ARTICULO ORIGINAL

ISSN 0025-7680

MEDICINA (Buenos Aires) 1996; 56: 650-656

REPRODUCIBILIDAD DE LA CUANTIFICACION DE LA SENSIBILIDAD A LA ACCION
INSULINICA CON EL MODELO MINIMO Y COMPARACION CON UN TEST DE TOLERANCIA

A BAJAS DOSIS DE INSULINA

RICARDO H. REY"? LUCAS D. MASNATTA" ¢, DANIEL PIROLA? LUIS A. CUNIBERTI" ¢, CRISTINA
MACEIRA" ¢, JOSE P. WERBA"*

! Centro de Lipidos y Deteccion Precoz de Aterosclerosis y  Laboratorio Central, ° Departamento de Investigacion

Clinica e * Instituto de Investigacion en Ciencias Basicas /ICB, Fundacion Favaloro, Buenos Aires

Resumen La hiperinsulinemia y la insulino-resistencia son disturbios metabolicos asocia-

dos a obesidad central, hipertension arterial, hipertrigliceridemia, sindrome
polimetabdlico, intolerancia a la glucosa y enfermedad aterosclerdtica. La evaluacion de
los cambios en la sensibilidad a la accién insulinica in vivo (SAl in vivo) inducidos por in-
tervenciones higiénico-dietéticas o farmacolégicas requieren una técnica de adecuada
reproducibilidad. En el presente estudio fue evaluada la reproducibilidad intra-individual
de la SAl in vivo expresada como Sl (parametro determinado utilizando el Modelo Minimo
de Bergman modificado con insulina [MMins]), en 11 sujetos con un amplio rango de SAI
in vivo. Sl (primer estudio) vario entre 0,82 y 8,48 x 10 min'/uU.mL (4,43 = 2,85 x 10*
min-'/pU.ml; media + DS) y presentd una correlacion altamente significativa con Sl (se-
gundo estudio) (r = 0,89; p = 0,0002). El coeficiente de variacion medio fue del 20,9 +
13,9%. La SAl in vivo fue también determinada analizando la tasa de caida de los niveles
de glucemia luego del suministro [V de 0,025 U/kg de insulina cristalina humana (método
de Bonora modificado o BBD), en 11 sujetos. La SAl in vivo determinada por BBD varié
entre 21 y 234 pmol/ml/min (134 = 64,8 pmol/ml/min, media + DS). No se observaron
hipoglucemias durante los estudios. La correlacion entre los valores de Sl obtenidos del
MMins y los resultados del BBD fue altamente significativa (r = 0,89, p = 0,0002). Los re-
sultados del presente trabajo sugieren que el MMins tiene una adecuada reproducibilidad
intra-sujeto y que el BBD constituye una medida aproximada de la SAl in vivo siendo par-
ticularmente aplicable cuando es necesaria la practica de un procedimeinto de rapida eje-
cucion y menor complejidad y costo.
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La insulino-resistencia (IR) es un disturbio
metabélico frecuente en pacientes con obesidad
central, hipertrigliceridemia, hipertension arterial
esencial, intolerancia oral a la glucosa y diabetes
mellitus no insulino-dependiente!-2 Estas patolo-
gias constituyen algunos de los factores de ries-
go conocidos de patologia aterosclerética®'2. En
ocasiones, varias de estas alteraciones se obser-
van simultaneamente en un mismo paciente, con-
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formando lo que fue denominado el Sindrome
Polimetabdlico o Sindrome X'. La vinculacién
entre IR y presencia de lesiones ateroscleréticas
en diferentes distritos vasculares ha sido recien-
temente documentada' y es argumento de un
importante estudio clinico (IRAS), actualmente en
curso'®. Con fines de diagnéstico, la presencia de
hiperinsulinemia pudiera considerarse un marca-
dor de reducida sensibilidad a la accion insulinica
in vivo (SAl in vivo). Sin embargo, no es infrecuen-
te el hallazgo de normoinsulinemia en ayunas o
post sobrecarga de glucosa en sujetos con IR'™.
La heterogénea funcionalidad de la respuesta
insulinica del pancreas pudiera explicar la diso-
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ciacion entre estos parametros. El denominado
clampeo hiperinsulinémico euglucémico (clamp),
es el metodo de mayor aceptacién general para
la cuantificacion de la SAl in vivo con fines expe-
rimentales'”. De hecho, es el Unico método dis-
ponible que permite valorar discriminadamente la
sensibilidad de los tejidos periféricos (principal-
mente musculo y tejido adiposo). Sin embargo, la
complejidad y costo de su realizacion dificultan su
practica en estudios que requieran la repeticion
del procedimiento y/o en investigaciones que
involucren grandes poblaciones. Diversas técnicas
alternativas de mayor simplicidad han sido pro-
puestas. R. Bergman ha desarrollado un método
de estudio que permite cuantificar la SAl in vivo
utilizando un modelo de analisis matematico de
los valores simultaneos de glucosa e insulina
plasmaticos luego de una sobrecarga IV de glu-
cosa'®. Esta tecnica, que involucra la sumi-
nistracion durante el estudio de una dosis
intravenosa (1V) de tolbutamida, no brinda sin
embargo resultados atendibles en sujetos con
importante disminucion de la funcion secretagoga
del pancreas'. Por este motivo, Welch y colabo-
radores han propuesto la utilizacion de insulina
exogena en reemplazo de la dosis IV de
tolbutamida®. Asi corregido, el método conserva
una correlacion aceptable con los resultados del
clamp en el amplio espectro de valores de SAl in
vivo®'. De acuerdo con la informacion que dispo-
nemos, la reproducibilidad del método asi modifi-
cado, parametro elemental para el céalculo del ta-
mano de la muestra en trabajos de investigacion
clinica, no ha sido reportada en la literatura. E/
primer objetivo del presente estudio ha sido valo-
rar la reproducibilidad intraindividual de la medi-
da de la SAl in vivo a través del método de
Bergman modificado con insulina (Modelo Minimo
de Bergman modificado con insulina o MM ins).
La tasa de reduccion de la glucemia luego de
la suministracion en ayunas por via IV de 0,1 U/
kg de insulina cristalina, ha sido propuesta como
otra medida de la SAl in vivo por E. Bonora y
col.?2. En comparacién con otros métodos, esta
técnica es relativamente rapida y econdémica. Sin
embargo, con la dosis insulinica de 0,1 U/kg, fue-
ron observadas hipoglucemias sintomaticas??
motivo por el cual Gelding y col. redujeron la dosis
de insulina a 0,05 Ul/kg®’. Asi maodificado, el
metodo presenta aceptable correlacién con el
clamp®. Sin embargo, si bien los autores descri-
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ben hipoglucemias asintomaticas de hasta 39 mg/
dl, reducciones aln mas severas, sintomaticas,
pueden producirse en sujetos normales, segln
nuestra experiencia preliminar. £/ segundo obje-
tivo del presente estudio ha sido comparar los
valores de SAl in vivo determinados a través del
método de Bonora modificado con una dosis
insulinica de 0,025 U/kg (Bonora a Bajas Dosis
o BBD) con los resultados obtenidos con el MM
ins, método aceptado como valida alternativa al
clamp?‘- 24, 25, 26

Material y métodos

Se incluyeron 15 hombres (edad entre 28 y 63 anos)
con una amplia variabilidad en el grado de obesidad [In-
dice de masa corporal (IMC) 22 a 34] asi como en el
indice perimetro de cintura/perimetro de cadera (0,8 a
1,04). 9 sujetos presentaban alguna forma de dislipidemia
primaria (hipercolesterolemia poligénica (HC) n = 2;
hipertrigliceridemia (HTG) n = 2; HC y HTG n = 4;
hipoalfalipoproteinemia = 1).

Se excluyeron pacientes con diabetes u otras
endocrinopatias clinicamente manifiestas, insuficiencia
renal, hepatopatia parenquimatosa cronica y alcoholis-
mo. Previo a su inclusion, los participantes firmaron un
consenso escrito aprobado por el Comité de Etica de
la Institucion. Los participantes fueron asignados en
forma aleatoria a realizar dos o tres estudios para la
determinacion de la SAl in vivo. De esta manera, se
dispuso para el analisis estadistico de once determina-
ciones repetidas del MMins y de once mediciones
intraindividuales de MMins y de BBD (ver Tabla 1 en «Re-
sultados»). Las repeticiones se realizaron dentro de un
intervalo de 5 a 15 dias entre si.

Se solicito a aquellos participantes que recibieran al-
gun tipo de farmaco en modo usual, no madificar su tra-
tamiento hasta la finalizacion del estudio. Asimismo, se
solicito a los participantes no madificar las caracteristicas
de su alimentacion usual, hecho que fue monitorizado por
una Licenciada en Nutricion (C.M.). La realizacion de ejer-
cicio fisico fue interrumpida desde 1 semana antes del pn-
mer estudio.

Los participantes comenzaron los estudios a las 8,30
hs, con 12 hs de ayuno previo. Se determinaron peso,
altura y perimetro de caderas y de cintura. Se calcula-
ron el indice de masa corporal (IMC) (peso/altura?) y el
cociente perimetro cintura/perimetro caderas (C/C). El
orden de los estudios en cada paciente fue determina-
do en forma aleatoria. El MMins se inicié colocando un
acceso venoso en cada pliegue antecubital, mantenidos
permeables con goteo minimo de solucion fisioldgica.
Luego de 10 minutos de reposo se realizaron 3 extrac-
ciones basales de sangre venosa, con intervalos de 5
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TABLA 1.— Se observan las caracteristicas basales de los sujetos. IMC = Indice de masa corporal. C/C =
relacién cintura/cadera. MMins = Modelo minimo de Bergman. BBD = método de Bonora.

Paciente Edad IMC C/C MMins 1 MMins 2 BBD Gluco- Insu- Coles- Triglice- HDL-
anos 10*min’'/ 10*min’'/ pmol/ sa lina terol ridos Colesterol

pu.ml pu.ml mi/min  mg/dl  pU/ml mg/dl  mg/dl mg/dl
MG 63 28 0,9 2,68 2,31 104 5.9 324 334 42
JB 56 29 1,04 1,61 2,02 90 10 181 333 21
JA 52 34 1,08 3,11 3,81 112 10 234 140 42
EF 47 31 1,02 0,82 0,68 111 13,9 347 241 38
RR 36 24 0,9 4,62 5,25 136 81 3.4 214 inis 31
AF 57 28 0,91 3,08 4,7 115 90 3 195 110 42
JL 54 29 0,95 1,73 0,70 65 93 2,4 283 202 31
MM 44 28 0,94 7,82 8,76 233 95 6,7 202 190 31
GR 29 26 0,86 8,48 6,39 179 80 6,5 190 152 29
LM 34 24 0,85 8,18 6,41 234 79 3,3 199 57 45
LC 28 26 0,87 6,61 4,63 147 91 2 207 40 38
GS 43 34 0,8 2,35 101 94 15,9 197 250 22
Wz 34 22 0,9 3,66 145 84 6,3 155 72 42
ER 44 27 0,99 1,66 21 104 12,9 222 134 oF
ElS 44 26 0,96 1,73 103 101 L 323 554 34

minutos. Se suministroé entonces (tiempo 0) por via IV
y en un lapso de 2 minutos, 300 mg/kg de glucosa en
forma de solucion glucosada al 50%. A los 20 minutos
se administro insulina cristalina humana a la dosis de
0,03 Ul/kg durante un minuto. Se efectuaron extraccio-
nes para la determinacion de glucosa e insulina a los
siguientes tiempos: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 14,
16, 19, 22, 28, 24, 25, 26, 27, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 120, 160 y 180 minutos. Las muestras fueron man-
tenidas refrigeradas y el suero separado por cen-
trifugacién a 4°C. Las determinaciones de glucosa fue-
ron realizadas antes de las dos horas y las mediciones
de insulina fueron realizadas en modo diferido en sue-
ro conservado a -70°C. Todas las muestras correspon-
dientes a un sujeto fueron determinadas en el mismo
ensayo para evitar la variabilidad dependiente de dife-
rencias inter-ensayos. Los valores de glucosa e insulina
obtenidos fueron procesados utilizando el programa
Minimod (copyright Dr. Richard Bergman) utilizando una
computadora 386 AT. Con este programa se calcul6 el
indice de sensibilidad a la insulina (SI), parametro que
indica el aumento mediado por insulina de la capacidad
de la glucosa de normalizar su propia concentracion
plasmatica y que se expresa en 10*min/pU.ML.

El procedimiento BBD se inicio colocando un acce-
so venoso en el pliegue antecubital, mantenido
permeable con goteo minimo de solucién fisioldgica.
Luego de 10 minutos de reposo se realizaron 3 extrac-
ciones basales, con intervalos de 5 minutos. Se sumi-

nistré entonces (tiempo 0) insulina cristalina humana a
la dosis de 0,025 Ul/kg por via IV en el lapso de 1 mi-
nuto. Se efectuaron extracciones de sangre venosa para
la determinacion de glucosa a los siguientes tiempos 0,
3,4,5,6,7, 8,9 10, 11, 12, 13, 14 y 15 minutos. Las
muestras fueron mantenidas refrigeradas, el suero se-
parado por centrifugacion a 4°C y la glucemia determi-
nada antes de la 2 hs. La pendiente de la recta corres-
pondiente a la relacién lineal entre glucemia (pmol/ml)
y tiempo (min), representa el indice de sensibilidad a la
insulina y se expresa en pmol/mi/min.

La determinacion de las concentraciones séricas de
colesterol total y en HDL, triglicéridos, glucosa y acido
urico se realizaron por métodos enzimaticos-colorimetri-
cos en un equipo Spectrum CCX de Abbott. La determi-
nacion de HDL-C se realizd por medicion de colesterol en
el sobrenadante de suero precipitado con acido
fosfotingstico. La insulina plasmatica fue determinada por
la técnica de enzimo inmuno ensayo por microparticulas
(MEIA) en un equipo IMX system de Abbott. El coeficien-
te de variacion (CV) intraensayo de la determinacion fue
del 8,25% (n = 30).

Andlisis estadistico: Los datos descriptivos son infor-
mados como media £ desvio standard (DS) y rango. Los
coeficientes de variacion individuales de las determinacio-
nes repetidas de la SAl in vivo por el MMins son calcula-
dos como el DS dividido por la media de cada grupo de
estudios duplicados (n = 11) x 100. El coeficiente de va-
riacion (CV) promedio (CVmedio) fue calculado como la
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media de los CV individuales. Se utilizo el test t para
datos apareados para comparacion entre determinacio-
nes repetidas y el analisis de correlacion de Pearson
para evaluar la relacion entre resultados de primer y
segundo estudio de MMins y de MMins y BBD.

Resultados

La SAl in vivo determinada a través del MMins
fue de 3,87 = 2,63 x 10 min/uU.mL (rango 0,82
a 8,48 x 10* min''/pU.ml). El CVmedio de estu-
dios MMins (n = 11) fue de 20,9% = 13,9%. La
variabilidad entre estudios sucesivos fue similar
en bajos y altos valores de sensibilidad insulinica
(CVmedio de los dos valores mas bajos de Sl:
13,1%; CVmedio de los dos valores mas altos de
Sl: 19,1%).

No se encontraron diferencias significativas
entre las medias obtenidas a partir del MMins del
primer estudio (4,43 = 10" min'/pU.ml) y del
MMins del segundo estudio (4,15 x 10 min-!/
pU.ml) p = 0,7. La correlacion entre estudios su-
cesivos de MMins fue de r = 0,89 con una signifi-
cacion p = 0,0002. (Figura 1).

La SAl in vivo determinada a través del BBD
fue de 134,4 + 64,8 pymol/mlI/min (n = 11; rango
21 a 234 pmol/mi/min). La dispersion de los valo-
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Fig. 1.— Correlacion entre la sensibilidad insulinica
obtenida en 11 sujetos con el Modelo Minimo de
Bergman (MM ins). Los estudios se realizaron den-
tro de un intervalo de 5 a 15 dias. r = 0,89, p =
0,0002.
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Fig. 2.— Correlacion entre el resultado de Modelo Mi-
nimo de Bergman (MM ins) y el método de Bonora
(BBD). Los estudios se realizaron dentro de un in-
tervalo de 5 a 15 dias. r = 0,89, p = 0,0002, Y = 0,35,
X - 0,436.

res de SAl in vivo en la poblacion estudiada fue
por lo tanto similar para ambos meétodos de de-
terminacion utilizados (MMins: 10,3 veces; BBM:
11,1 veces) y la correlacion entre los resultados
obtenidos con MMins y BBM fue de r = 0,89, con
una significacion p = 0,0002. El error standard de
estimacion fue de 1,04. (Figura 2).

Discusion

La resistencia a la accién in vivo de la insulina
es un trastorno metabdlico vinculado a enferme-
dades con alta prevalencia en la poblacién gene-
ral’® pasible de control a través de intervenciones
higiénico-dietéticas y farmacolégicas?” %29 La
valoracion del efecto de un tratamiento determi-
nado exige la utilizacion de un metodo de
cuantificacion de la sensibilidad insulinica de ade-
cuada reproducibilidad. Si bien el clamp ha sido
considerado el procedimiento de referencia para
estudios fisiolégicos, de acuerdo a la informacion
que disponemos su reproducibilidad intra-sujeto
no ha sido reportada. Ademas, su marcada com-
plejidad y elevado costo han motivado la busque-
da de procedimientos alternativos. Una evaluacion
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dindmica de la SAl in vivo con modelacion mate-
matica computarizada de las variaciones simul-
taneas de glucosa e insulina, ha sido desarrolla-
da por Bergman y col. en 1979 (Modelo Minimo
o MM)®. El parametro S| del MM expresa el au-
mento mediado por insulina de la capacidad de
la glucosa de normalizar su propia concentracion
plasmatica. Si bien ambos métodos probablemen-
te expresan fenomenos fisiolégicos discretamen-
te diferentes, la fuerte correlacion que existe en-
tre el consumo de glucosa determinado por clamp
y Sl (entre r = 0,84 y r = 0,89)% ¢, permitiria la
utilizacién de este ultimo como instrumento
subrogado para la valoracion de la SAl in vivo.
Inicialmente, el MM involucraba la suministracion
de tolbutamida IV durante el estudio. Al menos
dos grupos de investigadores han reportado va-
lores de reproducibilidad intra-sujeto de este pro-
cedimiento. P. Ferrari y col.*® estudiaron la
reproducibilidad de la determinacién de Sl en 15
sujetos de sexo masculino, jovenes, sanos, sin
sobrepeso, hipertension arterial, antecedentes
personales o familiares de intolerancia glucidica
u otros factores clinicos asociados a resistencia
a la accién insulinica. El CVmedio intra-individual
observado en esta poblacién «normo-sensible»
fue del 14,4%. Mas recientemente, G. M. Steil y
col.®' obtuvieron resultados similares (CVmedio =
20,2 = 3,2%) en 11 hombres sanos con variado
indice de masa corporal.

Los factores que justifican el reemplazo de la
tolbutamida por insulina durante la ejecucion del
MM son, por un lado, la incapacidad de la tolbu-
tamida de producir una suficiente elevacion de los
niveles plasmaticos de insulina (requerimiento
metodolégico del MM) en sujetos con severa
insulino resistencia y deterioro de la funcion
insulino-secretoria del pancreas'®* por otro, la
dificultad que existe para disponer de tolbutamida
para uso V. En el presente estudio fue investiga-
da la reproducibilidad de |la determinacién de Sl
a traveés del método del MMins, parametro no
documentado previamente. EI CV medio obteni-
do fue de 20,9 = 13,9% y la correlacion entre pro-
cedimientos sucesivos fue de r = 0,87. El amplio
rango observado de S| revela la marcada hetero-
geneidad en sensibilidad insulinica de la pobla-
cion incluida en el presente estudio, circunstan-
cia que permitio verificar la similitud de la
reproducibilidad del MMins en ambos extremos de
valores de SAl in vivo. Estos resultados pueden
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ser de utilidad para el calculo del tamano de la
muestra en futuras investigaciones donde se uti-
lice el MMins, asi como para una prudente inter-
pretacion de los cambios observados en Sl en el
paciente individual.

El segundo objetivo de la presente investiga-
cion ha sido comparar la SAl in vivo determinada
a través del BBD con la obtenida con el uso del
MMins. Los resultados de ambos métodos presen-
taron una correlacion altamente significativa (r =
0,89; p = 0,0002) y con aceptable error standard
de estimacion. Ademas, la dosis de insulina em-
pleada en la ejecucion del BBD (0,025 U/kg) no
provoco hipoglucemia sintomatica (mayor seguri-
dad del estudio) ni asintomatica (menor probabi-
lidad de desencadenar la produccion de hormo-
nas contrarreguladoras)??, hechos que implican
una reduccion del riesgo de complicaciones sin
detrimento del valor informativo del procedimien-
to.

Los resultados del presente trabajo sugieren
que el MMins tiene una adecuada reproducibilidad
intra-sujeto y que el BBD constituye una medida
aproximada de la SAl in vivo, cuando fuera nece-
saria la practica de un procedimiento de rapida
ejecucion y menor complejidad y costo.
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de Abbott Laboratories Argentina S.A. la provision de
los Kits necesarios para las determinaciones de insulina
serica y a las autoridades de Craveri S.A.l.C. Especiali-
dades medicinales por la provision del programa
Minimod. Deseamos expresar nuestro reconocimiento a
la Lic. Elena Lascano y a los Dres. Enrique Laffaire y
Jorge Rozlosnik por las dtiles sugerencias para la ela-
boracion del protocolo.

Summary

Repeatability of insulin sensitivity estimation
using the Minimal Model and comparison with a
modified short low-dose Insulin tolerance test

Hyperinsulinemia and insulin-resistance are
metabolic disturbances associated with obesity,
essential hypertension, hypertriglyceridemia, glu-
cose intolerance, overt non-insulin dependent dia-
betes mellitus, polymetabolic syndrome and
atherosclerotic disease. The assessment of in vivo
insulin sensitivity (SAl in vivo) changes achieved
by life style modifications or drug interventions re-
quire a reproducible technique. To evaluate the
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day-to-day intra-individual repeatability of SAl in
vivo, we determined the variation in the Sl index
(calculated from the Minimal Model of Bergman
modified by insulin or MMins) in 11 subjects with
a wide range of insulin-resistance. Sl (first study)
varied from 0.82 to 8.48 x 10* min"'/pU.mL (4.43
+ 2.85 x 10 min''/pU.mLmean + SD) and highly
correlated with Sl (second study) (r = 0.89; p =
0.0002). The average interday coefficient of vari-
ation was 20.9 = 13.9% and was similar in sub-
jects with low or high Sl values. We also meas-
ured SAIl in vivo by assessing the rate of serum
glucose decline induced by human cristalline in-
sulin 0.025 U/kg IV dose after a 12-14 hours fast-
ing period (a modified Bonora’'s method or BBD)
in 11 subjects. No subject presented biochemical
or symptomatic hypoglycemia. SAl in vivo values
determined by BBD varied from 21 a 234 pmol/ml/
min (134 = 64.8 pmol/ml/min, mean = SD). We
found a highly significant correlation between Sl
values obtained from MMins and SAl in vivo
assesed by the BBD (r = 0.89, p = 0.0002).

Our results suggest that the Mmins is a fairly
reproducible procedure and that a BBD is an ac-
ceptable option to quantify SAl /in vivo, mainly
when a fast-execution practice is necessary or
cost restrictions are required.
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