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RESUMEN

Los métodos convencionales para medir autoanticuerpos, denomi-
nados marcadores, en la diabetes mellitus (DM) con componente
autoinmune (DM1 y LADA), han sido de tipo radiométrico o enzi-
matico (ELISA). Los autoanticuerpos anti-insulina (IAA) fueron de
los primeros en estudiarse. También se han detectado anticuerpos
con la misma especificidad en los pacientes diabéticos tratados
con insulina (IA) y en otras enfermedades poco comunes. En to-
dos esos casos, los test mencionados se mostraron como muy
sensibles, pero tenian la limitacion de expresar resultados relativos
debido a que no podian distinguir los dos pardmetros constitutivos
de las senales analiticas, como son las afinidades y las concentra-
ciones. Los métodos denominados absolutos pueden discriminar
eso0s parametros y son los apropiados para estudiar en profundidad
los casos en los cuales aparecen niveles muy altos de IAA o IA
mediante los andlisis preliminares convencionales.

Hemos seleccionado tres modelos de trabajo requeridos opor
tunamente a nuestro laboratorio del Instituto de Estudios de
la Inmunidad Humoral (IDEHU, CONICET-UBA), por distintos
grupos meédicos o por la industria farmacéutica biotecnolégica.
El problema comuin de esos estudios especiales era superar
las limitaciones de los métodos habituales para medir los anti-
cuerpos especificos anti-insulina en alto nivel y pasar a un nivel
de complejidad mayor que permitiera definir los niveles reales
absolutos de esos anticuerpos. Los objetivos de los trabajos
publicados en esas lineas fueron diversos, tales como brindar
apoyo diagnoéstico maés preciso, o de reorientar la administracién
terapéutica en favor de analogos de insulinas. Para esto ultimo
también se revisaron los conceptos de inmunorreactividad cru-
zada y especificidad de modo de introducir el pardmetro de se-
lectividad (S), que permite la expresién cuantitativa mas precisa
de la interacciéon de los anticuerpos frente a un panel de anti-
genos con homologias estructurales. Finalmente se realizaron
contribuciones al control de calidad exigibles por las autoridades
regulatorias oficiales para las insulinas recombinantes produci-
das por la industria biotecnoldgica.

Para todos esos enfoques se presentaron las bases cientificas
tedricas y practicas de la radiometria que permitieron histérica-
mente la ponderacion de los anticuerpos en base a sus pardme-
tros absolutos y se incorporaron los principios de los biosensores
actuales, basados en resonancia plasmonica de superficie, que
incluye la determinacién de los pardmetros cinéticos.
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ABSTRACT

Conventional methods for measuring autoantibodies, called
markers, in diabetes mellitus with an autoimmune component
(type 1 diabetes and LADA), have been radiometric or enzymatic
(ELISA). Anti-insulin autoantibodies (IAA) were among the first
to be studied. Antibodies with the same specificity have also
been detected in diabetic patients treated with insulin (Al) and in
other rare diseases. In all these cases, the aforementioned tests
were shown to be very sensitive, but they had the limitation of
expressing relative results because they could not distinguish
the two constituent parameters of the analytical signals, such
as affinities and concentrations. The so-called absolute methods
can discriminate these parameters and are appropriate to study
in depth the cases in which very high levels of IAA or IA appear
through conventional preliminary analyses.

We have selected three work models requested from our
laboratory at the Institute of Humoral Immunity Studies (IDEHU,
CONICETUBA), from different medical groups or by the
biotechnology pharmaceutical industry. The common problem
of these special studies was to overcome the limitations
of the usual methods for measuring high-level specific anti-
insulin antibodies and move to a higher level of complexity
that would allow defining the real absolute levels of these
antibodies. The objectives of the works published in these
lines were diverse, such as providing more precise diagnostic
support, or reorienting therapeutic administration in favor of
insulin analogues. For the latter, the concepts of cross-reactivity
and specificity in immunology were also reviewed in order to
introduce the selectivity parameter (S), which allows the most
precise quantitative expression of the interaction of antibodies
against a panel of antigens with structural homologies. Finally,
contributions were made to quality control required by official
regulatory authorities for recombinant insulins produced by the
biotechnology industry.

For all these approaches, the theoretical and practical scientific
bases of radiometry were presented, which historically allowed
the weighting of antibodies based on their absolute parameters,
and the principles of current biosensors were incorporated,
based on surface plasmonic resonance, which includes the
determination of the kinetic parameters.
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INTRODUCCION

Desde una institucion cientifico-académica de
doble dependencia CONICET-UBA, como es el
Instituto de Estudios de la Inmunidad Humoral
(IDEHU), tuvimos la oportunidad de actuar como
laboratorio de investigacién basica en Inmunolo-
gfa Molecular y como docentes en la carrera de
Bioguimica, dentro de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica (UBA). La disponibilidad de planteles
profesionales especializados, de instalaciones
habilitadas para el empleo de radioisétopos y del
equipamiento técnico apropiado, provenian de una
larga trayectoria del IDEHU fundado por el Dr. Ri-
cardo Anibal Margni.

Las vinculaciones profesionales con el ambito
médico, especialmente consagrado a la medicina
asistencial de la diabetes mellitus (DM), fueron
surgiendo a raiz de los contactos docentes de
posgrado y de las actividades interprofesionales
asociadas a servicios de extension del Laboratorio
de Inmunoendocrinologia (LIE), dentro del IDEHU.
En la mayoria de los casos estudiados por requeri-
mientos médicos, los analisis efectuados eran so-
bre marcadores serolégicos de la DM autoinmune
(DM tipo 1 o LADA). Entre ellos estaban los autoan-
ticuerpos anti-insulina (IAA, semejantes a los anti-
cuerpos inducidos por la insulinoterapia, I1A) y otros
que surgieron posteriormente, como los denomina-
dos IA-2A, GADA y ZnT8A. Los métodos aplicados
inicialmente eran los radiométricos de referencia,
o variantes tipo ELISA, reconocidos por consenso
internacional. Los mismos eran sometidos a con-
troles de calidad por agrupaciones de expertos in-
ternacionales ad hoc, que nuestro grupo integraba.

Recientemente el LIE desarrollé variantes ana-
liticas originales para marcadores basadas en la ci-
tometria de flujo empleando microesferas sintéti-
cas (FLOCMIA) con autoantigenos recombinantes
adheridos a ellas'. En otra publicacién se destacé
que se trataba de un desarrollo con potencialidad
para la mediciéon combinada de marcadores (multi-
plex), no solo para la DM, sino para otras enferme-
dades autoinmunes con riesgo asociado, como la
enfermedad celiaca?.

Todos los métodos hasta aqui mencionados
tienen la limitacion de ser relativos, es decir, no
brindan informacién estrictamente cuantitativa y
comparable. Por ello, para el desarrollo de esta

conferencia hemos privilegiado una tematica enfo-
cada exclusivamente en la determinacién “absolu-
ta" de anticuerpos anti-insulina. La estrategia teé-
rica y experimental absoluta es mas compleja que
la aplicada en los inmunoanalisis rutinarios, por lo
cual requiere una descripcion especial. La misma
esta vinculada a las raices cientificas y académi-
cas de la interaccion entre antigenos y anticuer
pos. Se seleccionaron tres modelos colaborativos
interprofesionales que en su momento significa-
ron desafios provocativos aplicados a la DM y en
particular a la insulina (modelos 1, 2 y 3). Los mo-
delos tenian en comun el estudio de las respues-
tas inmunes humorales anti-insulina de alto nivel.

La historia comienza evocando brevemente la
memorable contribucion de cuatro Premios Nobel
implicados en la tematica de la insulina: Frederick
B. Banting (1923), Bernardo A. Houssay (1947),
Frederick Sanger (1958; 1980) y Rosalyn Yalow
(1977). Esta ultima cientifica, Lic. en Fisica, jun-
to con el Dr. Salomon Berson, desarrollaron el ra-
dioinmunoanaélisis (RIA) a mediados de la década
de 1950. Con ese método y su version vinculada,
el denominado “radioligand binding assay"” (RBA),
se pudo cumplir con el modelo practicamente
ideal de la interaccién primaria, a dilucion virtual-
mente infinita, y en el punto cercano al equilibrio.
Con esas herramientas se encard la medicion de
los autoanticuerpos anti-insulina (IAA) y de los
anticuerpos anti-insulina inducidos por la insulino-
terapia (IA). El rango de las sefales analiticas va-
riaba desde O (debajo de los valores inespecificos
de corte) hasta valores “muy altos’ estimados en
principio por el RBA (que es muy sensible, pero
también arroja datos relativos). En el Modelo 1 se
seleccionaron dos casos de pacientes con altos
niveles de IA o IAA, y el objetivo central fue medir
los en unidades absolutas. Habia que recurrir a las
experiencias cientificas y docentes clasicas acu-
muladas en el LIE y revisar la problematica tam-
bién a la luz de otra metodologia no radiométrica
mas moderna.

Modelo 1

En la Figura 1 se presentan los datos de los dos
pacientes estudiados, segun la informacién remitida
por las respectivas profesionales médicas junto con
las muestras de suero ingresadas al IDEHU/LIE.
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Modelo 1
Sueros de dos pacientes especiales
derivados al IDEHU (IAA)
1) Hospital Garrahan (CABA). Dra. AG Krochik 1A
. Paciente varén de 12 anos con DM1 (debut a los 18 meses). IMC: 19
. Episodios alternantes de hipo e hiperglucemia (DM “labil”)
. Hemoglobina glicosilada (HbA1c) 8,6% %
. Lipodistrofia en los sitios de inyeccién de insulina
. Tratamiento con distintas insulinas, en altas dosis, incluyendo glargina y levemir
. Anticuerpos anti-insulina a los 4 anos: RBA B%= 48,2% (valor de corte: 3,28%)

insulina -IAS-, Hirata?)

2) Hospital Privado de la Comunidad (Mar del Plata). Dra. MC Arriazu

IAA

. Paciente mujer de 27 anos con hipoglucemias desde los 10 anos
. Sin marcadores de DM1, sin alelos DQB1 de susceptibilidad, sin insulinoterapia
. Sin diagnéstico certero (¢ posible sindrome autoinmune de

. Luego de episodios persistentes de hipoglucemia, la paciente fue tratatada
alternativamente con metilprednisolona, acarbosa, plasmaféresis o rituximab
. Autoanticuerpo anti-insulina: RBA B%= 62,1% (valor de corte: 3,28%)

Figura 1: Caracteristicas de los dos pacientes que se estudiaron comparativamente dentro del Modelo 1.

Como se mencioné anteriormente, los dos pa-
cientes se incluyeron en el mismo estudio compa-
rativo debido, en principio, a que ambos presenta-
ban altos niveles de anticuerpos o autoanticuerpos
anti-insulina (IA o IAA, respectivamente), asociados
con episodios alternantes de hiperglucemia e hipo-
glucemia, aunque diferian sustancialmente en su
diagnodstico presuntivo. El primero exhibia las ca-
racteristicas tipicas de un individuo joven con DM1,
bajo terapia insulinica, mientras que la segunda
paciente no era diabética, nunca habia sido tratada
con insulina, y en principio reunia algunas caracte-
risticas semejantes a las del sindrome de Hirata®.

El estudio preliminar de anticuerpos anti-insu-
lina en los sueros de ambos pacientes se realizd
por el método radiométrico de referencia RBA, el
cual arrojo valores francamente altos respecto del
control negativo. Para interpretar correctamente
este tipo de resultados, expresados en unidades
relativas de B%, debemos remitirnos brevemente
a las determinaciones histéricas de autoanticuer
pos en DMy en especial los |AA.

El primer antecedente reconocido sobre la
determinacion de anticuerpos anti-islote (ICA) es
el de Gian Franco Bottazzo en 1974*. La determi-
naciéon se habia efectuado entonces mediante
microscopia basada en inmunofluorescencia indi-
recta sobre cortes pancreéaticos. Recién en 1983

aparecio la primera determinacién radiométrica de
autoanticuerpos anti-insulina, en pacientes que
aun no habian sido tratados con insulina (IAA pro-
drémicos), basada en el método de union de radio-
ligando, denominado RBAS®.

Para profundizar el conocimiento de los IAA/IA
en ambos pacientes, y ante la demanda de los res-
pectivos grupos meédicos implicados, en nuestro
laboratorio se elabord un plan estratégico basado
en la determinacion de los pardmetros de interac-
cion primaria: afinidad y concentracion de los anti-
cuerpos especificos. Discutiremos someramente
el significado de ambos términos y los anteceden-
tes bibliogréaficos de ese tipo de determinaciones
en términos de unidades absolutas, aplicados a la
DM autoinmune.

La definicion general de afinidad ha sido expre-
sada como la fuerza de unién entre un anticuerpo
y su sitio especifico en el antigeno, denominado
determinante antigénico o epitopo. Se suele re-
presentar por medio de la constante de asocia-
cion (K). Su valor se obtiene aproximadamente de
la concentracion de antigeno que, en diluciones
suficientemente altas, la mitad esta unida a los an-
ticuerpos, mientras la otra mitad permanece libre.

Este concepto estd necesariamente ligado a
que los anticuerpos en sus regiones complemen-
tarias a los epitopos (denominadas “paratopo”)
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exhiben una inmensa variedad estructural que en
cada caso los hace “encastrar” como una cerradu-
ray su llave. El dilema durante muchos anos sobre
la mecéanica genética que permitia expresar este
ajuste en los paratopos de las inmunoglobulinas
anticuerpos hacia sus respectivos epitopos, fue
inicialmente aclarado por el investigador japonés
Susumu Tonegawa, Premio Nobel de Medicina
1987 En resumen, a partir de unos centenares de
genes en los linfocitos B que codifican para regio-
nes variables de las cadenas pesadas vy livianas
de los anticuerpos, se produce por mecanismos
recombinatorios aleatorios el ensamble potencial
de una infinidad de paratopes posibles, dirigidos
especificamente hacia un repertorio inmenso de
antigenos. Finalmente, cada linea de linfocitos B a
través de las respectivas células plasmaticas que
evolucionan de ellos, secretan anticuerpos con
una estructura especifica para complementarse
con un determinante antigénico, exhibiendo una
afinidad definida. Este mecanismo ha sido compa-
rado con la variabilidad que emana de un juego de
naipes, del cual no siempre se espera obtener la
mejor combinatoria de entrada por cuestiones pro-
babilisticas. Luego veremos que, ademas de este
barajado inicial (shuffling) existe otra oportunidad
ulterior de mejorar “las cartas en mano’ o sea la
estructura de los aminoacidos de las seis regiones
CDR (regiones determinantes de la complementa-
riedad), que contactan los epitopos en las cadenas
pesadas v livianas de los paratopes.

Esta vision puramente mecanica de los encas-
tres entre anticuerpos y sus antigenos es consis-
tente con un enfoque termodindmico, ya que la
fuerza de unién implica energias de interaccion. La
energlia libre asociada a la unién de anticuerpos y
antigenos estéa intimamente vinculada con la afini-
dad, por lo cual desde la ciencia basica biofisica se
aporté una imagen integrada: las energias libres
de unién, el nimero de puntos de contacto entre
paratopes y epitopos y los respectivos valores de
afinidades conforman un modelo racionalizado. Por
ejemplo, una interaccion antigeno:anticuerpo que
involucra unos 10 puntos de contacto corresponde
a una energia libre asociada de aproximadamente
10.000 cal/mol, de la cual resulta una afinidad de
107 M-1. Notese que la afinidad en unidades de
equilibrio de asociacion se expresa como la inver
sa de la concentracién, donde se une el 50% del
antigeno especifico.

Pero ahi no acaba el tema, ya que faltaria expli-
car por qué los sueros a través del tiempo de su

estudio longitudinal pueden cambiar de valor, exhi-
biendo una “maduracion” de la respuesta, asocia-
da con un incremento de la afinidad.

Con el progreso del conocimiento en la biologia
celular y molecular ese fendmeno se fue interpre-
tando mejor y el proceso por el cual se puede mo-
dificar la afinidad se lo denominé “hipermutacion
somatica” Otro investigador japonés, Tasuku Hon-
jo, Premio Nobel 2018, contribuyé en buena medi-
da a develar el mecanismo implicado al descubrir
la enzima deaminasa de citidina (AID). Durante la
transcripcion que abre las dos cadenas a nivel de
la regiéon codificante para los anticuerpos, esa en-
zima cambia la estructura nucleotidica a nivel de
una citosina y la reemplaza por uracilo. Finalmen-
te, el corte que se produce en ese punto se repara
con cierta aleatoriedad introduciendo un cambio
en la secuencia con otra base. El resultado final es
gue asi se produce otra oportunidad de incremen-
tar la afinidad.

Llegados a este nivel en la descripcion de la
evolucion de conocimientos en la inmunologia y
en particular del funcionamiento de la respuesta
inmune humoral, podemos enfocarnos en la ade-
cuada interpretacion de trabajos seferos sobre
la afinidad de anticuerpos anti-insulina en la DM,
como el de Achenbach®. En ese estudio se vio que
el rango de afinidades se extendia aproximada-
mente entre 105 y 1010 M-1, o sea la diferencia
exhibida por las afinidades mas altas era 100.000
veces mayor respecto de las mas bajas en esa po-
blacion de individuos que cursaban la fase prodro-
mica de la enfermedad. Asi se demostré que la
determinacion de un parametro absoluto de la res-
puesta anti-insulina, como es la afinidad, amplia
considerablemente el conocimiento de la calidad
de la respuesta inmune humoral especifica, mas
alla de lo que permitiria un anélisis relativo estan-
dar del tipo RBA o ELISA.

Sin embargo, como se menciond anteriormen-
te, la intensidad de las senales de los métodos
relativos, independientemente de sus variantes
basadas en interacciéon primaria o secundaria, de-
penden también de la concentracién de los anti-
cuerpos especificos (pardmetro simbolizado aqui
con la letra g). De este modo debemos recalcar
que en los resultados analiticos participa con igual
importancia este otro parametro, definiendo el ni-
vel de las respuestas humorales especificas.

Para expresar la concentracién de los anticuer
pos, especialmente en el suero de los pacien-
tes bajo terapia insulinica, existen dos formas: la
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convencional béasica en términos de molaridad, y
la mas practica en términos de la “capacidad de
unién de insulina” o BC (binding capacity).

Estos analisis se mencionan raramente en la bi-
bliografia sobre inmunidad y DM, probablemente
debido a que estan fuera de la practica bioquimica
corriente por los requerimientos especializados de
su ejecucién y por el procesamiento matematico
complejo de los resultados. El mejor modelo bi-
bliografico sobre el tema tal vez sea el articulo de
Davidson y DeBra’, titulado “Immunologic insulin
resistance”. En ese trabajo, y en el rescate edito-
rial que hiciera de este el Dr. George Eisenbarth en
su libro virtual “ Cellular, Molecular & Clinical Im-
munology’, se describe un valor medio de 30.000
microunidades de insulina unida a anticuerpos por
mL de suero (o expresadas como 30 unidades de
insulina por litro -30 Ul/L5), en asociacion con insu-
linorresistencia inmunolégica. Las bases matema-
ticas necesarias para sentar los conceptos de con-
centracion o BC emanaron del desarrollo del RIA,
por parte de Rosalyn Yalow, y del procesamiento
de datos, segun George Scatchard. El modelo mo-
noclonal méas sencillo, que permite calcular la con-
centracién y la afinidad se complica un poco mas
en la practica considerando el caracter oligoclonal
de los sueros. Para resolver ese tema se debid re-
currir al procesamiento de funciones no lineales
basadas en el algoritmo de Newton-Gauss, el cual
requiere la aplicacion de modelos computados de
simulacién asimilables al modelo de dos anticuer
pos, uno de alta afinidad y baja concentracion, y
otro de baja afinidad y alta concentracion®. El ope-
rador que ejecuta este tipo de andlisis y procesa
los datos experimentales debe recibir un entrena-
miento especial.

Un parametro importante para definir la velo-
cidad de disociacién de los inmunocomplejos in
vitro es el tiempo de semidisociacién, o semivida,
(T1/2). En el trabajo de Davidson y DeBra’, comen-
tado anteriormente, se incluyeron datos obtenidos
de experimentos cinéticos basados en curvas de
disociacion de insulina radiactiva y agregados a
tiempo cero de un exceso de insulina fria. La re-
presentacion grafica del log de la insulina marcada
decayendo en funciéon del tiempo permitio calcu-
lar el valor de T1/2 para el componente mas lento
de la curva. En los pacientes con alta resistencia
inmunoldgica a la insulina el valor promedio cal-
culado fue de 614 minutos, con un rango de 14 a
1.300 minutos.

En otro trabajo realizado en Inglaterra por

Vaughan et al., publicado en 1983, se reclutaron
pacientes en los que se producia el efecto inverso
por parte de los anticuerpos anti-insulina: el efecto
transportador de insulina o carrier’. Se pudo de-
mostrar que en un paciente con altos niveles de
inmunocomplejos de insulina se podia mantener
la glucemia durante 12 horas, aun suspendiendo
la administracion de insulina.

Es importante observar que, en ese estudio de
casi un centenar de pacientes, los valores maxi-
mos de los RBA rondaban el 40%. Los pacientes
1y 2 del Modelo 1 estaban muy por encima de
ese valor, aunque hay que enfatizar que las com-
paraciones de datos interlaboratorios no son es-
trictamente licitas debido a que se trata de anali-
sis que arrojan datos relativos dependientes de los
respectivos protocolos de trabajo.

De la comparacién de los trabajos en la lite-
ratura surge el efecto aparentemente paradodjico
respecto de los anticuerpos anti-insulina, causan-
do en una u otra circunstancia la resistencia a la
accion de la hormona, o el transporte de la misma.
La alternancia de esos fendémenos ha sido denomi-
nada como “labilidad” por causas inmunoldégicas.

La conclusiéon es que altos niveles de anti-
cuerpos especificos, como nuevos receptores de
insulina circulantes, alteran la cinética de accion
hormonal, pero pueden hacerlo de manera dife-
rente. Una explicacién sencilla y preliminar seria
que en periodos preprandiales los complejos libe-
ran parte de la insulina generando hipoglucemia
y en periodos posprandiales secuestran parte de
la insulina generando hiperglucemia. Sin embar
go, el problema es mas complejo. Se ha demos-
trado en pacientes tratados con insulina que los
inmunocomplejos circulantes, al formarse a par
tir de un antigeno de bajo peso molecular, como
es la insulina, comprende al menos dos tipos de
estructuras™. Una de esas presenta una relaciéon
Ac:Ag 1:1 (o de masa total casi similar 1:2) y otra
de relacion 2:1. Pero esas estructuras no se rela-
cionan de manera simple con los niveles de anti-
cuerpos en el grupo de pacientes estudiados. Por
ello se concluyé que otros factores influirian en la
estructura de los inmunocomplejos, su tendencia
a ser opsonizados o, inversamente, a actuar como
transportadores de insulina bioactiva y finalmente
determinar su permanencia en la circulacion. Esos
factores incluirian la oligoclonalidad de los anti-
cuerpos, los epitopos involucrados (superpuestos
0 no interactuantes), las afinidades respectivas, la
cinética de disociacion de los inmunocomplejos y
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la degradacién de la insulina libre por medio de la
enzima degradadora de la insulina (EDI o insulin-
degrading enzyme, IDE), una proteasa dependien-
te de zinc con una distribucién ubicua en los teji-
dos del organismo.

No perdamos de vista que el problema que
nos ocupaba era definir con mayor profundidad la
naturaleza de las respuestas inmunes humorales
de los pacientes del Modelo 1. Entonces, medir
tanto las afinidades como las concentraciones
de los anticuerpos anti-insulina hasta aqui ya se
vislumbraba como indispensable. Pero, ademas
de los parametros de las interacciones, también
era importante definir las cinéticas de disociacion
de los inmunocomplejos. Un nuevo recurso para
resolver en forma versatil ese Ultimo punto pro-
vino de los biosensores, basados en el principio
denominado resonancia plasmonica de superficie
(surface plasmon resonance, SPR). Con ese tipo
de instrumentos, en general de disponibilidad res-
tringida a centros académicos y de investigacion
0 a grandes laboratorios de desarrollo y control,
se ha podido subir otro escalén en la caracteriza-
cion fina de las moléculas receptoras (como los
anticuerpos) y sus respectivos ligandos (como los
antigenos). Cuando en el IDEHU estuvo disponible
el biosensor Biacore T100, se pudo encarar desde
el LIE la revision analitica completa de los sueros
del Modelo 1.

En la Figura 2 se muestra un esquema simpli-

ficado de las partes esenciales del instrumento,
en el cual se destaca el chip sensor con el ligando
adsorbido y la cdmara donde fluye el analito. La luz
polarizada se refleja con un desvio angular debido
al cambio del indice de refraccion por la union del
analito al ligando. El procesador asociado registra
las unidades de resonancia plasmonica, un fené-
meno electromagnético que se produce en la su-
perficie del film de oro tras el efecto de excitacién
electrénica de la luz incidente. A medida que se
incrementa la masa unida del analito, junto con el
cambio angular de la luz reflejada, se computa la
cinética de unién antigeno:anticuerpo en tiempo
real para obtener la constante cinética de asocia-
cion (k1). Luego en la fase siguiente, el pasaje de
solvente sin analito, se obtiene la respectiva cons-
tante cinética de disociacion (k-1).

A diferencia de los procedimientos antes des-
criptos, el célculo de T1/2 de disociacién de los in-
munocomplejos a partir de las determinaciones de
SPR se inicia precisamente en el conocimiento de
esta Ultima constante cinética: k-1. Dado que la ci-
nética de disociacién en este caso parte de un
solo reactivo "A] se la define como “cinética de
primer orden’ La ley de velocidad de una reaccion
de primer orden se expresa por la ecuacion dife-
rencial: -d [Al/dt = k-1 [A]. De la solucién integral,
la semivida se calcula entonces de la expresion:
T1/2 = In (2) / k-1, o sencillamente como: T1/2 =
0.693 / k-1.
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SPR: surface plasmon resonance.
Figura 2: Componentes principales del biosensor.
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En la Figura 3 se muestra el biosensor Biaco-
re T100 (GE Healthcare, Uppsala, Suecia) y en la
pantalla de su procesador online se ve el grafico
en tiempo real de un experimento con anticuerpos
anti-insulina/proinsulina uniéndose a la proinsulina
fijada al chip.

Para la determinacion de las afinidades, el chip
sensor se prepar6 utilizando bajas concentraciones
del antigeno (300 unidades de resonancia, UR).
Luego de la etapa de asociacion, el sistema se
cambié a la segunda etapa con el pasaje de solven-
te, en la que se produjo la disociacion de los inmu-
nocomplejos adsorbidos; en ella se midié la cinética
de liberacién de los anticuerpos. Del cociente de las
constantes cinéticas de asociacion y de disociacion
se obtuvo la constante de afinidad utilizando el pro-
grama " Biacore T100 Evaluation Software" version
2.0, provisto junto con el instrumento.

Los valores de concentracion se obtuvieron
de un experimento separado, utilizando un chip
sensor especial (dextrano carboximetilado, CMb5)
y proinsulina fijada en alto nivel (1.500 UR) para la
captura completa del ligando.

Grafico de resonancia
en funcion del tiempo

Figura 3: Biosensor Biacore T100.

Aunque en los experimentos de SPR para
medir la afinidad, el antigeno esta fijado a una
superficie soporte en muy baja concentracién y
el anticuerpo fluye en una fase liquida, no se reu-
nen estrictamente los principios de la interaccion
primaria (diluciéon virtualmente infinita de los dos
componentes en solucion verdadera hasta alcan-
zar el equilibrio de las interacciones). Ademas,
los programas de ajuste de datos a “un sitio” o
“dos sitios” aplicado al procesamiento de datos
del RIA® ponderan los errores experimentales
asociados a las sefhales cercanas a los inespecifi-
cos. Por lo tanto, a los fines de no comprometer

prejuiciosamente cual seria el mejor criterio para
aceptar o descartar una eventual subpoblacion
de anticuerpos de muy baja afinidad, se decidié
efectuar sobre los mismos sueros y en paralelo los
correspondientes experimentos basados en RIAs
de equilibrio.

En la Tabla 1 se muestran integradamente los
resultados principales de las series experimenta-
les realizadas con los sueros de los pacientes 1y
2 del Modelo 1.

Paciente 1 2
RBA Senal B% 48,2 61,2
RIA/Scatchard BC (U/L) 76 195
SPR K1 (x10°M'sT)  |36,8 5,70

k-1 (s) 0,36 0,17
Q™) 250,55 352,25
K(M™) 1,03x107 3,37x10°

Fuente: Trabucchi et al.”.

Tabla 1: Resultados condensados de los anélisis de RBA
(senales relativas), RIA (concentraciones absolutas) y
SPR (parametros cinéticos), obtenidos de los sueros de
pacientes 1y 2.

Hasta aqui, las principales conclusiones que
pueden extraerse de estos resultados son las
siguientes. Las afinidades de los anticuerpos
anti-insulina en ambos pacientes resultaron rela-
tivamente medianas o bajas, en cambio las con-
centraciones resultaron muy elevadas (sobre todo
en la paciente 2). Eso se demostré tanto por los
andlisis RIA/Scatchard (BC) como para los analisis
con el biosensor (g). Los datos obtenidos se com-
pararon con los respectivos parametros obtenidos
para pacientes |AA positivos con DM1 dentro del
mismo estudio', como los obtenidos en otro tra-
bajo previo de nuestro grupo utilizando SPR™.

Los valores relativos tan altos para los ensayos
de RBA en ambos casos se debian entonces, de
manera predominante, a los respectivos niveles
de concentraciones y no a los de afinidades. Cabe
preguntarse entonces cuéles serian las causas de
esas respuestas tan elevadas. En el caso del pa-
ciente 1, la explicacion mas probable se relaciona
con el bajo o nulo nivel de autotolerancia hacia la
insulina que suelen exhibir los pacientes con DM1
por razones genéticas. La regién regulatoria “up
stream” del gen de la insulina que regula su expre-
sion es reconocida como VNTR (variable number
of tandem repeats) y seria la implicada dentro del
contexto multigenético que condiciona la suscep-
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tibilidad. Ademas, la administracién necesaria de
la terapia insulinica de reemplazo actuaria como un
estimulador permanente de la respuesta humoral
especifica hacia la insulina. Esto ha sido demostra-
do también en los pacientes adultos, denomina-
dos LADA, segun un trabajo liderado por Frechtel
et al.”®. En adicion, otros autores demostraron que
los minimos o nulos niveles de expresion de la in-
sulina en el timo por efecto de las variantes VNTR
“small" jugarian un rol pivotal en la autotolerancia
insulino-especifica™. Esto explicaria el posible me-
canismo sobre cémo el locus VNTR predispone o
protege para la DM vy, por extensién, a la intensi-
dad de la respuesta hacia la insulina de adminis-
tracion externa.

Por otra parte, debido a que existian anteceden-
tes bibliograficos sobre la asociacion de las respues-
tas IAA en DM autoinmune con algunos isotipos vy
subisotipos de inmunoglobulinas™, también se efec-
tud este tipo de analisis para una caracterizaciéon mas
amplia de las respuestas humorales de ambos pa-
cientes. En el mismo estudio se incluyeron analisis
de isotipos y subisotipos mediante SPR.

La clase y subclase de anticuerpos anti-insulina
del paciente 1 fue IgG1, tipica de un paciente ini-
cialmente con riesgo de DM1 y luego con franca
expresion clinica de la enfermedad. En la pacien-
te 2, la determinacion de clase y subclase de IAA
condujo a caracterizar un anticuerpo de subisotipo
IgG3, compatible con una gammopatia monoclo-
nal benigna'®. La respuesta IAA de altisimo nivel
estaria relacionada entonces con la condicion ex-
cepcional generada por un plasmacitoma derivado
de una linea especifica de linfocitos B.

Por otro lado, la asignacion inicial de la patolo-
gfa en la paciente 2 como probable sindrome au-
toinmune de insulina, tipo Hirata, fue perdiendo
consistencia a lo largo del tiempo de observacion.
En la literatura especializada se esgrimian razones
de etnia (el sindrome de Hirata es mas frecuente
en razas mongoloides); ademas, la inexistencia en
la historia clinica de la paciente de eventuales tera-
pias con drogas tipo tioles y finalmente la persis-
tencia del cuadro clinico y de los resultados soste-
nidos en los anélisis del laboratorio bioquimico tras
la aplicacion de una plasmaféresis.

En relacion con los niveles extremadamente
altos de IAA en esta paciente, surgieron impor-
tantes cautelas referidas a su condicién de género
y a eventuales embarazos. Existian antecedentes
sobre los efectos nocivos de los anticuerpos anti-
insulina maternos sobre el desarrollo fetal. Uno de

los estudios més representativos fue el de Menon
et al.”. En ese estudio se demostré que el pasa-
je transplacental de anticuerpos anti-insulina de
isotipo IgG y de los respectivos inmunocomplejos
con insulina podrian causar macrosomia fetal, con
los conocidos riesgos asociados. La paciente 2
del Modelo 1, si bien presentaba IAA circulantes
de afinidad relativamente baja (3,37 x 106 M-1) y
un T1/2 de solo 4 segundos, estos se hallaron, al
menos en el momento del andlisis con biosensor,
en muy altas concentraciones (250,55 nM). Este
nivel era muy elevado respecto del valor reportado
para |IA en el trabajo de Menon et al. (774 nM). A
modo de referencia, es importante destacar que
la prevalencia de macrosomia en el trabajo de
Menon et al. era del 43% (12 entre los 28 casos
estudiados). Sin embargo, hay que recalcar que
la concentracion de IAA por si sola no determina
inexorablemente la evolucion a macrosomia fetal
(16 casos en la relacion anterior no se asociaron
con esa condicion), sino que los otros parémetros
estaticos y cinéticos de la interaccion que deter
minan la generacion de los inmunocomplejos y
la actividad degradativa coexistente de la IDE fi-
nalmente pueden resultar en una accidn menos
dramatica a nivel fetal. De todos modos, los ries-
gos existentes ante un embarazo de la paciente
en este caso estaban a la vista y fueron expuestos
como tales. Aqui comentamos que mas de una
década después de la publicacion del estudio de
la paciente 2 en PLOS One y sin contar con da-
tos sobre la posible persistencia de la respuesta
inmune humoral absoluta en los IAA, la paciente
tuvo felizmente una beba normal con un peso de
2,270 g (Apgar 9/10).

En resumen, los niveles absolutos elevados en
la concentracion de IA/IAA en ambos pacientes
del Modelo 1 establecieron un criterio racional so-
bre el origen y el grado de descontrol glucémico.
La cuantificacién analitica precisa en ambos casos
condujo a los grupos médicos involucrados a la ne-
cesidad de disminuir, dentro de lo posible, la mag-
nitud de las respuestas inmunes humorales impli-
cadas. En la Figura 1 se resumieron los intentos
terapéuticos aplicados en cada caso. En particular,
para el paciente 1, el cambio terapéutico empirico
hacia un par de analogos de insulinas de accion
lenta, en el intento de explorar una eventual dismi-
nucién de la inmunogenicidad, no habia arrojado
resultados favorables, pero sirvid de anteceden-
te para la estrategia general que se aplicaria mas
adelante en el Modelo 2.
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Modelo 2

En la Figura 4 se resumen las caracteristicas
generales de una paciente con DM2, con elevados
requerimientos de insulina asociados a altos nive-
les de anticuerpos anti-insulina e hiperglucemia.
A los fines de orientar un cambio terapéutico en

favor de los anéalogos de insulina, con menor reac-
tividad hacia sus anticuerpos circulantes, el caso
provocd un nuevo desafio inmunoanalitico para el
cual fue necesario aplicar un enfoque cientifico-
técnico no convencional.

Modelo 2
(Dra. S Gorban de Lapertosa)

Estudios de selectividad de anticuerpos.

insulina de accion lenta y répida

Suero de una paciente derivada al IDEHU desde el Hospital JR Vidal, Corrientes

Analisis especiales para la orientacion del posible cambio del tipo de insulina

Mujer de 69 anos con DM2, con 10 anos de requerimiento de insulinas

regular y lenta. HbA1c 11%. Presento episodios de hiperglucemia (500 mg/dL)

con dosis de insulina NPH mayores a 3 |U/kg/dia

Anélisis preliminar de anticuerpos anti-insulina por RBA B%: 30,5 (valor de corte 3, 28%)
Analisis especial: RIA para test de inmunorreactividad cruzada/selectividad,

aplicando los siguientes antigenos homologos: insulina y varios analogos de

Objetivo del estudio: orientar una nueva terapia hipoinmunogénica de reemplazo

Figura 4: Caracteristicas de la paciente con alta respuesta IA, estudiada como modelo para orientar una nueva terapia

insulinica hipoinmunogénica.

Para poder avanzar con la explicacion de la
estrategia aplicada en este modelo, primero de-
bemos introducir el concepto de especificidad (y
su anténimo, la inmunorreactividad cruzada, IRC),
revisandolo a la luz del enfoque més preciso que
se encuentra en la literatura del tema. En efecto,
el trabajo sefnero de Berzofsky y Schechter™ ha
permitido aclarar el tema de la IRC de manera for
mal y profunda, resolviendo algunas discrepancias
histoéricas al respecto.

Los autores presentaron la problematica anun-
ciando primero que la metodologia de unién di-
recta de interaccién primaria, como es el RIA, era
la ideal para estudiar las interacciones entre las
inmunoglobulinas y los antigenos. Ello permitié
distinguir al menos entre dos tipos de reactividad
cruzada: la de tipo 1, tipica de los anticuerpos mo-
noclonales, y la de tipo 2, Unicamente presente
en sueros oligoclonales. Segundo, efectuaron un

analisis matemético detallado de las curvas de
desplazamiento de los radioinmunoensayos para
describir las bases moleculares de la IRC. Los
conceptos de especificidad y reactividad cruzada,
como dos términos opuestos, condujeron final-
mente a la definicién del término selectividad (S).

En la Figura 5 se resume graficamente la defi-
nicion de S a partir de las curvas de desplazamien-
to de un antigeno original y de dos analogos (molé-
culas similares, pero no idénticas a ese antigeno)
que también reaccionan con el anticuerpo, pero
de manera un tanto diferente. Ese modelo tedrico
anticipa el comportamiento inmunoquimico que
pueden exhibir la insulina y sus analogos biosin-
téticos frente a un anticuerpo monoclonal (IRC de
tipo 1). Si las curvas resultan no paralelas, o no
alcanzan el eje de las abscisas, se presume que
en el suero estudiado existe una heterogeneidad
oligoclonal (IRC de tipo 2).
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Modelo de anticuerpo monoclonal
frente a:
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Figura 5: Curvas de desplazamiento y calculo de la
selectividad.

La principal diferencia en los gréaficos aplicados
por Berzofsky y Schechter con la representacion
de los graficos clasicos de RIA, es que las mag-
nitudes en el eje de las abscisas corresponden a
valores del antigeno libre, expresados como con-
centraciones molares (F). Esos valores se calculan
a partir de la formula: F = [Ag]l / 1+B/F, donde [Ag]
corresponde a cada dosis molar del antigeno des-
plazante. Luego, por deduccién matematica, en
el punto medio respecto de las sehales maximas
del eje de ordenadas interpoladas en el eje de las
abscisas se obtienen exactamente los valores de
las inversas de K y no aproximadamente, como
ocurre en los graficos convencionales de B/F en
funcién de las dosis directas de los antigenos.

En el trabajo de Berzofsky y Schechter’® se
dan las justificaciones tedricas y las condiciones
experimentales que se deben seguir para pres-
cindir de la elaboracion de RIAs homdlogos (cada
uno preparado con el mismo trazador derivado del
antigeno anélogo ensayado). De esta manera, el
set completo de antigenos anélogos que se desea
estudiar se ensaya con un solo RIA homologo mul-
tiple, evitando el engorroso (y costoso) empleo de
un panel completo de RIAs homdlogos para cada
muestra. En la Tabla 2 se extractan los valores de
afinidad y selectividad obtenidos de las muestras
de suero de la paciente estudiada, apropiadamen-
te diluidas, y de un Unico trazador radiactivo, pre-
parado a partir del antigeno original (la insulina hu-
mana recombinante regular, con que fue tratada la
paciente inicialmente).

Insulina/andlogo de insulina » a
L=ligando  C=competidor K, M) S=K/Kc
R h-insulina 7,90 x 10?

(Humulin, Eli Lilly)

Determir 8,10 x 10? 0,98
(levemir, Novo Nordisk)

Glargina 2,10 x 107 37,62
(Lantus, Sanofi Aventis)

Lispro 1,96 x 107 40,61
(Humalog, Eli Lilly)

Glusina 1,00 x 10° 790,00
(Apidra, Sanofi Aventis)

Tabla 2: Afinidades y selectividades.

El trabajo se publicé en la revista periddica in-
dexada MethodsX'", enfatizando que el objetivo
de la investigacion estaba centrado en la aplica-
cion de una estrategia original aplicada a un caso
modelo de DM con altos niveles de anticuerpos
anti-insulina. La hipotesis planteada era que las afi-
nidades exhibidas por los andlogos frente al suero
fueran diferentes y permitieran la orientacion de
una sustitucion terapéutica alternativa, si alguna
variante mostrara caida significativa en la selectivi-
dad. En la Tabla 2 se observa que, efectivamente,
para el analogo glulisina el valor de S fue de 790,
correspondiendo a la menor afinidad relativa res-
pecto de la insulina regular aplicada originalmente
a la paciente. El estudio no tenia en principio el ca-
racter de investigacion clinica longitudinal para otros
parametros bioquimicos completos, mas alld del
control glucémico a corto plazo y de la hemoglobina
glicosilada A1c. Todos los registros clinicos posterio-
res de la paciente resultaron favorables, por lo cual
no llegaron al laboratorio otras demandas inmunoa-
naliticas consecutivas de ese caso.

Modelo 3

Los modelos anteriores estaban centrados en
casos especiales enfocados como ejemplos re-
presentativos, aunque poco frecuentes, de anti-
cuerpos anti-insulina de muy alto nivel asociados a
complicaciones inmediatas y tardias. La pregunta
que seguiria es: ;pueden aparecer con alarmante
prevalencia anticuerpos especificos durante las
terapias con algunos productos biotecnoldgicos
farmacéuticos, asociados con efectos indesea-
dos? La respuesta es afirmativa, pero esto ha sido
observado en raras ocasiones. Tal vez el ejemplo
mas resonante se produjo entre enero de 1998 y
abril de 2004, periodo en el cual se informaron mu-
chos casos de aplasia pura de células rojas asocia-
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dos al tratamiento con la proteina eritropoyetina,
o también denominada epoyetina (EPO). La EPO
suele administrarse como terapia sustitutiva cuan-
do ocurren patologias renales que conducen a un
déficit marcado de esa hormona, con la aparicion
de anemias severas. Las formulaciones farmacéu-
ticas implicadas entonces totalizaban 175 casos
por Eprex, 11 casos por Neorecormon y 5 casos
por Epogen. Cerca de la mitad de los casos ocurrié
en Francia, Canadd, Reino Unido y Espafa.

Durante las etapas iniciales de desarrollo y con-
trol de esos productos tal problema obviamente
no habfa surgido y se obtuvieron las respectivas
autorizaciones de las autoridades regulatorias.
Bastante rapido se acepté que la posible causa
del problema era la induccion de anticuerpos es-
pecificos bloqueantes de la EPO, y al respecto
aparecieron varios trabajos. Algunos de ellos se
basaban en la determinacion radiométrica, tipo
RBA, de anticuerpos anti-EPO?. En otros trabajos
se estudiaron las posibles causas de la aparicion
del problema cuando ya estaba difundido el uso de
esa proteina recombinante.

Muchos casos se asociaron con el uso de je-
ringas lubricadas conteniendo Eprex, fabricada
por Janssen-Ortho, o su empresa madre Johnson
& Johnson. Al mismo tiempo esos laboratorios
habian eliminado en esa época la preparaciéon
estabilizante proveniente de sueros debido a
los riesgos denunciados por la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob y pasaron a un estabilizante
sintético, con mayor tendencia a desnaturalizar
la epoyetina y asi estimular al sistema inmune.
También se sospechd de su mayor inestabilidad
al calor, a la agitacién de las preparaciones y a la
via subcutanea de inyeccion.

Tal vez ese ejemplo, de amplia repercusion in-
ternacional y causante de gran preocupacion por
parte de las autoridades regulatorias, indujo la
elaboracion de un trabajo importante de “estan-
dardizacion” y de “recomendaciones” publicado
en 2004 por parte de la Oficina de Productos Bio-
tecnolodgicos y Centro para la Evaluacién e Inves-
tigacién de Drogas de la Food and Drug Admi-
nistration (FDA)'. Tal trabajo fue publicado en la
revista Journal of Immunological Methods para
su amplia difusiéon y no como un simple boletin
oficial interno del organismo. Ese caso significé
tal vez el mejor ejemplo del ingreso y difusién
universal de la opinidn de una entidad regulatoria
lider en la era farmacéutica biotecnolégica. A la

autorfa principal de Anthony R. Mire-Sluis, enro-
lado en la FDA, le secundaron otros 12 coauto-
res provenientes de compafias farmacéuticas de
reconocido prestigio internacional y titulares de
patentes de productos biotecnolégicos.

Creemos importante transcribir textualmente
las recomendaciones centrales incluidas en ese
articulo denominado “Recommendations for
the design and optimization of immunoassays
used in the detection of host antibodies against
biotechnology products”

“...Most biopharmaceutical therapeutics elicit
some level of antibody response against the
product. This antibody response can, in some
cases, lead to potentially serious side effects and/
or loss of efficacy. Therefore, the immunogenicity
of therapeutic proteins is a concern for clinicians,
manufacturers and regulatory agencies. In
order to assess Iimmunogenicity of these
molecules, appropriate detection, quantitation
and characterization of antibody responses are
necessary”... “Quasi-Quantitative and Qualitative
assays are those for which an appropriate
reference standard is not available”

Como se aprecia, las mismas definiciones que
habian sido establecidas mucho tiempo antes en
el &mbito académico como pautas de la ciencia
basica inmunoldgica y de los manuales de inmu-
noanalitica, estaban siendo incorporadas al campo
practico regulatorio del control farmacéutico en la
era biotecnoldgica.

En la Argentina la institucion equivalente, la
Administracién Nacional de Medicamentos, Ali-
mentos y Tecnologia Médica (ANMAT), ejerce
las atribuciones regulatorias oficiales. Las bases
funcionales y objetivos de la ANMAT en buena
medida estan armonizados con las instituciones
oficiales lideres mundiales. Lo mismo ocurre con
la Farmacopea Argentina (FA), o Codex Medica-
mentarius Argentino, otra division del Ministe-
rio de Salud que se ocupa del control calidad de
los medicamentos (en este caso la Farmacopea,
también es de jurisdiccion oficial, a diferencia de
Estados Unidos, donde la Farmacopea es editada
por una entidad privada).

La vinculacion de profesionales de nuestro
laboratorio, IDEHU/LIE, con la Comisién Perma-
nente de la FA vy la realizaciéon de servicios anali-
ticos oficiales desde el CONICET vy la UBA, para
la industria farmacéutica biotecnolégica local, nos
dio apertura y experiencia en la temética aqui pre-
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sentada. Un caso en particular de esos servicios,
inscripto como un estudio de farmacovigilancia in-
munoldgica poscomercializacion, fue presentado
ante la ANMAT con el titulo “Farmacovigilancia:
seguimiento poscomercializacién para el estudio
de la inmunogenicidad de Densulin®. Protocolo
DF-DS-S-01, Denver Farma, R. Argentina, Sept
2014, Autorizacion ANMAT Disposicién 165/10,
Exp N° 1-0047-0000-000545-09-1"

El ejemplo constituyd un control inmunoanaliti-
co, dentro de una plataforma completa de trabajo
multiprofesional, sobre una formulacién farmacéuti-
ca y no con el foco en los pacientes reclutados para
un estudio puntual, como en los Modelos 1y 2.

Es importante destacar que el disefo expe-
rimental de este estudio de farmacovigilancia
inmunolégica presentado ante la ANMAT, a dife-
rencia de las monografias farmacopeicas, donde
los procedimientos de control de calidad estan
establecidos y detallados, se planed segun la es-
trategia general y el criterio técnico de los pro-
fesionales responsables. Las guias de referencia
internacional sirvieron solo para la orientacion
general del estudio, aunque no para aportar un
protocolo en particular. Segun las recomendacio-
nes de la Farmacopea Americana (desde la USP
24 en adelante, <1045> Biotechnology-derived
articles), siempre existe la posibilidad que los
productos derivados de la biotecnologia puedan
causar algunos efectos indeseados en los pa-
cientes que los reciben debido a sensibilizacion
inmunolégica, como resultado de una o multi-
ples modificaciones moleculares. De ahi la con-
veniencia de que la insulina recombinante, como
los otros productos biotecnolégicos aplicados de
manera terapéutica, deban ser sometidos a test
de vigilancia. Por su parte, la European Medicines
Agency (EMA) establecié, entre los estudios cli-
nicos de seguridad para insulina recombinante
humana, el estudio de inmunogenicidad y de re-
acciones locales.

Se comparé la inmunogenicidad de los produc-
tos designados como Densulin con otros produc-
tos equivalentes del mercado, a través de las de-
terminaciones de anticuerpos séricos anti-insulina
(IA) realizados en el IDEHU, CONICET-UBA (con la
participacion del Dr. lacono y la Dra. Valdez). Las
formulaciones de densulin estudiadas eran las
regulares (R) e is6fanas (N), conteniendo insulina
humana recombinante de 100 Ul/ml, inyectables.
Los pacientes eran adultos insulinodependientes

o requirentes, con DM1 o DM2, clinicamente con-
trolados por la Division Diabetes del Hospital de
Clinicas J. de San Martin, Facultad de Medicina,
UBA (responsable, Dr. Puchulu) y con la participa-
cién del Departamento de Bioguimica Clinica, Fa-
cultad de Farmacia y Bioquimica, localizado en el
mimo hospital (responsable, Bioguimica Maselli).
Para el diseno experimental y el tratamiento esta-
distico se conté con la participacién de la Profeso-
ra NUnez, docente de la Catedra de Matematica y
Bioestadistica de la Facultad de Farmacia y Bioqui-
mica, UBA.

Las metodologfas inmunoanaliticas empleadas
en este Modelo 3, como en los Modelos 1 vy 2,
fueron las de interaccion primaria radiométricas.
Como primera parte se aplicé el RBA, de mayor
sensibilidad (con menor limite de deteccion, como
método relativo, sin estandares de referencia), y
como segunda parte se reservoé la aplicacion del
RIA, como método absoluto, para medir eventua-
les respuestas medianas y altas de anticuerpos
anti-insulina en unidades de BC. La corresponden-
cia matematica de ambos test, RBA y RIA, solo
era posible si se establecia un modelo monoclonal
de anticuerpos de afinidad arbitrariamente defini-
da (se selecciond un valor de Kigual a 107 M-1).

Hasta donde nos consta, esta fue la primera
vez que se aplicd para un estudio de farmacovi-
gilancia poscomercializacién de un producto bio-
tecnolégico, un formato secuencial de anélisis
relativo (quasi-quantitative), seguido de uno verda-
deramente cuantitativo o absoluto, para estable-
cer una escala validable universal.

En el presente estudio se ejecutd primero un
test piloto de 24 muestras (Figura 6), en el cual se
detectaron mediante RBA senales analiticas debi-
das a |IA de muy bajo nivel para todas las muestras
(B%<14%). Ese valor tope, de acuerdo a la con-
version estimativa antes explicada, podria corres-
ponder a una BC muy baja (~ 1,4 U/L). Tal valor
de nivel minimo de concentracion de IA, ademas
era consistente con la ausencia de reacciones lo-
cales y otras manifestaciones clinicas adversas en
el grupo estudiado (hipoglucemias, labilidad en el
control de la diabetes, lipodistrofias, etc.). Recor
demos que en el articulo de Davidson y DeBra®, los
valores de BC para pacientes con altas respuestas
de IA eran iguales o mayores a 30 U/L, lo mismo
gue se habia mencionado para los pacientes del
Modelo 1 (donde ademas por RBA los valores de
B% eran muy superiores).
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Figura 6: Esquema general del protocolo.

Es importante enfatizar que, en este tipo de es-

tudio, la deteccion de anticuerpos por encima del
nivel de corte, o inespecifico, se interpreta como
positivo, pero no por ello significa una alarma res-
pecto de una alta inmunogenicidad. Simplemente
puede ser el reflejo de la estimulacion marginal de
la respuesta inmune humoral de algunos pacien-
tes ante la inyeccién del farmaco biotecnoldgico,
pero sin consecuencias clinicas.
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