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RESUMEN 

Se estudió el efecto de la adrenal ina, agre
gada in vi tro , sobre la g l i cogénes i s y g l ico-
genól i s i s del g l i cógeno extra íb le y res idual 
en cortes de h ígado de conejo. La adrenal ina 
inhibió la s íntesis y es t imuló la degradación 
del g l i cógeno extraíble . 

N o hubo efecto de la adrenal ina sobre la 
s íntesis del g l i cógeno residual; en cambio, la 
g l icogenól i s i s del g l i cógeno res idual fue es
t imulada por la hormona. 

INTRODUCCIÓN 

La extracción completa del glicógeno 
de los tejidos animales no puede realizar
se con soluciones de ácido tricloroacétieo 
(TCA) en frío. Pueden así distinguirse 
dos fracciones de glicógeno (1, 2) . Una 
fracción que es extraída con una solución 
de TCA en frío y que ha sido llamada 
glicógeno extraíble y otra que no es ex
traída con una solución de TCA en frío 
y llamada glicógeno residual. Esta últi
ma requiere digestión con KOH para su 
aislamiento. 

Se ha encontrado una clara diferencia 
metabólica entre ambos tipos de glicó
geno. Cuando se inyecta glucosa-C 1 4 por 
vía intraperitoneal o por otra vía a ani
males enteros, ésta se incorpora en ambas 
fracciones del glicógeno de diversos ór
ganos pero a diferentes velocidades (3-5). 
En experimentos in vitro Figueroa y 
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Pfeifer han encontrado una mayor incor
poración de glucosa-C 1 4 en el glicógeno 
extraíble que en el residual de cortes de 
hígado de conejo o rata incubados con 
glucosa-C 1 4 (6) . 

Se ha encontrado que las variaciones 
cuantitativas en el glicógeno total de ór
ganos de animales sometidos a cambios en-
docrinológicos se realizan principalmente 
a expensas del glicógeno extraíble (7-9). 
Nos ha parecido por lo tanto de interés 
establecer si estas modificaciones del gli
cógeno extraíble correspondían a un ma
yor efecto de la hormona sobre la glico
génesis o sobre la glicogenólisis del glicó
geno extraíble que el glicógeno residual 
de cortes de tejido. Damos cuenta en este 
trabajo del efecto de la adrenalina sobre 
la síntesis y la degradación de las dos 
fracciones de glicógeno de hígado que se 
pueden distinguir por medio del TCA. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Se ut i l izaron conejos machos de a lrededor 
de 2000 g de peso. Los an imales fueron muer
tos por go lpe e n la cabeza, se extrajo el hígado 
rápidamente y se colocó en KC1 0,154 M. Los 
cortes se h ic ieron a m a n o alzada y fueron 
colocados i n m e d i a t a m e n t e en so luc ión de 
Hast ings fría y ox igenada ( m e d i o I) ( 1 0 ) . 
A lrededor de 100 m g de cortes fueron incu
bados en frascos de 25 m l que contenían 2 
mi de so luc ión de Hast ings enr iquec ida con 
g l u c o s a - C 1 4 0,03 M (100 .000 c p m ) . A dos de 
los frascos se les había agregado 200 ug de 
adrenal ina. Como fase gaseosa se usó una 
mezc la que contenía 95% de 0 2 y 5% de C 0 2 . 
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Los frascos fueron agi tados durante dos horas 
a 37°C. Cada condic ión exper imenta l fue he
cha s iempre en dupl icado. 

El medio I de Hast ings ( 1 0 ) es un tam
pon bicarbonato rico en Ca+ + , M g + + y K + 
y que produce en los cortes s íntesis neta de 
g l i cógeno durante el período de incubación 
cuando se agrega g lucosa como sustrato. La 
s íntesis es más constante cuando la concen
tración inic ial de g l i cógeno de los cortes es 
baja (13 , 6 ) . En este m e d i o se produce s iem
pre una incorporación s ignif icat iva de g luco-
s a - C 1 4 en ambas fracciones de g l i cógeno , s ien
do la act iv idad específ ica del g l i cógeno e x -
traíble 2 a 3 veces m a y o r que la del g l icó
geno res idual ( 6 ) . 

Después de la incubac ión los cortes de dos 
frascos con adrenal ina y dos frascos s in adre
nalina fueron somet idos a los procedimientos 
para la determinac ión de g l i cógeno extra íb le 
y res idual y para la determinac ión de su 
radioact iv idad. El resto de los cortes incu
bados fueron sacados de los frascos y some
tidos a una segunda incubación en m e d i o de 
Krebs sin sustrato por una hora a 37°C (con 
y sin adrenal ina) . Después de esta segunda 
incubac ión se de terminaron los dos t ipos de 
g l i cógeno y su radioact iv idad. 

El m e d i o de Krebs , amort iguador de fosfa
to que t iene una concentración baja de Ca + + , 
M g - - y K+ pero rica en Na + , produce una 
intensa g l icogenól i s i s de los cortes de h ígado 
( 1 3 ) y no incorpora g l u c o s a - C 1 4 en el g l icó
geno cuando esta se agrega al medio de in
cubación ( 1 4 ) . 

De acuerdo con el d i ferente comportamien
to del g l i cógeno en los dos medios de incu
bación postu lamos que en las condic iones del 
medio de Hast ings los procesos de s íntes is pre
dominan sobre los procesos de destrucción 
del g l i cógeno y en las condic iones del medio 
de Krebs predominan los procesos de destruc
ción sobre los de síntesis . El m e d i o de Has
t ings lo h e m o s ut i l izado para estudiar el 
efecto de la adrenal ina sobre la s íntes is de 
g l i cógeno y el medio de Krebs para el efecto 
sobre la degradación. 

La determinac ión del g l icógeno se real izó 
de la s iguiente manera. Los cortes fueron l le 
vados a un pequeño homogenizador Potter-
E l v e h j e m para hacer un homogenizado con 
1 mi de TCA frío al 5%. El precipi tado de 
prote ína fue lavado 3 veces con 0,5 mi de 
TCA al 5%. Los l íquidos de lavados fueron 
combinados (a lrededor de 2,5 m i ) y tratados 

con 0,1 mi de K O H al 3 0 % , 0,1 mi de N a 2 S 0 4 

al 2% y 3 v o l ú m e n e s de etanol . Se dejó por 
lo m e n o s 2 horas en la pieza fría y luego se 
centrifugó. El g l i cógeno precipitado, que co
rresponde al g l i cógeno extra íble , fue disuel 
to en 1 mi de agua y reprecipi tado con etanol . 
Este proceso fue repet ido dos veces . Por úl
t imo el g l i cógeno se d iso lv ió en 1 mi de agua 
y se tomaron al ícuotas para medir g l i cógeno 
por el método de M o n t g o m e r y ( 1 2 ) . La ra
dioact iv idad se mid ió en un contador de flujo, 
sin ventana , S-16, Tracerlab. 

La proteína precipitada por el TCA se di
girió con K O H al 30% durante 45 minutos . 
Se agregó 0,1 mi de N a 2 S 0 4 al 2% y se pre
cipitó el g l i cógeno res idual con etanol . Fue 
lavado, de terminado y contada su radioact iv i 
dad en la misma forma que el g l i cógeno e x 
traíble. U n e x p e r i m e n t o de control en que el 
g l i cógeno extra íb le fue tratado con K O H al 
3 0 % mostró que no se producían cambios en 
la cantidad de g l i cógeno , ni en las cpm incor
poradas. La glucosa y la glucosa radioact iva 
se obtuvieron de los laboratorios Schwarz . 
La adrenal ina de los laboratorios Merck. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En este trabajo se ha investigado el 
efecto de la adrenalina sobre el metabo
lismo del glicógeno en cortes de hígado 
de conejo agregándolo al medio de incu
bación 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 glicógeno. Hay 
un efecto notable de la adrenalina sobre 
el glicógeno extraíble en los dos medios 
de incubación, evidenciable al medir la 
concentración de glicógeno extraíble del 
corte (Tabla I) y al medir la incorpora
ción de glucosa-C 1 4 (Tabla II). La adre
nalina disminuye en un 50% la incorpo
ración de glucosa-C 1 4 en el glicógeno ex
traíble en el medio de Hastings y en una 
proporción semejante la síntesis neta de 
glicógeno. En el medio de Krebs en pre
sencia de adrenalina hay un estímulo de 
la glicogenólisis del glicógeno extraíble 
evidenciable también por los dos métodos 
de análisis utilizados. 
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T A B L A I 

Efecto de la adrenalina sobre la glicogénesis y la glicogenólisis del glicógeno extraíble y 
residual de cortes de hígado de conejo 

Glicógeno extra íb le * Gl icógeno res idual * 
E x p e r i m e n t o Medio de 

N<? incubac ión Inicial F i n a l Inicial F i n a l 
s in adr. con adr. sin adr. con adr. 

1 Hast ings 299 489 380 62 89 117 
Krebs 489 285 108 89 85 62 

2 Hast ings 274 548 426 93 52 68 
Krebs 548 199 95 52 38 17 

3 Hast ings 374 896 596 121 132 139 
Krebs 896 454 223 132 99 44 

4 Hast ings 265 825 470 96 87 96 
Krebs 825 280 130 87 65 30 

Media ar i tmét ica: 
Hast ings 303 647 468 93 90 105 
Krebs 647 305 139 90 72 38 

Cada e x p e r i m e n t o consta de dos incubaciones . Pr imero se incuban los cortes en m e d i o de 
Hast ings con glucosa, con y sin adrenal ina. L u e g o los cortes sin adrenal ina fueron incuba
dos en medio de Krebs , sin sustrato, con y sin adrenal ina. Los otros deta l les e x p e r i m e n t a l e s 
se dan en el texto . 
* Las cifras indican yig de g l i cógeno por 100 m g de tej ido fresco. 

El glicógeno residual que ha mostrado 
ser menos sensible a los cambios hormo
nales producidos en el animal entero (7-
9) , se diferenció del glicógeno extraíble 
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 glicógeno re
sidual se comportó en forma análoga al 
glicógeno extraíble. 

En la tabla I puede observarse que se 
confirma la no producción de síntesis ne
ta de glicógeno residual cuando los cortes 
son incubados en medio de Hastings (6) . 
La adrenalina no tiene ningún efecto so
bre la concentración de glicógeno residual 
de los cortes durante la incubación en 
este medio. 

Como era de esperar, la incorporación 
de glucosa-C 1 4 en el glicógeno residual 
tampoco es influenciada por la adrenali
na (Tabla II). Cuando los cortes de hígado 

fueron transferidos al medio de Krebs se 
produjo una degradación del glicógeno 
residual menor que la que se produce con 
el glicógeno extraíble (6) (Tablas I y II). 
Esta pequeña glicogenólisis es estimulada 
por la adrenalina, hecho que se pone de 
manifiesto por la disminución de la canti
dad de glicógeno residual del corte (Ta
bla I) y por la disminución mayor de la 
radioactividad incorporada en su molécu
la (Tabla II). 

Para explicar el mecanismo del efecto 
adrenalínico sobre el glicógeno extraíble 
podría invocarse que en experimentos in 
vitro la adrenalina activa la a-1,4-glucán-
ortofosfato - glucosil - transíerasa (fosfori-
lasa) (15), la primera enzima que cata
liza la degradación del glicógeno, e inhibe 
la UDP glucosa a-l,4-glucán-a-4-glucosil-
transferasa (sintetasa) (16), enzima que 
cataliza la transferencia de glucosa a las 
cadenas exteriores del glicógeno. Aunque 
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T A B L A II 

Efecto de la adrenalina sobre la incorporación de glucosa-C1* en el glicógeno extraíble y 
residual de cortes de hígado de conejo 

Glicógeno extra íb le * Gl i cógeno res idual * 
E x p e r i m e n t o Medio de 

N? incubación Inicial F i n a l Inicial F i n a l 
sin adr. con adr. sin adr. con adr. 

1 Hast ings 0 618 339 0 55 70 
Krebs 618 182 17 55 59 48 

2 Hast ings 0 1995 913 0 107 108 
Krebs 1195 610 215 107 51 13 

3 Hast ings 0 3123 1640 0 204 209 
Krebs 3123 1340 903 204 142 72 

4 Hast ings 0 6750 4150 0 370 346 
Krebs 6750 2850 1340 370 288 128 

Media ar i tmét ica: 
Hast ings 0 3120 1760 0 184 183 
Krebs 3120 1137 500 184 135 65 

Las mi smas condic iones exper imenta l e s de la Tabla I. 
* Las cifras indican cpm incorporadas en el g l i cógeno de 100 m g de tej ido fresco. 

no hay pruebas directas, podría pensarse 
que en el medio de Hastings, donde pre
dominan los procesos de síntesis de glicó
geno sobre los de degradación, la adrena
lina actúa inhibiendo la glicógeno-sinte-
tasa y en el medio de Krebs donde pre
dominan los procesos de degradación ac
túa estimulando la fosforilasa. Merece ser 
señalada la respuesta diferente que pre
senta el glicógeno residual a la adrenali
na en los dos medios de incubación estu
diados. Queda por ser investigado si esta 
respuesta diferente depende de los me
canismos intrínsecos que metabolizan el 
glicógeno o si es un efecto de los compo
nentes iónicos de los medios de incuba
ción usados. Está en nuestro plan de in
vestigación estudiar el efecto de los iones 
Ca++, Mg++, K+, sobre el efecto de la 
adrenalina en el metabolismo del glicó
geno residual del hígado. 

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-
C 1 4 (0.030 M), 100.000 cpm, with and 
without epinephrine (200 ¡xg 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% i n h i b i t i o n on the net 
extractable glycogen synthesis (Table I) 
as well as on the incorporation of glucose-
C 1 4 (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 1 4 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 s t i m u l a t e d 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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