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RESUMEN

Se estudié el efecto de la adrenalina, agre-
gada in vitro, sobre la glicogénesis y glico-
genolisis del glicdgeno extraible y residual
en cortes de higado de conejo. La adrenalina
inhibié la sintesis y estimulé la degradacién
del glicégeno extraible.

No hubo efecto de la adrenalina sobre la
sintesis del glicégeno residual; en cambio, la
glicogenolisis del glicégeno residual fue es-
timulada por la hormona.

INTRODUCCION

La extraccion completa del glicogeno
de los tejidos animales no puede realizar-
se con soluciones de acido tricloroacético
(TCA) en frio. Pueden asi distinguirse
dos fracciones de glicégeno (1, 2). Una
fraccion gue es extraida con una solucién
de TCA en frio y que ha sido llamada
glicogeno extraible y otra que no es ex-
traida con una solucién de TCA en frio
y llamada glicégeno residual. Esta ulti-
ma requiere digestiéon con KOH para su
aislamiento.

Se ha encontrado una clara diferencia
metabolica entre ambos tipos de glico-
geno. Cuando se inyecta glucosa-C'* por
via intraperitoneal o por otra via a ani-
males enterocs, ésta se incorpora en ambas
fracciones del glicogeno de diversos 6r-
ganos pero a diferentes velocidades (3-5).
En experimentos in vitro Figueroa y

* Este trabajo fue financiado vor el Grant N© 59-I-
35 de la “Comision de Ayuda a la Investigacién Cien-
tifica” de la Universidad de Chile y por la “Fundacion
Rockefeller” en un programa conjunto.

Pfeifer han encontrado una mayor incor-
poracién de glucosa-C'* en el glicégeno
extraible que en el residual de cortes de
higado de conejo o rata incubados con
glucosa-C* (6).

Se ha encontrado que las variaciones
cuantitativas en el glicogeno total de or-
ganos de animales sometidos a cambios en-
docrinoldgicos se realizan principalmente
a expensas del glicogeno extraible (7-9).
Nos ha parecido por lo tanto de interés
establecer si estas modificaciones del gli-
cogeno extraible correspondian a un ma-
yor efecto de la hormona sobre la glico-
génesis o sobre la glicogendlisis del glico-
geno extraible que el glicégeno residual
de cortes de tejido. Damos cuenta en este
trabajo del efecto de la adrenalina sobre
la sintesis y la degradacion de las dos
fracciones de glicéogeno de higado que se
pueden distinguir por medio del TCA.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron conejos machos de alrededor
de 2000 g de peso. Los animales fueron muer-
tos por golpe en la cabeza, se extrajo el higado
rapidamente y se colocoé en KC1 0,154 M. Los
cortes se hicieron a mano alzada y fueron
colocados inmediatamente en solucién de
Hastings fria y oxigenada (medio I) (10).
Alrededor de 100 mg de cortes fueron incu-
bados en frascos de 25 ml que contenian 2
ml de solucion de Hastings enriquecida con
glucosa-C14 0,03 M (100.000 cpm). A dos de
los frascos se les habia agregado 200 ug de
adrenalina. Como fase gaseosa se usé una
mezcla que contenia 95% de O, y 5% de CO,.
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Los frascos fueron agitados durante dos horas
a 37°C. Cada condicion experimental fue he-
cha siempre en duplicado.

El medio 1 de Hastings (10) es un tam-
pon bicarbonato rico en Ca++, Mg++ y K+
y que produce en los cortes sintesis neta de
glicogeno durante el periodo de incubacién
cuando se agrega glucosa como sustrato. La
sintesis es mdas constante cuando la concen-
tracion inicial de glicégeno de los cortes es
baja (13, 6). En este medio se produce siem-
pre una incorporacién significativa de gluco-
sa-C!+ en ambas fracciones de glicogeno, sien-
do la actividad especifica del glicégeno ex-
traible 2 a 3 veces mayor que la del glicé-
geno residual (6).

Después de la incubacién los cortes de dos
frascos con adrenalina y dos frascos sin adre-
nalina fueron sometidos a los procedimientos
para la determinacion de glicogeno extraible
y residual y para la determinaciéon de su
radioactividad. El resto de los cortes incu-
bados fueron sacados de los frascos y some-
tidos a una segunda incubacién en medio de
Krebs sin sustrato por una hora a 37°C (con
y sin adrenalina). Después de esta segunda
incubacién se determinaron los dos tipos de
glicogeno y su radioactividad.

El medio de Krebs, amortiguador de fosfa-
to que tiene una concentracion baja de Ca++,
Mg+~ y K+ pero rica en Na+, produce una
intensa glicogendlisis de los cortes de higado
(13) y no incorpora glucosa-Cit en el glicéo-
geno cuando esta se agrega al medio de in-
cubacion (14).

De acuerdo con el diferente comportamien-
to del glicogeno en los dos medios de incu-
bacion postulamos que en las condiciones del
medio de Hastings los procesos de sintesis pre-
dominan sobre los procesos de destruccion
del glicégeno y en las condiciones del medio
de Krebs predominan los procesos de destrue-
cién sobre los de sintesis. El medio de Has-
tings lo hemos utilizado para estudiar el
efecto de la adrenalina sobre la sintesis de
glicogeno y el medio de Krebs para el efecto
sobre la degradacidn.

La determinaciéon del glicogeno se realizé
de la siguiente manera. Los cortes fueron lle-
vados a un pequefio homogenizador Potter-
Elvehjem para hacer un homogenizado con
1 ml de TCA frio al 5%. El precipitado de
proteina fue lavado 3 veces con 0,5 ml de
TCA al 5%. Los liquidos de lavados fueron
combinados (alrededor de 2,5 ml) y tratados

con 0,1 ml de KOH al 30%, 0,1 ml de Na,SO,
al 2% y 3 volumenes de etanol. Se dej6 por
lo menos 2 horas en la pieza fria y luego se
centrifug6, El glicégeno precipitado, que co-
rresponde al glicogeno extraible, fue disuel-
to en 1 ml de agua y reprecipitado con etanol.
Este proceso fue repetido dos veces. Por ul-
timo el glic6geno se disolvié en 1 ml de agua
y se tomaron alicuotas para medir glicégeno
por el método de Montgomery (12). La ra-
dioactividad se midié en un contador de flujo,
sin ventana, S-16, Tracerlab.

La proteina precipitada por el TCA se di-
giri6 con KOH al 30% durante 45 minutos.
Se agreg6 0,1 ml de Na,SO, al 2% y se pre-
cipité el glicégeno residual con etanol. Fue
lavado, determinado y contada su radioactivi-
dad en la misma forma que el glicégeno ex-
traible. Un experimento de control en que el
glicogeno extraible fue tratado con KOH al
30% mostro que no se producian cambios en
la cantidad de glicégeno, ni en las epm incor-
poradas. La glucosa y la glucosa radioactiva
se obtuvieron de los laboratorios Schwarz.
La adrenalina de los laboratorios Merck,

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se ha investigado el
efecto de la adrenalina sobre el metabo-
lismo del glicogeno en cortes de higado
de conejo agregandolo al medio de incu-
bacion de los cortes.

En las Tablas I y II se muestran los ex-
perimentos sobre el efecto de la adrena-
lina en el metabolismo del glicégeno. Hay
un efecto notable de la adrenalina sobre
el glicogeno extraible en los dos medios
de incubacién, evidenciable al medir la
concentracion de glicbgeno extraible del
corte (Tabla I) y al medir la incorpora-
cion de glucosa-C't (Tabla II). La adre-
nalina disminuye en un 50% la incorpo-
racion de glucosa-C!* en el glicégeno ex-
traible en el medio de Hastings y en una
proporcién semejante la sintesis neta de
glicégeno. En el medio de Krebs en pre-
sencia de adrenalina hay un estimulo de
la glicogenodlisis del glicogeno extraible
evidenciable también por los dos métodos
de anélisis utilizados.
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TaBra 1

Efecto de la adrenalina sobre la glicogénesis y la glicogendlisis del glicogeno extraible y
residual de cortes de higado de conejo

Glicoégeno extraible *

Experimento Medio de

Glicogeno residual *

No incubacion Inicial Final Inicial Final
sin adr. con adr. sin adr. con adr.
1 Hastings 299 489 380 62 89 117
Krebs 489 285 108 89 85 62
2 Hastings 274 548 426 93 52 68
Krebs 548 199 95 52 38 17
3 Hastings 374 896 596 121 132 139
Krebs 896 454 223 132 99 44
4 Hastings 265 825 470 96 87 96
Krebs 825 280 130 87 65 30
Media aritmética:
Hastings 303 647 468 93 90 105
Krebs 647 305 139 90 72 38

Cada experimento consta de dos incubaciones. Primero se incuban los cortes en medio de
Hastings con glucosa, con y sin adrenalina. Luego los cortes sin adrenalina fueron incuba-
dos en medio de Krebs, sin sustrato, con y sin adrenalina. Los otros detalles experimentales

se dan en el texto.

* Las cifras indican ug de glicégeno por 100 mg de tejido fresco.

El glicégeno residual que ha mostrado
ser menos sensible a los cambios hermo-
nales producidos en el animal entero (7-
9), se diferencié del glicdégeno extraible
solamente en los cortes incubados en me-
dio de Hastings donde predomina la gli-
cogénesis. Cuando estos cortes fueron lle-
vados al medio de Krebs el glicogeno re-
sidual se comportd en forma analoga al
glicogeno extraible.

En la tabla I puede observarse que se
confirma la no produccién de sintesis ne-
ta de glicogeno residual cuando los cortes
son incubados en medio de Hastings (6).
La adrenalina no tiene ningin efecto so-
bre la concentracién de glicogeno residual
de los cortes durante la incubacién en
este medio.

Como era de esperar, la incorporacién
de glucosa-C'* en el glicogeno residual
tampoco es influenciada por la adrenali-
na (Tabla II). Cuando los cortes de higado

fueron transferidos al medio de Krebs se
produjo una degradaciéon del glicogeno
residual menor que la que se produce con
el glicogeno extraible (6) (Tablas Iy II).
Esta pequena glicogenolisis es estimulada
por la adrenalina, hecho que se pone de
manifiesto por la disminucién de la canti-
dad de glicogeno residual del corte (Ta-
bla I) y por la disminuciéon mayor de la
radioactividad incorporada en su molécu-
la (Tabla II).

Para explicar el mecanismo del efecto
adrenalinico sobre el glicdgeno extraible
podria invocarse que en experimentos in
vitro la adrenalina activa la a-1,4-glucan-
ortofosfato - glucosil - transferasa (fosfori-
lasa) (15), la primera enzima que cata-
liza la degradacion del glicégeno, e inhibe
la UDP glucosa a-1,4-glucan-o-4-glucosil-
transferasa (sintetasa) (16), enzima que
cataliza la transferencia de glucosa a las
cadenas exteriores del glicogeno. Aunque
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TaBrLa II

Efecto de la adrenalina sobre la incorporacién de glucosa-C!* en el glicégeno extraible Y
residual de cortes de higado de conejo

Glicogeno extraible *

Experimento Medio de

Glicégeno residual *

N¢ incubacién Inicial Final Inicial Final
sin adr. con adr. sin adr. con adr.
1 Hastings 0 618 339 0 55 70
Krebs 618 182 17 55 59 48
2 Hastings 0 1995 913 0 107 108
Krebs 1195 610 215 107 51 13
3 Hastings 0 3123 1640 0 204 209
Krebs 3123 1340 903 204 142 72
4 Hastings 0 6750 4150 0 370 346
Krebs 6750 2850 1340 370 288 128
Media aritmética:
Hastings 0 3120 1760 0 184 183
Krebs 3120 1137 500 184 135 65

Las mismas condiciones experimentales de la Tabla I.
* Las cifras indican cpm incorporadas en el glicogeno de 100 mg de tejido fresco.

no hay pruebas directas, podria pensarse
que en el medio de Hastings, donde pre-
dominan los procesos de sintesis de glico-
geno sobre los de degradacién, la adrena-
lina actia inhibiendo la glicégeno-sinte-
tasa y en el medio de Krebs donde pre-
dominan los procesos de degradacion ac-
tiua estimulando la fosforilasa. Merece ser
seflalada la respuesta diferente que pre-
senta el glicégeno residual a la adrenali-
na en los dos medios de incubacion estu-
diados. Queda por ser investigado si esta
respuesta diferente depende de los me-
canismos intrinsecos que metabolizan el
glicégeno o si es un efecto de los compo-
nentes ibnicos de los medios de incuba-
cion usados. Esta en nuestro plan de in-
vestigacion estudiar el efecto de los iones
Ca*++, Mgt+, K+, sobre el efecto de la
adrenalina en el metabolismo del glicd-
geno residual del higado.

SUMMARY

The effect of epinephrine on glycogen
synthesis and glycogen breakdown of ex-

tractable and residual glycogen of rabbit
liver slices has been investigated. 100 mg
of slices were incubated for two hours
in Hastings medium (2 ml) with glucose-
Ct (0.030 M), 100.000 cpm, with and
without epinephrine (200 pg per flask).
Slices incubated without epinephrine were
transferred to Krebs medium without
substrate to be incubated for one hour
with and without epinephrine (200 ug per
flask). Glycogen synthesis is produced in
Hastings medium and glycogen break-
down in Krebs medium. The hormone
produced 50% inhibition on the net
extractable glycogen synthesis (Table I)
as well as on the incorporation of glucose-
C!* (Table II) into extractable glycogen
that occurred in Hastings medium. On the
other hand, epinephrine did not modify
either the amount of residual glycogen
or the incorporation of glucose-C!* into
it when the slices were incubated in
Hastings medium (Table I and II).
When the slices were transferred to
Krebs medium, extractable glycogen
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breakdown was stimulated by epine-
phrine, as shown by increase both of ex-
tractable glycogen breakdown (Table I)
and of dissappearance of radioactivity of
extractable glycogen (Table II). The
effect of epinephrine on residual glycogen
was as marked as on extractable glycogen
in the Krebs medium. The increase of
glycogen breakdown was demonstrated by
a larger dissappearance of glycogen and
its radioactivity in the flasks where epi-
nephrine was added (Table I and II).
The possibility that the ionic content
of the media be responsible of the differ-
ent behaviour of residual glycogen to
the effect of epinephrine is assumed.
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