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RESUNENR

Lps erltrocitos de muches wamdlderos, adembs de intervenir en
el trapsporte de gxigero v bidxido de carbono, participan en el
transporte de glucosa a todas las células del organismo. Estas
ctlulas compensan los cambios en 1a concentracidn de glucasa en
plasma, absorbiendc este carbohidrato @ incorperandolo a sus
regarvas de gluchgeno cuando se encusntra en exceso y liberhndolo
cuandn su corcentracibn es baja. La adrenalina hace que 1J1oS
eritrocitos se campor ten comp hepatocitos circulantes, haciendo
que liberen glucasa je sus reservas de gluctgeno
independientemente de la glucenia. La insulina no modifica la
funcion compensadora de los eritrocitos, de manera gue &s5tos no
compiten con otros grupns celulares cuando la insulina intrementa
su consumo de glucasa.

Las globulas rojos fetales contiene un mayor ounern de
receptores de glucosa en susS membranas que los eritrocitos
adultos en todas las especies! sin embargo, su funcibn en el
organismo en desarrollo; se desconocte. En el presente trabajo se
analizé la capacidad de los eritroblastos fetales de la rata para
regular los aunentos en la concentracidn de glucosa en el plasma,
manteniendo el gradiente de ia concentracibn de glucosa entre la
sangre materna y la fetal.

Se entontrd que la concentracitin de glucpsa en plasma y en
el interior de los eritroblastos se incrementa durante el perlods
fetal. La concentracitin de glucosa en los eritroblastos fue mayor
que en el gplasma. la concentracidn de 9glucdgeno en los
eritroblastos fetales fue mayor qQue la de los eritrocitos
adultos. Fue alta al principio del pertado fetal y al final de
este ¥y tendib a disminuir a la mitad de la gestacibn.

En experimentos in xitrpn, =e observd que Iocs eritroblastos
absorben mayor cantidad de glucosa del medip, cuando se les
incuba en presencia de altas concentraclones de este carbahidrato
al principio del pertodo fetal, y que esta capacidad disminuye
canforme avanza el desarralla, La concentracién de glucasa vy
glucbgeno en el interior de los eritroblastos se {incrementh
cuando estas cbdlulas fueron incubadas en altas canceniraciones de
glutosa Yy la concentracion de gluctigena alcanzada fue mayor al
principlio del periodo fetal que al final de édste,

Los eaxperimentos in wivn, en los que se inyectd glucoea a
los fetos mostraron que los eritrobiastos compensan los aumentos
an la concentracidn de glucosa en el plasma desde el tomlonzo del
periodo fetal, Hacia e} fipal de éste, se establecen otros
mecanigmos mds eticaces para controlar la glucemia, comn el
establecimientos de wuna reserva general de carbohidratos en el
hlgado, Yy €l mecanisno primitivo de compensacibn dado por  los
eritroblastos tiende a perder su fmportancia.



ta adrenalina hace gue los eritroblastos del dia 2t de 13
gestacibn disminuyan sus reservas de gluchbgeno, atn en
hiperglucemia, Yy que e comporten como hepatocitos circulantes.
En los dias 17 y 19 de la gestacidn la adrenslina no pradujo
cambios en la glucemia ni en las concentraciones de glucosa y
glucbgenn de los eritroblastos. ta insulina no modifica la
respuesta de los eritroblastos a cambios en la concentracion de
glucasia ¢n 21 plasma en ninguna de las edades fetales estudiadas,
impidiande que estas células absorbar la glucesa cuandn actda
para incrementar su consumo por otros tejidas.

Es posible que la capacidad de los eritrpbliastos para
compensar aumentos en la glucemia facilite el transporte de
glucasa haclia la sangre fetal en la placenta, al incrementar el
espacio en el que se puede disolver este carbohidrata. Es
pasible tambi&n, gque dicha propiedad haga que los eritroblastos
intervengan de una manera impartante en la homeostasis de la
9lucosa durante el perlodo fetal, sobre todo en la primera mitad
de éste, en la que el higado adn no se ha definide funcionalmente
cono almacén general de glucosa.
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INTRODUCCION

La funcitn nmas conacida de los eritrocitos es el transporte
de algunns de las elementos que intervienen en la respiracién
celular que praperciona la energla indispensabie para mantener la
vida. La presencia de los globulos rajos en la sangre  pernite
que #sta contenga setenta veces mks oxlgeno que 8f que se
digsuelve an el px‘isma. ya gus estas cblulaw sintetizan 13
hsmaglobina y regulan la atinidad de esta molécula por el oxlgeno
({Ganong, 19751,

Asimismn, la existencia de los eritrocitos hace gque aumente
diecisiete veces el transparte de bibxlde de carbono por la
sangre, pussto que en su interior se encuentran pnzimas como ta
anhidrasa carbfnica, gue catalizan las reacciones guimicas par
nedio de las ctuales este gas pasa a farmas hidratadas camo el
acido carbbinico, que en esta forma s disuelve mas fAciinente ¥y
en mayor cantidad en el plasma (Ganong, 1973).

Aungue s2 conoce el papel de los eritrocitos en el
transparte de axlgeno y hibtixido de carbona, su funcidin en el
transparte de 9lucosa ha sido poce estudiada. La glucpsa es el
canpuesto que se emplea mds frecuentemente como sustrate inicial
de las reacciones respiratorias generadoras de la energta celular
y @l reguerimnienta de glucosa pur las celulas es vital ¥ critico
en e} tiempa. Los resultados obtenidos hasta la +echa sabre el
transparte de glucosa por los globulos rojos indican gque poadrlan
jugar un papel! {mportante en su transporte a las ‘distintas
regiones del nrganiswo vy, en el mantenimienta de niveles

canstantes de este carbohidrato en el medio interno.



Existen evidencias de que los eritrocitos tienen una enarme
capacidad para transportar glucosa del medio gue los rodea al
interior celular. Se han encantrado receptores de glucosa tanto
en la cara interna como en la externa de las membranas de los
gkdbulos rojos humanos (Foster y cols., 1979 Froman y cols.,
19680; Jacquez, 1984), ¥y o# ha descrito gque el sistema de
transporte de la glucosa no es un sistema d@ transporte activo,
nl uno de difusidn facilitada, sino un sistema equilibrador cuyas
cindticas de intlujo y eflujo no san simétricas (Baldwin y cols,,
19813y Mahatma y Thomas, 1979; Holman, 1980} Wheeler y Hinkle,
19813y Jacquez, 1%84). Se conoce ademids que estas células
normalnente transportan doce mil veces mis glucosa a través de su
membrana que la que reguieren para su usa metabblico (Widdas,
19853 Jacquez, 1984).

Por otra parte, parece que los eritrocitos tambian
intervienen en el transporte de glucosa a distintos 6rganos Yy
tej idaw. Se ha encontrado que los eritrocitos de alsunas
especies como el ser humano, el macaco y la rata almacenan
glucbgeno y gue este carbohi{drato se encuentra en mayor cantidad
en los aninales jovenes que en los adultos <(Van Hoof, 19473
Guarner y Alvarez-Buylia, 1987). Recientemente se ha demostrada
también que las glbibulos rojos de la rata adulta compensan 1ns
tambios en la concentracion de glucosa en e)] plasma, absorbiendo
este carhohidrato e incorporandolo a sus reservas de glucdageno
tuando se encuentra en exteso y liberdndo pequefas cantidades de
g9lucosa, cuando su  concentractidn es baja (Guarner Yy Alvarez-

Buylla, 1989), S¢ ha observado que la adrenalina evita la



funcibn compensadora de las glbbulos rojas y hace que actlen coms
hepatocitos circulantes, liberando glutnsa de sus  reservas  de
glucdgeno, independientemente de los niveles de la glucemia, Se
ha encontrado también que !a insulina no aumenta la absorcion de
glucosa por los eritrocitos, lo gque impide que conpitan con otros
grupas celulares cuanda la fnsulina incrementa 1a absorcibn de
glucasa {Guarner y Alvarez-Buylla, 1989).

Los eritrablast-.os fetales de todos los mamlferas estudiados,
excepto ¢l gato, son permeables a la glucosa y contienen, en sus
nenbranas, un mayor nimero de receptores a este carbohidrato que
los glébulps rojos de los animales adultos (Hitchocock, 41949
Goodwin, 1954¢ Widdas, 1955§ Konda y Beutler, 1980§ Jacquer,
1984). D& hecho, se ha visto gue la existencla de receptores (e
glucosa en la membrana de los eritrocitos es una caracteristica
de la sangre fatal que tiende a perderse an la vida adulta,

Esta fpropledad de tas membranas de los globulas rbjos
faetales de contener un mayor ntmeroc de moléculas transportadoris
de glucosa que los eritrocitos adultos, podria pernitirles
conpensar los aumentos en la glucemia. Par 1o tanto, las
eritroblastos podrian facititar el transporte de glucosa hicia la
sangre fetal en la placenta, al aumentar el espacio en el gue se
puede disalver este carbohidrato e intervenir de manera
important® en la homeostasis de la glucosa durante @1 perioio
fetal. En el presente trabajo se estudia si la existencia de un
mayor nimero de receptores de glucosa en 105 eritroblastos se
acompaia de un increnento en la capacidad de estas células para
compensar los aumentos en la cancentracidin de glucosa en gl

plasma, Yy &i esta propiedad de los eritroblastos se encuentra



regulada hormonalmente. Se postula una participacibn importante
de los eritrobhlastos fetales en la regulacion de los aumentos en
ia gluecemia, principalmente antes de que e establezcan los
mecanismos hepAticos vy hormonales del adulto. Por 1o tanto, en
este trabajo se da un significado funcional a la existencia de un
gran ndnero de moléculas transportadoras de glucosa en las
membrarias de los eritroblastos. Se propone a esta caracteristica
como un mecanismo primitivo encargado de mantaner el gradiente de
l1a concentracian de glucosa eatre la sangre materna y la  fetal,

facilitando la lleqada de glucasa al feto.

Los eritrooitos ¥ 1A homeostasis de Ja glucosa en  los
RCgAnisons Adultos.

Es posible que los eritrocitos intervengan en la homeostasis
de la glucosa de nmanera muy importante, por lo menns en algunas
especies como 1a rata, el mono y el humano, debido a que
contienen receptores a la glucosa en sus membranas ¥ a que
amprtiguan los cambios en la concentracién de glucosa en el

plasma.

Ecitrogoyesis en los arganisnes adultos

Todas las células sangulineas, incluyendo a los eritrocitos,
derivan de una célula troncal pluripotencial con capacidad de
autorrepl icar‘se.‘ La diferenciacion hacla cada uno de los grupos
celulares estd requlada por sustancias inductoras e inhibidoras

que audn no fon bien conocidas. Entre ¢stas se pueden citar la



tronbapoyetina y las hormonas mielaopoykticas gque comprometen a la
célula troncal a convertirse en megacarioeitos ¥y plaguetas; la
neutropoyetina, que actta en la formacidn de monocitos ¥y
granujocites y la eritropoyetina que interviene en la formaciédn
de eritrocitos. La eritropoyetina es una glucoprotelna, cuyas
pesos molecular flugtfia entre 35,000 y 70,000 daltones, Su
arigen podria ser renal, aunqgue también se ha sugerido que estas
organos liberan un factor eritropoydtico que activa a una
protetna Inactiva del! plasma para que produzca la eritropoyetina
(Ersiev, 1972} Quesenberry y Levit, 1979 Nienhuis y Benz, 1977),
El estlimula principal para la praduccion de eritropoyetina es la
hipoxia, aunque se ha visto gQue los andr&genns tambidén juegan un
papel {mpartante. Cabe senalar aqul, gue la tiraxina, laos
glucocarticoides Yy extractos hipotalimicos que caontienen ACTH ¥y
TSH estimulan la eritropoyesis (Greer y Soloman, 1974).

En la +ormacion de los eritrocitos, la céluia troncal
pluripotencial origina al primer grupo de células compronetidas,
denominadas unidades de colonias explosivas que responden a
altas dosis de eritropoyetina, Estas células dan lugar a las
unidades formadoras de colonias que responden a menpres ¢osis de
eritropoyetina, Estos dos grupos de colenias no han podido ser
bien caracterizados morfalfigicamnente. A partir de las unidades
formadoras de colonias se inicia un procesc de maduracidn en el
que las cé&lulas comprometidas sintetizan y acumulan gran cantidad
de hemoglobina. Estas células dan lugar a los proeritroblastos,
Rue ya sintetizan glucoageno y que tienen un gran nicleo, varios

nucleslos y un pequefo halo de citoplasma baséfilo en el que la



hemoglobina adn es escasa y el hierro se acumula en forma de
ferritina. Los proeritroblastos originan a les normoblastos, que
ae dividen en bastfilos, policromatofilos ¥y acidatilos u
ortaocromaticos seghn su grado de maduracibn que consiste en  una
disminutidn en el tamalko del nGcleo por compresibn de la
cromatina Yy un aumento en la concentracliodn de hemoglobina, que
provoca cambjos en la tincion gue adgquleren. A partir de las
normablastos se fu.rman los reticulnocitos que son los precursores
inmedfatos de laos eritrocitos. Estas células carecen de nlcleo,
tienen una forma irregular, son naysres en tamafo que los
eritrocitos y presentan un aspecto reticulado debido a que
contienen uha gran cantidad de mitocondrias y polirribosomas
{Rapaport, 1921} Erslev, 1972 Lessin y Bessis, 1972§ Harris y
Kellermayer, 1922} Nienhuls y Benz, 1977} ($#igura 1).

La unidad anatdmica en la qQue se forman los eritrocitos es
la "isla eritroblastica® de la médula osea, gue consiste de una o
dos células reticulares centrales sobre las tuales se agrupan
normoblastos de todos las estados de maduracion. Las células
inraduras, precursoras de los eritrocitos permanecen en cuantacto
con la cejula reticular o sus prolongaciones durante todo el
desarrallo. Las células reticulares no son pasivasi cantianen
almacenes de hierro en forma de ferritina que adgquieren al
fngerir y dastruir los nicleos y parte del citoplasma que los
normoblastos expulsan al sallr a la circulacién y al ingerir las
eritrocitos viejos o lesionados. Las cgélulas reticulares
praporcicnan hierro a los eritrocitos en formacidn  (Rapapart,

1971} Lessin y Bessis, 1972; Harris y Kellermayer, 1972},
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Earpeabiilidad de los ecitrocitos adulfos a la glucosds

Existe toda una gama en la distribucibn de glucosa entre los
erfitrocitos vy el plasma en la sangre de los mamiferos (Goodwin,
1954). En los primates y en el gser humano se encuentra ifgual
concentracion de glucosa en el interior de los eritrocitos que en
4] plasma (Gopdwin, 1934f Heath ¥ Rose, 1969). En cambio, en los
gatos, los cobayos y los tonejos, practicamente no hay glucosa en
el interior de los eritrocitos (Widdas, 1955). Se han encontrado
condiciones intermedias en la rata, el perro, el caballoy el
borrega. Ademds, existe una gama similar a &uta en la velocidad
de transporte de glucosa & través de las membranas de los
eritrocitos de las diferentes espacies (Wagner y cols., 1984).

Recientenente s& ha encontrado que los eritrocitos de la

?



rata adulta almacenan la glucosa en forma de glucdgeno. Aunque
la concentracibn de glucdgeno por gramoc de eritrocitos es muy
baja en comparacidn con otros tejidos, su contenido al considerar
el volumen total de eritrocitos en el organismo, equivale a casi
la cexta parte de la reserva de glucdbgena en el hlgado en esta
especie (Guarner y Alvarez-Buylla, 1989). Es pasible que en
todas aguellas especies en las gque los eritrocitos contienen
glucosa en su iaterior también almacenen glucdgena.

En 1o que se reffere al mecanismao que permite la entrada de
1a glucosa del exterior al interior celular, se ha estudiado con
bastante detalle la molécula transportadara de la glucosa en la
ulmbrgna de los eritrocitos de los s@res humanos. Esta molécula
se ha i'denttfi:adu inmunoIbyicamente {Sagin y Hinkle, 1980) y se
ha separado (Fr6hman y cols., 1980). Jung y colaboradoras
{1$80) la caracterizaron bioguimicamente y reportaron que es wun
tetramerno protéico formudo por subunidades de 50,000 daltones.

Se ha calculado que existen 3X105 maléculas transportadoras
de glucosa en la membrana de cada eritrocita humane (Lin Yy
Spudich, 1974), en tanto que s8lo hay 200 hombas de sodia y
potasic por colula (Ho#4nman,1949). Zoccoli y colaboradores
(1978} calcularon que alrededor de 3.5% de las proteinas de las
membranas de los eritrocitos humanos son moléculas
transpurtadoras de glucosa. Por otra parte, se describif que las
nmoléculas transportadoras de glucosa nc sdlo se encuentran en la
cara externa de la nsmbrana del eritrocito, sino que se localizan
tambiér en la cara interna (Foster y colg., 1979},

Se ha descrito que el transporte de glucosa en la membrana



del eritrocito humano no es por difusién facilitada ni por un
proceso de transperte activo, sino que consiste en un sistema
equilibrador, capaz de transportar glucosa en contra de un
gradiente de concentracibn o a favor de éste y que requiere de
alguna fuente de energla (Mahatma y Thomas, (P79} Jatquez, 1984),
Se estudid la cinética del transportador de glucosa encontrando
gue el influjo y e-l‘ etlujo no son simétricos (Baldwin y =cols.,
19813 Auby y Widdas, 19803 Wheeler y Hinkle, 19813 Jacquez,
19841}, La formula gue doscripe mejor la cinética de un sistema
equilibrador asimétrico comno el de 1las eritrocitos en el

equilibrio es la sigulente:

a Umax Kmn (ci - c2)

(ci + Km) (c2 ¢+ a Kn}

donde?
a = factor de asimetria
Unax = velocidad maxima de transporte
Km = concentraclidn de glucposa en la qQue la mitad de ios
transportadores para @l influjo se encuentran ocupados
a Km = concentracitn de 9glucasa en la gue 1la mitad de las
transportadores para el eflujo se encuentran ocupados
el y €2 = concentraciones de glucosa en el interior y extertor
celular
Las valores que se obtienen de esta ecuacion para los
glébulos rojos humanos, suglieren gque la tasa de transporte ds
suficientemente rapida para seguir los cambios en la
concentracidn de glucosa en ¢! plasma mientras estas células
atraviesan 1los capilares, aunque no suficientemente rdpida para
llegar a un equilibric con el plasma {Jacquez, 19841,
Finalmente, se propusieron diversos modelos matemdticos para

tratar de explitar ¢l comportanients de 105 transportadores de



glucnsa en los eritrocitos humanos (Holman, 1980).

Hetaholison de la glucosa en los ecifrocitos adulips,

El eritrocito maduro no contiene mitocondrias y depende
tnicamente de la energla que le proporciona la glucolisis
anaerobia para subsistir en la circulacian (Rapaport, 1971}
Harris y Kellermayer, 1972). La tasa metabflica del eritroctito
humano es de 1.l mmol de glucasa/h/l y varla entre 0.5 y 2.%
mmal/sh/1 en otras especies (Jacquez, 1984},

La via glucolitica principal del glabulao rojo % la via de
Embden-Meyerhaof, en la gue se metaboliza el 90% de la glucasa
utilizada por estas células. Consiste en una serie de racclones
por 1las cuales una moleécula de glucosa es canvertida en dos
maléculas de piruvato o lactato. Esto proporciona  aenergla en
torma de trifosfato de adenosina (ATP} y genera dipiridina
tosfato reducida  (NADH). El ATP abastece la energla gue se
regquiere para mantener la vida del glabulo rajo, L.a NADH se&
requiere para reducir la metahemoglaobina, hepoglobina cuye ion
ferroso ha sido oxidado convirtiéndose en férrico, Yy no puede
transportar oxlgenn (Rapaport, 1971),

Aproximadamente e1 10% restante de la glucosa utilizada por
los eritrocitos entra a la via de las pentosas, gue es una via
aertbica en la que se praduce tripiridina nuclebtido reducida
(NADPH) . Esta molécula la utflizan los glébulos rojos para
reducir el glutation, que sirve como un reservoriao de poder
reductor para protejer a la hempglobina de la desnaturalizacian

axidativa producida por el pertxido de hidré&geno (Rapaport,
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1971).

Existe una tercera ruta para la oxidaciodn de la glucosa en
lgs eritrocitos que es la vla del 2-3 difostaglicerato (2-3 DPGl.
Esta via permile gue el 1-3 difosfoglicerato (1-3 DPG) se
convierta en 2-3 DPG, gue es un regulador importante de la
afinidad de la hemoglobira por el oxlgenn y facilita la
liberacibn de este g9as en los tejidos (Rapaport, 1971).

Se ha descrito que los eritrocitos del ser humano y de la
rata ademas de utilizar la glucesa, ta pueden almacenar en farma
de glucogeno (Van Hoef, 19477 Guarner y Alvarez-Buyllia, 1986) y
s ha encontrado gque en algunas enfermadades metabdlicas comn las
giucogenosis, la concentracitn de glucbigenn en lns eritrocitos se
encuentra elevada y que la actividad de la amila, 1-6
glucasidasa, que degrada este carbohidrato es baja (Van Hoof,
1962},

En cuanto a laos factores hormanales que pueden modificar el
netabolismo de la glucosa por los eritractitos, se ha encantrado
que ¢éstos tienen receptores a adrenalina del tipo beta 2 en sus
nembranas {(Beckman y Hollenberg, 1%77). lLa adrenalina modifica
el metabnligmo de los eritrocitos; Inhibe el altimo paso de la
gluctlisis, disminuyendo 1la producciéin de ATP y hace que se
acumulen las moléculas intermediarias de la via glucolitica que
entran entoances a la via del 2-3 DPG. Este cambio en el
metabolismo hace que en condiciones de estrés, la adranalina
actde sobre los eritrocitos para que liberen mds oxigeno a los
tejidos (Mairbaurl y Humpeler, 198l}. Se ha descrito que laos

reticulocitos tienen receptores a insulinal sin embargp, #stos se

11



pierden en el eritrocito maduro (Thomopoulos y cols., 1978] Eng y
cols., 1980). Las hormonas tiroideas disminuyen la afinidad de
la hemoglobina por el oxtgeno al incrementar la concentracion del

2-3 DPG {Greer y Solomon, 1%74)

Eapel de los eritrocitos aduliuos en la homeostasis de la qlucosd.

Como todos los componentes del medio interno de los
arganismns, la cantidad de glucosa en la sangre esth sujeta a
sistemas de control. Algunos de estos sistemas regulan la
adquisicion de glucosa a partir del medio externo gue raodea al
organisma. Los glucostatos de los ndcleos |aterales del
hipotdlamo que estimulan, la ingesti&n de alimenta, y los
glucostatas del naclen medin que hacen que los animales dejen de
comer, son parte importante de los sistemas de control que
regulan la adquisicitn de glucosa (Brooks y Koizumi, 1980). Se
ha encontrado que 1a aplicacidn iontocforética de glucosa a
neurgnas del ndcleo ventromedial del! hipotalamo incrementa su
tasa de disparp (Comura y cols., 1944 y [969) Las neuronas del
nicleo lateral son osmorreceptares que responden tanto a la
glucnsa como al sodio {(Qomura ¥y ColS., 1P&P)

Ademas de los sistemas de control que regulan 1a
adgquisiciadn de o9lucasa del medio externo, existen otros que
controlan la utilizacion de glucosa por los distintos tejidos gque
constituyen al organismo, para la produccion de energla mediante
la respiracitin celular y para la sintesis. Estos sistemas logran
gu funcibn regulando el almacenamiento a X{beracitn de glucosa a

partir de las reservas de carbohidratos que se astahlecen en
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distintos brganos como el hlgado, el misculo esqueldtico y les
eritrocitas.

El almacén mnds importante de glucosa en los vertebrados es
el higado. Este drgano acrumula la glucosa en forma de glucdgeno
que es degradado para beneficio de otros dryanos, pues la glucosa
no es la tuente principal de energlia usada por los hepatocitos,
sino los acidos grasos (Hers, 1%974), Aunque también se encuentra
gluctigeno en otros &rganos y tejidos como el mosculo esguelética,
su Ffuncidn en ellos es sblo para proveer energla  localmente
cuando la glucosa o el nxlgenu. son escasos (Hers, 1976).

Recjentemente se ha encontrado gque los eritrocitos  tambien
acthan como almacenes de glucosa. Estas células transportan
12,000 veces mas 4glucosa de la que requieren para su uso
metabdlico {Jacquez, 1984) y almacenan glucdgeno (Van Hoot#, (947}
Guarner y Alvarez-Buylla, 1989). Se ha observada que los
glébulos rojos compensan 1los cambios en la concentracibn de
g9lucasa en plasma, ahsorbiendn este carbohidrateo e incorporbndolo
a sus reservas de glucbgeno cuandn se encuentra en excesa, ¥
liberande pequedas cantidades de glucosa cuando su cancentracitn
es baja (figuras 2 y 3) (Guarner ¥y Alvarez-Buylla, 1589},

tos sistemas de control que regulan la utilizacitn y el
almacenamiente de glucosa por los distintos Organos constan de
componentes aferentes y eferentes gue se encuentran  integrados
por el sistema nerviaso. Entre los componentes aferentesn de los
sistemas de control que regulan el almacenamiento de glucégeno en
el hlgiado y la liberacibn de glucosa al medio interno, se pueden
mencionar los receptores glucosensibles del Aarea hipotalamica

(Katlyar, 197L). Tambi&n algunos receptores periféricos como los
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quimiorreceptores del seno carotldep y del glomus abrtico  son
sensibles a los cambios en la concentracibn de glucosa y se ha
descrito que su estimulacidn provoca hiperglucemia causada por la
secrecidn de adrenalina que actda sobre el higado, héciendu que
este 1libere glucosa (Alvarez-Buylla, 19814 Alvarez-Buylla vy
Alvavez-Buylla, 1988), La estimulacitn de estos receptores
tambi&n hace quec las reservas de gluchgeno en los  eritrecitos
disminuyan (figura 4) (Guarner y Alvarez-Buylla, {%8%9). Por otra
lado, se ha descubierto la existencia de receptores
glucorreguladores sensibles ; la insulina tanto en el sistema
nerviaso central (Szabo y Szabo, 1972, 1?7% y 1973b), <como
periféricos, localizados en 1la regitin gue irriga la arteria
pancreatico-dundenal (Alvarez-~Buylla ¥y cols., 19813 Alvarez-
Buylla y Eencasme, 1981).

Se ha descrito el papel de par lo menos cinco hormonas gque
canstituyen la parte eferente de los sistemas de control que
regulan la glucemia. La insulina aumenta el transporte de
glucosa a nivel de la menbrana telular de los adipbtitos y del
tejido muscular e {incrementa la captacion de glucosa por los
hepatocitas, Estos efectos hacen gque la concentracibn de glucosa
en la sangre disminuya (Hers, 197&; Mayes, 19763 Goodman, 1980).
La insulipa no aumenta la absorcidn de glucosa por los glébulps
rojos, de manera que éstos no conpiten con otros grupos celulares
cuando la insulina les incrementa su absorcidn de glucosa
t$igura 3) (Guarner y Alvarez-Buylla, 1989).

La adrenalina wmoviliza la glucosa que se  encuentra
almacenada en forma de gluchgenn hepatica y muscular, por lo que

aumenta la glucosa sangulnea (Hers, 1974) Mayes, 1974} Goadman,
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p<0, 0%,
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1%80) . Esta harmona hace gque los eritrocitas liberen glucosa al
medin, actuando como hepatocitos circulantes (figura 4) (Guarner
y Alvarez-Buylla, 1(78%9).

Los glucocorticoides inhiben la utilizacidn de.glucusa por
log tejidns extrahepaticos y facilitan la gluconecgénesis a
partir de las protelnas y dcldos grasns, elevando los niveles de
glucosa en la sangre (Hers, 1974 Mayes, 1976 Goodman, 1980).
E1 glucagon estimula la conversibn de gluchgene hephtico a
glucosa y facilita su secrecibn al torrente sanguineo (Hers,
1976} Mayes, 1976; Gundman,. 1930%, Las hormanas tiroideas
@jercen una accien diabettdgena sobre la glucemia (Hayes, 1976%
Goodman, 1980) . Los efectos de estas hormonas sobre los
eritrocitos se desconacen,

Ademds existen numerosos péptidos secretados por el sistema
nervioso que intervienen en 1a glucorregulaciédn (Frohman, 1783,
Entre ellos, se pueden wmencicnar ta hormona del crecimientn, que
disminuye el consumo de glucosa por algunos tejidos como el
miscule, Yy la harmona adrenocorticotrbfica gque estimula la
secrecibn de glucocorticoides {Mayes, 19741 Goodman, 1980). Se
ha descritp también la participacion de otro neuropéptido que
facilita la absorcién de glucosa por las neuronas, Yya #Hue 1a
ingulina no atraviesa 1la barrera hematoencetalica (Alvarez-~
Buylla y Alvarez-Buylla, 1983},

Por otra parte, desde 105 trabajos de Claude Bernard (184%),
se sabe que existe un control central sobre 1los niveles de
glucnsa en el medio interno. Se comprobd, por ejemplo, que
se pueden wstablecer reflejos condicionadns hipoglucemiantes, al

asociar en el tiempo el sonido de un timbre o el olor a menta con
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inyecciones de insulina (Alvarez-Buylla y GCarrasco-Zanini, 1960§
Alvarez-Buylla y Alvarez-Buylla, 1975; Woods, 1972). €1 sistema
nervioso juega tambidn un papel inportante er la homeostasis de
la glurosa a través de la inervacidn hepatica (Edwards, 1971,
1972) e inervandc a las glandulas encargadas de producir las
hormonas que intervienen en la glucorregulacion (Woods y Porte,

19744 Porte y cols., 1975 Ungar y Phillips, 1983) (figura &l.

los ecitrablastos ¥ la homenstasis de la glucosa durante el
perlodo iebal.

Debido a gue los eritroblastos fetales tienen mayor nimero
de receptores a la glucosa en sus membranas que los eritrocitos
adultos, es posible que regulen los aumentos en la concentracion
de glucosa en plasma, lo que facilitaria el transporte de glucosa
de la madre al feto, al incrementar ®1 espacio en el que se puede
diselver ezte carbohidrato. En consecuencia, los eritrpblastos
fetales podrian intervenir de manera importante en ia homeostasls

de glucosa durante e} perlodo fetal.

Eritroaoyesis durante el peclada feial,

Aungue ia nédula osea es el sitio optino para 1a
proliferacion de los eritrocitos, debido a que las cavidades de
fos huesos se desarrollan muy tarde en el periodo fetal, otraos
organos san  los responsables de la produccisn de celulas rojas
durante este perlado (Erslev, 1972).

Los primeros eritroblastos se farman en la periferia del
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enbridn en las islas sangulneas del saco vitelino, San células
grandes y permanecen nucleadas durante toda su vida {unclonal,
Mas tarde san sustituldas par télulas mis pequeras, no nucleadas
que e derivan de la eritropoyesis hepatica (Erslev, 1972} Wood,
1974} Biggers, 1980),

En el higado fetal exclusivamente se forman eritroblastos,
mientras gue en la médula &sea de los animales adultos también se
forman granulocitos y linfocitos (Thomas y cols., 19605 Thomas y
Yoffey, 1944). Por lo tanto, durante esta fase do eritropoyesis
hepatica, la sangre contiene f:ncus Jeucocitos (Thomas y Yoffey,
19414 Thomas y Yotfey, 1962), Por otra parte, se ha descrito que
en los fetos se producen muchos mas eritroblastos par unidad de
tiempo durante ol periodto de la eritropoyesis hephtica, que los
que se producen en la médula bsea de los animales adultos (Thomas
y Yotiey, 1961). También se ha reportado que el contenido de
eritroblastos por unidad de valumen en la sangre fetal, y Ia
cancentracibn de hemnglobina en estas células aumenta durante el
desarrolln fetal (Thomas y Yotfey, 1942).

En el higado +etal los eritroblastos se +{orman en las
trabéculas hepaticas, en Intimo contacto con las células
hepdticas. De hecha, existen en estas 2zonas células con
apariencia intermedia entre los precursores de los eritroblastos
y los de las células hepaticas (Thomas y cals., 1940} Thomas y
Yoffey, 1964}, Esto sugiere un origen endadérmico, mds que
mesodérmica, para 1os precursores de 108 erjtroblastos hepiticos,
al 1lgual que se& ha sugerido para los de los eritroblastos del
saco vitelino (Thawmas y cols,, 1960 Thomas y Yo#fey, 1964).

Aundue se ha descrito que existe erlitropoyesis en el bazn
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durante el periodo fetal, es posible que este Organo s8leo
secuestre Yy destruya células nucleadas provenientes de otros
gitios (Rosenberg, 1969} Erslev, 1972).. .

La fase de praduccidn de gldbulos rajos en el higadn termina
antes del nacimlento en algunas especies y aparecen células
sangulneas en la regibn cartilaginasa de los huesos} paco  a
poco, las cavidades dOseas s5é¢ van convirtiendo en el sitip
principal de produccitn de eritrocitos (Erslev, 1922).

Iurante la vida fetal tardla, el control +isicldégico de 1la
producc itn de glébulos rojos es la hipoxia y la liberacion de
eritropoyetina. Se ha abservads que cuando hay peéerdida de
sangre, hlipoxia o hemblisis en los fetos o las recidn nacidos, se
activan focos extramedulares hematopayéticos en el hilgado

(Erslev, 1972).

Ecrmeabilidad de log eciteoblasias fefales a la glucosa.,

En contraste con lo que ocurre e@n la sangre de los mamiferos
adultos, la sangre fetal de todos los mamiferns, excepto el gato,
contiene una concentracibn de glucosa aproximadamente igual en el
interior de 1lo0s eritroblastos y en el plasma (GoodWwin, 1934)
Widdas, (935). inclusn se ha reportado una mayor concentracidn
de glucosa en el interiar de las glibulos rojos que en el plasma
(Hitchcock, 1949).

Se ha observado gue durante el desarrollo fetal, ocurre una
disminucdtn en 1la capacidad para transportar glucosa por las
membranas de los eritroblastos en la mayoria de las especies de

los mam} feros (Coodwin, 19354). Esta disminucibn coincide can la
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desaparicion de algunos camponentes protéicos de la membrana de
los eritroblastos gue probablemente correspondan a los
transpartadores de glucosa {Kondo y Beutler, 1980).

La etapa de Ja vida durante la cual d{smlnuye la
permeabiladad de los globulos rojos a la glucosa varla en las
distintas especies. En algunas ocurre antes del nacimiento camo
en el cerdo, en otras después de éste como en el cobayo y el
borrege ¥y en otras mds, nunca cambia como en el! ser humano
{Goodwin, 1934).

Algunas autores cunsiderag que el cambio en la permeabilidad
de los eritroblastos se debe a que son reemplazados por una nueva
poblacion de células adultas. Gaoduin ¥ Coombs {19563
describleron que los glébulos rojos fetales del cerdo no tienen
@l grupp A de antigenos de superticie que se encuentra en los
glaobulas rojos de los adultos de esta especie. Encantraraon que
la proporcion de células rojas gque se aglutinan con el suero
anti-A aunenta paralelamente al cambio en la distribucién de
glucosa en la sangre fetal,

Mooney ¥ Young {1978) encontraron que el reemplazamiento de
los eritroblastos permeables a la glucosa en el borrago, sigue el
mismo cureo temporal que la desaparicion de la hemoglobina fetal,
Y que 1la permeabilldad de ios glabulos rojos a la glucosa es
directanente proporcional al contenida de hemwglobina fetal en
las células. Estas mismos autores reportaron gque paralelamente
can la disminucidn en la permeabilidad a la glucosa en los
glabulos rojos ocurre una disminucion en la permeabllidad a la
inosina,

La capacidad de transportar glucosa de 1os eritroblastos
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tambi#n se ha relacionado con el contenido de potasio en estas
células. Se ha sugerido que la glucosa es transportada at’
intecior de los eritroblastas para proporcionar la energfa gue se
requiere para atumular potasio y sacar sodio del interior de lasg
células (Widdas, 1955). En algunas especies como el gato en las
que las c&lulas rojas nao son permeables a la glucosa, el
contenido de potasio en lps eritrocitos es muy bajo (Widdas,

1953} .

Bapel de los ecitroblastos en la homeostasmis de la glucose
durante el perlodn fetal.

Aungue se ha descrita en gran parte la evalucidn
ontogenética tanto mcrascbpica cama microscopica de
practicamente tadas las estructuras anatbmicas que constituyen al
organismo. en +ormacitih, ¥y el papel! de numerosas sustancias Yy
hormonas que inducen la diferenciacidn y la aparicidn de nuevas
propiedades fis{olbtgicas en los tejidos (Jost y Plcan, 1970), la
evolucién ontogendtica de los sistemas funcionales encargados de
mantener la vida desde que el organismo consta de una sola
célula, hasta que 1o constituyen millares de ellas, se
desconocen en su mayaor parte.

Existen muy posos trabajos donde se describa la evolucian de
los mecanismos encargados de la hormeostasis de la glucosa durante
el desarrollo embrionario y no se ha descrito en ninguno de ellos
@l papel oque los eritroblastos pudieran desempeNar en esta
funcion vital.

Recientemente se describid gQue durante el perlodo fetal de
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la rata se pueden distinguir dos etapas can digtintas
organizacicnes funcionales encargadas de la homeostasis de 1la
gluecasa (Guarner, 1996). En la primera de ellas, que va d»
aproximadamente el dia 15 al 17 de la gestacidn, cada organc
depende de la glucosa que le llega por la circulacidn y contiene
una pequera reserva de carbohidratos (figura 7). Los mecanismos
encargados de la homeostasis de la glucosa parecen estar
relacionados en esta etapa a los mecanismes que regulan las
cambios vasculares {(Guarner, 1984). Las catecolaminas juegan un
papel muy importante, provocando una redistribucibn en el {flujo
sangulnes a los distintos M&Brganos +etales (Jost, 1966}, e
incrementan el flujo de sustratos al cerebrao, corazén e hlgado
(figura 68) (Guarner, 1986)

Hacia el final de la gestacidn, los mecanismos homeostaticaos
fetales evolucionan. El higado se diferencta funcionalmente como
almacén general de glucosa y llega a acunular casi el doble de
glucdgeno por gramo de tejido, gue el gue se encuentra en el
higado adulte (figura 7) (Jost y Picon, 19703 Guarner, 198&), La
insulina ¥ la adrenalina ya regulan en esta etapa las reservas de
glucbgens en @l hlgado (figuras 8 y ?) (Guarner, 1984).

Debido a las caracteristicas de los eritroblastos fetales,
€5 muy probable gue estén jugando un papel muy importante en la
homeostasis de la glucosa durante el pericdo fetal, vy sobre todo
durante la primera etapa de ¢ste, en la que el hlgado no s¢ ha
diferenciado funcionalmente cono almacén de glucbgeno y la
llegada de glucosa a las céldlas depende de la distribucitn de la .

sangre por los cambios vasculares. Par otra parte, es probable
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que la capacidad de lgs eritroblastas fetales para regular la
concentracitn de 9glucosa en plasma, facilite el transporte de
glucosa hacia la sangre fetal en la placenta, al incrementarse el
espacio en el nque se puede disolver este carhbphidrato en Ia
sangre fetal.

Por ello, en la presente tesis se analizara la capacidad de
los eritroblastos para compensar los cambios en la concentracitn
de glucusa en el medio y la manera como esta propiedad de los
eritroblastos se encuenptra regulada por la insulina y 1la
adrenalina. Se postula la Bipotesis de que los eritroblastos
fetales participan de manera importante en la regulacitn de la
glucemia durante el peripndo fetal, antes de que se establezcan
los mecanismos hepadticos y hormonales del adulto. Se da un
signiticado funcional a la existencia de un gran ndmero de
moléculas transportadoras de glucosa en las membranas de los
eritroblastos, vy se propone a esta caracteristica comp un
mecanismc primitivo encargada de mantener el gradjente de ia
concentracidn de 9lucasa entre la sangre materna y la 4etal,

facilitando la llegada de glucosa al feto.

METODOS

Anlmalgs sxperimentales.

Los experimentos se realizaron en tetos de rata de la cepa
Wistar de los dlas 15, 17, 19 y 21 de la gestacibtn. En la rata
@l embarazo dura 22 dlas. El embritn se implanta en la pared de

las trompas uterinas entre los dlas ? y 10 de la gestacién, £1
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periodo embrionario dura del dla 10 al 14 y se considera como
periodo fetal al intervalo del dia 14 al 2z, La edad de los
fetos se determind por el método de Jopst y Plgon (1970) con una
aproximacion de 12 horas., Se dej6 a las hembras aparearse con el
macho por una noche (dia 0 de la gestacidn). Se palpé &) abdonen

de la madre en el dia 14 y se separt a las ratas embarazadas.

Pracedimienta guirdrgica y ghtencion de 1l sangee fstol.

Las ratas embarazadas sle anestesiaron con una inyeccitn
intraperitaoneal de 3 mg/1009 de peso corporal de pentabarbital
s6dica (Anestesal, Smith Kline). Se hizo una incisidn en 1la
1{nea nedia, dejando expuestas las trompas uterinas. lL.os ¢fetos
se exteriorizaron uno por uno dejando 1a placenta en su sitio.
Se colectd sangre arterial proveniente de la placenta ¥y venosa
proveniente del feto de los vasas del cordon umbilical, La
abtencitn de la sangre acurrit entre las 7:30 ¥y las 12:30. Para
ello, se ligaron estos vasbs en su parcidn media, se cortd el
carddn umbilical & uno y atro lado del nudo y se colects la
sangre en tubos capilares heparinizados cuyas puntas terminaban
en bisel, La circulacion se blogued para impedir gue la sangre
arterial y wvenosa se mezclaran, Se comprob® que ligar estos
vasos no producla alteraciones en la glucemia fetal, tomando
muestras controles sin ligar estos vasos. Se ha comprobado
también que el pentobarbital stdico no modifica el comportamiento
de los eritrocitos con respectp a la glucosa hatciendo
experimentos <on sangre de ratas adultas obtenida sin utilizar

anestésicos,

31



Variaciones en la cancentracian de glucosa en plasma % en £1
contenido de glucosa ¥ gluchgena en lgs ecitroblastos durante el
pecindn feotal de la rcaka.

Se midid la concentracion de glucosa en plasma y la
concentracign de glucosa y glucdgeno en los eritroblastos de las
diferentes edades fetales, v se calculd la diferencia arterio-
venosa para cada una de estas variables. Se hizo un analisig de
varianza para determinar si 1los cambios durante el perlodeo fetal
eran significatives y si  existian cambipsg entre las
concentraciones en la sangre arterial y la venosa. ge utilizo
la prusba de *t* de Student-Fisher para analizar =l las
diferencias arterio-venosas eran significativas. También se
tomaran muestras de sangre arterial materna para determinar su
concentracidn de glucosa en plasma.

Se cnmpard el contenide de glucosa y 9glucdgeno en los
eritroblastes y en el higado, que @5 el almacén general de
glucasa en los organismos adultos, considerando sUs
contentraciones por gramo de tejida y tomande en cuenta el
volumen total del tejido, Para ello, se llevd un control del
peso del higado, del hematocrito y del peso corporal y se
cansiderd gque el volumen de la sangre correspondfa al 12% del

peso corporal en las fetos, al igual gque ocurre en los adultos.

Determinagitn de la sapacidad de loy eriteoblastos de distintas
edades fptales para conpensar los ausentos esn la coocentracidn de
glucosa en el plasma,

En 6 tubos de reaccitn heparinizados se colocaron 0.2 ml de

sangre, Se centritugaron ¥ se separd el plasma y la capa de
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c@&lulas blancas. El plasma se sustituyd con solucidn salina al
0.9% que contenla cancentraciones de glucosa de 0, 40, 80, 120,
160y 200 mgsd!. Se resuspendieron las ceélulas y se Incubaron
durante 15 minutos a SBDC en un bako de tewperatura constante con
agitaciéin, Se volvieron a centrifugar 1las muestras Yy se
determind en @llas e] contenido de glucosa en la solucidn salina
cen la que se sustituyd el plasma y las concentraciones de
glucosa y gluctgena en los eritroblastos.

Con la misma sangre se hizo una determinacldn basal de la
concentracion de g9lucosa en plasma y glucwsa Yy gluchgeno en  los
eritroblastos, ¥ se hizo un control en @] gue se centritugd la
sangre y se resuspendieron e incubaron las células en su  propio
plasma.

Se gratico la concentracidn de g9lucosa en la solucidn salipa
coh  la que se sustituyd el plasma contra la diferencia en esta
concentracion de glucosa después del perindo de fncubacion,
corrigiendo los datos para tomar en tuenta las variaciones en el
hepatocritao durante el perlodo fetai. Se grafich la
concentracion de glucasa en la solucién con la que se sustituyd
el plasma contra las concentraciones de glucosa y gluctgeno en
los eritroblastos para cada una de las edades de los  fetns, Se
hizo un andlisis de varianza para determinar si los wcambias
producidos por las diferentes concentraciones de glucosa con que
fueron incubadas las muestras eran signiticativas, y si la sangre
de diferentes edades producla cambias significativas, Se trabajé
con una n de &, utilizando el Aumero de camadas que {fueran

necesarias para obtener sufitiente cantidad de sangre.
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Efectns de 1A glucosa, 12 adegraling ¥ 1la insulina sobre 108
scitrpblasios fetales y su papel en la homeostesis de la glucosis

Para estudiar los efectos de 1a insulina, la adrenalina y la
glucosa sobre la capacidad de los eritroblastos para compensar
los cambios en la concentracidn de gluccsa en el plasma en las
distintas edades, se inyecth intraperitonealmente a la mitad de
los +$etos de distintas camadas 0.1 U de insulina/g de peso
{Insulina simple, Lilly, S.P.)}, diluidas en un volumen de entre
23 y 50 mul de agua destilada, o Z.0ug de adrepalina/g de peso
{Adrenalina, Fustery), dtlulﬁas en el mismp volumen de solucibn
salina o 400 g de 9lucasa/g de peso en el mismo volumen de
splucidn salina, Las ipyecciones se higieron con una aguja del
numero 27 a través de la trompa uterina a cada feto en
particular. Se dejo actuar a las hormonas y a la glucosa 5
minutos y durante ese tiempo ios tetos permanecieron en su sitio
en el vientre materno. No se hicieron controles sobre la posible
pérdida de glucosa y hormaonas al inyectarlias en @1 vientre de los
4etps, por lo que la dosig pudo ser menor que la inyectada. La
atra mitad de la camada sirvit coma contral.

Las dosis de las hormonas se determinaron haciendn curvas
dosis-respuesta scobre el glucbdgena hepAtico en fetos del dita 21
de la gestacibn, El tiempo durante el cual se dejb actuar a la
harmona se escogid al comparar sus efectos sobre el gluctigeno en
el higadn a distintos intervalos en fetns de esta misma edad.
Los fetas controles no recibieron ninguna inyeccidn ya que se
encontrfi que no habla diferencias significativas entre los
controles que no reciblan inyeccidn y los controles inyectados

can solucidn salina en un volumen similar al empleado con las
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haormonas y la glucesa. Por atra parte, se cornocen los efectos de
estas hormonas en esas dosis sobre la retencidn de glucosa por
los +fetos de las mismas edades que Se emplean en este trabajo ¥y
los cambios que producen en el contenido de glucosa ¥ glucogeno
en distintos &rganns fetales (Guarner, 19861,

Después de inyectar la inswlina, 1la adrenalina » la glucosa
se midieron la concentracion de glucosa en plasma, y las
concentraciones de glucosa y glucdgeno en los eritroblastos tante
en la sangre arterial como &n la venosa y se compararon con las
contrales utilizando la prueba de "t* de Student-Fisher pareada.
Los resultados se interpretaron tratando de entender el papel de
los eritroblastos en la homeostasis de la glucosa, a la luz de
los etectos Que se sabe que estas hormonas producen sobre otros

brganos gue intervienen en esta funcion,

Deterninacitn de glucasa ¥ glucOgeno.

La concentracitn de glucosa en plasma se mnidid por el métado
de la enzima 9lucosa oxidasa (Kadish y cols., 1968), con ayuda de
un apalizador de 9glucosa Beckmann Analyzer 11, k.a reaccidn
quimica que se emplea en este méqtodo es la siguiente:

glucosa axidasa

glucosa + oxlgenp—— acido gluconico + perdxido de hidrégeno

El analizadar de glucosa mide el consump de oxlgeno mediante
un electrodo sensible a este gas y transforma la lectura a mg de
glucosa/dl de la nuestra,

El contenido de glucosa y glucogeno en los eritrocitos se
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cuantiticd por el método de Passoneau y Lauderdale (19741, Para
e¢llo, &g centrifugd la sangre y Se separaron 21 plasma vy 1las
células blancas. Se tomaron 0.01 mi del precipitado, se lisaron
las células en 0.2 ml de HCl O0.03N y se colocaron en bafo de
Maria a 10006 por S minutos. t.a mitad de la nuestra asl tratada
se utiliza para medir 1la concentracitn de glucosa en 1los
eritrablastos por el método de la glucosa oxidasa. €on 1la otra
mitad se hizo una dilucidn 1:5 en HCI IN y se colocd en badn de
Harta a 100 DC por tres horas; para degradar las moléculas de
gluctgeno a 9lucosa. La contentracion de glucdgeno se calcule
restando del valor de gluctsa encantrado en las muestras en las
que se degradt €l gluctgeno a glucosa, el valor de gluceosa libre
que se habla determinado con la primera mitad de la nmuestra,

El contenido de glucosa y glucdgeno en el bhlgadn, se

datermind por el mismp mbtodo hompgenizando 0,01 g de) tej ido.
ANALISIS DE RESULTAROS

{aciaciones en la concenfracids de glucosa en plasma v en gl
cantenido de glucpsa y glucdgeno en los erjtroblastos durante el
senipdo fetal 48 la rata.

Concentracion de glucpsa en plasna.

Encontramos un aumento progresive en la concentracidn de
glucaosa en la sangre arterial proveniente de la placenta y en la
sangre venosa praveniente del feto, contorme avanza su desarrollo

(figura 10 ¥y tabla I). No obstante, en otras especies vomo el
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FIGURA 10 Cambios en la concentracibn de glucosa en sangre de
rata fetal: arterial (8—8) v venasa (0—0) y en la sangre
adulta: arteria uterina (D-Q), arteria femoral (4 1} y vena
femoral ( a 1 (A}, Diferencia arterio-vennsa de l1a
concentracidn de glucosa (B). X & e,e., p<¢.05.

TABLA I Analisis de varianza de los cambias en la concentracitin
de giucosa en sangre arterial y venosa durante ¢l perlodo  fetal
de la rata.

Origen Sunma de Grados de Cuadradus F p
cuadrados tibertad medios
-10
Entre dlas 272,452.00 3 9,152.33 27.25  2X10
de gestacian
(FL)
Entre sangre ar- 1,63 1 1.63 . 0049
terial y venosa
tF2)
Fi ¥ F2 1,59%,63 3 531.88 1.58 0.197
Error 37,6411.19 112 335.81
Total 66,669,47 119 560.21
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borrego y el mono se ha reportado que la concentracion de glucosa
en la  sangre fetal no varla con la edad de gestacibn (Shelley,
1960, ta diferencia puede deberse a gue la rata es una especie
altricial, en tanto qgue e] borregh y el mont sSon  precoces.
También encontramos que ta concentracibn de glucosa en la sangre
materna se mantuvo constante y fue siempre mayor que en la sangre
tetal f(figura 10}, En oDtras especies se ha descrito que la
concentracitin de glucosa en la sangre materna disminuye durante
@l embarazo, mostrando distintas tasas de decremento para las
diferentes especies (Battaglia y Meschia, 1984). Es posible que
la tasa de disminucion en la rata sea muy pequeNa y por eso no se
cbserve en nuestros resultados.

Se reconoce Qque la glucosa llega a la sangre fetal por
di fusion facilitada a través de 1la placenta vy que 5U
concentracibn depende de la glucemia materna (Bilbert y Baurban,
19805 Battaglia y Meschia, 1986}. Podemos explicar el aumento en
la concentracidn de glucosa menclionado por un mecanismo capaz de
regular dicho proceso de difusion facilitada, por un aumento en
@i ndmera de transportadores de glucnsa en la placenta, por la
participacién activa de las vias glucogenoliticas ¥
gluconeogénicas qgue proporcionan glucosa al torrente sanguinen en
los fetos hacia el final de la gestacidn, o bien, por la perdida
progresiva de la capacidad de los eritroblastos para absorber
glucosa del medio.

El mecanismo regulador del proceso de difusiodn facilitada en
los fetos puede estar relacionado con las modificaciones en el
metabolisme placentario descritas en algunas especies. Estas

modificaciones permiten a la placenta consumir otros sustratos,
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como el lactato, de manera <que llega al feto una mayor
concentracidn de glucasa (Shambaugh y cols,, 1977f Ramsay vy
cols., 1984).

La participacidn de las vias glucaneogénicas ¥
glucogenoliticas durante la vida fetal ng se ha comprobado. Se
describio que las enzimas de las vias gluconeogénicas no se
encuentran activas en los fetpns (Yeung y Oliver, 1967), pero que
su actividad se puede {inducir por el estrés y por algunpas
harmonas como la adrenalina, el glucagon y la tiraxina (Greengard
y Dewey, 9673 Greengard, 19685 Battaglia y Meschla, 1984},
Aunque Dawkins (19664) reports una conversiotn activa de glucosa y
qluchgeno ¥ viceversa en cultivos de hepatocitns fetales de rata,
otros autares no han encontrado activa la enzima que cataliza el
dltimo paso del rompimients del gluchgenn, la fostfarilasa, en el
hlgado al +#inal de la gestacitn, por lo que afirman que este
trgano es incapaz de liberar glutesa a la circulacidn (Schwartz y
Rall, 1973} Devos y Hers, 1924).

Encontramos gue la diferencia arterio-vennsa de l1a
cancentracidn de glucosa fue pequesa los dlas 15 y 1?2, aumentd el
dla 19 y se invirtid el dla 21 ({(figura 10). Estno indica un
tonsume bajeo de glucosa durante el perlodo fetal, o bien, su
enmascaramientn por la liberacibn de glucosa intpacelular por
procesas de glucogendlisis o glutoneogénesis fetales. Estas
resultadas y los de otros autores en los que se muestra una razén
mennr gQue uno entre el consuma de glucesa y el de oxlgeno en
fetos de borregos, vacas y caballeos, indican la oxidacidn de
otros sustratos, ademads de la glucosa, en el metabalismo fetal

(Tsoulos y cols., 1971; Battagllia y Meschia, 1978).
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[ AL los sustratios que prdrian  istacwesie do  sandra
impertante em el metatmmilisno fetel se eogwumtny @l lactata tBwrd
¥ EBlt., 1S5 Ohwr v Dhaboy, 15740, In fredluase (Raubies,
AREGT  Yneilley, ITEOY, el acetatn (Char vy Treasy, IF7ARY, @)
prwRdts  (Char y Créaky, 192680, v 2lgunnn anircdoitics zomd &1

lutemats y lo @aniva (Girerd y cols., 1973).

Dorcentracion de plwuoosa en s eridroablastos.

Tpzar-vanms Jue la rorcentracitn d2 glucmss aa 2] inlweioe &
Iem eritrocitos tands en la saawgre ardterial comw e 1 veeoss, Se
iscrensata duranmtse ol despreollo (Figura 23 p tabla J10. Ea
differesctia arterio-venrcsz de la concastraecids de gluresa en los
eritrocitms ax muy pEguanik p to warila siguificztiveneats dueante
la gestaciltm (figema 18}, Lz concemtracti®m de glecosa en los
Eritroblastos ec m@mpar Gue Ll concemitreciidn de glucosa en  plasma
all priscipio del periodo fetal, y Ila difereccia Lieade 2 Ser
wanar & Fimal de la gestaci®m y s inwierte em el adwito (ver
FliGuwra 10). Resultados sindlares em uanlo & la relacidn entre
Da gluemmsz placmatiice p Jla glucoss em el imterfor tel
aritrolzsts yo Se hadbizn  reportado (Hitchoosk, 1F370E no
alixtamts otres auimres swomntrerem que Lz progorcite e glocosa
e lms eritroblastos es similar 2 la plasmdtica em  los  felosg
e que suncR legs & hetter mds glucesas en los eritrabiastos que

am @l plaemn (Gwdwim, D34

Qoeestescidn de gluctarros en Do erdtrotblastos,
Encowiramoy  que e  comcantrecidm  de  glicdsere e loes
@ritroblastas  diominege  daramte Do geimere mitad el peeSodo
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FIGURA 11 Cambios en la concentracitn de glucosa en el interior
de 1los eritroblastos en la sangre arterifal (0—€) y en la venosa
{0—0) durante el periado fetal ¥y en lts eritrocitos adultos
arteriales ( A& } yvenosas ¢ A ) {A). Diferencia arterio-
vennosa de la concentracitin de glucesa en el interior de 1los
eritpoblastos (B). X & e.e.

TABLA II Analisis de varianza de los cambins en la
concentracion de glucosa en 1lps eritroblastos en la sangre
arterial y en la venosa durante el periodo fetal.

Origen Suma de Grados de Cuadrados F p
cuadrados 1ibertad medios

Entre dlas 68,2t 3 22,74 5,31 .003
de gestacibn

(F1}
Entre sangre ar- 1.79 1 1.79 42
terial y venosa

tF2)
FiL ¥ F2 7.64 3 2.55 .59
Error 203.71 48 4.29
Total 283.36 55 5.15
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FIGURA 12 Cambins en la concentracion de gluchgenc en el
interior de las eritroblastos en la sangre arterial (€6—9) y en
la venaosa (O—0O) durante el perindoc fetal de la ratay en Ilos
eritrocitos adultos arteriales (A4 ) y venosos ( & } (A),
Diferencia artarin-venosa de la concentracion de gluchgeno en los
eritraoblastos fetales (B). X & e.e.

TABLA 111 Analisis de varianza de los cambios en la
canceatracidn de glucdgeno en los eritraoblastos de la sangre
arterial y venosa durante el perlodo fetal,

Origen Suma de Grados de Cuadrados F p
cuadrados libertad medi{os
Entre dlas 1,111.64 3 370,55 2.89 ,0449
de gestacion
(F11
Entre sangre ar- 72,29 1 ?7.79 -
terial y venosa
(F2)
Fl1 % F2 196,78 3 65,59 51
Error 4,133.71 48 127.79
Total 7,519.93 55 134.73
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fetal y aumenta nuevamente en el dla 2§ {(figura 12 y tatla [11).
La diferencia arterio-venasa de la cantidad de gluchgenc en el
interfor de los eritroblastos eg muy pequeda durante los dias U3
al 19 de la gestacidn y se incrementa hasta alrededor de 100
mg/100 g de eritroblastos en el dia 21 del periodo fetal. Estos
datnos apoyan la hipotesis de que los eritroblastos fetales juegan
un papel importante en la homeostasis de la 9lucosa, almacenando
gluctnsa en farma de glucdgeno, Su toncentracion es alta at
principia del perlodo fetal cuando cada tejido depende de sus
reservas de gluctgeno y al final de éste cuands &1 higado se ha
diferenciado como almacen de carbohidratos y disminuye durante la

atapx de transicibn entre estas dns organizaciaones.

Comparacién de 1las reservas de glucosa y glucdgenc en laos
eritroblastas y en el higado.

Encontramos que las reservas de glucosa y glucdgenn en los
eritroblastns son casi iguaies a las de los hepatocitos al
principio del periodo fetal y menores hacia el f#inal de éste.
Esto acurre debido a gque el hlgado se define funcionalmente comn
almacén general de carbohidratos, capaz de aportar glucosa a los
damds organos fetales (figura 13).

Es posible que los hepatocitos se conviertan en un almaceén
importante de 4glucbgeno como consecuencia del auments en el
ndnero de células fetales, pues coincide con un aumento importan
te en el peso fetal. Es probable que la g9lucasa gue gdenera la
reserva de gluchigenp hepatica fetal provenga de las wvlas

gluconeagbnicas, ya que los fetos de 21 dlas de gestacidbn sbiop
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organismo adulto.
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retienen pequefias cantidades de la gqlucnsa fque proviene de la
placenta (figura 10). Aungue se describid gue las enzimas que
intervienen en estas vias no se encusntran nornalmente activas en
las fetos (Yeung y Oliver, 1967}, no es posible explicar el
arigen de l‘ enorne reserva de gluchgeno de otra wnanera. Por
otra parte, Se reportt que la actividad de las enzimas de estas
vias s¢ puede inducir por el ettrés producido por la insuficiente
aportacion materna de oxtgeno y glucosa al final del embarazo o
par 1a inyescion de hormonas como el glucagon, la adrenalina o la
tiroxina (Dawkins, 19665 Greengard y Dewey, 1967{ Greengard,
1968) .

La funcidn de la reserva de glucégeno hepAtico fetal se
desconoce. Claude Bernard (1839) sugirid que era la de una
reserva energktica en donde se almacenaba glucosa gue era
utilizada en A el desarrollo de muchos tejidos vy en el
mantenimiento de la honenstasis fetal. No obstante, la actividad
de 1as vias glucngenoliticas en el higadoc no se ha comprobadao.
Dawkins (1948) reportd que existe una conversidn activa de
glucosa a glucdgeno y viceversa en cultivos de hepatocitos
fetales{ sin embarga, se oponen otros autores gque no han
encontrado fosforilasa activa en el higado al +final de la
geastacibn, por lo gue afirman gue este brganu es incapaz de
liberar gluctosa a la circulacitin {Schwartz y Rall, 1%73§ Devas ¥y
Hers, 1974}, Por otra parte, podemos explicar el aumento que
encontramos en la concentracion de la glucosa en el plasma
conforme avanza e} desarrolle (figura 8) por la pasible
participacion de las vias glucogenollticas en los fetos hacia el

final de la gestacian,
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A pesar de que el higado ro parece estar jugando un  papel
determinante en la homeostasis de la g9lucosa al principio del
perloda fetal ya gque no almacena gluchgenn, el peso relativo de
este Argano con respecto al pese corporal total €5 muy grande
(figura 14), Se sabe que en el higado tetal coexisten 12 1llnea
celular hematopoyética y los hepatocitos y gque la primera
constituye el 40% del pesoc del drganc (Dupauy y Jost, 1969 Jost
y Pican, 1970}, L.a importancia de este arganc al principio del
periodo fetal puede deberse a que es el encargado de producir los
eritroblastos que salen a la circulacidn, llegan a la placenta
para abastecerse de glucagsa, Yy mantener de esta manera el
gradiente en la concentraciotn de glucosa entre [a sangre materna

y la fetal.

Detscainacion de la capacidad de lps sritroblagtos de distiptas
edades feilales para compensar lox awsentos en la concentracifin de
QIUCQNA #n el plasoa.

Los experimenteos in witea con los que deteerminawmos la
capacidad de los eritroblastos para compensar ins aumentos en la
cancentracitn de glucosa en plasma, nostraron gue las células
rojas fetales absorben una gran cantidad de la glucosa que se
encuentra en el medio en el que se las incuba, La capacidad de
ahsorber glucosa del medio es mayor en los fetos de los dlas 15 ¥
17 y disminuye durante el perlodo fetal. En los animales adultos
la capacidad de los eritrocitos disminuye adn mads ($igura 13 vy

tabla IVl.
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FIGURA 14 Varlaciones en el peso y en el pesn/i00 g de peso
corporal del higado y de laos eritroblastos durante el periocde
fetal de la rata y en el adulto.

Estos datos concuerdan con los resultados de Goodwin (1934)
b Kondo y Beutler (1980), guienes describleron que los
eritroblastos tienden a gperder la capacidad de transportar
9lucosa a través de sus membranas durante la gestacibsn Yy fque
existe una disminucibn en la concentracitin de algunps componentes
protéicns de la membrana de lps eritroblastos, que probablemente
corresponde a los transportadores de glucosa,

Llama 1la atencitn que las eritroblastos fetales de las

edades que estudiamos liberen solamente muy pequefias cantidades
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CONCENTRACION DE GLUCOSA EN EL MEDIO
+ (mg/18¢ ml)

46 80 126 169 200

3
1

1

4
o5-100}
Un
<O-1100
“a1p9
r4
wo-130
[a]
ou-140
m}:
z ~158).
o —-160L

FIGURA 18 Capacidad de los eritroblastos fetales de los dias
15 (A—A), 17 (0—, 1% (0—0) y 21 (—@) de la gestacidn y de
los eritrocitos adultos (+—+) para compensar los cambios en la
contentracidn de glucosa en el medio en el que son incubados. En
®l ej@ de las abscisas se grafica la toncentracidn de glucosa con
la que se sustituyb el plasma y en el eje de las ordenadas la
diferencia en 1a concentracidén de glucosa en esta solucion
despuls del perlodo de incubacisn, X & e.e.
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TABLA IV Andlisis de varianza para los canbios en la capacidad
de los eritroblastos para compensar 1os  cambios arn l1a
concentracidn  de glucaosa en los diferentes medios en quo  fueran
incubados y en las distintas edades fetales.

Origen Suma de Gradas de Cuadrad_us F p
cuadrados libertad medios
-8
Entre edades 16,971.78 3 3,637.26 13.25 2X10
(F1)
-10
Entre concen-{ 307,707.81 H] 61,441,364 165.86 8X10
tracianes
(F2)
Fi ¥ F2 8,675.00 13 378.33 1.02 0.44
Error 44, 523.47 120 371.05
Tatal 374, 880.07 143 2,621.34

de glucaosa al medio de cultive cuando son incubadas en presencia
de bajas concentraciones de glucosa en el medin, romo se habla
descrito para los eritrocitos adultos (Guarner y Alvarez-Buylla,
1988). Es posible que esto se deba a que los eritroblastos
fetales, al ser incubados con su misma plasma en nuestras
condiciones experimentalwa, tienden a absorber glucosa, de manera
que la glucnsa liberada por los eritroblastos puede estar sienda
encubierta por la tendencia a absorber glucosa de estas células
(tabla V). La ausencia de liberacitn de glucosa también se puede
deber a que el mecanismo transportador de glucosa reguiere de un
cierto nivel de este carbphidratn extracelular para funcionar.
La capacidad de los eritroblastos para liberar glucosa cuando su
concentracion en el medio es baja implicaria que estas células
podrian soltar la glucosa gue adquirieron en la placenta a las

tejidos que estuvieran bafados popr un medio pobre en glucosa.
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TABLA V Cambios en 1la concentracidn de glucosa en plasma,
¥ 9glucosa Yy gluctgeno en 1los eritroblastos despuks de Sser
incubados con su propio plasma. X + e.e., ¥ p<.05.

Antes de Despues de Diferencia
incubar incubar
Fetos dia 13 29.30 ¢ 0.3 21.83 ¢t 2.42 ~ 7.67%
Glucasa Fetos dia L7 34.00 & 0.57 25.60 & 0.22 - 8.40%
@n plasma | Fetos dia 19 39.83 & 2.98 25.80 ¢ 1,00 -14,03%
Fetas dia 2) 61.00 & 2,39 32.%0 & 2,02 -29.30%
Adultos 142.40 t 7.88 129.20 ¢t 6,13 -33.20%
Fetos dia 15 43.33 ¢ 5,61 76.67 & 7.33 +13.36
Glucosa Fetos dia L7 86,67 + 3.04 96.67 £ 7.70 +10.00
en ari~ Fetas dia 19 ?4.00 & 21,47 $0.00 & 5.00 - 6.00
trocitos Fetos dia 21 83.33 ¢+ 72.70 B86.47 £ 10.97 ¢+ 3.34
Adultos 9Z2.00 £ 7.69 132.00 & 12.13 +40.00%
Fetos dia 195 { 340,00 £ 13.33 390.00 % 28.28 +50.00
Glucogeno | Fetas dia 17 | 220,00 & 29.34 313.33 &+ 7.70 +23.33
en eri- Fetps dia 19 | 233,00 ¢ 27.73 328.00 % 33.52 +93.00
trocltos Fetos dia 28 | 343.33 & 1§.94 373.33 % 48.69 +30.00
Adultos 860,00 + 65.32 668.00 & 82,68 +108,00%

La concentracidn de glucosa en el interior de los
eritrocitos aumentd cuando incrementamos la cancentracidn de
glucosa en el medio en el que eran incubadasy sin embargo, no
hubo diterencias significativas entre la sangre de las distintas
edades fetales (figura 146 y tabla vI). Cuando las eritroblastos
fueran incubados <¢on poca glucosa, la :nncentraclgn de easte
carbohidrato en su interfor ;ue menor que la gue se encontraba en
condiciones basales en esa edad, Yy cuando se incubaron ton mucha
glucosa, su concentracitn en el interiar fue mayar que en dichas
condiciones (figura  14), No  encontramos cambins en  la
concentracion de glucosa en @l interior de los eritrocitos
adultos después del perlodo de incubacidn, Esto indica que
posiblemente los eritroblastos fetales estAn participando de

manera mas activa en la homeostasis de la glucosa fetal dque los
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FIGURA 16 Cambias en la concentracitn de glucosa en los
eritroblastos fetales de les dlas 1S (40—0), 17 (O—), 19 (O—O)
y 21 (0—9 de la gestacisn y en el adulto ty-—+) despubs del
perlodo de incubacibn en medios con distintas concentraciones de
glucosa, X t e.e. .

Tabla VI Andlisis de varianza de los camblos en la concentracidn
de glucosa en los eritraoblastos de las distintas edades fetales al
ser incubados en medios con diatintas concentraciones de glucasa.

Origen Suma de Grados de Cuadrados F p
cuadrados libertad medias

Entre edades 13.00 3 4.33 .97

(FL)

~10

Entre con-— 323.2%5 s 64.65 14.47 4X10
centraciones

{F2)
Fi % F2 27.73 15 £.83 .41
Errar $34.00 120 q.47
Total %00.00 143 6.27
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eritrocitos adultas.

La concentracion de glucdgeno en los eritroblastos fetales
aumentd cuando las incubamos en medios ricos en glucasa y hubo
diterencias signiticativas entre los eritroblastos de las
distintas aedades fetales (figqura 17 y tabla VII). No ahbstante,
los fetos del dta 135 no fueran fas que almacenaron npayores
concentraciones de glucdgena. Esto se debe probablemente & gue
los eritroblastos de laos fetns del dta 1S de la gestacidn son
todavia células macrociticas y nucleadas, de manera que gran
parte del volumen de la mnuestra en la que analizarnos la
concentracian de glucbgeno se sncontraba ocupada por nGcleas
telulares en los que no existe este carbohidrato. En cambio, las
eritroblastcs de los fetos del dla 21 ya han perdido sus naciens
y ®1 volumen en el que analizamos el glucdgenn estaba formado
principalments por citoplasma en el gque esta molécula podla
distribuirse homogeneamente. A pesar de ello, fue en esta edad
{etal en la que los eritroblastos acumularon la menor cantidad de
glucbdgeno. Laos eritrpcitos adultos sieapre contuvieron nayor
cantidad de glucdgeno en su interior nue los eritroblastos en
nestras condiciones in witea. Esto se debe probablerente a gue
cuando se incuban los eritrocitos adultos en su  propic plasma
{ncrementan su contenido de glucégeno en mayor proporcifin que lom
eritroblastos fetales (Tabla V). ta concentracitin de gluctgeno
en  los eritroblastos gue fueron incubados can poca glucosa fue
penor Que la que se encontraba en condiciones basales en e¢sas
edades, y su concentracitin cuandn fueron intubadas con mcha

glucosa fue mayor que en esas condiciones {figura 12).
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FIGURA 1?7 Cambio en 1la copcentracibn de 9glucégeno en los
eritroblastos fetales de los dias 15 (A—A), 17 (O~D), 19 (O0—O)
y 21 (@—@) de la gestacitn y en el adulto (+—%), despubs de ser
incubados en medios que contenlan distintas concentraciones de
glucosa, X 4 e.e,

TABLA VII Andlisis de varianza de la concentraciodn de glucdgenc
en los eritroblastos de las distintas pdades fetales después de
ger incubados en nedios gque cantenlan distintas concentraciones de
glucasa.

‘Origen Suma de Gradaos 4  Cuadrados F p
cuadrados libertad medios
Entre edades 708.75 3 236.23 4.59 .004
(F1)
-10
Entre caon- 4,832.%7 ] 906.59 17.61 3X10
centraciones
(F2)
Fl x F2 211.58 15 14,11 .27
Error 6,178.67 120 S51.49
Total 11,631.97 143 81.34
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Efectos de la glucpsa, la adrenalina y la iosulima sobre la
capacidad de los eritroblastos paca qoompensae las caphios en 1a
cancentracion de glucasa =0 £l plasea.

Efectos de la glucosa

Cuando inyectampos glucosa intraperitonealmentes a fetos de
distintas edades encontramos que la concentracifin de glucosa en
el plasma de la sangre arterial y la vennsa aumentdb ¢ figura 18 vy
tabla VIII). EIl incremento fue mayor en los fetos de 17 dlas que
en los de 21. Se hizo una regresian lineal en la quee se enctontrd
una pendlente (m} igual a -20.21, wun coeficiente de regresttin ¢

Pz) de 0.46 y una probabilidad (p) de 0.CG007 en el plaspa de la

sangre venata. La concentracibn de glucosa en el plasma arterial
no mostrd una regresihn estadisticamente silgnlfi cativa. La
diferencia arterio venosa de la caoncentracién de glucosa en
plasma disminuyh en {gual proparcibn en tadas las edades
estudiadas (figura (8).

Las concentraciones de glucasa y 9glucogena en los
eritroblastos no se modificaron significativamente em la  sangre
arterial pero aumentaron en la venosa, campensando el incremento
en la concentraciGn de glucasa en el plasma. El aunemto tendis a
ser mayar en los fetos de L7 dlas que en los dde 21i. La
diferencia arterio-venosa de las concentraciones de glucasa y
glucdgeno disminuyeron significativamente en los dlas 19 y 17
respectivamente (figura 18 y tabla VIII).

Estos datos muestran qQue al inyectar la misma proporcibn  de
g9lucosa respectn al peso corporal de los fetos, los mis jovenes

responden caon mayar hiperglucemia y mayor incremento en la
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FIGURA 18 Efectos de la inyeccitn intraperitoneal de glucosa a
fetos de rata de distintas edades en )a sangre arterial, la
venosa y 1a diferencia arterio-enosa (A-V), A} Concentracion de
glucosa en plasma B} Concentracion de glucosa en los
eritroblastos y ©) Cancentracion de glucogeno en los
eritroblastos. Xt e.e., % p<0.03.
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TABLA VIIl Efectos de las inyecciones intraperitaneales de
glucasa, adrenalina e insulina a fetos de distintas edades.

nis 1z D17 D21

GLUCOSA EN PLASMA

Control arteria| 27.7£3,0 37.1t 4.3 42.215.3 41.2¢ 4.0
veEna 25.4:3.3 37.0+ 3.0 28.643.5 50.5¢ 3.7
Glucosa arteria 82.4£511.9% 74.946.0% 60.9: 4.0%
vena 103.0£19.8% 92.946.0% 102,9+£11.6%
Adrenalina arteria 33.8:9.3 48.6%10.0 42.213.8 43.5+ 3.4
vena 17.4£3.3 47.4% 3.4 36.713.9% ?7.1t 4.9%
Insulina arterla 23.8:2.9 q4.9% 6.3 34.515.6 34.9% 7.2
vena 21 .213.2 49.3% S.1 31.0124.4 46.7% 2.0
GLUCOSA EN ERITROBLASTOS
Cantrol arteria 57.116.3 85.7+£10.5 84.016.8 83.0% 4.1
vena $2.9:4.8 B85.7+ 5.3 82.046.0 86.2%¢ 5.5
Glucosa arteria ?4.3+ 4.7 90.016.) 77.1t 6.3
vena 128.7£210.5%127.518.4% 102.9£11.0¥%
Adrenalina arterla 48.6% 3.7 H6.017.0 87.3% 7.0
vena 77.1% 4.8 78.0#5.2 92.5%11.7
Insulina arterla 80,0 4.0 82.35:7.4 82,94 4.3
vena ?7.2% 4.4 92.3:7.0 88.6% 3.7
GLUCOGENO EN ERITROBLASTOS
Control arteria | 400.,.032.1 314.3£29.1 316.0:36.4 393,8£27.0
vena 362.9:56.7 301.9+42.8 301.35428.0 342.5:28.0
Glucosa arteria 320.0£29.1 360,0£52.2 351,41229.6
vena 433.44£28,2%360.0£33.5%395,7+¢41.5
Adrenalina arteria 331.4£30.2 294,0£38.8 392,54+39.2
vena 298.1%21,2 312.0432.9 297.5423.3%
Insulina arteria . 231.4+24,4%330,0£45.6 342,9427.8%
vena 337.1£25.4 320.0£34.1 368,6420.6

D15: {fetos del dla 15, D17 fetos del dla 17, DL19: fetos del dla
19, D2l: fetos del dia 21, Xt e.e. ¥p<0.05.

cancentracitn de 9luctdgeno en el interior de sus eritroblastos
los fetos de 21 dlas. Esto implica que 1los eritroblastos
compensan 1os  aumentos en la concentracion de glucosa en el
plasma desde el comienzo de la vida fetal. Hacia el final de
#sta, 1la hiperglucenia causada por la inyeccidn de Qglucosa es
menor debido posiblemente & que ya se han establecido otros
mecanismos mas eficaces para contralar la glucemia, como el

establecimiento de un almacén general de carbohidratos en el
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hlgada. Simulthneamente, €l mecanismo primitivo de compensacibn
de los aumentas en la glucemia, del gue los eritroblastos eran un
comparente importante tiende a perderse y los aumentos en la

concentracitn de gluctgeno en estas células son menares,

Efectos de la adrenalina

Con la inyeccidn de adrerndlina no observamos ningun cambio
en el plasma y en el contenido de glucosa y glucdgeno en los
eritroblastos de la sangre arterial. En la sangre venosa
encantramos que la concentracidn de glucasa en el plasma se
incrementd en forma progresiva en los dlas 19 y 21 de la
gestacléin (m = 6.11,/02 = Q.56, p = SXIO_ 1. La concentracibn de
glucosa en los eritroblastos no experimentd cambiaos
significativos mientras gque la concentracisn de glucbgena tendid
a disminuir hacia el dla 21, aportando glucosa al plasma. Al
hacer wun andlisis de regresidn, 1us datns presentaron una
variacidn 51gnificativa (p<0.05) con elementos no lineales.
Encantramos gue 1a diferencia arterfjo-vennsa de la toncentraciotn
de glucosa en el plasma se incrementd significativamente en el
d1a 15 de la gestacidtn y fue disminuyendo progresivamente hasta
el dla 21 {m a -4,84, ,oz = 0.45, p =9xxo_5». La diferencia
arterjo~-venosa de la corcentracion de glucosa en las
eritroblastos se mantuva constante, en tanto que la diferencia en
la concentrac i6n de glucégeno se elave en el dia 17, disminuyd en
el 19 v no mostrd camblos significativeos en el 21 (figura 19 vy
tabla VIII).

Estos datos muestran que la tuncion glucogenolitica de la

adgrenal ina sobre los eritroblastos aparece entre los dlas 19 y 21
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FIGURA 19 Efectos de la inyeccidn intraperitoneal de adrenalina
a fetos de rata de distintas edades sobre la sangre arterial, la
venasa y la diferencia arterio-venosa (A-V), A} Concentracion de
glucosa €n plasma B) Concentracibon de glucosa en los
eritroblastos y c) Cantentracibn de gluchgenn en las
eritroblastos. X & e.e., ¥p<0.05.
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de la gestaciétn, caoincidiendo con el momento en el gque esta
harmona comienza a regular la glucogentlisis hepatica. En el
momento en el que se establece la reserva de carbohidratos en el
higado, la adrenalina produce hiperglucemia y hace que los
eritroblastas disminuyan sus reservas de carbohidratos
compartandase camo hepatoclitos circulantes. Se ha descrito que
en el dia 15 de la gestacidn, la adrenalina incrementa la
concentracidn de glucdgenc en el higado, el corazdn y el cerebro,
al incrementarse la llegada de glucosa a estos drganos a traveés
de cambios vasculares (Guarner, 1986). Es posible que en esta
edad la adrenalina actie sobre los eritroblastos haciends qua
liberen glucosa al medioj no obstante, en este trabajo no se
demostrts lo anterinr debido a gque el volumen de las muestras de
eritroblastos de esta edad que obtuvimos eran demasiado pequedas

para poder determinar el contenido de glucosa y glucdgena.

Efectos de la insulina

Cuando inyectamns insulina intraperitonealmente a fetos de
digtintas edades no encontramos cambios signifticativos en la
concentracitn de glucosa en el plasma ni en su cancentracion en
los eritroblastos en la sangre arterial y la venosa, Tanpoco
encontramos camblos significatives en la diferencia arterio-
venasa de Ia concentracion de este carbohidrato. Observamos una
disminucion en la concentracion de glucdgena en los eritroblastas
de 1la sangre arterial en los dlas 17 y 21 que posiblemente se
deba a efectos de la insulina sobre la placenta, disminuyendo la
concentracitn de glucosa que pasa a la sangre fetal. No se

epcontrd ningdn cambic en la concentracidn de este carbohidrato
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en la sangre venasa. La diferencia arterio-venusa de la
cancentracion de este carbohidrato no se modi¢iced
significativamente can la inyeccion de la insulina (figura 20 vy
tabla VIII).

Estos dates muestran Qque la  insulina no modifica la
capacidad de los eritroblastos de las edades fetales estudiadas
para compensar los canbios en la concentraci®n de glucosa en el
piasma. De esta manera, se impide que los eritroblastos absaorban
1a glucosa cuando la insulina incrementa su consumo por otros

tejidos.

DISCUSION

Todas las células requieren energla para realizar sus
funcinnes. Esta energla 2 cbtienen mediante la respiracion
celular, gue consiste en oxidar sustancias complejas, Y
almacenando la energla gque guardanm sus enlaces en forma de ATP.
La glucosa es el compuesto que se emplea nmds frecuentemente como
sustrato inicial de las reacciones respiratorias, generadaras de
la energla celular,

En los organismos pluricelulares se han desarrcl lado
recanismas conhplejos que les permiten mantener dentro de ciertos
lilmites las concentraciones de glucosa extra e intracelular
(figura 23}, Durante el desarrollo embrionario, los sistemas

reguladores gue mantienen constantes los niveles de glucosa desde
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que el organismo se encuentra constituido por una sbla cElula
hasta gue lo farman miles de ellas, cambian y evolucionan., En el
presente trabajo se analizd la capacidad de los eritroblastos
para compensar los aumentos de glucosa en el plasma, y se propone
a esta funcibn como un mecanismo primitivo encargadao de mantener
el gradiente de la concentracidn de glucosa entre la sangre
materna y la fetal, sobre todo al principlo del perlodo fetal.

Se ha descrito que antes de la implantacibin, los embriones
obtienen energla a partir de las reservas de gluchgeno del  bHvule
Yy que el consumo de este carbohidrato por el embrion aumenta
hasta cien veces durante las etapas gque preceden a la
implantacion (Brinster, 1947 y 1948). Desde ®1 momento de la
inplantacidn hasta la etapa de +ormacion de las primeras somitas,
los embriones se nutren a partir del 1liquido que llena el
lecitocele y de las células uterinas gue se degradan para formar
la decidua (Tanimura y Shepard, 1970}.

Durante el pertodo embrionario y las primeras fases del
perioda fetal, la glucosa se obtiene principalmente por el
pruceso de difusion facilitada de la glucaosa de la sangre materna
a la fetal en la placenta. Se ha descrito que al principio del
perlado embrionario, el organismo consume gran cantidad de
glucosa Y que este coansumo va disminuyendo con el crecimiento
hasta antes del perlodo fetal, en que alcanza los niveles de los
organismos adultes. E1 gran consumo de glucosa en los embriones
se debe a los procesos sintéticos y a que en las células
ambrionarias las vias aerbhicas de la degradacitn de glucasa abn
no se encuentran activas, par 1o gque se requiere una gran

cantidad de este carbohidrato para cbtener energla (Kahler vy
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Feters, 1970).

Se ha reportado también gue en las etapas iniciales del
desarrolio fetal en larata, 1los mecarnisnos gque wuantienen 1la
hamgostasis de la glucesa no se encuentran adn desarrollados  de
manera similar a los sistemas que controlan la concentracitin  de
glurpsa en los amimales adultns. Cada &rgano tiene sus propias
reservas de carbohidrates pequeRas e independientes. La magnitud
de estas reservas parere depender dnicamente de l1a cantidad de
glucosa que les llega por la circulacidn, 7y los mecanismas
encargadas de 1a homeostasis de la glucosa estan ligados a 1los
mecanismos que regulan los canbieos vasculares {Guarner, 1986). Ge
ha descrito gue las catecolaminas redistiribayen el flujo
sangulnea tfavareclendo al cerebro, el corazbny el hlgado e
incrementan el flujo de sustratos, particularmente de glucosa
(Jost, 19641 Guarner, 1986}, Las c&lulas de la mddula
suprarrenal y de los ganglios para-abrticos son sensibles a la
asfixia y a la hipoglucemia en esta etapa, y responden a estas
estimulos secretando catecolaminas (Comline y Silver, 1944}, Es
en esta etapa en la gue supornemos que los eritroblastos jugan un
papel importante en la haomeostasis de la glucosa, debido a gue
tienen un gran nlnero de moléculas transportadoras de glucosa en
sus membranas (Kondo y Beutler, L9800,

Hacia el final de 1a gestacién, los necanismos homeostaticos
tetales evolucionars hacia una regulacibn integrada y tienden a
parecerse mhs & los que mantienen los niveles de glucosa en los
adultos. E1 higado actda como almacén general de carbohidratos y
la insulina ¥ lé adrenalina regulan ia liberacidn o el

almacenamieato de glucosa por este &rgana (Guarner, 19863, Es
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posible Qgue en esta etapa gran parte de los mecanismos
neurcenddcrings que regulan la glucemia en los adultos ya se
hayan establecida. Se ha descrito gque los quimlorreceptores del
seno carotiden maduran relativamente temprano en el periodo fetal
de la rata (dia 18 de la gestacidn) (Kando, 1%73) y gque responden
a la esttmutacion con clanuro incrementands los movimlentos
resplratorios y aumentando la irriqaciodn hacia el cerebro, el
coraibn, las glandulas suprarrenales, el hlgado y Ia placenta en
¢l borrego fetal {Purves y Biscoe, 19447 Walker, 1984), No
chstante, se desconoce su papel en la regulacion de la glucenia
#n ios fetos. El aje hipotalamo-hipofistario inicta su
funcionamiento en la rata alrededor del dla 18 de la gestacitn
{Jost y Picon, 1970), y es posible que {intervenga en la
3 regulacidn de la glucemia mediante la secrecidn de hormonas desde
esta etapa. Sin embargo, su papel ep la homeostasis de la
glucosa fetal abtn se desconoce en su  wmayor parte. Los
glucacorticoides se secretan desde antes de que funcione el eje
hipatslamo-hipofisiario {(Jost y Pican, 1970} e intervienen en la
maguracion de algunos tejidos como el pulm&n (Bourbon y Jost,
1982}, la mé&dula suprarrenal {(Margolis y cols., 1%68) ¥ el hlgado
en el gue inducen la sintesis del glucdgeno y la desaparicion de
las células eritropoydticas hepaticas (Jost y Picon, 1970}, En
esta etapa las moléculas transportadoras de glucosa en la
membrana de las eritroblastos se van perdiendo (Kondo y Beutler,
1960), Yy la capacidad de los glbbulos rojos para compensar los
aumentos en la glucemia disminuyz y comienza a estar hajo cantrol

de la adrenalina.
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En el presente trabajo se da un si gnificado funcianal a la
existencia de un gran nimero de maléculas transpartadoras de
glucosa en las membranas de los eritresblastos fetales, y se
propone a esta caracterlistica cona un emecanismo  primitivo que
mantiene el gradiente de la concentracZdn de glucosa entre la
sangre materna y la fetal. Los resultados obtenidos en este
trabajo muestran que la concentracidn de glucosa en el plasma de
la sangre fetal se {ncrementa conforme avanza &1 embarazo. La
glucosa que causa este fntremeénto puele provenir de las vlas
glucogencllticas Yy/o gluconeagénicas fetales Que se activan al
+inal de la gestacidbn (Battaglia y Meschia, 1985), o deberse a un
incremento del namero de moléculas transportadoras de g9lucosa en
la placenta, o bien al establecimients de algin necanisme capaz

“de regular el proceso de difusion facil itada a nivel de la
placenta. En este Gltimo caso, el necanisma harla gque la
placenta consuma otros sustrateos como el 1 actato y permitiria gue
llegue al +{eto una mayor concentrac{&in de glucasa {(Shambaugh Yy
cals., 1927 Ramsay y cols.,1984), El aumenta en la
concentracidn de gluccsa en el plasma €etal se puede deber
también a unn'disminucian en la capacidad de los eritroblastos
para absorber la glucosa del! medio que los rodea e incorporarla a
5us reservas de glutbgena.

Los resultados de esta tesis indican gque la diferencia
arterio-venosa de }a concentracibn de gluicosa en plasma  fue
pequeta durante el periodo fetal. Pasiblemente en los fetos
existan otros sustratos impartantes ademas cfe la glucosa, o bien,
la cantidad de glucosa retenida por los fetos esté slendo

enmascarada por glucosa liberada por los tetos a través de  las
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vi1as glucagenoliticas y/o0 gluconengébnicas,

La concentracion de glucosa en 1os eritroblastos se
incrementd durante el periodo fetal y {fue siempre mayar que éen el
pilasma. La concentracion de glucdgeno en los eritroblastos
fetales +fue mayor que la de los eritrocitos adultaos. La
concentracitn de gluchgeno fue alta durante la primera mitad del
perfodo fetal en que cada organo depende de sus reservas de
carbohidratos y en et dia 2§ en el que el higado actda como
almacén de carbohidratos y disminuysd en el perlodo de transicidn
entre estas dos arganizaciones.

Es posible que el enorme tamaRo del higado al principio del
perloda fetal (figura 14) se deba a gque estha produciendo las
eritroblastaos. Estas células podrian salir despuds a la
circulacidn para llegar a abastecerse de glucosa en la placenta y
mantener el gradiente de la concentracitn de glucosa entre la
sangre materna y la fetal. De esta manera, el hlgado fetal
intervendrlia de manera importante en la homeostasis de la
glucpsa, a pesar de no constituir un almagén de este carbohidrato
al principio del periodo fetal.

En el presente trabajo se encontrd que los eritroblastos
absorben mayor cantidad de glucosa del medio cuando se encuentran
en presencia de altas concentraciones de este carbohidrato al
principioc del perloda fetal, ¥y gque tienden a perder esta
capacidad conforme avanza el desarrollo. No se logrd comprobar
que al principio del periodo fetal, 1los eritroblastos aporten
mayor cantidad de glucosa al medio cuando existen en @1 pequeias

concentraciones de este carbohidrata.
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Estns datos sugieren que no sllo existe un mayor numero de
moléculas transportadaras de glucosa en los eritroblastos al
principio del pertodo +4etal, Yy que &stps se van perdiendc
confarme avanza la gestacion como se habla descritoc  (kondo ¥
Beutler, 1980), sino que los eritroblastas se encuentran mas
activos durante esta etapa al absorber una mayor cantidad de
glucosa cuando ésta se encuentra en exceso.

Tanto la concentracidn de glucosa como de glucdgernn en el
interior de los eritroblastos se incrementd al encontrarse estas
chlulas en presencla de altas concentraciones de glucasa en el
medio que las rodea. La concentracidn de glucogeno alcanzada es
menor al final de la gestacibn que a) principio del perloda
fetal.

Los experimentos en los que se inyectd glucasa a los  fetos
"muitrarun que 1los eritroblastos compensan los aumentos en la
caoncentracion de glucosa en el plasma desde e! comienzo del
perioda fetal, Hacia el final de la gestacifn se establecen
otros mecanismos thas eticaces para controlar la glucemia, como el
establecimiento de una reserva general de carbohidratos en el
higada; el mecanismg prinitiva de compensacibn de la
hiperglucenia dada por los eritroblastos tiende a perder
importancia.

Entre el dia 19 y el 21 de la gestacidn los eritroblastos,
al igual que los hepatocitos, comienzan a ser sensibles a la
adrenalina, y disminuyen sus reservas de gluchgenn atn en
presencia de hiperglucemia. Esta regulacidn no se observa en laos
dlas 17 y 19. La insulina no mndifica la capacidad de 1las

eritroblastos para compensar los cambios en la concentracidn de
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glucosa en el plasma en las edades fetales estudiadas, impidiendo
que estas cé#lulas absorban la glucosa cuando actda para
incrementar su consumo por otros tejidos.

Es posible que en el periodo fetal los demads grupps de
células sanguineas también participen en la compensaciadn de los
aumentos en Ja concentracidn de glucosa, Como en todos 1os
tejidos, 13 concentracion de glucosa en Jas células sangulneas
depende de la cantidad de glurosa gue se encugntra en el ifquido
extraceiuiar durante la primera mitad de este peribdo. Todas las
células sanguineas al llegar a la placenta, donde la glucosa es
abundante, podrian absaorber este carbohidrato y llenar sus
reservas de glucdgena, manteniendo €1 gradiente en la
concentracién de glucosa y facilitando sw paso a través de la
placenta. Sin embargo, 105 eritroblastos deben ser los mis
importantes en esta funciln debido a que san el grupo de celulas
sangulneas mis abundante (Thomas y cals., 19603 Thomas y Yoffey,
194623,

Todos estos datos sugieren gue 1os eritroblastas fetales
juegan un papel muy importante en la homenstasis de la glucosa atl
compensar los aumentos en la glucemia, y que su funcién se va
perdiendo conforme avanza la gestacitn (tigura 21)., Ue esta
manera los fetos cuentan con un sistema que facilita el paso de
glucosa a través de la placenta, &l jgual gque poseen una
hemoglobina Con nayor afinidad por el oxlgeno gque facilita el

paso de este gas hacia el felo.
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APENDICE

_D&Ler.nma.:.m.n de la capacidad de los eritroblastos de distintas
edages fetales y de lps erifrocitns aduitos paepa comgensar
disminuciopes en I3 concentracifn de glucasa en gl plasma

Los resultados presentados en esta tesis no mostraron que
los eritroblastos fetales liberen glucosa al medio cuanda Su
concentracian es baja. Esto se debe posiblemente a que los
gldbulos rojos tienden a apsorber glucosa al  ser  incubados
{tabla v, de manera gque la capacidad de liberar este
carbohidrato se ve encubierta por la tendencia a absorberlao, Es
posible también que las reservas de glucdgeno no sean suficientes
para mantengr el metaboligmo celular y liberar glucosa al medioc y
que, en condiciones de escacez, se utilicen principalmente para
mantener la vida celular.

Para conocer si los eritroblastos son capaces de liberar
glucosa a los tejidos cuando la concentracitn er ¢l medio que los
rodea es baja se repitieron los experimentos de incubacitn de los
eritroblastocs en medios gue no contenlan glucosa (Omg/dly, pero
can un perlodo de preincubaci&n previo de 1S minutns en suero
glucosado al 3% (5000 mgsdl}, para asegurar que las reservas de
glucdgenn de estas células se encontraran ilenas.

Se observd que después del periodo de preincubacidn los
eritroblastos fetales +{ueron capaces de liberar el doble de
glucosa al medio gue car=2ce de este carbohidrato gque los
eritrocitos adultos. La concentracion de glucasa en los 3lobulos

rojos que no cambiaba significativamente sin el perlodo de

M



preincubacidén, disminuyd ercrmewente en las eritroblastos fetalss
y permanecio constante en los eritrocito: ajultos después de este
perlodo. l.a concentracidn de gluclgenc en les globulas rojos que
habia wmostrado una tendercia a disminutir en mayor groparcién en
las células fetales que en las adultas sin el perlodo de
preincubacidn, al pasar por este perlodo, mostré un decremento
mnucho mayor . La disminucisdn fue grands ap lbs fetos de 17 dlias,
decrecid hactia el dia 21 y continud disminuyendo en e! adultpo
{tabla XI).

Estos datos indican que ios eritrctlastos, ademnas de
facilitar el transporte de glucasa en la placenta al absorhber
glucosa cuando su concentracidn en el medio es alta, participan
en la homeostasis de la glucosa fetal aportando este carbohidrato
a los tejidos cuando su concentracibn en el llguido extracelular

disminuye,
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Tabla IX Capacidad de los glébulos rojos fetales » adultos para
liberar glucosa a medios que careécen de ella (O mg/l00 wi) con ¥
sin un perlodo previo de preincubacibn er un medic ricG en
glucosa (S000 mg/i00 ml).

Dias de gestacidn Adulto
12 21 .
GLUCOSA EN EL MEDIO
Preincubacion -
antes de incubar o (&) 0 &) (¢} &)
deswez de incubar 3.520.9 (&) 4.510.7 (&) 15.6%1.6 {6)
3.5 4.3 15.6
Preincubacion +
antes de incubar o] (33 Q {6} 0 (6}
despues de incubar; 429.0£11.49(3) 630.547.3 (6) 396.5£12.0(6)
4 629 &30 95
GLUCOSA EN LOS GLOBULOS ROJOS
Preincubacion -
antes de incubar 86.7% 7.71(6) 73.3% 2.716) 132.0L12.1:6]
despues de incubar 86.7+ 4.L1{6) 83.3: 9.7{6) 128,0f 3.4(8)
o 0 -10 4

Preincubaction +

antes de incubar [2820.0% 53.6(4! 1550,0+85,513) 410.0£23,41(49)

despues de incubar] 730,0+110,0(4) 900,5£60,9(4) 410.0:L1.34H)
A 2090 649 <]

GLUCOGENO EN LOS GLOBULOS RDJOS

Preincubacion -
antes de incubar 390.0t 29.3(4) M3,3+11.,7(6) 448.5158.1(4)
despues de incubar] 230.0t 24,3(4) 183.3£20,8(46) 332.0473,3(6)

4 160 140 116

Preincubacian +
antes de incubar 580.0£14%.0(4) 740.0£270,0¢3) 2>75.5181.5(4)
despues de incubar| 32C.0t 67.8(3) 4&00.0£55,1(3) 625,0£61.21(6)

[ 260 140 150

Los wvalores son la media + e.e. En partntesis el numero de
determinaciones.
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