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Resumen Se presenta una mujer de 33 anos con una historia de 11 meses de episodios

recurrentes de hipoglucemia severa, asociados a anticuerpas anti-insulina y
valores variables de peptido-C. Una extraccién acido-alcohélica de suero mostro un nivel
basal de insulina de 1.600 uU/ml. La insulina caracterizada por HPLC demostré ser insulina
humana. Los anticuerpos fueron especificos para la insulina humana con una subpoblacién
que reaccionaba con insulina bovina y porcina (IgG, cadena liviana k). Al declinar los sin-
tomas, el tratamiento con plasmaféresis negativizé el titulo con rapidez. Un seguimiento
prolongado demostré la ausencia de recidivas.
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La hipoglucemia debida a anticuerpos anti-
insulina de origen autoinmune fue descripta en
1970' y hallada frecuentemente a partir de alli®
*. El diagnéstico es dificil porque debe ser exclui-
da la produccion de anticuerpos por la inyeccion
de insulina exdgena.

El presente caso es relatado debido a su co-
mienzo espontaneo (esto es, no inducido por dro-
gas) la presencia de anticuerpos especificos con-
tra insulina humana y la respuesta al tratamiento
con plasmaféresis que no ha sido descripto ante-
riormente en este sindrome.

Caso clinico

Una mujer de 33 anos de edad comenzd con sinto-
mas de hipoglucemia en agosto de 1984, presentando
inicialmente crisis de palidez, temblor y obnubilacion
hasta llegar a un coma hipoglucémico, por lo cual fue
admitida en Terapia Intensiva. Estos episodios eran
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espontaneos, no teniendo relaciéon con la actividad fisi-
ca o el ayuno. Los estudios de rutina, ecografia de ab-
domen, TC de pancreas, TC de cerebro y EEG fueron
normales. Una prueba de tolerancia oral a la glucosa
realizada para estudiar sus hipoglucemias fue normal.
Durante el dosaje de insulina se comprobd que tenia
anticuerpos anti-insulina. Como la paciente era enfer-
mera se sospecho la autoadministracion de insulina y
fue derivada a la Unidad de Psicopatologia. Durante su
evaluacion psicologica no se hallaron evidencias que
presumieran la autoinyeccion de insulina y como las
hipoglucemias continuaban, fue remitida a nuestro la-
boratorio en junio de 1985 para su estudio.

La historia personal y familiar no aporté elementos
diagndsticos, pero permitié excluir tratamientos previos
con methimazole, captopril, enalapril, penicilina e
hidralazina. Los ciclos menstruales eran normales y re-
gulares y el examen fisico fue normal. En los estudios
iniciales se hallaron valores bajos de glucemia, con
cortisol normal y niveles normales (0,1 ng/ml) o eleva-
dos (2.8 ng/ml) de péptido-C de acuerdo al momento
evolutivo de la enfermedad. El titulo de anticuerpos vario
a lo largo de la enfermedad. Inicialmente fue del 10% y
al ano llegé al 50% de captacion del trazador radioactivo
(insulina-125-1) para caer luego lentamente. Para la
comparacion final del titulo de anticuerpos, todas las
muestras obtenidas fueron determinadas en un mismo
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ensayo. Salvo el titulo de anticuerpos antimitocondriales
que dio positivo deébil, los demas estudios de autoinmu-
nidad fueron normales.

En un momento en que la paciente estaba en
hipoglucemia (10 mg%) se obtuvo sangre de la pacien-
te y se efectudé una extraccion acido-alcohdlica de 10
ml de plasma. La insulina inmunoreactiva del material
extraido fue de 1.600 uU/ml. El material extraido fue
marcado con 125-| y luego purificado en gel de almidon
preparativo®. La zona de insulina fue cromatografiada en
Sephadex G 50 superfino, eluyendo con acido acético
1 M. El pico de insulina fue liofilizado. La insulina asi
obtenida fue aplicada a una columna de HPLC en fase
reversa y corrida simultaneamente con insulina porcina
y bovina como control. Se uso un equipo Waters con
una columna Bondapack C18 y se cromatografio una
muestra de 100 ul de la mezcla de insulinas. Se em-
plearon dos fases, «A»: 0,1% acido trifluoracético y «B»:
acetonitrilo/2-propanolol con 0,5% acido trifluoracético
(relacion 3:1). El programa establecido fue: condiciones
inciales, 35% de «B», 5 min; condiciones finales, 44%
de «B». Tiempo total 90 min. Se determind la
absorbancia y ademas se obtuvieron alicuotas cada 20
seg para contaje de la radioactividad.

La caracterizacion por HPLC de la 125-I-insulina
extraida del suero de la paciente mostré claras diferen-
cias con las insulinas porcina y bovina, situandose en-
tre ambas. El tiempo de retencion fue mayor que el
correspondiente a insulina humana (fig. 1).

Los anticuerpos libres de insulina fueron estudiados
con curvas dosis/respuesta. Para ello, una muestra de
18,5 ml de plasma del paciente fue precipitada agregan-
do al suero igual cantidad de una solucion saturada de
sulfato de amonio, pH 7,4. El precipitado fue dializado
contra CiNa 0,15 M, pH 7,4. El material dializado fue
incubado a 37°C durante 12 hs con enzima degradante
de insulina (EDI, 0,1 ml/ml) parcialmente purificada. EDI
fue luego inhibida con N-ethilmaleimida 0,5 mM y esta
gamma globulina se utilizé en los estudios dosis/res-
puesta (gamma tratada).

En el primer estudio usando 125-I-insulina porcina
se observo competicién con insulina porcina y bovina y
un leve desplazamiento con insulina humana (Fig. 2, A).
Un segundo estudio usando 125-I-humana mostré solo
competicion con insulina humana (Fig. 2, B) al menos
en el rango estudiado. La representacion segun
Scatchard de esta curva mostré dos pendientes con
valores de afinidad elevada para la insulina humana
(Ka,: 6,20 x 10" M y Ka,: 2,42 x 10° M"). El célculo
de la afinidad aparente con insulina de cerdo (Fig. 2,
A) fue de un orden de magnitud mayor que con insulina
humana.

Cuando se seleccioné una poblacion de anticuerpos
por cromatografia de afinidad insulina de cerdo-
Sepharosa, a partir del suero del paciente libre de
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Fig. 1.— Cromatografia en HPLC de ia insulina de la
paciente luego de una extraccion acido-alcohdlica del
suero: la insulina extraida fue marcada con 125-I,
corrida en gel de almidon, comatografiada en
Sephadex y caracterizada con HPLC usando como
«standars» insulinas bovina, humana y porcina (ver
flechas en ese orden, de izquierda a derecha).

196 Tubos

insulina (gamma tratada), se observo que esta
subpoblacién de anticuerpos presentaba reaccion cru-
zada con la insulina de cerdo y humana (Fig. 2, C). Este
experimento explica el resultado hallado con el trazador
porcino.

La gamma globulina anti-insulina purificada por afi-
nidad y marcada con 125-| fue caracterizada para de-
terminar el tipo de IgG aislado®, sdlo el suero anti k mos-
tré una banda de precipitacion en la autorradiografia (no
mostrado).

Mientras se desarrollaba el estudio la paciente con-
tinué con hipoglucemias severas, algunas de las cua-
les requirieron su internacion en Terapia Intensiva, hasta
que en junio de 1986 la sintomatologia comenzé a de-
clinar gradualmente coincidiendo con la declinacion del
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Fig. 2.— Curvas dosis/respuesta con los anticuerpos de

la paciente: El suero del paciente fue diluido 1/200,
pero la dilucién total del suero fue el doble porque
inicialmente se lo duplico en la precipitacion con
sulfato de amonio.
A) la poblacion total de anticuerpos del paciente fue-
ron usados con trazador porcino. B) la poblacion to-
tal de anticuerpos fueron usados con trazador huma-
no. C) una poblacién de anticuerpos seleccionados
por afinidad con insulina de cerdo-Sepharosa, fue
usada con trazador humano.

titulo de anticuerpos. En noviembre la paciente terminé
sus estudios y se comenzé el tratamiento con
plasmaféresis. Se removio en tres sesiones una canti-
dad de sangre equivalente al 4% del peso corporal.
Cada sesion llevo aproximadamente 90 min. Hubo una
caida del 35% en las inmunoglobulinas al terminar con
el tratamiento. No hubo intercurrencias infecciosas du-
rante la plasmaféresis ni luego de su terminacion. La
misma, pese a remover sélo el 63% del volumen
intravascular, redujo el titulo de anticuerpos de 8,6% a
valores no detectables. En abril de 1987 fue dada de
alta libre de sintomas. Los controles hasta la actualidad
no han demostrado recidiva de la enfermedad.

Discusion
El sindrome de hipoglucemia autoinmune por

anticuerpos anti-insulina fue descripto en 1970 y
desde entonces se han publicado 125 casos de

SINDROME DE HIPOGLUCEMIA AUTOINMUNE

los cuales sélo 17, incluyendo el que aqui se re-
lata, han sido hallados fuera de Japon™®. La pre-
sentacion por sexos ha sido casi idéntica con una
incidencia mayor en la edad media de la vida. La
induccién por drogas que contienen grupos
sulfidrilos es muy elevada en los pacientes japo-
neses (34%) y se han determinado alelos predo-
minantes en el HLA de estos enfermos (Cw4,
Bw62, DR4)% De los 17 pacientes no japoneses
sélo en 5 el sindrome se presentd en forma es-
pontdnea, esto es, sin una enfermedad
autoinmune asociada ni inducida por drogas’.

Durante el desarrollo de anticuerpos anti-
insulina se produce la acumulaciéon de insulina y
proinsulina, dependiendo la cantidad acumulada
de la concentracion molar de los anticuerpos y de
la constante de afinidad de los mismos. Esta acu-
mulacién progresiva no depende de la cantidad de
insulina secretada sino del alargamiento de su
vida media al unirse al anticuerpo, llegando a ser
de varias horas en lugar de minutos'®. El proceso
por el cual se presenta hipoglucemia en pacien-
tes con anticuerpos sigue siendo materia de dis-
CUSién“‘ 12, 13‘

La paciente presenté hipoglucemias y se de-
mostraron anticuerpos anti-insulina en el primer
estudio que se le efectud. Esta secuencia hipo-
glucemia-anticuerpos simultaneos no se corres-
ponde con las formas facticias, en donde las
hipoglucemias preceden largamente a la aparicion
de anticuerpos. Al continuar con el estudio, en el
primer dosaje se hallé un valor basal elevado de
péptido-C mientras que en un estudio posterior los
valores fueron bajos, indicando una situacién de
reposo pancreatico. A pesar de que la insulina
acumulada es endogena, una respuesta pan-
creatica normal ante un estimulo, como ha sido
propuesto®, no resulta clara en este sindrome. Es
mas comprensible una respuesta modificada de
acuerdo a los niveles de insulina y glucosa en el
momento del estudio y a la capacidad de asocia-
cion de los anticuerpos. Han sido descriptos va-
lores de 35.280 uU/ml de insulina unidos a
anticuerpos™ y capacidades de asociacion de esta
magnitud actian como «buffer» y desactivan la
insulina secretada obligando a una gran actividad
de las células beta.

El analisis del tipo de insulina en la paciente
fue explicito al mostrar que no era de origen bo-
vino ni porcino. Debe recordarse ademas que en
esa eépoca la insulina humana no estaba disponi-
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ble en la Argentina para tratamiento. El que no se
haya dosado proinsulina humana depende exclu-
sivamente de las condiciones del estudio, porque
en la autorradiografia del gel de almidon solo se
tomo la zona de insulina.

Como se desprende de los estudios la pacien-
te tenia una poblacion especifica de anticuerpos
anti-insulina humana. La especificidad de un sue-
ro depende de la afinidad de los distintos
anticuerpos que la constituyen (y por lo tanto de
la similitud o no de las determinantes antigenicas
de los antigenos considerados) y de la concen-
tracion molar de los anticuerpos. Una diferencia
de un orden de magnitud entre cerdo y humano
hace al suero «no altamente especifico» segun la
definicién de Berzofsky y Schecher’. Sin embar-
go, como ha sido sostenido por diversos autores
«el suero total es altamente especifico para un
antigeno determinado cuando los distintos
anticuerpos tienen un unico antigeno en co-
mun»'s, lo que en este caso solo ocurre con
insulina humana. El tipo de anticuerpo hallado
(cadena liviana k) con dos constantes de afinidad
muy proximas dirigida hacia insulina humana,
sugiere una respuesta clonal selectiva. Hallazgos
similares han sido publicados® 4.

Algunos diagnosticos diferenciales deben efec-
tuarse en la hipoglucemia autoinmune. Los pa-
cientes con anticuerpos anti-receptores que pre-
sentaron hipoglucemia como uUnica manifestacion
metabdlica, son pocos. Todos ellos cursaban una
enfermedad autoinmune grave y respondieron al
tratamiento inmunosupresor (para revision ver cita
8). Estos pacientes carecian de anticuerpos anti-
insulina o presentaban titulos marginales.

Un comentario requiere el tratamiento con
plasmaféresis. Esta conducta ha sido empleada
en pacientes diabéticos resistentes con alto valor
de anticuerpos. Aunque el sindrome presenta una
evolucién favorable, el tratamiento con plasma-
féresis negativiz6 rapidamente el titulo de
anticuerpos y aceler6 el curso clinico de la enfer-
medad. Pese al largo seguimiento realizado, no
se encontré recidiva clinica ni bioquimica del sin-
drome. Esta posibilidad de tratamiento puede ser
considerada cuando el diagndstico esta confirma-
do, sobre todo si se esta en las etapas mas criti-
cas de la enfermedad.
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Summary

Autoimmune hypoglycemia syndrome due to
specific anti-human insulin antibodies

A 33 year old woman with episodes of severe
hypoglycemia is presented. The studies showed
anti-insulin antibodies and variable C-peptide lev-
els. Circulating insulin measured after acid-ethanol
extraction, was of 1,600 uU/ml and shown to be
human insulin after characterization by HLPC.
Specific anti-human insulin antibodies were of high
affinity (Ka,: 6.20 x 10® M"; Ka,: 2.42 x 10° M).
A small cross-reactive porcine and bovine anti-
body subpopulation was also detected (IgG, light
k type chain). Plasmapheresis was undertaken
when symptoms were spontaneously declining
and turned antibody title negative. Prolonged fol-
low-up showed no relapse of this syndrome.
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In conclusion, it appears to me that nothing can be more improving to a young naturalist,
than a journey in distant countries. It both sharpens, and partly allays that want and craving,
which, as Sir J. Herschel remarks, a man experiences although every corporal sense be
fully satisfied. The excitement from the novelty of objects, and the chance of success
stimulate him to increased activity. Moreover, as a number of isolated facts soon become
uninteresting, the habit of comparison leads to generalization. On the other hand, as the
traveller stays but a short time in each place, his descriptions must generally consist of
mere skelches, instead of detailed observations. Hence arises, as | have found to my cost,
a constant tendency to fill up the wide gaps of knowledge by inaccurate and superficial

hypotheses.

En conclusion, me parece que nada puede ser mas beneficioso a un joven naturalista
que un viaje a distantes paises. A la vez agudiza y en parte mitiga aquella necesidad y
vehemente deseo que, como Sir J. Herschel destaca, el hombre experimenta aunque to-
dos los sentidos corporales esten completamente satisfechos. La excitaciéon por la nove-
dad de los objetos, la posibilidad del éxito, lo estimulan a la actividad. Mas adn, como un
numero de hechos aislados pronto carecen de interés, el habito de la comparacién con-
duce a la generalizacion. Por otra parte, como el viajero esta solo un corto tiempo en cada
lugar, sus descripciones deben consistir generalmente en meros bosquejos en lugar de
descripciones detalladas. Y de esto surge, como lo descubri a mi costa, una tendencia
constante a llenar las amplias faltas de conocimiento con hipétesis inexactas y superficia-

les.

Charles Darwin (1809-1882)

The voyage of the Beagle (1845), London: J. M. Dent & Sons Ltd, 1961, pp 486-487
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