FS (DiaSys Diagnostic Systems®, Holzheim Germany), mientras que los niveles
séricos de insulina se evaluaron en el Laboratorio Clinico Médico Colcan utilizando la
técnica de inmunoquimioluminicencia (LIAISON®insulin, Saluggia,/taly). El porcentaje
de Hemoglobina glicosilada (%HbA1C) se evalud utilizando la prueba cuantitativa
A1CNow" (Bayer HealthCare ®, EEUU).

3.7. ELISA indirecta.

La inmunodeteccién de AAI se realizé incubando la microplaca de 96 pozos (Maxisorp®
Nunc) con 50 pL de cada una de las formulaciones comerciales de IE en solucidon
carbonato-bicarbonato 10 mM, pH 9,6 a 4°C por 16 horas; se lavd tres veces con
solucién fosfato salino (PBS) mas Tween 20al 5% (PBS-T). Como agente bloqueador se
uso leche descremada al 5% y 7% para la deteccion de AAl en muestras séricas de
conejos y humanos, respectivamente, y se incubd una hora a 37C. Seguido a esto se
realizaron tres lavados. Posteriormente, se incubd a 37 °C por una hora con 100 L del
suero a evaluar, finalizando con tres lavados adicionales. Luego se incubé con 100 uL
de anticuerpo anti-lgG conjugado con Peroxidasa (Invitrogen®) a una dilucion 1:5000 y
1/20000 en PBS-T a 37 °C por una hora, para sueros de conejos y humanos
respectivamente, se lavd para retirar el exceso de reactivo y luego se adiciond el
sustrato 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina (TMB)(Invitrogen®) en proporcién 1:1 por pozo.
La reaccion se detuvo pasados 15 min, con 50 pL de HCl 1N. La microplaca fue leida a
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450 nm en un lector de placas TRIAD Series Multimode Detector (DYNEX Technologies.
Cada ensayo se realizé por duplicado.

Para la determinacion de la concentracién oéptima de IE a usar en el ELISA, la
microplaca se incubd con 8 concentraciones seriadas (10 pg/mL a 0,078 pg/mL) de
cada IE. La prueba para el andlisis de la concentracién éptima de IE a adherir en la
placa, se realizé usando los sueros en los que previo ensayo sus reconocimientos
fueron equiparables. Para el caso de las IE Regular y NPH se usé el suero pos-cuarta
inmunizacién, mientras que para el caso de la IE Glargina el suero post sexta
inmunizacién fue el empleado. En todos los casos los sueros fueron empleados a una
dilucién 1/1000 y 1/10 para conejos y humanos respectivamente.

Con el objetivo de evaluar la produccion de AAl en los conejos, la microplaca de ELISA
se incubd con la concentracion dptima de recubrimiento para cada una de las insulinas
asi, 5 ug/mL para la evaluacion en conejos y 10 ug/mL, para el ensayo en humanos.
Posteriormente, se evaluaron las muestras de suero pre-inmune, pos-tercera, pos-
cuarta, pos-quinta y pos-sexta inmunizacion de cada conejo, en diluciéon 1/1000 y en el
caso de las muestras séricas humanas se us6 1/10 como dilucion.

En la titulacion de los sueros anti-IE de conejos, los pozos de la microplaca se
recubrieron con 5ug /mL de cada IE. Se evaluaron diluciones seriadas de suero anti-IE
de conejo partiendo de 1/500, hasta 1/32000. Por ultimo, se determind el
reconocimiento cruzado de los sueros de los conejos inmunizados, usando 5g/mL de
cada insulina por pozo e incubando con 100 pL de los sueros previamente
seleccionados en dilucién 1 /1000.

Controles. Para evaluar la especificidad de la unidn antigeno-anticuerpo, se
sensibilizaron pozos con Albumina Sérica Bovina (BSA) y se incubaron con el suero
control positivo. En la misma placa se evalud la unién inespecifica del anti-IgG humano,
en presencia de insulina, ausencia de suero positivo para AAl y revelando con anti-IgG
humano.

3.8. ELISA de captura

Para la deteccién de Complejos Inmunes (Cl) constituidos por AAl e IE, la microplaca de
96 pozos se incubd con 50uL de AAI depurados, contenidos en el suero de los conejos
previamente inmunizados (anticuerpo de captura). Los anticuerpos de captura anti-
Insulina Regular y anti-Glargina se diluyeron 1/1200 y el anti-NPH en 1/100 de solucion
carbonato-bicarbonato 0,05 mM, pH 9,6. La incubacion se realizé durante 1 hora a
37°C antes, después una incubacidn a 4°C por 16 horas y para posteriormente lavar
cuatro veces con solucion fosfato salino (PBS) mdas Tween 20 al 5% (PBS-T). Como
agente bloqueador se uso leche descremada al 5% en PBS-T, se incubd una hora a
37°C y se lavé. Los Cl control (formados in vitro) y las muestras séricas a evaluar se
incubaron una hora a 37 °C en una dilucion de 1/100 en PBS y leche descremada al
3%, respectivamente y se lavaron. Posteriormente la placa se incubd con 50 pL de
anticuerpo anti-IgG conjugado con Peroxidasa (Invitrogen®) a una dilucién 1:25000 en
PBS-T a 37 °C por una hora, se lavd para retirar el exceso de reactivo y se adicioné 50
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uL de TMB (Invitrogen®) por pozo. La reaccidn se detuvo pasados 30 min, con 50 pL de
HCL 1IN. La microplaca fue leida a 450 nm en un lector de placas Tecan GENios
Microplate Reader (Tecan, Austria).

Controles. Para evaluar especificidad del ELISA, se realizaron cuatro ensayos: i) se
evalué el sistema inmunodeteccidn en ausencia de anticuerpo de captura,
sensibilizando la placa con BSA, ii) se evalud el reconocimiento del anticuerpo
secundario (anti-IgG humano) por el anticuerpo de captura, en ausencia de la muestra
de suero, iii) se evaluo si el sistema de Inmunodeteccidn reconocia tanto a la molécula
de insulina, como a la del AAI de manera individual (Sin formar complejos) y iv) se
evalud el sistema de captura en ausencia de anti-IgG de humano.

3.9. Formacion in vitro de complejos inmunes AAl-insulina.

Con el fin de establecer un control positivo que permita comprobar que el sistema de
captura estandarizado es capaz de detectar Complejos Inmunes (Cl) constituidos por
AAl e IE, se planted la formacién in vitro de estos. Para lo anterior, se incubé 150 uL de
IgG depurada del suero de un diabético positivo para AAl con 19,2 ulL de insulina (la
formacién de complejos fue independiente para cada insulina analizada). Los
volimenes de IgG e insulina incubados para la formacién de Cl, se establecieron
partiendo de sus molaridades, de tal manera que por cada molécula de IgG, hubiese
dos moléculas de insulina. La incubacion se realizé durante 1 hora a 37°C, antes y
después de la incubacion a 4°C por 16 horas, en agitacion constante. La confirmacién
de la formacion in vitro de Cl se realizd por medio de dos corridos electroforéticos de
geles de poliacrilamida al 12,5 %, tanto en condiciones no denaturantes como
denaturantes y reductoras, y sus respectivos Western blot, para la deteccién de
insulina e 1gG humana.

3.10. Electroforesis en condiciones denaturantes y no denaturantes

En la evaluacién del proceso de purificaciéon de los anticuerpos anti-IE producidos en
conejos y presentes en el suero de un voluntario diabético (suero control), se
realizaron cuatro corridos electroforéticos en gel de poliacrilamida al 12,5 %. En cada
pozo se sembraron 120 ug de anticuerpo antes y después del proceso de purificacion.
Las muestras se corrieron en condiciones no denaturantes y denaturantes y reductoras
(hervidas durante 5 minutos en presencia de B-mercaptoetanol) a 80 V durante
aproximadamente 3 horas. Una réplica del gel corrido en condiciones no denaturantes
y una del gel corrido en condiciones denaturantes y reductoras, se colored con una
solucién que tenia Azul de Coomasie R-250 disuelto en Metanol y Acido Acético
(Merck, Germany), durante 20 minutos y se destifio con metanol al 40%.

Para evidenciar la formacion in vitro de complejos inmunes AAI-IE, se corrieron cuatro
geles de poliacrilamida al 12,5% dos en condiciones no denaturantes y dos en
condiciones denaturantes y reductoras. En cada pozo se colocaron 10 uL de muestra y
3 pL de buffer de carga. Una réplica de los geles no denaturantes y una de los geles
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denaturantes y reductores fueron tefiidos con Azul de Coomasie durante 20 minutos y
destefiidos con metanol al 40 %.

Los corridos electroforéticos se llevaron a cabo en camaras de electroforésis Mini-
Protean (Bio-Rad, CA, USA). Las muestras corridas en condiciones no denaturantes se
mezclaron con tampdn de carga no denaturante (0.5 M Tris-HCI, pH 6.8, Glicerol, 0.5%
(p/v), azul de bromofenol y agua destilada); las muestras corridas en condiciones
denaturantes y reductoras, se mezclaron con tampén Laemli (0.5 M Tris-HCl, pH 6.8
Glicerol, 10% (p/v) SDS, 0.5% (p/v) azul de bromofenol y B-mercaptoetanol) y se
hirvieron durante cinco minutos.

3.11. Western Blot para insulina, IgG de conejo y humana.

Para confirmar la presencia de IgG de conejo y humana en los sueros después del
proceso de depuracion, las réplicas del gel de poliacrilamida al 12,5% corrido en
condiciones no denaturantes y el del gel corrido en condiciones denaturantes vy
reductoras, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Trans-blot Transfer
Medium, Pure Nitrocellulose Membrane, 0.45 mm; Bio-Rad) durante tres horas y
media a 10 V, por medio del sistema de transferencia Trans-Blot SD Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad, CA, USA). Luego de la transferencia las
membranas se bloquearon con leche descremada al 5% en PBS-T, durante una hora a
37°C. Seguidamente, se realizaron cuatro lavados con PBS-T. Posteriormente, las
membranas se incubaron a 37 °C por una hora con anticuerpo anti-IgG de conejo
conjugado con Peroxidasa (Invitrogen® Camarillo EEUU) a una dilucién 1/5000 en leche
al 3% vy PBS-T, se lavaron para retirar el exceso de anticuerpo y se revelaron con una
solucién de Carbazol y Peréxido de hidrogeno como sustrato. Una vez aparecidas las
bandas, las membranas se lavaron, se fotografiaron y se incubaron durante una hora
con anti-lgG humano conjugado con peroxidasa (Invitrogen® Camarillo EEUU) a una
dilucién de 1/10000 en leche al 3% y PBS-T, posteriormente se lavaron para retirar el
exceso de anticuerpo y se revelaron con Carbazol y Perdxido de hidrogeno. Una vez
aparecidas las bandas, las membranas se volvieron a lavar y fotografiar.

Teniendo como finalidad la confirmacién de la presencia de Cl formados in vitro, las
réplicas del gel de poliacrilamida al 12,5%, corrido en condiciones no denaturantes y
del gel corrido en condiciones denaturantes y reductoras, se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Trans-blot Transfer Medium, Pure Nitrocellulose
Membrane, 0.45 mm; Bio-Rad) durante tres horas y media 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
una hora a 37°C. Se lavaron cuatro veces con PBS-T. Posteriormente, se incubaron a 37
°C por una hora con la mezcla de los sueros anti-IE (anti-Insulina Regular, anti-NPH y
anti-Glargina) producido en conejos a una diluciéon 1/100 en leche al 3% y PBS-T, se
lavaron para retirar el exceso de anticuerpo y se incubaron durante una hora con anti-
IgG de conejo conjugado con peroxidasa (Invitrogen® Camarillo EEUU) en una dilucién
de 1/5000 en leche al 3% y PBS-T, se lavaron y se revelaron con Carbazol y Perdxido
de hidrogeno como sustrato. Una vez aparecidas las bandas, las membranas se
volvieron a lavar y se fotografiaron. Continuando con el proceso de confirmacion, las
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membranas se incubaron durante una hora con anti-IgG humano conjugado con
peroxidasa (Invitrogen” Camarillo EEUU) a una dilucién de 1/10000 en leche al 3% y
PBS-T, posteriormente se lavaron para retirar el exceso de anticuerpo y se revelaron
con carbazol y peréxido de hidrogeno. Una vez aparecidas las bandas, las membranas
se volvieron a lavar y fotografiar.

3.12. Deteccion de isotipos IgG

Por medio de la técnica de ELISA indirecta se determinaron los isotipos IgG1, 18G2,
IgG3 e 1gG4 humanos especificos para cada insulina evaluada. Brevemente, la
microplaca de 96 pozos (Maxisorp® Nunc) se incubd con 10ug/mL de cada una de las
formulaciones comerciales de IE. Como agente bloqueador se usé leche descremada
(Colanta®) al 5% incubada una hora a 37C. Posteriormente, se incubd a 37 °C por dos
horas con 50 pL del suero a evaluar en dilucion de 1/10. Luego se incubd con 50 pL
de cada uno de los anticuerpo anti-lgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4 conjugados con Peroxidasa
(Invitrogen®) a una dilucién 1:500 en PBS-T a 37 C por dos horas. Se adicion6 TMB
(Invitrogen®) en proporcién 1:1 por pozo. La reaccién se detuvo pasados 30 min, con
25 pL de HCI IN. La microplaca fue leida a 450 nm en un lector de placas TECAN
Genios. Cada ensayo se realizé por duplicado en dos ocasiones distintas.

Controles. Con el fin de evaluar el reconocimiento de los anticuerpos anti-isotipo 1gG
usados en el ELISA, la placa se incubd con suero humano como fuente de todas las
subclases. También se evalud su especificidad, usando un anticuerpo monoclonal
humano anti-TNF (Embrel®) cuya subclase es 1gG1 y Albumina Sérica Bovina (BSA),
como proteina no relacionada.

3.13. Analisis de datos

Las Densidades Opticas (DO) obtenidas del control negativo de la técnica (Diluyente
sélo, sin suero, expresado como un promedio del duplicado), fueron restadas de las
DO obtenidas de las muestras séricas de pacientes diabéticos y normoglicémicos. Para
determinar el valor de absorbancia a partir del cual se debe considerar sugestivo de
presencia de anticuerpos anti-insulina (punto de corte), se usd el promedio de las DO
obtenidas por los sueros de los voluntarios no diabéticos (controles negativos) frente a
cada formulacién, mas dos Desviaciones Estandar (DE). Para compensar la variabilidad
entre las placas, las Densidades Opticas (DO) de los voluntarios Diabéticos tipo 2 con
terapia insulinica, se normalizaron con el promedio de las DO de los voluntarios no
diabéticos, calculado el indice de Reconocimiento (IR), definido como el cociente de las
DO obtenidas de cada suero evaluado (DOvd) sobre la media de las DO de los sueros
de voluntarios no diabéticos (DOvnd). Donde valores superiores a 1 son sugestivos de
la presencia de AAl y valores menores a 1 son sugestivos de la ausencia de AAI.

R DOvd
" DOvnd
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Los datos se analizaron usando el software estadistico GraphPad. En cuanto a los
obtenidos de las muestras séricas derivadas de los conejos inmunizados (Cinética de
produccidn, titulacion y reactividad cruzada) se tuvo en cuenta que la poblacién
estaba representada por la cantidad de suero obtenido, y de esta forma la muestra la
configuraba cada alicuota que se pudiera extraer de la misma lo cual favorecia que se
cumplieran los supuestos que se establecen para el uso de una prueba paramétrica. La
prueba Anova de una via, se usé para las comparaciones entre grupos experimentales,
seguido de la prueba de Bonferroni para los IRs. Los resultados se consideraran
significativos si P < 0.05. Por otro lado, dado que los grupos experimentales
conformados por los voluntarios humanos no cumplieron con los supuestos para
aplicar una prueba no paramétrica se usd la prueba de Kruskal-Wallis, para las
comparaciones entre grupos experimentales, seguido de un andlisis de comparacién
multiple para los IRs, los niveles de glicemia preprandial, glicemia postrandial y
%HDbA;C. Los resultados se consideraran significativos si P < 0.05.

3.14. Consideraciones éticas

Segun las categorias establecidas en el articulo 11 de la resolucién 008430 de 1993, del
Ministerio de Salud, este trabajo de investigacion se clasificd como investigacion de
riesgo minimo, ya que se emplearon datos obtenidos a través de procedimientos
comunes como examenes de laboratorio y tratamientos rutinarios como la extraccién
de sangre por puncidén 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.
Adicionalmente, en conejos de laboratorio se indujo la formacién de anticuerpos anti-
insulina, siguiendo las pautas estrictas en el cuidado y manipulacion del animal ademas
del adecuado manejo del material de riesgo bioldgico.
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4. Resultados y discusidon

4.1. Produccion y caracterizacion de suero anti-insulina exdgena en
conejo.

Con el objetivo de generar un suero policlonal anti-Insulina exdgena para emplear
como suero control en la estandarizaciéon del ELISA indirecto y como anticuerpo de
captura en la ELISA Sandwich, se inmunizaron cuatro conejos cada uno con una
formulacién de insulina comercial distinta. Para establecer la efectividad del esquema
de inmunizacién usado en los conejos, se evalué por medio del ELISA indirecto, la
presencia de AAl en las muestras de suero tomadas durante el esquema (preinmune,
post-tercera, post-cuarta, post-quinta y post-sexta inmunizacion). Los datos obtenidos
demostraron que la inmunizacidén de los conejos Nueva Zelanda con las insulinas
terapéuticas logré inducir la produccién de AAI a partir de la tercera inmunizacion, lo
cual se evidencio en la obtencion de DO mayores al punto de corte determinado para
cada formulacién (0,112 para la Regular, 0,142 para la NPH y 0,071 para Glargina).
Como se observa en la Figura 6, el reconocimiento de los sueros de los conejos por la
IE, aumentd proporcionalmente con cada inmunizacién, para el caso de la formulacién
Regular (Figura 6 A) y Glargina (Figura 6 C), curiosamente para NPH (Figura 6B) no se
observé el mismo comportamiento y las DO de los sueros pos-quinta y pos-sexta
inmunizacién fueron mas bajos, comparados con los mostrados en la pos-cuarta. Este
resultado puede deberse a diversas razones, tales como la ganancia de tolerancia al
antigeno (IE), un estado de inmunocompromiso del conejo inmunizado, en el cual se
afectaria su capacidad de favorecer la produccion de anticuerpos [59] o a la aparicidon
de antidiotipia, en la donde la producciéon incrementada de AAI, genera anticuerpos
contra su regién variable, limitando la deteccién de aquellos especificos para NPH por
estar posiblemente neutralizados [60]. Es importante recordar que la insulina NPH
viene formulada en una solucion que contiene protamina, una proteina de 49
aminodcidos con una masa molecular de 7kDa [61] y cuya inmunogenicidad es
conocida. La presencia de esta molécula en solucién con la insulina, quizd logre
generar agregados de moléculas exponiendo probablemente nuevos epitopes vy
favoreciendo su inmunogenicidad. La formacién de agregados de moléculas de
insulinas exégena se ha reportado como un factor que favorece su inmunogenicidad
[62].

Para evaluar la importancia de los excipientes de formulacién en la inmunogenicidad
de las insulinas terapéuticas estudiadas, se evaluaron los sueros de dos conejos
inmunizados con IHNT (ingrediente farmacéutico activo). Los resultados evidenciaron
gue el esquema de inmunizacion utilizado en el primer conejo (100ug de insulina en la
primera y 200ug en las 5 siguientes inmunizaciones) no logré favorecer el
reconocimiento del suero por la molécula IHNT, sugiriendo la ausencia de anticuerpos
anti-insulina (Figura 7 A). Debido a este bajo reconocimiento, se decidié modificar el
esquema de inmunizacidon, aumentando la cantidad de insulina inoculada al conejo,
haciendo equiparable esta concentracion a la empleada para cada IE comercial
empleada (1050 pg de cada insulina para la primera y 1750 pg para las 2 siguientes) lo
que favorecid la produccion de anticuerpos anti-insulina detectables en la muestra
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tomada post tercera inmunizacion (Figura 7 B). Es de resaltar que no se pudo seguir
con el esquema de inmunizacién ya que el conejo no sobrevivié a la cuarta
inmunizacién, los signos clinicos evidenciados sugieren un cuadro de hipoglicemia,
caracterizado por baja temperatura, convulsiones (movimientos fuertes y repetitivos),
incapacidad para sostenerse la cabeza y mantener su postura normal y mejoria a la
administracion de dextrosa intravenosa; signos compatibles con los reportados para
humano [63]. Este evento se asocié con la administracién de una dosis mayor de IHNT
y posiblemente con las caracteristicas de un ingrediente farmacéutico puro (libre de
excipientes y sin modificaciones en su estructura) el cual quizd favoreceria una accién
metabdlica mas rdpida, que permite la captacion de glucosa y la disminucién abrupta
de los niveles de glucosa en sangre.
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Figura 6. Produccién de anticuerpos policlonales anti-insulina exégena en conejos
Nueva Zelanda. A) Anti-Regular, B) Anti-Glargina y C) Anti-NPH. Cada barra representa
la media de las DO en un punto tiempo del esquema de inmunizacién. Se presenta un
ensayo representativo, realizado en tres ocasiones por duplicado y la desviacién
estandar para cada barra.
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Figura 7. Produccion de anticuerpos policlonales anti-IHNT. Reconocimiento de los
sueros de los conejos inmunizados con IHNT A) Esquema de inmunizaciéon
administrado al conejo #1 (100ug de insulina en la primera y 200 pg en las 5 siguientes)
y B) Esquema de inmunizacién administrado al conejo #3 (1050 pg de insulina para la
primera y 1750 pg para las 2 siguientes). Cada barra representa el reconocimiento del
suero quince dias post- inmunizacidn. Se presenta un ensayo representativo, realizado
en dos ocasiones por duplicado y la desviaciéon estandar para cada barra. Como
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control positivo se utilizé suero policlonal anti-insulina Regular, previamente
caracterizado en dilucién 1/1000.

4.1.1. Determinacion del titulo de los sueros anti-insulina exégena.

El titulo de un anticuerpo se considera la mayor dilucién del suero capaz de reconocer
su antigeno y se reporta como 1/en la dilucién [64]. Entendiendo el concepto y la
importancia de establecer el titulo de un suero, se evalué el titulo de los sueros anti-IE
derivados de conejo, usando siete diluciones seriadas, partiendo de 1/500, hasta
1/32000. Los resultados obtenidos para dichas diluciones se grafican en la Figura 8.
Para determinar el titulo, se tuvo en cuenta el punto de corte de DO para cada
insulina, como limite para considerar un reconocimiento positivo. La mayor dilucién
capaz de reconocer la IE unida a placa, fue de 1/8000 para anti-Regular y anti-Glargina
(Figura 8 Ay C) y de 1/4000 para anti-NPH (Figura 8 B). Los titulos obtenidos para cada
suero Anti-IE (anti.-Regular, anti-NPH y anti-Glargina) confirman el adecuado esquema
de inmunizacion (Respuesta dosis-dependiente).
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Figura 8. Titulacion de suero de conejo anti-insulina exégena. A) Suero anti-Regular, B)
Suero anti-NPH y C) Suero anti-Glargina. Las graficas muestran la media de las DO
contra las diluciones del suero y la linea de corte para cada suero evaluado. Se
presenta un ensayo representativo, realizado en tres ocasiones por duplicado y la
desviacidn estandar para cada punto.

4.1.2. Reactividad cruzada del suero anti-insulina exégena.

Los ensayos de reactividad cruzada permiten establecer el grado en que diferentes
antigenos, son reconocidos como similares por el sistema inmune, mientras que la
reactividad cruzada es la reaccidn entre un anticuerpo y un antigeno que difiere de
manera parcial del inmundégeno[65]. Entendiendo el alcance de estos ensayos y la
importancia de la reactividad cruzada, se decidié evaluar el reconocimiento cruzado de
los sueros obtenidos de conejo, por medio de la técnica ELISA indirecta, para este fin
se usaron los sueros post-sexta inmunizacion en dilucidon de 1/1000 para el anti-NPH y
de 1/4000 para anti-Regular y anti-Glargina (Diluciones equiparables en sus DO). Como
se observa en la Figura 9, los resultados muestran un reconocimiento preferencial del
suero para el antigeno (IE) con el que fue inmunizado cada conejo; sin embargo, se
evidencid un reconocimiento cruzado, hacia las |IE comerciales diferentes a las
utilizadas en la respectiva inmunizacién. Se esperaba que dada la elevada homologia
entre las secuencias de cada IE comercial, el reconocimiento de los sueros fuera muy
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similar, sin embargo estos resultados demuestran lo sugerido en relacién con que cada
formulacion puede generar perfiles variables de inmunogenicidad [66], por factores
independientes de la proteina terapéutica; algunos asociados al producto [auxiliares
de formulacién, almacenamiento, entre otros vy otros restringidos a la caracteristicas
inmunogeno-fenotipicas del individuo a quien es administrada la proteina
terapéutica[15]. La reactividad cruzada encontrada, asi sea a menor concentracién de
AAIl (dirigida a las formulaciones comerciales de IE distintas a la empleada en la
respectiva inmunizacion), se puede asociar con la homologia en sus secuencias
aminoacidicas y la conservaciéon de algunos epitopes [66].

El reconocimiento cruzado de los diferentes sueros por NPH [anti-Regular (1,045), anti-
Glargina (0,418) y anti-IHNT (0,368)] y la reactividad cruzada del suero anti-NPH por las
otras IE evaluadas [IHNT (1,147), Glargina (1,039) y Regular (0,644)] sugiere un alto
potencial inmunogénico de NPH (Figura 9), posiblemente debido a la presencia de
epitopes conformacionales constituidos por asociaciones entre la protamina vy la
insulina o la presencia de epitopes presentes Unicamente en la protamina. De manera
contraria, la baja reactividad cruzada evidenciada por el suero anti-Glargina respecto a
las demas IE evaluadas [Regular (0,260), NPH (0,419) e IHNT (0,419)] sugiere una
menor inmunogenicidad de la insulina Glargina (Figura 8 C), lo que podria relacionarse
con un menor numero de epitopes inmunogénicos en su estructura [67]. Este ensayo
también evidencid, el reconocimiento cruzado del suero anti-Regular por la IHNT
(0,847) lo que se explica con base en la homologia de sus estructuras primarias (Figura
9 A).

Por otro lado, sorprende que el suero anti-IHNT reconocié en una menor medida a la
insulina Regular (0,928), comparado con el reactividad que presenté frente a su propia
molécula (1,510) (Figura 9 D); es llamativo este menor reconocimiento ya que basado
en la homologia de sus secuencias aminoacidicas, se esperaria un reconocimiento
similar. Dicha reactividad puede estar asociada con la presencia de excipientes
particulares en la formulacidn de la insulina Regular y que estan ausentes en la IHNT,
los cuales tienen como funcién proteger la conformacion estructural de la insulina,
disminuyendo de esta manera el reconocimiento por parte del suero Anti-IHNT de
epitopes que si estan presentes en la IHNT. También pudiera deberse a la formacién
diferencial de agregados, que ha sido reportada en este tipo de productos [68].

Por ultimo es de resaltar que la protamina fue reconocida preferencialmente por el
suero anti-NPH (0,544) y de manera cruzada por los demas sueros [anti-Regular
(0,291), anti-Glargina (0,390) y anti-IHNT (0,515)]. Esta molécula es un péptido
catidnico de 5 kDa, rico en Arginina y muy utilizado como ayudante de formulacién de
la algunas insulinas, como la NPH. Es aislada del esperma de Salmon en donde cumple
funciones similares a las de las histonas [69]. Los datos aqui obtenidos son
compatibles con los asociados al potencial inmunogénico de la protamina, a nivel de
su capacidad de favorecer la produccién de inmunoglobulinas (Ig) del tipo G y E
después de administracion intravenosa de una dosis Unica[70]. Estudios retrospectivos
han demostrado que estas reacciones son mas comunes en los pacientes diabéticos
que reciben inyecciones subcutdneas diarias de preparaciones de insulina con
protamina [71].
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Es importante aclarar que se requieren estudios con unidades experimentales mas
grandes (mayor niumero de conejos por insulina administrada) para poder concluir
sobre los posibles efectos de la respuesta inmune humoral de los conejos en relacién
con el tipo de formulacién de insulina y su respuesta terapéutica. Lo anteriormente
expuesto se desarrolla con la finalidad de analizar los resultados obtenidos.

A)

2.0+ B) 20, .
' | e —
—_—
164 — ™ 1.54
.
o i o i
a 1.0 a 1.0
0.5 0.5+
0.0- Hm Cristalina 0.0-
O,,\'o =8 NPH oek‘e
R Bm Glargina R4
Em Recombinante Humana
@l Protamil
C) 2.0- " rotamina py) g4 : ”
(S S —
1.5+ *x 1.54
L
o i o ]
a 1.0 a 1.0
0.54 0.5
0.0- 0.0
r}'o 5,\9'
Q° <°

Figura 9. Evaluacion del reconocimiento cruzado de los sueros Anti-El de conejos.
Reconocimiento de los sueros anti-IE post-sexta inmunizacién para cada formulacién
de insulina y protamina A) anti-Regular (1/4000) B) anti-NPH (1/1000), C) anti-Glargina
(1/4000) y D) anti-IHNT (1/20). La grafica muestra la media de las DO para cada
molécula contra los sueros post-sexta inmunizacién de cada conejo. Se presenta un
ensayo representativo, realizado en tres ocasiones por duplicado y la desviacién
estdndar para cada barra.

4.1.3. Niveles de Glucosa, insulina y proteinas totales de conejos Nueva Zelanda.

Con el objetivo de evaluar el status de cada conejo durante el esquema de
inmunizacion, se valoraron parametros bioquimicos relacionados con la administracion
de insulina (accion hipoglicemiante) y con la produccion de AAl en las muestras
tomadas durante el esquema de inmunizacion. A cada muestra se le analizaron los
niveles de glucosa, insulina y proteinas totales (Figura 10). Los niveles de glucosa en
suero, sefialaron una disminucién en la muestra tomada post-tercera inmunizacién
para los tres conejos, lo que se asociaria con la apariciéon de AAl en las muestras de
suero (Figura 10 A). Aunque el uso de un solo conejo por insulina administrada en el
esquema de inmunizacidn no permite concluir el posible efecto de los AAI sobre la
accién hipoglicemiante de la insulina, en aras de discutir estos resultados -si se tiene
en cuenta que los conejos empleados en el estudio eran normoglicémicos y que
clinicamente no referian asociacion con diabetes- la aplicacidn de IE, redujo los niveles
de glicemia post-tercera inmunizacion. Sorprendentemente, los niveles de glucosa
retornan a la normalidad en las muestras obtenidas a partir de la cuarta inmunizacién,
lo que posiblemente se relaciona con el aumento en la produccién de AAIl y/o en un
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aumento de la afinidad de éstos (Figura 10 D), permitiendo la neutralizacién de la
insulina, la cual una vez acoplada al AAIl, podria afectar su reconocimiento por el
receptor de insulina, disminuyendo su actividad hipoglicemiante. Una forma de
explicar estos resultados podria basarse en la posible actividad neutralizante de los AAI
libres, los cuales podrian unirse no solo a las moléculas de IE, sino también a moléculas
de insulina enddgena.

Por otra parte, no se encontraron diferencias entre los niveles de proteinas totales
evaluadas en cada punto del esquema de inmunizacién (Figura 10 C) respecto a los
niveles basales obtenidos en cada individuo. Se sugiere valorar los niveles diferenciales
de anticuerpos IgG, a fin de evidenciar si éstos se ven incrementados, o si se sostienen
en rangos similares (de ser asi, se pensaria en el incremento de la afinidad, en la
medida que se aumente la exposicién al inmundgeno).
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Figura 10. Evaluacion de los parametros bioquimicos de conejos Nueva Zelanda
inmunizados con Insulina exdgena. Evaluacién de A) Glicemia, B) Insulinemia, C)

Proteinas totales y D) AAIl. La grafica muestra un Unico valor para cada parametro
evaluado.

4.2. Estandarizacion de la técnica de ELISA Indirecta.

En la estandarizacion del ELISA indirecto para la deteccidn de AAl, se utilizaron como
control positivo (para la presencia de AAl) los sueros anti-IE derivados de conejo. Estos
sueros permitieron evidenciar la adsorcién de la de insulina a la placa y sugerir las
posibles condiciones del ELISA para la deteccidn de AAIl en sueros humanos. Dadas las
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diferencias entre la concentracion de AAIl en los sueros de los conejos inmunizados
(produccion de AAI como efecto deseado) y la concentracion de AAI en sueros de
diabéticos con tratamiento insulinico (Produccién de AAl como efecto no deseado), se
decidié estandarizar las condiciones 6ptimas de la inmunodeteccién (concentracion de
insulina, solucidn de bloqueo y dilucién del conjugado) utilizando muestras séricas de
voluntarios con terapia insulinica.

4.2.1. Concentracion 6ptima de insulina para adsorcion a placa.

Buscando establecer la concentracion 6ptima de insulina para sensibilizar cada pozo,
se realizd una curva de saturacion, utilizando seis diluciones seriadas de cada insulina
(10 a 0.078 pg/mL). Las insulinas fueron detectadas utilizando el suero policlonal anti-
IE derivado de conejo (Figura 11 A-C) y el suero de un voluntario con terapia insulinica
(Figura 11 D-F), con el objetivo de establecer la concentracidn ideal de insulina en la
deteccion de AAl en sueros humanos, ya que se esperaba tener una menor
concentraciéon de AAl en humanos tratados con insulina, respecto al suero de los
conejos inmunizados.

La concentracidon éptima de recubrimiento se define como la concentracidon a una
temperatura, tiempo y amortiguador definido donde el suero estandar o el control
positivo alcanzan el mayor reconocimiento del antigeno y se obtiene el menor
reconocimiento por el suero control negativo y el blanco [72]. De acuerdo con lo
anterior, se establecio el uso de 5 pug/mL de cada formulacién para la deteccidn de AAI
en muestras séricas derivadas de conejos y 10 pg/mL para la deteccidon de AAIl en
muestras séricas humanas (Figura 11).
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Figura 11. Determinacién de la concentracion dptima de insulina a adsorber a placa en
el ELISA indirecta. La concentracién optima de A y D) Regular, By E) Glarginay Cy F)
NPH se determind usando suero anti-IE de conejo y suero humano positivo para AAl,
respectivamente. Las graficas presentan la media de las DO contra las concentraciones
de Insulina. Se muestra un ensayo representativo, realizado en dos ocasiones por
duplicado y la desviacidn estandar para cada punto
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4.2.2. Porcentaje de leche descremada a emplear como solucién de bloqueo.

Las soluciones de bloqueo en el ELISA, tienen como funciéon principal unirse a los sitios
de la placa donde no se adsorbié el antigeno (IE) favoreciendo de esta manera las
uniones Antigeno-Anticuerpo especificas [73]. Entendiendo la importancia de este
paso, se determind el porcentaje de leche descremada a emplear como componente
fundamental de la solucién de bloqueo. Dicha valoracién se realizé mediante la
utilizacion de leche descremada al 5% y 7% en PBS-T. Los resultados evidenciaron que
el porcentaje de leche descremada que permitia observar diferencias claras entre
sueros de cuatro voluntarios diabéticos con tratamiento insulinico y los cuatro
voluntarios normoglicémicos, segun el cdlculo del IR (cociente de las DO obtenidas de
cada suero evaluado sobre la media de las DO de los sueros de voluntarios no
diabéticos) fue de 7% para las tres formulaciones evaluadas (Figura 12 A-C). Lo anterior
en razén a que los IRs obtenidos al usar leche descremada al 7% (Regular 1,7, NPH 2,1
y Glargina 1,3) fueron mayores a los obtenidos al usar leche descremada al 5% (
Regular 1,6, NPH 1,5 y Glargina 1,1). Por lo tanto se establecié el uso de leche
descremada al 7% en la solucién de bloqueo.
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Figura 12. Determinacion de la solucién de bloqueo a emplear en el ELISA indirecto. Se
establecid el porcentaje de leche descremada a usar en la inmunodeteccidon de AAl
para: A) Regular, B) NPH y C) Glargina. Las graficas muestran la media de las
Densidades Opticas (DO) contra el porcentaje de leche descremada usada. Los ensayos
fueron realizados por duplicado y muestran la media para cada grupo.

4.2.3. Dilucion del anticuerpo anti-lgG humana conjugado con peroxidasa.

Para determinar la dilucion éptima de anticuerpo anti-IgG humano como herramienta
fundamental en la inmunodeteccién de AAIl por ELISA, se usé el suero de un voluntario
no diabético y el suero de un voluntario con terapia insulinica y, se analizaron cuatro
diluciones del conjugado (1/5000, 1/10000, 1/15000 y 1/20000). Segun el célculo del IR
(cociente de las DO obtenidas de cada suero evaluado sobre la media de las DO de los
sueros de voluntarios no diabéticos) se establecié a 1/20000, como la mayor dilucidn
del conjugado capaz de evidenciar diferencias entre el voluntario con terapia insulinica
y el voluntario normoglicémico para las tres formulaciones (Figura 13 A-C). En el caso
de las insulinas Regular y Glargina se establecié a 1/20000, como la dilucién éptima de
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conjugado ya que los IRs obtenidos al usar esta dilucidon (Regular 2,3 y Glargina 3,4)
fueron mayores a los obtenidos al usar las demas diluciones y en el caso de la insulina
NPH en donde 1/20000, 1/15000 y 1/10000 tuvieron IRs de 2,5, se escogié a 1/20000
por ser la dilucion mas alta que tuvo un IR de 2,5.

A B) D)

159 : 1.5 22 1.5 19

21

ol I

8 %
20000 15000 10000 5000

0.0- -
20000

15000 10000 5000 ! 20000 15000 100

Figura 13. Determinacién de la dilucion del anticuerpo anti-lgG humano a emplear en
el ELISA indirecto. Se establecié la dilucién del anti-lgG humano a usar en la
inmunodeteccion de AAl para: A) Regular, B) NPH y C) Glargina. Las graficas muestran
la media de las densidades dpticas (DO) contra la dilucién del anti-lgG humano. Los
ensayos fueron realizados por duplicado y muestran la media para cada grupo.

4.2.4. Evaluacidn de la Elisa indirecta para la deteccion de AAI.

Con el fin de evaluar la especificidad de la ELISA indirecta para la deteccion de AAl
libres, se plantearon cuatro controles: i) se evalud el reconocimiento del anticuerpo
primario (Suero control positivo para AAl) frente un proteina no relacionada, para esto
se sensibilizaron pozos con Albumina Sérica Bovina (BSA), se incubaron con el suero
control positivo y se revelaron con anti-IgG humano (BSA+Acl1+Ac2), ii) se evalud la
unién inespecifica del anticuerpo secundario (Ac2), sensibilizando de manera individual
los pozos con cada IE y revelando, en ausencia del control positivo (AC1) con anti-IgG
humano (Insulina+Ac2), iii ) se evalué la reactividad de sueros procedentes de
voluntarios no diabéticos (Vnd) y iv) la reactividad del suero de un voluntario positivo
para AAl (control+), como se observa en la Figura 14.

Las Densidades Opticas (DO) derivadas al evaluar estos controles, sugieren una alta
especificidad de la unién antigeno-anticuerpo (IE-AAl) detectada por el de ELISA
indirecto, ya que el sistema no mostré seales positivas (DO mayores a las obtenidas
por el suero del Vnd) en ausencia de insulina (Ag) o de suero positivo (Acl), pero si
cuando los pozos fueron sensibilizados con IE e incubados con el control positivo.
Como se evidencia en la Figura 14 los resultados obtenidos fueron similares para los
tres sistemas de deteccion (deteccién de Anticuerpos anti-Insulina Regular, anti-NPH y
anti-Glargina).
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Figura 14. Evaluacion del sistema de ELISA indirecto para la deteccion de AAl. A)
Sistema de deteccién de Anticuerpos anti-Insulina Regular, B) Sistema deteccion de
Anticuerpos anti-NPH y C) Sistema deteccién de Anticuerpos anti-Glargina. Las graficas
muestran la media de las densidades dpticas (DO) contra los controles evaluados. Este
ensayo es representativo de tres ensayos, realizado por duplicado y muestra la
desviacién estandar para cada barra.

4.3. Estandarizacion de la técnica de Elisa de captura.

En la estandarizacién del ELISA de captura para la deteccion de AAIl unidos a la
molécula de insulina (AAI-IE), se usaron como control positivo, complejos inmunes AAI-
IE formados in vitro. Estos complejos permitieron confirmar las condiciones dptimas
del ELISA captura. Las variables evaluadas para la inmunodeteccién de complejos
inmunes fueron la dilucién del anticuerpo de captura (Anti-IE de conejo previamente
depurado), la dilucién de la muestra analizada y la del anticuerpo anti-IgG humano.

4.3.1. Depuracion y titulacion del anticuerpo de captura.

Un paso clave en la estandarizacion del ELISA en Sandwich, es la obtencién de un
anticuerpo de captura con la mayor pureza posible, ya que la pureza y la calidad de
este se han asociado con la especificidad de la prueba [74, 75]. Entendiendo Ia
importancia del proceso de depuracién del suero anti-IE para su uso como anticuerpo
de captura, los sueros se trataron con acido caprilico y sulfato de amonio. Para evaluar
la efectividad del proceso de depuracidn, se corrieron dos geles de electroforesis, el
primero en condiciones no denaturantes y el segundo en condiciones denaturantes y
reductoras (SDS-Page) los dos al 12.5 % de poliacrilamida. En los dos geles se
colocaron 120 ug de cada anticuerpo. En el corrido electroforético de condiciones no
denaturantes, las muestras fueron colocadas en el siguiente orden: en el carril 1, el
patrén de peso molecular (Albiumina y Protamina) y en los carriles 2 al 4, los sueros
obtenidos después del proceso de depuracion (Figura 15 A). Este corrido
electroforético evidencia una banda a la altura de 150 kDa compatible con la masa
molecular de la inmunoglobulina G (IgG) [76]. El proceso de depuracién de los AAl
también se evalué por medio de un corrido electroforético en condiciones reductoras
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(Figura 15 B), en el cual se colocé en el carril 1, el patrén de peso molecular, del carril 2
al 4 los sueros antes del proceso de depuracién, en el carril 5 el tampén de carga, en el
carril 6 patrén de peso molecular y del carril 7 al 9, los sueros que contenian los AAl
después del proceso de depuraciéon. En este gel se observaron dos bandas, una a la
altura de 55 kDa y otra a la altura de 25 kDa, datos compatibles con las masas
moleculares de las cadenas pesadas y livianas de la IgG respectivamente (Figura 15 B)
[76]. Aunque dichas bandas se encuentran acompaiiadas de dos bandas de mayor
masa molecular, posiblemente Albimina y/u otra proteina, lo evidenciado en los geles
corridos tanto en condiciones no denaturantes como reductoras, sugiere con alta
probabilidad, que se logré enriquecer la muestra con IgG.

Figura 15. Anticuerpos anti-IE después de la depuracién con Acido Caprilico y Sulfato
de Amonio. A) Gel de electroforesis al 12.5% de poliacrilamida en condiciones no
denaturantes, en el carril 1, patrén de peso molecular (Albumina 66 kDa y protamina 6
kDa), carril 2 anti- Regular depurado, carril 3 anti NPH depurado y carril 4 anti-Glargina
depurado. B) Gel de electroforesis al 12.5% de poliacrilamida en condiciones
reductoras, En el carril 1 patréon de peso molecular, carril 2 suero anti- Regular sin
depurar, carril 3suero anti-NPH sin depurar, carril 4 suero anti-Glargina sin depurar,
carril 5 buffer de carga, carril 6 patron de peso molecular, carril 7 anti-Regular
depurado, carril 8 anti-NPH depurado y carril 9 anti-Glargina depurado.

Con la intencién de confirmar que las bandas encontradas en los geles de
electroforésis corridos tanto en condiciones no denaturantes como reductoras
corresponden a IgG de conejo y humano, se corrieron nuevamente dos geles en
condiciones reductoras, uno de los cuales se tifd con Azul de Coomassie (Figura 16 A) y
su replica, se transfirid a una membranda de nitrocelulosa para posterior detecciéon
con anticuerpos anti-IgG de conejo y humano. Brevemente, los geles se transfirieron
durante tres horas y media a 10 V, posteriormente las membranas se bloquearon con
leche al 5% en PBS-T, se revelaron en un primer momento con anti-lgG de conejo
(Figura 16 B) y luego con anti-lgG de humano (Figura 16 C); como ambos anti-IgG
estaban conjugados con peroxidasa, se usé como sustrato soluciéon de Carbazol y
Perdxido de hidrégeno. Los resultados obtenidos confirman la presencia de IgG de
conejo (Figura 16 B) y humana (Figura 1 C) en las muestras, después del proceso de
depuracidn, ya en que para ambas inmunodetecciones se observan dos bandas: la
primera a la altura 55 kDa y la segunda a la altura de 25 kD. Estos datos resultan
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compatibles con las masas moleculares de las cadenas pesadas y livianas de la IgG
respectivamente (Figura 16 By C) [76].
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Figura 16. Inmunoglobulina G (IgG) de conejo y humano después de la depuracién con
Acido Caprilico y Sulfato de Amonio. A) Gel de electroforésis al 12.5% de poliacrilamida
en condiciones reductoras, en el carril 1, patrén de masa molecular, carril 2 anti-
Insulina Regular, carril 3 anti-NPH vy carril 4 anti-Glargina, los tres derivados de conejoy
en los carriles 5 y 6 IgG de de un voluntario diabético y un voluntario sano,
respectivamente. B) Western Blot con anti-IgG de conejo y C) Western Blot contra IgG
de humano.

Una vez depurados los sueros, se procedid a determinar sus titulos y las diluciones
Optimas (dilucion a la que las DO para los tres anticuerpos es equiparable) a usar en los
ELISAS de captura. Para lo cual primero se evalud el titulo de los AAI; la titulacién se
realizé usando 9 diluciones seriadas que iniciaron en 1/20 y terminaron en 1/5120. Los
resultados obtenidos para dichas diluciones se grafican en la Figura 17. La dilucién
mayor capaz de reconocer la IE unida a placa, fue de 1/2560 para anti-Insulina Regular
y anti-Glargina (Figural7 Ay C, respectivamente) y de 1/160 para anti-NPH (Figura 17
B). Los datos obtenidos sugieren que después del proceso de depuracién los
anticuerpos anti-IE siguen reconociendo el antigeno con el cual fueron inducidos,
aungue en una menor medida. Teniendo en cuenta que la exposicidon de anticuerpos a
pHs extremos y concentraciones altas de sal (las cuales son claves en el proceso de
depuracion) se han asociado con la pérdida de la solubilidad, estabilidad vy
reconocimiento de éstos por su antigeno [77]; los datos aqui obtenidos pueden
deberse a este fendmeno .

Las titulaciones de los AAl ademas de establecer el titulo para cada uno de éstos,
también permitieron establecer la dilucion éptima de anticuerpo AAI (dilucién a la que
las DO para los tres anticuerpos es equiparable) para su uso como anticuerpo de
captura, las cuales fueron de en 1/1250 para anti-Insulina Regular y anti-Glargina,
1/100 para anti-NPH.
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Figura 17. Titulacién de los sueros anti-lIE de conejo después del proceso de
depuracion. A) Suero anti-Insulina Regular, B) Suero anti-NPH y C) Suero anti-Glargina.
Las graficas muestran las medias de las densidades dpticas (DO) contra diluciones del
suero. Este ensayo es representativo de tres ensayos realizados, corrido por
duplicado y muestra la desviacion estandar para cada punto.

4.3.2. Cuantificacion de proteinas después del proceso de depuracion.

Para determinar la concentraciéon de proteina (IgG) en el suero anti-IE después del
proceso de depuracién, se utilizé el método del Acido Bicinconinico (BCA) (Pierce,
BCA™ Protein Assay Kit), el cual se desarrollé incubando a 37 C durante 30 minutos 25
uL de cada muestra (diluida con factor de 16) con 200 pL de solucién de trabajo para
luego leer la reaccidon a 562 nm. Como curva estandar se utilizaron diluciones seriadas
de BSA (Figura 18). Las Densidades Opticas (DO) obtenidas se interpolaron con la curva
de calibracion y los datos obtenidos se multiplicaron por el Factor de Dilucién (FD). La
utilizacion de este método permitié establecer que la concentracidon de proteinas
presente en el suero anti-Regular, anti-NPH y anti-Glargina después del proceso de
depuracion, fue de 20,892, 18,570 y 24439 pg/mL respectivamente (Tabla 2).

BSA

Curva de BSA (ug/m) oD oD

8 2000 1,142 1,144
1000 0,665 0,630

.ol 500 0,453 0,421
2 250 0,302 0,299
o5 125 0,219 0,215
62,50 0,174 0,173

31,25 0,159 0,161

O S0 10w 1500 2000 200 15,63 0,135 0,132
[wg/mL] 0,00 0,107 0,108

Figura 18. Curva de calibracion con Albumina Sérica Bovina
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ug/mi oD Concentracion
Muestra evaluada Diluciéon | Dilucién
ug/mL
(1/16) | (1/16)
Pos-sexta Regular purificada 1305 0,804 20892
Pos-sexta NPH purificada 1161 0,731 18570
Pos-sexta Glargina purificada 1527 0,916 24439

Tabla. 2 Concentracion de proteina (IgG) en los sueros anti-IE después del proceso de
depuracién con Acido Caprilico y Sulfato de Amonio.

4.3.3. Porcentaje de leche descremada a emplear como solucién de bloqueo.

Se determind el porcentaje de leche descremada a emplear como componente
fundamental de la solucién de bloqueo. Dicha valoracién se realizd mediante la
utilizacion de leche descremada al 5%, 7% y 10% en PBS-T. Los resultados no
evidenciaron diferencias entre el uso de leche descremada al 5%, 7% y 10% segun el
calculo del IR (cociente de las DO obtenidas de cada suero evaluado sobre la media de
las DO de los sueros de voluntarios no diabéticos) encontrando IRs de 1,4, 1,2 y 1,0 al
usar 5%,7% y 10% de leche descremada respectivamente para el sistema de deteccion
de complejos AAl-Regular (Figura 19 A); y para los sistemas deteccién de complejos
AAI-NPH (Figura 19 B) y AAl-Glargina (Figura 19 C) se encontré IRs de 1,1y 1,2 para los
tres porcentajes respectivamente. Por lo tanto se establecid el uso de leche
descremada al 5% en la solucién de bloqueo, por ser el porcentaje mas bajo que
sugiere diferencias entre el suero del voluntario diabético y el voluntario no diabético.

A)

DO

Figura 19. Determinacion del porcentaje de leche a usar en la solucién de blogueo del
ELISA de captura. Se establecidé el porcentaje de leche descremada a usar en la
Inmunodeteccion de Cl constituidos por AAl unidos a: A) Insulina Regular, B) NPH y C)
Glargina. Las gréficas muestran la media de las densidades dpticas (DO) contra el
porcentaje de leche descremada usada. Las barras negras corresponde a las DO de
obtenidas al usar suero de voluntarios no diabético. Los ensayos fueron realizados por
duplicado en dos oportunidades y muestran la media para experimento.
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4.3.4. Dilucion de la muestra y del anticuerpo anti-IgG humana.

Teniendo en cuenta que el uso de altos porcentajes de leche descremada no logré
disminuir las absorbancias obtenidas en el ELISA de captura (altas absorbancias que
pueden enmascarar el resultado) ni evidenciar diferencias claras entre el suero del
voluntario diabético y el suero del voluntario no diabético, se procedié a determinar la
dilucion éptima de la muestra (Ac 1) y del conjugado (anti-IgG humano). Para lo
anterior, se usaron tres diluciones tanto del suero del voluntario diabético con
tratamiento insulinico como del voluntario no diabético (1/10, 1/50 y 1/100) y dos
diluciones del conjugado: 1/20000 Y 1/ 25000. Segun el célculo del IR (cociente de las
DO obtenidas de cada suero evaluado sobre la media de las DO de los sueros de
voluntarios no diabéticos) se establecié a 1/100 como la dilucién éptima de la muestra
de suero para los tres sistemas de deteccién, debido a que a esta dilucién las DO del
suero del voluntario no diabético fueron menores a 0.200 (DO sugerida como limite
inferior de la deteccidn en ELISA) y el IR sugiere diferencias con el suero del voluntario
diabético (Figura 20 A-C). Por esta misma razdn, se establecié 1/25000, como la
maxima dilucion del conjugado para los tres sistemas de captura (Figura 20 A-C).
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Figura 20 Determinacion de la dilucion de la muestra a evaluar y del anticuerpo anti-
IgG humano a emplear en el ELISA de captura. Se establecié la dilucion del anti-IgG
humano a usar en la inmunodetecciéon de complejos AAI-IE para: A) AAl-Regular, B)
AAI-NPH y C) AAl-Glargina. Las graficas muestran la media de las DO contra la diluciéon
del anti-lgG humano. Los ensayos fueron realizados por duplicado en dos ocasiones y
muestran la media para cada grupo.

4.3.5. Formacion in vitro de complejos inmunes AAI-IE.

La formacidn in vitro de los Complejos Inmunes (Cl), se fundamenta en la interaccion
Antigeno-Anticuerpo que en condiciones éptimas de incubacion (tiempo, temperatura
y solucion amortiguadora) se genera por uniones débiles, entre las cuales se
encuentran interacciones hidrofébicas, fuerzas de Van der Waals, puentes de
hidrégeno y fuerzas idnicas, que se encuentran presentes entre los aminodcidos que
conforman cada proteina [78]. Teniendo en cuenta lo anterior se procedid a establecer
un control positivo (AAI-IE) que permitiera comprobar que el sistema de captura
estandarizado es capaz de detectar Cl constituidos por Anticuerpos Anti Insulina (AAl)
e Insulina Exdgena (IE). Para lograr lo planteado, se incubé 150 uL de IgG humana
depurada del suero de un diabético positivo para AAl con 19,2 uL de insulina (la
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formacion de complejos fue independiente para cada insulina analizada). La
incubacion se realizd durante 1 hora a 37°C, antes y después de la incubacién a 4°C por
16 horas y en agitacién constante.

Con la intencién de evidenciar la presencia de Cl después de la incubaciéon de cada
insulina con IgG depuradas, se corrieron cuatro geles de poliacrilamida al 12,5% dos en
condiciones no denaturantes y dos en condiciones denaturantes y reductoras (Figura
16 A y D, respectivamente). Uno de los geles no denaturantes y uno de los geles
denaturantes y reductores fueron tefiidos con azul de Coomasie, evidenciando para el
primer caso en los cuatro carriles (carril 1 AAl-Regular, carril 2 AAI-NPH, carril 3 AAI-
Glargina y carril 4 AAl solo) una banda a la altura de 150 kDa compatible con la masa
molecular de la inmunoglobulina G (IgG) [76]. Interesantemente en el carril 4 se
evidencia una banda de 6 kDa aproximadamente compatible con la masa molecular
de la insulina, que para este caso es Glargina (Figura 21 A). El hecho de que en el gel
no reductor -donde se sembraron los complejos formados por AAl-Regular y AAI-NPH
(carriles 1 y 2 respectivamente)- solo se evidencie una banda a la altura de 150 kDa,
sugiere la posible formacion de Cl ya que de no formasen, se esperaria que corrieran la
banda de 1gG (banda de 150kDa) e insulina (Banda de 6kDa) por separado, como se
evidencia en el carril 3 donde se colocd el complejo formado por AAl y Glargina (Figura
21 A). Aunque la presencia de la banda de insulina en este caso (AAl-Glargina), no
descarta la formacién de Cl.

Al observar el gel corrido en condiciones denaturantes y reductoras, se presentan tres
bandas en los carriles 1-3, las primeras a la altura de 55y 25 kDa [76] y la ultima a la
altura de 6 kDa aproximadamente, datos compatibles con las masas moleculares de
las cadenas pesadas y livianas de la IgG vy la insulina respectivamente (Figura 21 D). En
el carril 4 de este gel, solo se observan las primeras bandas a la atura de 55y 25 kDa,
resultado que se esperaba ya que en este carril solo se colocéd IgG. Los resultados
obtenidos tanto en el gel en condiciones no denaturantes, como en el gel denaturante
y reductor, sugieren la formaciéon de Cl con las insulina Regular y NPH, ya que en
condiciones no denaturantes solo se observa la banda a la altura de 150 kDa, pero en
condiciones denaturantes (temperatura de ebullicién) y reductoras (presencia de B-
mercaptoetanol), se logran observar las 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 electroforésis, los cuales
sugieren la formacién in vitro de Cl, se transfirieron sus réplicas a membranas de
nitrocelulosa y se revelaron en un primer momento con anticuerpos anti-IE producidos
en conejo (Anti-Insulina Regular, anti-NPH y anti-Glargina), como se muestra en la
Figura 21 By D y en un segundo momento se revelaron con anti-IgG humano como se
muestra en la Figura 21 Cy F, observando la presencia de insulina a la altura de 150kDa
en la membrana de condiciones no denaturantes (Figura 21 B) y a la altura de 55, 25y
6 kDa, en la membrana de condiciones denaturantes y reductoras en los carriles 1-3 (
Figura 21 E). Cuando se revelé con anti-lgG humano se intensifican las bandas
observadas a la altura de 150 kDa en condiciones no denaturantesy a la altura de 55y
25 kDa, en condiciones denaturantes y reductoras. Estos resultados confirman la
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formacién in vitro de Cl AAI-IE (Para las tres insulinas monitoreadas) y sugieren su
posible uso como control positivo para el ELISA de captura.
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Figura 21. Formacion in vitro de complejos inmunes AAI-IE. La evaluacién de los
complejos AAI-IE formados in vitro se realizd por medio de: A) Gel de electroforésis al
12.5% en condiciones no denaturantes, B) Western Blot para la inmunodeteccion de
insulina en condiciones no denaturantes, C) Western Blot para la inmunodeteccién IgG
en condiciones no denaturantes, D) Gel de electroforésis al 12.5% en condiciones
denaturantes y reductoras, E) Western Blot para la inmunodeteccion de insulina en
condiciones denaturantes y reductoras y F) Western Blot para la inmunodeteccién de
IgG en condiciones denaturantes y reductoras. En el carril 1 complejos formados in
vitro por AAI e Insulina Regular, carril 2 por AAl e Insulina NPH, carril 3 AAI e Insulina
Glargina y carril 4 AAl y en el carril 5 el patron de masa molecular. Las fotografias
corresponden a un ensayo representativo realizados en tres ocasiones.

4.3.6. Evaluacion del ELISA de captura para la deteccién de CI.

Con el fin de evaluar la especificidad del sistema de captura para la deteccién de CI
constituidos por AAl e IE, se analizaron las Densidades Opticas (DO) obtenidas al
examinar por este sistema los Cl formados in vitro con AAl depurados e insulina
Regular (Figura 22 A), NPH (Figura 21 B) y Glargina (Figura 22 C). También se evaluaron
las DO en presencia (Figura 22, control N 1) y ausencia (Figura 22, control N 2) de suero
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positivo para AAI. En la misma placa se analizaron las sefiales emitidas por el sistema
(DO) en ausencia de Anti-IgG (Figura 22, control N 3), anticuerpo de captura (Figura 22,
control N 4) y sustrato (Figura 22, control N 5). Las DO obtenidas de los controles del
2-5, en los tres sistemas de captura fueron menores a 0,046, 0,049 y 0,050 para el
sistema AAIl-Regular, AAI-NPH y AAIl-Glargina respectivamente. Lo anterior demuestra
que el sistema de deteccion en ausencia de alguno de sus componentes (Anticuerpo
de captura, anti-IgG, AAl, insulina y TMB) no detecta sefiales positivas, sugiriendo la
confiabilidad de este. Por otro lado, se evaluaron las DO obtenidas al analizar por los
tres sistemas de captura el suero de un voluntario sano, encontrando DO menores a
0.150, 0,155 y 0,183 para el sistema de inmunodeteccién de AAl-Regular, AAI-NPH y
AAI-Glagina respectivamente. La tabla 3 muestra los controles evaluados en el ELISA de
captura.

Tabla 3. Controles evaluados en el sistema de deteccion de Cl AAI-IE.

Acde Control + Ac Suero 17100 | Suerc 1/100 | Ac2 HRP HCL
Confroles | capiura | Blogueo (AAKIE) purificado | Insulina diabético Sano 1/20000 | TMB 1N
1 + + + - - - - + + +
2 + + - - - - - + + +
3 + + - - - + - - + +
4 + + + + +
5 + + + + + +
6 + + + + + +

El simbolo (+) significa la presencia del componente y (—) su ausencia.

A) C)

DO

ool ]
nx 6 6 6 A N

&
2
KRR

AN
ISIININNNS

° o Q0
f;b(\ & ,bQ

Figura 22. Evaluacion del ELISA de captura para la deteccién de Cl AAl-Insulina. A)
Sistema de deteccién de AAl-Regular, B) Sistema deteccion AAI-NPH y C) Sistema
deteccién AAIl-Glargina. Las graficas muestran la media de las densidades 6pticas (DO)
contra los controles evaluados. Este ensayo es representativo, realizado por duplicado
en tres ocasiones y muestra la desviacion estandar para cada barra.
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4.4. Deteccion y caracterizacion de AAI en voluntarios diabéticos.

Teniendo estandarizada la técnica de ELISA indirecta para la deteccion de AAl y con el
objetivo de evaluar su efectividad en la deteccién de AAI libres se procedidé a evaluar
29 muestras séricas de voluntarios diabéticos tipo 2, tratados por mas de tres meses
con las insulinas evaluadas. Estos voluntarios diabéticos se clasificaron segiun su
terapia insulinica actual, analizando ademas con estas muestras parametros clinicos y
bioquimicos que permitieron la caracterizacidon de los grupos experimentales para la
deteccion de AAI, la evaluacion de su reactividad y la determinacion su perfil de
isotipos IgG.

4.4.1. Caracterizacion de los grupos experimentales.

Con el animo de caracterizar clinicamente los grupos experimentales humanos
formados para la deteccidén de AAI, los 29 voluntarios se clasificaron en tres grupos, de
acuerdo a su tratamiento insulinico actual: i) Regular-NPH, ii) NPH y iii) Glargina. Los
datos obtenidos de sus historias clinicas y los parametros bioquimicos de interés
evaluados en sus muestras séricas fueron analizados. En primera instancia se analizé la
edad, el sexo y el indice de Masa Corporal (IMC), sin encontrar diferencias
estadisticamente significativas para la edad y sexo, pero si para el IMC, siendo este
mayor en el grupo tratado con Regular-NPH y menor en tratado con NPH (tabla 4). Al
evaluar variables relacionadas con el diagndstico y el tratamiento de la diabetes, tales
como, el tiempo de diagndstico, el tiempo de la terapia insulinica y la dosis diaria de
insulina. Se encontré que el grupo tratado con Regular-NPH, se correlaciona con los
valores mas altos en las variables mencionadas (Figura 23 A-C). Al analizar pardmetros
bioquimicos tales como, el porcentaje de hemoglobina glicosilada (HbA1C%), la
glicemia preprandial (Glicemia pre) y postprandial (Glicemia post), no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (Figura 23 D-F). El
porcentaje de hemoglobina glicosilada fue mayor a 8 en todos los grupos, lo que
permite clasificar a los voluntarios como diabéticos no controlados.

Tabla 4. Caracteristicas generales y parametros metabdlicos de voluntarios diabéticos
segln su tratamiento insulinico actual. Los datos representan la media + la Desviacidon
Estandar (DE).

Tratamiento actual

Total Regular-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
IMC (Kg/m?) 28,3 (4,7) 25,8 (3,3) 31,5(5,9) 28,0 (2,9)
Diagndstico de Diabetes ( afios) 14,0 (9,0) 19,4 (10,9) 9,4 (7,0) 12,8 (5,8)
Tiempo de terapia insulinica (afios) 6,0 (4,6) 10,4 (4,0) 3,5(2,7) 4,1 (5,0)
Dosis total de insulina (Ul/d) 38,5(17,2) 46,1 (24,0) 36,8 (13,0) 27,8 (9,9)
HbA1C (%) 9,1(2,2) 9,2 (2,4) 8,8(1,8) 9,2 (2,4)
Glicemia pre (mg/dL) 165,6 (92,9) 184,2 (143,2) 142,4 (35,9) 167,7 (65,2)
Glicemia Pos (mg/dL) 248,4 (116,9) 239,0 (142,7) 213 (91,8) 289,1 (107,2)
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Figura 23. Andlisis de datos clinicos y bioquimicos de voluntarios diabéticos tratados
con insulina. A) Tiempo de diagndstico, B) Tiempo con terapia insulinica, C) Unidades
de insulina administradas al dia, D) Glicemia preprandial E) Glicemia postprandial F)
Porcentaje de Hemoglobina Glicosilada (% HbA1c). Las graficas muestran la desviacién
estandar para cada grupo.

4.4.2. Inmunodeteccidn y caracterizacion de la reactividad de AAI.

Con el fin de evaluar la técnica de ELISA indirecta previamente estandarizada, se
procedid a detectar los AAl y caracterizar su reactividad frente a tres formulaciones
comerciales de insulina humana, a cada muestra sérica se le evalud la presencia AAl
por medio del ELISA indirecto previamente estandarizado. Brevemente, la microplaca
de ELISA se sensibilizé con 10 pg/mL de cada insulina, los sueros a evaluar se incubaron
a 37C durante 1 hora en dilucién de 1/10, los AAl se detectaron con anti-lgG humano
marcado con peroxidasa en dilucién de 1/20000. Para establecer a partir de que
Densidad Optica (DO) se consideraba un reconocimiento positivo de AAl, a cada
formulacidn se le establecié un punto de corte, el cual corresponde al promedio de las
DO obtenidas de 10 sueros de voluntarios no diabéticos, mas la suma de dos
Desviaciones Estandar (DS). De acuerdo con lo anterior el punto de corte para los
sueros reactivos para Regular, NPH y Glargina fue de 0,270, 0,346 y 0,256,
respectivamente (Figura 24 A-C). Los resultados obtenidos establecieron que de los 29
voluntarios diabéticos con terapia insulinica analizados, 20 sueros reconocieron
minimo una de las insulinas monitoreadas sugiriendo la presencia de AAIl (68,9%). Este
dato contrasta con los obtenidos en grupos experimentales mds grandes de
voluntarios diabéticos tipo 1 tratados con insulinas humanas recombinantes, donde se
reportan prevalencias entre el 14 y 44 % para AAl [79, 80]. Estas diferencias
encontradas, podrian ser atribuidas a caracteristicas propias de la técnica. Para el caso
de los datos reportados previamente en la literatura, se utiliz6 como técnica de
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inmunodeteccion el radioinmunoensayo, técnica que reporta titulos de AAl mds bajos
que el ELISA [81, 82] o podria relacionarse con las diferencias en la etiologia de la DM
tipo 1 y la DM tipo 2, teniendo en cuenta que los reportados hasta el momento en la
literatura fueron evaluados en diabéticos tipo 1 y el grupo experimental de este
estudio fue conformado por diabéticos tipo 2.

Continuando con la descripcidn de los resultados, se encontré que 7 sueros (70%) del
grupo tratado con la mezcla Regular-NPH, reconocieron a la insulina Regular y 9 (90%)
a la insulina NPH (Figura 17 A y B respectivamente), evidenciando un reconocimiento
preferencial por la insulina NPH. Por otro lado en el grupo tratado con NPH, 7 sueros
(77,7%) reconocieron esta misma formulacion (Figura 24 B) y en el grupo tratado con
Glargina 4 sueros (40%) reconocieron a la insulina Glargina (Figura 24 C). Los datos
aqui encontrados evidencian un reconocimiento elevado de los sueros de los
voluntarios tratados con NPH (ya sea en mezcla con Regular o sola) y un
reconocimiento muy bajo por parte de los sueros de los voluntarios tratados con
Glargina por su respectiva insulina terapéutica. Lo anterior, podria sugerir un mayor
potencial inmunogénico de la insulina NPH y menor de la insulina Glargina. Los
resultados obtenidos, si bien no determinan la inmunogenicidad de cada insulina,
sugieren su posible perfil inmunogénico. En el caso de la insulina NPH, la presencia de
moléculas de protamina (un péptido catiénico de 5000 daltons, rico en Arginina) en su
formulacién, podria ser una de las variables que favorecen su perfil inmunogénico; la
protamina ha sido previamente reportada y relacionada con la produccidon de
inmunoglobulinas (Ig) del tipo G y E después de administracidon intravenosa de una
dosis unica[70]. En cuanto al bajo reconocimiento de los AAl por la Glargina, se podria
decir que modificaciones en la secuencia aminoacidica de la insulina como la adicién
de dos Argininas en las posiciones 31 y 32 de la cadena B y el remplazo de Acido
Aspartico por una Glicina en la posicion 21 de la cadena A, disminuyen su potencial
inmunogénico, ya sea de manera directa eliminado epitopes inmunogénicos o de
manera indirecta modificando su farmacocinética. Los datos aqui obtenidos se
correlacionan con reportes previos acerca de la baja inmunogenicidad de la
formulacidn con Glargina, con la cual los pacientes tratados por mdas de un afio no
reflejan un aumento en la produccién de AAI [83], pero contrastan con un estudio
reciente donde el 62,5 % de los voluntarios diabéticos del grupo experimental en
tratamiento con Glargina fueron positivos para AAl [14].

Para caracterizar la reactividad de los AAl frente a las tres insulinas analizadas vy
correlacionarla con la terapia insulinica actual, las DO de cada voluntario diabético se
normalizaron con el promedio de las DO de los voluntarios no diabéticos, calculado el
indice de Reconocimiento (IR). Los resultados obtenidos muestran que los individuos
tratados con la combinacién Regular-NPH exhibe un reconocimiento mayor y
altamente significativo por la insulina NPH (Figura 24 D). Interesantemente esto no
sucede en el grupo tratado con NPH y aunque se observa el reconocimiento
preferencial por la insulina NPH, los datos obtenidos no son estadisticamente
significativos (Figura 24 E). Las diferencias en el reconocimiento de NPH por parte de
estos dos grupos, podrian deberse a varias situaciones: a) la formaciéon de nuevos
epitopes en la mezcla Regular-NPH que potencializan la inmunogenicidad de NPH, b) al
tiempo prolongado de la terapia insulinica del grupo tratado con Regular-NPH, ya que
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a mayor exposicion al antigeno (IE) mayor probabilidad de aumentar la afinidad y por
ende la especificidad de los AAl y c¢) a la mayor dosis de Insulina manejada en este
grupo, situacion que condiciona la respuesta inmune a la insulina.
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Figura 24. Inmunodetecciéon de AAI y caracterizaciéon de su reactividad frente a tres
formulaciones de IE humana. Se inmunodetectaron AAl en sueros de voluntarios
diabéticos con terapia insulinica contra la insulina A) Regular, B) NPH y C) Glargina. La
reactividad de los AAI frente a las tres formulaciones evaluadas se graficé usando el IR
calculado para los voluntarios tratados con D) Regular-NPH, E) NPH y F) Glargina. Las
graficas de la A-C muestran la media de las DO para cada grupo experimental y el
punto de corte para cada insulina evaluada. Las graficas de la D-F muestran la media
de los IRs para cada grupo experimental y para cada insulina evaluada. Los ensayos
fueron realizados por duplicado en tres ocasiones y muestran la desviacidn estandar
para cada punto.

Analizando los IRs obtenidos para cada formulacién, se observd el reconocimiento
cruzado de los sueros del grupo tratado con la insulina NPH por la insulina Regular y
Glargina [(55% (5 sueros) y 22,2% (2 sueros) respectivamente], como se muestra en la
Figura 24 E. Lo que puede relacionarse con la presencia de epitopes comunes entre las
formulaciones, teniendo en cuenta que la insulina NPH estd formulada en una solucién
de protamina, la posibilidad de la presencia de epitopes conformacionales constituidos
por asociaciones entre la protamina y la insulina o la presencia de epitopes lineales
presentes Unicamente en la protamina, aumentan la probabilidad de encontrar mas
epitopes en comun con las insulinas Glargina y Regular.

Aunque el grupo tratado con Glargina presentd IRs mas bajos que los obtenidos en los
demas grupos experimentales, se evidencid un leve reconocimiento por NPH y Regular,
y muy bajo por Glargina (Figura 24 F), lo cual se correlaciona con reportes previos
acerca de la baja inmunogenicidad de la Glargina en donde pacientes tratados por mas
de un afio, no reflejan un aumento en la produccién de AAI [83].Teniendo en cuenta
los resultados obtenidos, es importante recordar que la produccién de AAl depende no
s6lo de las propiedades intrinsecas de la insulina y su formulacién, sino de las
caracteristicas inmunogenéticas de los individuos en terapia.
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Cabe agregar que para poder asociar la presencia de AAl con un posible efecto
hipoglicemiante o asociar la respuesta inmune humoral diferencial para cada insulina a
las propiedades de cada formulacién, se requieren estudios con unidades
experimentales mas grandes (mayor numero de voluntarios por tratamiento insulinico
representativos de la poblacién de diabéticos tipo 2, y conformadas con el uso de
criterios de seleccién que permitan su homogeneidad. Lo anterior, se plantea con la
finalidad de confirmar los resultados obtenidos.

4.5. Deteccion del perfil de isotipos IgG de los AAI.

El tipo de antigeno, la ruta de administracién, el tiempo de la inmunizacién y factores
genéticos del individuo, dirigen la produccién del isotipo IgG. Por tanto conocer el
perfil de la subclase IgG inducida por cada una de las insulinas evaluadas, permite
caracterizar la respuesta inmune humoral de manera individual y sugerir la posible
importancia clinica y biolégica de los AAl para cada insulina monitoreada. Para este
propdsito se estandarizo la técnica de ELISA indirecta, se evalud la especificidad de los
anticuerpos anti-isotipo IgG y se detecto el isotipo I1gG de los AAl en los 29 sueros de
los voluntarios diabéticos tipo 2 frente a las tres formulaciones analizadas.

4.5.1. Estandarizacion del ELISA para la evaluacidn del Isotipo IgG de los AAI.

Para establecer el perfil de isotipos 1gG de los AAl para las tres formulaciones
evaluadas, se estandarizo la técnica de ELISA indirecta, sensibilizando la microplaca
con 10 pg/ml de insulina, incubando el suero a evaluar en diluciéon de 1/10 y el
conjugado en 1/500. Antes de analizar la muestras séricas objeto de este estudio y con
el fin de evaluar el reconocimiento de los anticuerpos anti-isotipo IgG usados en el
ELISA, la placa se sensibilizé con suero humano como fuente de todas las subclases
IgG (Figura 25), lo que permitié evidenciar la reactividad de cada anti-isotipo 1gG por el
suero control (Figura 18, barra azul oscuro). También se evalué la especificidad de los
anticuerpos anti-isotipo 1gG, usando un anticuerpo monoclonal humano anti-TNF
(Embrel ®) cuya subclase es 1gG1 — como anticuerpo de referencia- y la Albumina
Sérica Bovina (BSA), lo cual permitid evidenciar la marcada especificidad de los
conjugados usados para evaluar las subclases IgG de AAI (Figura 18 barra morada y
azul clara respectivamente).
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Figura 25. Evaluacion de la reactividad de los anticuerpos anti-subclases IgG humana.
Las barras representan la reactividad de cada anticuerpo anti-isotipo IgG (lgG1-4)
graficada como la media de las densidades dpticas (DO). La barra azul clara representa
la reactividad frente a Albumina Sérica Bovina (BSA), la barra azul oscura la reactividad
frente a suero humano, la barra morada la reactividad frente a IgG1 de referencia, las
barras rojas, amarillas y verdes la reactividad frente a la insulina Regular, NPH y
Glargina en ausencia de AAI, respectivamente. Los ensayos fueron realizados por
duplicado en dos ocasiones y muestran la desviacidon estdndar para cada punto.

4.5.2. Evaluacidn del perfil de isotipos IgG de AAI en voluntarios diabéticos.

La importancia de conocer el perfil de isotipo IgG de los AAl para cada una de las
formulaciones evaluadas, radica en que ademas de que permite caracterizar la
respuesta inmune humoral para cada formulacién, también permite sugerir la posible
importancia clinica de estos. Teniendo en cuenta lo anterior y como parte de la
caracterizacidon de los AAl, se evalud el perfil de isotipo IgG para cada insulina por
medio del ELISA indirecta. El ensayo se realizé incubando la microplaca con 10 pug/mL
insulina, evaluando las muestras en dilucién de 1/10 y detectando con los anticuerpos
anti-subclase 1gG en dilucién de 1/500. El andlisis de los resultados obtenidos se realizo
calculando los IRs de las subclases IgG para cada insulina (Regular, NPH y Glargina).
Para analizar el efecto del tratamiento insulinico sobre el perfil de isotipos IgG, los
datos obtenidos se graficaron segln la terapia insulinica actual (Figura 26), lo que
permitio observar que los AAIl presentes en los sueros del grupo tratado con la mezcla
Regular-NPH, son predominantemente de la subclase 1gG3 (Figura 26 D). Aunque este
resultado coincide con reportes previos en donde la subclase 1gG3 se ha detectado en
AAl [33, 84, 85], es importante mencionar que esta subclase no se ha documentado
como predominante, dado que la literatura describe a la subclase 1gG1 como
predominante, seguida por 1gG3 e 1gG4 y en menor concentracién 1gG2 [33, 84, 85].
Las diferencias entre el perfil de isotipo IgG aqui encontrado y los encontrados en
reportes previos, podria relacionarse con las diferencias en la etiologia de la DM tipo 1
y la DM tipo 2, teniendo en cuenta que el perfil IgG reportado anteriormente, se
evalud en diabéticos tipo 1 y en este estudio se evalud en diabéticos tipo 2.

Es interesante que el Unico grupo experimental donde se observd prevalencia de la
subclase IgG3 fue el grupo tratado con la mezcla Regular-NPH, cuando analizamos su
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reactogenicidad frente a NPH. Lo anterior, podria estar relacionado con la posible
formacién de neoepitopes en la mezcla Regular-NPH y/o con caracteristicas propias de
este grupo experimental. Dentro de las propiedades de la subclase 1gG3 se describe su
produccién por estimulo de antigenos proteinicos[34], su alta eficiencia en la
activacion del complemento C1 [86] y su capacidad de unién a los receptores FcyRI
presentes en los monocitos. En cuanto a la importancia clinica de niveles altos de IgG3,
se ha reportado como el isotipo predominante para los anticuerpos anti-Rhesus junto
a 1gG1 en la enfermedad hemolitica del recién nacido y se ha asociado a mayor
severidad de la enfermedad, dada su capacidad de activar eficientemente el
complemento [87]. Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente la presencia de AAl
con isotipo 1gG3 podria potenciar la respuesta inmune frente a la insulina NPH en
individuos tratados con la mezcla Regular-NPH.

Es de resaltar que aunque el grupo experimental aqui evaluado estd conformado por
pocos individuos, sin embargo la prevalencia del isotipo 1gG3 en los AAl de los sueros
del grupo tratado con la mezcla Regular-NPH es interesante debido a las caracteristicas
bilégicas de este isotipo, por lo cual sugerimos deberia evaluarse en un grupo
experimental con mayor nimero de individuos que permita confirmar la prevalencia
de éste en la poblacion tratada con Regular y NPH.
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Figura 26. Perfil de las subclases IgG de AAIl de acuerdo al tratamiento insulinico actual
y para tres las formulaciones de insulina monitoreadas. A-C) Regular, D-F) NPH y G-I)
Glargina. Segun su tratamiento insulinico actual A, D y G tratados con Regular-NPH, B,
E vy H tratados con NPH y C, F e | tratados con Glargina. Cada punto representa el IR de
una muestra contra la subclase IgG analizada. Los ensayos fueron realizados por
duplicado en dos diferentes experimentos y muestran la desviacién estandar para cada
isotipo.
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4.6. Deteccion de Complejos (AAI-IE) en voluntarios diabéticos.

La circulacién de ACs (AAI) y su correspondiente Ag (IE) favorecen la formacion de Cl,
los cuales pueden mantenerse en circulaciéon durante largos periodos de tiempo vy
acumularse en vasos sanguineos pequefios permitiendo la aparicion de
microangiopatias y complicaciones secundarias en la Diabetes [88]. Entendiendo la
importancia de la circulacién de Cl constituidos por AAI-IE y habiendo previamente
estandarizado y evaluado el sistema de la deteccién de dichos Cl (ELISA de captura), se
procedid a evaluar las muestras séricas tomadas en cuatro puntos tiempo: 1) en ayuno
y antes de ser administrado el tratamiento insulinico (0 min), 2) media hora después
de ser administrada la insulina y de haber desayunado (30 min), 3) una horas después
de administrada la insulina (60 min) y 4) dos horas después de administrada la IE (120
min). A cada muestra sérica se le evalud la presencia de Cl por medio del ELISA de
captura. Brevemente, la microplaca se incubé con 50uL de AAls depurados del suero
de los conejos inmunizados (anticuerpo de captura). Los anticuerpos de captura anti-
Insulina Regular y anti-Glargina se diluyeron 1/1200 y el anti-NPH en 1/100 de
solucién. Como agente bloqueador se usé leche descremada al 5% en PBS-T, los Cl
control (formados in vitro) y las muestras séricas a evaluar, se incubaron en una
dilucién de 1/100 vy los Cl se detectaron con anti-IgG humano marcado con peroxidasa
en dilucién de 1/25000. Para establecer a partir de qué Densidad Optica (DO) se
consideraba un reconocimiento positivo de Cl, a cada sistema se le establecié un punto
de corte, el cual corresponde al promedio de las DO obtenidas de 10 sueros de
voluntarios no diabéticos, mas la suma de dos Desviaciones Estandar (DS). De acuerdo
con lo anterior, el punto de corte para el sistema de deteccién de Cl formados por AAl
e Insulina Regular, NPH y Glargina fue de 0, 194 (Figura 27 A), 0,178 (Figura27 By C) y
0,165 (Figura 27 D), respectivamente.

Los resultados obtenidos establecieron que en ninguna de las muestras séricas de los
voluntarios diabéticos con terapia insulinica, se detectaron Cl constituidos por AAI-IE.
Estos datos son compatibles con estudios previos donde los niveles de Cl (AAI-IE) en
sueros de pacientes con terapia insulinica, no son diferentes a los observados en los
sueros de pacientes diabéticos sin terapia insulinica o de voluntarios no diabéticos,
concluyendo que la administracidn de IE juega poco o ningun papel en la formacién de
Cl en pacientes diabéticos [68]. Sin embargo, estos reportes contrastan con los
reportados en un estudio de 237 sujetos diabéticos tratados con insulina por mas de
un ano, donde la presencia de Cl se correlaciond con la los niveles de AAIl pero no con
microangiopatias [89]. Es importante resaltar, que los datos aqui reportados son
novedosos ya que evaluan la presencia de Cl constituidos por AAI-IE de manera
individual para cada insulina monitoreada, gracias al uso de anticuerpos de captura
especificos para cada formulacion (anti-Insulina Regular, anti-NPH y anti-Glargina);
ademas se debe tener en cuenta que la formacién de Cl con insulinas humanas
recombinantes y analogos de la insulina, hasta el momento no ha sido lo
suficientemente estudiada.

La ausencia de Cl constituidos por AAl e IE sugerida por los resultados obtenidos en el
ELISA de captura, puede deberse a una inexistente o pobre formacion de estos en
condiciones naturales o la alta efectividad de un proceso natural de depuracion.
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4.7. Analisis de valores de Glicemia e insulinemia antes y después de la
administracion de insulina exégena.

Con el fin de correlacionar la presencia de Cl constituidos por AAI-IE, con los niveles de
glicemia e insulinemia antes y después de la administracion de insulina, a cada
voluntario diabético se le tomd una muestra de sangre en cuatro puntos tiempo: 1) en
ayuno y antes de ser administrado el tratamiento insulinico, 2) media hora después de
ser administrada la insulina y de haber desayunado, 3) una horas después de
administrada la insulina y 4) dos horas después de administrada la IE.
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Figura 27 Inmunodeteccion de Cl antes y después de la administracion de la IE. A)
Grupo en terapia con Insulina Regular-NPH evaluado por el sistema de deteccién de CI
constituidos por AAl-Regular, B) Grupo en terapia con Insulina Regular-NPH evaluado
por el sistema de deteccién de Cl constituidos por AAI-NPH, C) Grupo en terapia con
Insulina NPH evaluado por el sistema de deteccion de Cl constituido por AAI-NPH y D)
Grupo en terapia con Insulina Glargina evaluado por el sistema de deteccién de CI
constituidos por AAl-Glargina. Las graficas muestran la media de las DO contra el
tiempo al cual se tomé la muestra de los voluntarios diabéticos, el grupo de voluntario
no diabéticos y el control positivo (Cl formados in vitro) y la linea de corte para cada
sistema de deteccidn. Se presenta un ensayo representativo de dos ensayos
realizados, corrido por duplicado, asi como la desviacién estandar para cada grupo.

Los niveles de glicemia cuantificados en las cuatro muestras de glicemia para el grupo
tratado con las insulinas Regular- NPH, muestran un aumento de los niveles de glucosa
a la media hora de administrado el desayuno y declina a las dos horas (Figura 28 A).
Estos datos se correlacionan con el aumento de los niveles de insulina pasada la media
hora y que se sostiene hasta las dos horas (Figura 28 D) Estos datos son compatibles
con la farmacocinética descrita para la Insulina Regular (Accion rapida) y la Insulina
NPH (Accion intermedia) [90] .
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La curva de glucosa del grupo en terapia con Insulina NPH muestra la mayor
concentracion a la hora, que declina brevemente terminando las dos horas (Figura 28
B). Estos resultados se correlacionan con el inicio de la accion de la Insulina NPH
(Insulina de accidn intermedia). La curva de insulina para la mayoria del grupo tiene un
perfil similar, cuyo valor maximo inicia a la primera hora y se mantiene hasta las dos
horas (Figura 28E). Los datos encontrados se correlacionan con la farmacocinética de
la insulina NPH cuyo inicio de accidn es a la hora y su pico se encuentra entre las 4y 10
horas [90].

Los niveles de glucosa mas altos en la curva, para el grupo tratado con Glargina se
detectaron aproximadamente a la hora e inician la declinacién llegando a las dos horas
(Figura 28 C), datos que se correlacionan con los niveles de insulina, que pasada la
hora se mantienen constantes en la mayoria de los individuos que conforman este
grupo (Figura 28 F). Aunque no se tienen datos después de las dos horas, el perfil de la
grafica corresponde con la farmacocinética de la insulina Glargina, una insulina de
accién prolongada cuyo inicio de accidn es a la hora y media, la cual no presenta picos
o modificaciones subitas[21].
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Figura 28. Glicemia e insulinemia antes y después de la administracién de IE. Se
cuantificaron los niveles de Glicemia e Insulinemia en las muestras séricas tomadas en
cuatro puntos tiempo: 1) en ayuno y antes de ser administrado el tratamiento
insulinico (0), 2) media hora después de ser administrada la insulina y de haber
desayunado (30), 3) una horas después de administrada la insulina (60), y 4) dos horas
después de administrada la insulina (120) para. Ay D) Grupo tratado con las insulinas
Regular-NPH, B y E) Grupo tratado con la insulina NPH y C y F) Grupo tratado con la
insulina Glargina, respectivamente. Las graficas muestran la desviacién estandar para
cada grupo.

En general, las glicemias e insulinemias obtenidas a los cuatro punto tiempo en los tres
grupos experimentales, son compatibles con la ingesta (desayuno) y con la
farmacocinética de las IE administradas, y teniendo en cuenta la ausencia de Cl en las
muestras séricas tomadas en estos mismos puntos tiempo, no se logro correlacionar su
presencia con alteraciones en la actividad hipoglicemiante de la IE administrada.
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5. Conclusiones y perspectivas.

Los sueros anti-IE producidos en conejo permitieron la estandarizacidon de la
técnica de ELISA indirecta para la deteccién de AAl libres y su uso como anticuerpo
de captura en la estandarizacién del ELISA Sandwich.

Se lograron estandarizar las condiciones dptimas del ELISA indirecto y el ELISA de
captura para la detecciéon de AAl libres y unidos a la molécula insulina,
respectivamente.

La estandarizacion del ELISA indirecto para la deteccion de AAl contra las tres
formulaciones de IE humana evaluadas en este estudio, permitié su utilizaciéon en
el estudio de sueros humanos, proponiendo esta técnica como una herramienta
sencilla y uatil en la valoracién de la inmunogenicidad (perfil humoral) de
formulaciones de IE y otras proteinas terapéuticas.

Se establecieron diferencias en el perfil inmunogénico humoral (IgG) inducido por
las tres IE evaluadas, tanto en los sueros de los conejos inmunizados, como en los
provenientes de voluntarios diabéticos tipo 2 con terapia insulinica. Dichas
diferencias estan representadas en el mayor reconocimiento por parte de los
sueros hacia la insulina NPH y menor hacia la Glargina. Datos que requieren
confirmar con el uso de unidades experimentales mas representativas.

El potencial inmunogénico de cada formulacidn debe ser valorado en diferentes
poblaciones de pacientes a fin de conocer los alcances y limitaciones de cada
insulina; si se tiene en cuenta que reacciones adversas como las inmunotdxicas,
dependen no sdélo de las propiedades del biomedicamento, sino de las
caracteristicas inmunogenéticas de los individuos tratados.

Se logrd establecer el perfil de isotipos IgG para tres IE por medio de la técnica
ELISA indirecta, encontrando prevalencia de la subclase IgG3 en el grupo en
tratamiento con las insulinas Regular-NPH al reaccionar con NPH. Los datos
obtenidos son interesantes debido a las caracteristicas bioldgicas de este isotipo,
por lo que sugerimos deberia evaluarse en un grupo experimental mas amplio que
permita confirmar la prevalencia de éste anticuerpo en la poblacidon con terapia
insulinica.

La estandarizacion del ELISA de captura para la deteccion de Cl constituidos por
AAI-IE y su evaluacién con Cl control (aqui estandarizados), permitioé evidenciar la
ausencia de estos en las muestras séricas de 29 voluntarios diabéticos. Lo anterior
permite sugerir (/) la pobre o inexistente formacién de estos en condiciones
naturales, (ii) la baja sensibilidad del método de deteccion, (iii) o la efectividad de
un proceso natural de depuracion de los complejos si llegaren a formarse.
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Departamento de Farmacia, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba

Certificamos que: DELGADO G

Ha participado en carécter de: )
EXPOSITOR del trabajo: “Rabbit anti-endogenous insulin antibody production

and characterization: toois for immunogenicity studies on biotechnologically
derived products”

- Autores: Dominguez-Romero Y, Lozano JM, Delgado G.

en la 2da Reunién Internacional de Ciencias Farmacéuticas realizada los dias 22 y 23 de Noviembre de 2012
en la ciudad de Rosario, Republica Argentina.

Se extiende el presente certificado a los 23 dias del mes de Noviembre de 2012.

- R S
‘I//m
Prof. Dr. Rubén Manzo Prof. Dr, Claudio Salomon
Presidente Presidente
Comité Cientifico Comité Ejecutivo
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“2 Reunion Internacional de C

2° Reunién Internacional de Ciencias Farmacéuticas

RICiFa

Organizado por:
Departamento Farmacia, Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas, Universidad Nacional de Rosario
Departamento de Farmacia, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba

CH El mejor trabajo seleccionado del AREA BIOTECNOLOGIA

B fue “Rabbit Anti-Endogenous Insulin Antibody Production

And Characterization: Tools For Inmunogenicity Studies On
Biotechnologically Derived Product ”
Autor principal: Delgado G.

en la 2da Reunién Internacional de Ciencias Farmacéuticas realizada los dias 22 y 23 de Noviembre de 2012
en la ciudad de Rosario, Republica Argentina.

Se extiende el presente certificado a los 23 dias del mes de Noviembre de 2012.
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_‘ ll/m
Prof. Dr. Rubén Manzo Prof. Dr. Claudio Salomon
Presidente Presidente
Comité Cientifico Comité Ejecutivo
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Anexo C: Presentacion modalidad poster en el XIV Congreso

Colombiano de Farmacologia y Terapéutica.

La >mcnmm,nmm:_~ Colombiana de Farmacologia
y la Universidad del Tolima

" CER
Leidy Yohana Domi,

Bohorquez Villamizar,

JQUE
" Romero, Luisa Fernanda

turo Santa y Lucy Gabriela

"
A
A\

Asisti6 al XIV 005%.80 Colombiana armacologia y Terapéutica, realizado
en la ciudad de Ibagué, del 15 al 18 de Agosto de 2013

Guillermo Gémez Moya. + Angel nm.mvm/w ,
Presidente ACF Presidente

0

Esperanza Muiioz Tello Universidad &

0 . del Toli
Asociacion Colombiana Celretaria ACE el Tolima

de Farmacologia
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Anexo D: Presentacion modalidad poster en el “XIIl Congreso
Internacional del Colegio Nacional de Bacteriologia”.

@8

EL COLEGIO NACIONAL DE BACTERIOLOGIA CNB-COLOMBIA

CERTIFICA QUE

Yohana Dominguez Romero CC 1032400673

Participd en la modalidad de Autor de Poster. Titulado
"EVALUACION DEL PERFIL HUMORAL (ISOTIPOS IgG) DE
ANTICUERPOS ANTI-INSULINA PARA TRES FORMULACIONES
COMERCIALES EN DIABETICOS TIPO 2”

En el 13er CONGRESO INTERNACIONAL DEL COLEGIO NACIONAL DE
BACTERIOLOGIA CNB-COLOMBIA, realizado en el Hotel Crowne Plaza
Tequendama de la ciudad de Bogotd durante los dias 1, 2, 3 y 4 de
noviembre de 2013.

Bogotd, 4 de noviembre de 2013
Cordialmente,

Sttt Fote Prolids

STELLA PAEZ DE BOLIVAR ALBERT® NUNEZ MOLINARES
Presidenta Congreso CNB-COLOMBIA Presidente 13er Congreso CNB - Colombia

Carmen Qu‘."\'n MeonecigV,
CARMEN CECILIA ALMONACID V.

Coordinadora Pdster
13er Congreso CNB - Colombia

" 12.3y4denovemire e 2013 2600 metros mds alld de la ciencid. ___—
Hotel Tequendama, Bogotd - Colombia
CNB - COLOMBIA
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