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ARTICULO ORIGINAL

Sensibilidad a la insulina en ovejas prepuUberes con
alimentacion normal y con restriccion alimenticia®

Insulin sensitivity in prepubertal growing ewes with normal and
restricted alimentation

S E Recabarren'=, A Lobos, P Mufioz!, M Calvillan®, J Parilo®

1 Laboratorio de Fisiologia y Endocrinologia Animal, Facultad de Medicina Veterinaria,
Universidad de Concepcion, Chillan, Chile.

SUMMARY

It has been shown that fasting in growing ewes is associated with insulin resistance as an
adaptative mechanism to the low energy supply. Food restriction is another experimental or
natural situation that may occur for growing ewes where energy supply is under the
requirement for growth. Insulin sensitivity may also change as a physiological adaptation to
the shortage of food. The aim of the present study was to assess if insulin sensitivity
decreases during food restriction in growing ewes. Insulin sensitivity was assessed by the
intravenous glucose tolerance test (IVGTT). A glucose solution (300mg/kg body weight, 50%
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samples were collected from the jugular vein of each ewe by an indwelling jugular vein
catheter 15 and 10 min before and at O, 3, 5, 7, 10, 13, 15, 17, 20, 23, 25, 27 and 30 min
after the initiation of the glucose infusion, and plasma glucose and insulin were measured by
RIA. To determine the insulin sensitivity index (IS1), glucose and insulin concentrations were
analyzed using the Matsuda and De Fronzo's formula (ISI-Composite). Basal, stimulated and
incremental area under the curve of insulin and the glucose utilization constants were also
calculated. ISI-C was lower in food-restricted female sheep (636.43 + 125.66) compared to
normal growing females (1528.18 + 297.61), (P < 0.05). Concordant with this, incremental
area under the curve of insulin was lower (290.54 *+ 79.45 ng/ml/30 min) in control than in
food-restricted females (642.16 = 140.04 ng/mL/30 min, P < 0.05). The glucose utilization
constant did not differ between groups. Results suggest that food restriction induces insulin
resistance as an adaptative process to the shortage of food in growing female sheep.

Palabras clave: insulina, resistencia, sensibilidad, ovejas.

Key words: insulin resistance, insulin sensitivity, endovenous glucose tolerance test, ewes,
puberty.

RESUMEN

Se ha demostrado, en borregas en crecimiento, que el ayuno esta asociado a resistencia
insulinica como un fendbmeno adaptativo a la baja ingesta caldrica. La restriccion alimenticia
es otra situacion natural o experimental que puede enfrentar la hembra en crecimiento, en
la cual la disponibilidad de energia esta por debajo de los requerimientos indispensables para
el crecimiento. La sensibilidad a la insulina podria cambiar también como una adaptacion
fisiologica a la escasez de alimento. El objetivo del presente estudio fue reconocer si la
sensibilidad a la insulina disminuye durante la restriccién alimenticia de borregas en
crecimiento. La sensibilidad a la insulina se evalud con el test de tolerancia a la glucosa
endovenosa (TTGEV). Cinco borregas con crecimiento normal y cinco borregas con
restriccion alimenticia por seis semanas, a partir de las 20 semanas de edad, se infundieron
con una solucioén estéril de glucosa (300 mg/kg peso corporal, solucién al 50%) en dos
minutos. Se colectaron muestras de sangre desde la yugular mediante un catéter venoso 15
y 10 minutos antes de la infusién de glucosa, y a los O, 3, 5, 7, 10, 13, 15, 17, 20, 23, 25,
27, 30 minutos después del inicio de la infusién en cuyo plasma se midio glucosa e insulina.
Las concentraciones de glucosa (g/l) e insulina (pUI/ml) se analizaron con la féormula de
Matsuda y DeFronzo para determinar el indice de sensibilidad a la insulina (ISI-Composite).
Se calcul6 también el area bajo la curva de insulina basal, estimulada e incremental y la
constante de utilizacion de la glucosa. El ISI-C fue menor en las borregas con restriccion
alimenticia (636,43+ 125,66) en comparacion con las borregas controles (1528,18 + 297,61
P<0,05). En concordancia con estos resultados, el area bajo la curva incremental fue menor
en las borregas controles (290,54 + 79,45 ng/ml/30 min) que en las con restriccion
alimenticia (642,16 *+ 140,04 ng/mL/30 min, P<0,05). La constante de utilizacion de la
glucosa fue similar en ambos grupos. Los resultados sugieren que la restriccion alimenticia
conduce a una resistencia insulinica como un proceso adaptativo a la escasa provision de
alimento en la oveja en crecimiento.

INTRODUCCION

Todo organismo viviente necesita energia para las funciones vitales. Una parte importante
del aporte energético diario se ocupa en el metabolismo y en la produccion de calor. En
condiciones basales, cuando no existen demandas extras (crecimiento, prefiez o lactancia),
el equilibrio energético corresponde al balance entre el aporte y el gasto. Si el aporte se
reduce respecto del gasto minimo diario, el desbalance que se genera obliga al animal a
obtener energia de las fuentes de almacenamiento constituidas por las grasas y proteinas.
Dado que entre las funciones vitales que mas demandan energia la reproduccion aparece
como una de las mas importantes, un desbalance energético repercute de inmediato en ella.
Esta relacion es particularmente importante durante el desarrollo pre puberal, con los
efectos ya demostrados sobre el eje gonadal: disminucion de la secrecion de GnRH/LH y
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Los resultados adversos en la reproduccion como consecuencia del desbalance energético,
tanto de largo plazo como de corta duracién, se conocen, pero los mecanismos que los
integran no estan completamente definidos. Una alternativa para explicar esta relacién la
constituye la insulina plasmatica. La insulina es una hormona que responde rapidamente a
los cambios en el aporte energético y, por lo tanto, podria constituirse en una sefial
metabdlica para el hipotalamo en su funcién reguladora del apetito como en su funcién
reguladora de la reproduccion (Schwartz y col 1992). La insulina se difunde rdpidamente
desde la sangre al cerebro, a través de la barrera hematoencefélica, y se une a receptores
ubicados en neuronas que comprenden las zonas de regulacion del apetito y de la secreciéon
de GnRH (Miller y col 1998). Con el fin de respaldar la hipétesis de la insulina como
indicadora del estatus metabdlico de la hembra en crecimiento, en trabajos anteriores hemos
analizado la sensibilidad periférica a la insulina con el test de tolerancia a la insulina (ITT)
en condiciones experimentales de ayuno (Recabarren y col 2000). Los resultados mostraron
que la sensibilidad tisular a la insulina disminuye drasticamente durante el ayuno en ovejas
prepuberes y que después de 24 horas de realimentacioén la sensibilidad no se recupera
totalmente (Recabarren y col 2000). La disminucion en la sensibilidad tisular periférica a la
insulina significa que durante el ayuno se desarrolla un estado de resistencia insulinica. La
resistencia insulinica (RI) se define como la incapacidad bioldgica de la insulina endégena o
exdgena para aumentar la captacion de glucosa y su utlizacién (Lebovitz 2001).

El ayuno prolongado es una situacion extrema, cuya informacion experimental sobre el
comportamiento metabdlico podria ser no extrapolable a periodos de bajo consumo de
alimentos, con los cuales se puede enfrentar la hembra en crecimiento y que repercute en el
eje reproductivo.

Por lo tanto, el presente trabajo se dirigié a determinar el efecto de una restriccion
alimenticia sobre la sensibilidad periférica a la insulina cuantificada mediante el test de
tolerancia a la glucosa endovenosa (TTGEV) en ovejas prepUberes después de seis semanas
de restriccion alimenticia.

MATERIAL Y METODOS

Manejo general de los animales. Se utilizaron 10 borregas prepuberes Suffolk Down, nacidas
en agosto, provenientes de la Unidad de Produccién Ovina de la Facultad de Agronomia de la
Universidad de Concepcion. Las hembras se destetaron a los 3 meses de edad y se
alimentaron con pradera natural y suplementadas con alimento peletizado (Novillina,
Champion). A las 20 semanas de edad las borregas se separaron al azar en dos grupos: uno
control y el otro experimental. Las borregas del grupo control (n =5, 23,6 = 1,1 kg peso
vivo) se alimentaron ad libitum, mientras que a las borregas del grupo experimental (n = 5,
23,2 + 0,5 kg peso vivo) se les limito la ingesta del alimento, alimentandolas con una
cantidad diaria de alimento peletizado equivalente aproximadamente al 2% del peso
corporal. Este procedimiento se mantuvo por 6 semanas, hasta las 26 semanas de edad.

Cuarenta y ocho horas antes del inicio del TTGEV, las borregas se trasladaron a la sala de
experimentacion, para la cateterizacion de una vena yugular de acuerdo al método descrito
por Recabarren y col (1995). El catéter (Arrow, 18 g), conectado a una llave de tres pasos,
se utilizé para la infusién de glucosa y para la coleccion de las muestras de sangre. Los
catéteres se mantuvieron con suero heparinizado (500 Ul/mL) para evitar la formacion de
coagulos. Se procedié a muestreos sanguineos de acostumbramiento durante el dia previo
para reducir los riesgos de estrés. El alimento sobrante se retiré a las 20 horas del dia
anterior al test, para permitir un ayuno de 12 horas previo a los experimentos.

Test de tolerancia a la glucosa endovenosa. El test de tolerancia a la glucosa endovenosa
consistio en la infusidon de una solucién de glucosa estéril 50% a una dosis de 300 mg/kg de
peso vivo en 2 minutos. Se colectaron muestras de sangre a los 15 y 10 minutos antes de la
infusiony alos 0, 3, 5, 7, 10, 13, 15, 20, 23, 25, 27 y 30 minutos después del inicio de la
infusion para las mediciones de insulina y glucosa sanguinea. Las muestras obtenidas antes
y al tiempo 0 se utilizaron para calcular las concentraciones de insulina y glucosa plasmatica
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glucosa conservados en hielo. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 1000 g por 15
min a 4° Celsius, y el plasma se conservé congelado a -20° Celsius hasta las
determinaciones de insulina y glucosa plasmatica.

Medicién de glucosa e insulina. Las concentraciones plasmaticas de insulina se determinaron
por RIA con kits comerciales (Insulin Cout-a-Count, DPC, USA) validado en el laboratorio
para ovejas. La radiactividad se cuantificé en un gammaespectrometro LKB RIA GAMMA
1271 (Wallac Oy, Finlandia). El nivel minimo de detectabilidad definido como el 90% del
buffer control fue de 3 plU/mL, con un coeficiente de variacion intraensayo e interensayo de
5 y 8% respectivamente en el rango de 5 a 300 plU.

La glucosa se midié con kits comerciales (Wiener Lab, Chile) mediante el método de la
glucosa oxidasa con medicion de la absorvancia a 505 nm en espectrofétometro Spectronic
21D (Milton Roy, USA). El coeficiente intra e interensayo fue menor al 2 y 5%
respectivamente.

Calculo del indice de sensibilidad a la insulina. Para el calculo del indice de sensibilidad a la
insulina se utilizé la férmula descrita por Matsuda y De Fronzo (1999), donde:

ISI-Composite=10000/ (Promedio concentracion glucosa basal x Promedio
concentracion insulina basal) x (Promedio concentraciéon glucosa 0-30 min x Promedio
concentracion de insulina 0-30 min).

Ademas, se determind el area bajo la curva de respuesta de insulina (AUC, ng/mi/30min)
como la diferencia entre el area bajo la curva de las concentraciones basales de insulina y el
area bajo la curva de insulina estimulada durante el TTGEV, con la formula del trapezoide y
la tasa de disponibilidad de la glucosa (kg, % por min) mediante la pendiente de la caida de
glucosa entre los 10 y 20 minutos postadministracion de glucosa.

Analisis estadistico. Los datos de glucosa e insulina basal, la sensibilidad a la insulina
(ISI-Composite), el area bajo la curva y la constante de utilizacién de glucosa se analizaron,
en primer lugar, por homogeneidad de varianza, con el test de Barttlet y luego con el test de
"t" no pareado con el programa computacional GBStat v.6. Se consideré un P < 0,05 como
una diferencia estadisticamente significativa. Los datos se muestran como promedio * error
estandard.

RESULTADOS

En el cuadro 1 se muestran los pesos corporales promedio, la glucosa plasméatica y la
insulina plasméatica basal de cada grupo a las 26 semanas de edad (después de seis semanas
de restriccion alimenticia en el grupo experimental). El peso de las borregas del grupo
control fue mayor que el de las borregas del grupo experimental (P < 0,05). La glucosa
plasmatica fue menor (P < 0,05) en las ovejas con restriccion alimenticia que en las
controles, mientras que la concentracion de insulina plasmatica fue menor en las ovejas
controles que en las experimentales.

Cuadro 1. Promedio (% error estandar) del peso
corporal, glucosa plasméatica e insulina plasméatica
en ovejas prepuberes de 26 semanas de edad. El
grupo control se alimentd ad libitum y al grupo
experimental (con restriccién alimenticia por 6
semanas, a partir de las 20 semanas de edad) se le
ofreci6 alimento en una cantidad equivalente al 2%
del peso corporal.

Mean (% standard error) body weight, plasma
glucose and plasma insulin concentrations in



Archivos de medicina veterinaria - <b>Sensibilidad a la insulina en ove...  http://mingaonline.uach.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S030

offered food at a level equivalent to the 2% of their
body weight for 6 weeks beginning at 20 weeks of

age.
Peso Corporal  Glucosa Insulina
Body weight Glucose Insulin
Kg N PUlml
Grupo Conirol 26,0104 0524007 4,43H).B3a
Conitrol Group
Grupo Experimental  20,040.76b  0.6410.05 16.3628.91c
Experimental group
a b P <00l
a,c P <0.05.

En la figura 1 se muestran las concentraciones plasméaticas promedio de glucosa e insulina
durante el TTGEV en ambos grupos. Se puede observar el aumento en las concentraciones
de glucosa como resultado de la infusién de glucosa con un nivel maximo a los 3 minutos.
Posteriormente la glucosa plasmatica descendid hasta los 30 minutos con una pendiente
similar en ambos grupos: 1,56 + 0,47 y 1,98 + 0,27% por min respectivamente. El grupo
restringido exhibié una mayor secrecién de insulina en respuesta a la glucosa que en el
grupo control. Este tipo de comportamiento determiné que el ISI-C de las borregas
experimentales fue de 636,43 £+ 125,66 después de seis semanas de restriccion alimenticia,
mientras que en las borregas controles fue de 1528,18 + 297,61 (P < 0,05) (figura 2). La
mayor secrecion de insulina en respuesta a la glucosa se puede reconocer como area bajo la
curva de respuesta. El AUC de las borregas experimentales fue de 642,16 + 140,04 y mayor
(P < 0,05) que el de las ovejas controles: 290,54 + 79,45.
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Figura 1. Promedio (% error estandar) de las
concentraciones plasmaticas de glucosa (g/l) en
borregas controles ("-") y en borregas con
restriccion alimenticia (I-!) a las 26 semanas de
edad (panel superior) durante el test de tolerancia
a la glucosa endovenosa.

Promedio (% error estandar) de las concentraciones
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alimenticia (!-!) a las 26 semanas de edad durante
el test de tolerancia la glucosa endovenosa.

Mean (&% standard error) plasma glucose
concentrations (g/l) in control ("-") and
food-restricted 26 week-old ewe lambs (!-!) during
the intravenous glucose tolerance test (upper

graph).

Mean (% standard error) plasma insulin
concentrations (uU/ml) in control ("-") and
food-restricted 26 week-oldewe lambs (!-!) during
the intravenous glucose tolerance test (lower
graph).
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Figura 2. Promedio (% error estandar) del indice
de sensibilidad a la insulina (ISI-C) en borregas del
grupo control y en borregas con restriccion
alimenticia.

Mean (* standard error) insulin sensitivity index
(ISI-Composite) in control and food-restricted ewe
lambs.
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Figura 3. Promedio (£ error estandar) del area
bajo la curva de insulina incremental (AUC,
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corresponde a la diferencia entre el AUC basal y el
AUC de insulina estimulada.

Mean (* standard error) incremental area under
the curve of insulin (AUC, ng/miI/30 min) in control
and food-restricted ewe lambs. Incremental AUC
was calculated as the difference between
stimulated and basal AUC of insulin.

DISCUSION

La restriccion alimenticia de ovejas prepuberes por seis semanas conduce a una menor
sensibilidad a la insulina con respecto a ovejas controles de la misma edad, lo que sugiere el
desarrollo de una resistencia insulinica en ellas. Lo anterior se asocia al aumento en las
concentraciones plasmaticas basales de insulina en las borregas con restriccion alimenticia
que en las borregas controles, indicando que la resistencia insulinica se asocia a una
hiperinsulinemia compensatoria.

La presencia de resistencia insulinica también se ha observado durante el ayuno en ovejas
prepuberes (Recabarren y col 2000). El objetivo biolégico de la RI, tanto durante la
restriccion alimenticia como durante el ayuno, seria favorecer la disponibilidad de glucosa
para los tejidos no insulino-dependientes, en particular, el cerebro. Una situacion parecida
se produce durante la prefiez, en la cual los tejidos maternos insulino-dependientes, como el
musculo esquelético y tejido adiposo, se encuentran en competencia con el feto (Petterson y
col 1993), o durante la lactancia a favor de la glandula mamaria (Vernon y col 1990).

El mecanismo exacto y cudles son las sustancias involucradas en el desarrollo de la Rl en
estos estados fisioldgicos aun no estan claros. Es posible que la borrega, a consecuencia de
la falta de energia disponible en cantidad suficiente para el gasto energético derivado del
crecimiento, comience a movilizar parte de la grasa almacenada anteriormente, liberandose
acidos grasos libres desde los triglicéridos del tejido adiposo. Estos acidos grasos libres son
los que podrian desencadenar la RI, fundamentalmente en el tejido muscular e higado,
actuando de manera similar a como lo hacen en la obesidad, ejerciendo su efecto sobre la
actividad tirosina-kinasa del receptor de insulina, contribuyendo asi a un estado de RI
post-receptor (Boden 1996, Boden 2003). Como consecuencia de este estado de Rl se
produce un aumento compensatorio de insulina, lo que llevaria a una hiperinsulinemia. Es
también posible que el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), una citoquina proinflamatoria
que se sintetiza y se secreta desde los adipositos (Kern y col 1995), tenga un rol ya sea
paracrino o autocrino en el control de la funcion del adiposito. Por un lado, se ha establecido
que promueve la lipdlisis y que, por otro, disminuye la actividad de la lipoproteinlipasa (LPL)
(Hauner y col 1995, Kern y col 1995) y reduce la expresion de los transportadores de acidos
grasos libres en el tejido adiposo (Memon y col 1998), con lo cual disminuye la lipogénesis.
El TNFa puede entonces actuar en el adiposito desviando el metabolismo lipidico desde la
acumulacion hacia la reduccion en el pool de triglicéridos, lo cual representaria uno de los
mecanismos por los cuales se reduce la masa de tejido adiposo total. Por otro lado, no se
puede descartar que en el proceso de generacion de la resistencia insulinica de la restriccion
alimenticia participen otros péptidos derivados del adiposito como la adiponectina. La
adiponectina es una citokina que se ha relacionado con la resistencia insulinica, pero mas
bien con el aumento de adiposidad (Ravussin 2002).

Sin embargo, la resistencia insulinica que se presenta durante la restriccidon alimenticia seria
diferente a la que se desarrolla en la obesidad. En la obesidad, hay un aumento de los
triglicéridos plasméaticos como consecuencia del aumento de la lipdlisis en el adipocito
distendido, el cual se hace resistente a la insulina. El aumento de los acidos grasos libres
conduce a una resistencia insulinica, con hiperinsulinemia y euglicemia. Por el contrario, en
la resistencia insulinica de la restriccion alimentica de nuestro modelo se presenta
hiperinsulinemia con euglicemia o hipoglicemia. Este aumento en las concentraciones
plasmaticas de insulina como compensaciéon por la Rl produce una disminucion en la
actividad kinasa del recentor de instilina nprobablemente nor fosforilacion de |a
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disminucién de la actividad del receptor, por lo que, disminuyendo la actividad del receptor,
disminuye la sensibilidad de los tejidos a la accion de la insulina (Kahn 1997). La implicacion
clinica de esto es que cualquier desbalance en un estado de restriccidon alimentaria se
deberia a la resistencia per se o los efectos crénicos de la hiperinsulinemia compensatoria.

Se ha propuesto que la insulina (Steiner y col 1983) asi como otros metabolitos u hormonas
serian sefiales metabdlicas que informan al hipotalamo mediante un complejo mecanismo
neuroendocrino sobre el estado metabdlico de la hembra en crecimiento para modificar la
secrecion de GnRH (Recabarren 1999, Tanaka y col 2000). Si la insulina fuese una sefial
interpretativa del estado metabdlico, la hiperinsulinemia derivada de la RI seria un medio
por el cual las neuronas GnRH podrian interpretar la capacidad metabdlica y reproductiva de
la hembra y consecuentemente disminuir la secrecion de GnRH. Es probable que esta
informacién deba ir acompafada por otras, como ser la leptina. Estudios de nuestro
laboratorio muestran que la restriccion alimenticia por seis semanas en ovejas prepuUberes
disminuye significativamente la leptina circulante (Recabarren y col 2004). De tal forma que
una hiperinsulinemia asociada a una hipoleptinemia podria ser reconocida por las neuronas
GnRH como un estado metabdlico no competente con la reproduccién. Esto, a su vez,
mantendria reprimida la secrecion de GnRH y, por ende, el inicio de la pubertad se
retrasaria. Por el contrario, una hiperinsulinemia asociada a un aumento de leptina u otros
metabolitos y hormonas podria ser desencadenante del inicio de la pubertad (Porte Jr. y col
2002, Foster y Nagatani 1999).

En el hipotalamo de varias especies se ha demostrado la presencia de receptores de insulina
(Van Houten y col 1980, Havrankova y col 1981, Landau y col 1983, Schuleter y col 1984,
Hopkins y Williams, 1997), y en particular en neuronas préximas a las neuronas GnRH (Van
Houten y col 1980). Complementando estas observaciones se ha demostrado la presencia de
receptores de insulina en neuronas GnRH cultivadas in vitro (Olson y col 1995). La
administracion de insulina directamente en el liquido cefalorraquideo cerebral de corderos
diabéticos restauro la secrecion pulsatil de LH, sugiriendo un efecto central sobre la
secrecion de GnRH (Tanaka y col 2000), aunque no se puede descartar que los efectos de la
insulina hayan sido indirectos a través de la modificacidon en la actividad de otras neuronas
relacionadas con la secrecion de GnRH (Sahu y col 1995, Porte Jr y col 2002, Kyriaki 2003).
Reafirmando lo anterior, se ha demostrado una menor secrecion de LH en ratones machos y
hembras knockout para el receptor de insulina en el hipotalamo, y un menor conteo de
espermios al presentado por el raton salvaje (Wild-type) (Brinning y col 2000), lo que
sugiere un importante rol directo de la insulina a nivel hipotalamico en el control de la
secrecion de GnRH.

En resumen, el test de tolerancia a la glucosa endovenosa es un método que permite
dilucidar la sensiblidad a la insulina en animales experimentales, y reconocer que la
restriccion alimenticia en ovejas prepuberes estd acompafiada de resistencia insulinica como

un mecanismo homeostatico para permitir el uso de la glucosa en tejidos no insulino-
dependientes.
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