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RESUMEN

Se estudian algunas propiedades de la fracciéon extraible y de la fraccién
residual de glicégeno, las que pueden ser aisladas por una soluciéon de acido
tricloroacético en frio. Se utiliza un homogeneizado de higado de rata al 10%
en agua. Se somete a calentamiento, tratamientos con resina Dowex-1, sulfato
de amonio y electroforesis. Se puede conocer el comportamiento de ambas frac-
ciones midiéndolas antes y después de cada uno de los tratamientos mencionados.
El glicégeno extraible se comporta en forma diferente del glicégeno residual.
Este ultimo aparece como si estuviera unido a proteinas, en mayor proporcién

que el glicogeno extraible.

INTRODUCCION

El glicogeno existe en la célula bajo dos
formas. Una de ellas se extrae por una
solucién de acido tricloroacético (TCA)
en frio y ha sido denominado glicogeno
extraible y la otra que no puede extraer-
se por esta solucion y queda adherida a
las proteinas precipitadas ha sido deno-
minado glicégeno residual (1).

Estas dos fracciones del glicégeno pa-
recen tener diferentes funciones metabo-
licas y hay numerosos hechos experimen-
tales que apoyan este aserto (2). Los més
importantes son aquellos que muestran
que existe una diferente velocidad de in-
corporacién de la glucosa-C!* en el glico-
geno extraible y el residual, tanto en ex-
perimentos in vivo (3, 4, 5) como in vitro
(6, 7, 8). También se ha descrito una di-
ferente velocidad de incorporacion de la

(*) ©Este trabajo fue financiado por la Comisidén
de Ayuda a la Investigacién Cientifica de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile
(Proyecto 59-35) y por la Fundacién Rocke-
feller en un programa conjunto (Grant N°
60038). Comunicado en parte a la I Reunidn
Anual de la Sociedad de Biologia de Santiago,
1962 (19).

glicina-C!* en el glicogeno extraible y el
residual aislado del higado 3 horas des-
pués de la inyeccién intraperitoneal de
glicina marcada (9).

Se ha supuesto, sin base experimental
directa, que el glicégeno residual esta
unido a proteinas en el interior de la cé-
lula (1); pero esto ha sido negado por
ctros investigadores (10, 11). La extrac-
cién completa del glicégeno puede ser
realizada mediante digestiéon con KOH
ai 30% a 100°C, calentamiento a 100°C
con soluciéon de TCA (12) o bien homo-
geneizacion violenta con un homogeneiza-
dor de alta velocidad (45 000 r.p.m.) en
presencia de bolitas de vidrio (13). Roe
et al. (13) han negado la existencia de
las dos fracciones del glicégeno debido a
que no se separan cuando se utiliza este
Gltimo método de extraccion. Sin embar-
go, de acuerdo con Kits van Heijningen
(7) creemos que los datos de Roe et al.
{13) apoyan la existencia en los tejidos
de las dos fracciones, una que se disuelve
facilmente en TCA y la otra que no se
disuelve sino solamente cuando se homo-
geniza a altas velocidades con bolitas de
vidrio. Sabemos que estas acciones me-
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canicas tan violentas destruyen estructu-
ras celulares: mitocondrias, microsomas
v moléculas de proteinas, tales como mio-
sina (14). La mayoria de los autcres que
han estudiado las propiedades fisicas y
quimicas de los glicogenos extraible y re-
sidual una vez que han sido purificados,
no han encontrado diferencias entre las
dos fracciones, aunque sus propiedades
no han sido estudiadas exhaustivamente
(15, 16, 17). Sus pesos moleculares pare-
cen ser semejantes (18). Su estructura
también parece ser la misma. Kjolberg
et al. (17) encuentran que ambas frac-
ciones tienen la misma longitud de sus
cadenas. Las cadenas interiores son tam-
bién del mismo tamanioc. En cambio, Re-
margue (18) ha mostrado que las ca-
denas del glicégeno residual del higado
de rata y de perro tienen un tamano
30% menor que las del glicégeno ex-
traible. Estos estudios han sido hechos
en ambas fracciones de glicégeno purifi-
cadas, las que han sido aisladas por mé-
todos diferentes: el glicogeno residual
con KOH hirviente, del cual se sabe que
disminuye notablemente el peso molecu-
lar del glicogeno, y el glicogeno extrai-
ble con TCA, cuyo efecto sobre el peso
molecular es menor (3). Nos parecié de
interés estudiar algunas propiedades de
glicogeno extraible y residual en un esta-
do que se aproxime al que las fracciones
tienen en el interior de la célula, pues las
relaciones de estas dos fracciones con
otras sustancias, especialmente con pro-
teinas, pueden modificar sus propiedades.
Creemos que estas relaciones se conser-
van en un homogeneizado total de higado,
por lo cual hemos elegido este sistema
para nuestro estudio.

MATERIAL Y METODOS

Se emplearon ratas blancas, machos, de un
peso cercano a los 200 g. Las ratas fueron ali-
mentadas con la dieta usual empleada en el
Instituto de Quimica Fisiolégica. Algunos ex-
perimentos se iniciaron con ratas sometidas
a ayuno de 24 horas.

L.os animales fueron decapitados, inmedia-
tamente se extrajo el higado, que se coloco
sobre hielo molido. Se prepardé un homogenei-
zado al 10% en agua o en solucion de KF
0,15 M que inhibe la glicogendlisis. Los re-
sultados obtenidos utilizando agua o KF fue-
ron similares. E1 homogenizado se centrifugo
a 600 X g durante 15 minutos para eliminar
las células enteras, las membranas celulares
y los niucleos. El sobrenadante, que tiene en
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solucién las dos fracciones de glicégeno fue
sometido a las siguientes operaciones: a) Ca-
lentamiento; b) Tratamiento con resina Do-
wex-1, forma clorurada; c¢) Tratamiento con
sulfato de amonio, y d) Electroforesis.

Se determind el glicogeno extraible y el
glicégeno residual en el homogeneizado antes
y después de cada operacion.

El glicogeno extraible y residual se deter-
miné de la siguiente manera. Los homogeni-
zados se trataron con TCA al 5% a 0°C, se
dejaron reposar 15 minutos en hielo y se
centrifugaron. El precipitado se lavdé 3 wveces
con TCA al 5%. Se mezclaron las aguas de
iavado junto con el primer sobrenadante y
después de agregarle 0,1 ml de Na.SO, al 2%
v 0,1 ml de KOH al 30% se precipitdé el gli-
cégeno con 3 volimenes de etanol al 95%.
Después de dejar en la pieza fria durante dos
horas o mas, los tubos fueron centrifugados
vy el glicogeno precipitado se disolvié en 1 ml
de agua. El glicégeno se reprecipité con al-
cohol y se centrifugé. El centrifugado se di-
solvido en 1 6 2 ml de agua, y se tomd unha
alicuota para ser determinada por el método
de Montgomery (20). Este glicégeno corres-
ronde al glicogeno extraible. El glicégeno re-
sidual se aislé de la proteina precipitada por
TCA digiriéndola con KOH al 30% a 100°C
durante una hora. El digerido se precipité
con 3 volumenes de etanol, se centrifugd, se
lavé una vez y se determiné por el método
de Montgomery (20).

Tratamiento por el calor. Alicuotas de ho-
mogeneizados de higado recién preparados se
calentaron a diferentes temperaturas duran-
te 15 minutos y se centrifugaron. El glicégeno
extraible y el glicégeno residual fueron de-
terminados en el homogeneizado antes de ca-
lentarlo y en el sobrenadante y el precipita-
do después del calentamiento.

Tratamiento con Dowex-1. El homogeneiza-
do fue diluido con dos veces su volumen de
agua destilada, el pH se ajusté a 7,5 con
NaOH y se repartié6 en alicuotas de 5 ml,
que fueron mezcladas con un exceso de re-
sina Dowex-1, forma clorurada, en embudos
provistos de un filtro de vidrio poroso. Se
dejaron en reposo durante una hora a la tem-
peratura del laboratorio y se extrajo el so-
brenadante por accién del vacio. La resina
que habia estado en contacto con el homoge-
neizado fue lavada varias veces con porciones
de 5 ml de agua hasta que no se encontro
glicégeno en el agua de lavado. Luego la re-
sina fue eluida dos veces con 5 ml de HC1
0,1 N. En la primera solucién se obtuvo mas
del 90% del glicégeno que quedd retenido.
El glicégeno extraible y el residual se midie-
ron en la forma descrita antes del tratamien-
to con resina, en el homogeneizado total, y
después, en el liquido de elucién.

Tratamiento con sulfato de amonio. Se
agregaron diferentes cantidades de sulfato de
amonio a alicuotas de 5 ml de homogeneiza-
do. Después de 5 minutos de incubacién a
0°C se centrifugé y ambas fracciones de gli-
cégeno fueron medidas en el sobrenadante y
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en las proteinas precipitadas por el sulfato
de amonio y comparadas con la concentra-
cién de cada una de las fracciones en el ho-
mogeneizado total.

Electroforesis del homogeneizado. Para los
experimentos de electroforesis, el homogenei-
zado fue preparado en barbital 0,05 M, pH 8,6
en vez de agua. Se realizdé una electroforesis
preparativa en un tubo en U con el mismo
amortiguador. Se mantuvo la electroforesis
durante 16 horas con un voltaje de 160 V y
una corriente de 6 mA. Se separaron 3 seg-
mentos de la banda ascendente y se hicieron
determinaciones de las proteinas por el mé-
todo de Lowry et al. (21), y de ambas frac-
ciones del glicégeno.

RESULTADOS

En la tabla I se muestra el efecto del
calor sobre ambas fracciones del glicoge-
no del homogeneizado. El glicégeno extrai-
ble se encontrd totalmente en el sobrena-
dante, es decir, no es precipitado por el
calor. El glicdgeno residual, en cambio, se
precipité per el calor en una proporecion
que varié entre 27 y 84%. No se encon-
traron diferencias entre los animales ali-
mentados y aquellos sometidos a 24 horas
de ayuno. En algunos experimentos se ca-
lenté el homogeneizado a 75 u 80°C, en
vez de 100°C y el efecto fue semejante.

TaBra 1

Efecto del calor sobre el glicégeno extraible
y residual en un homogeneizado de higado
de rata.

Condiciones Temperatura Glicégeno Glicégenc
de los (°C) extraible * residual *
animales
Alimentados 100 0 45
100 0 44
100 (1] 58
80 0 72
75 0 41
75 0 27
En Ayunas 100 — 84
100 0 40
100 0 60
100 0 70
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F1G. 1. Comportamiento del glicégeno extraible y re-

sidual en un homogeneizado de higado de rata, so-

metido a calentamiento por 15 minutos a diferentes
temperaturas.

Era interesante, por lo tanto, conocer la
menor temperatura que ejerce alglin efec-
to sobre el glicgeno residual. Para esto
calentamos a diferentes temperaturas por-
ciones de un mismo homogeneizado. Se
aprecia en la Fig. 1 que temperaturas in-
feriores a 55°C no tienen efecto sobre el
glicogeno residual.

La tabla II muestra el efecto de la re-
sina Dowex-1, forma clorurada, scbre el
glicégeno extraible y residual del homo-
geneizado de higado. El glicogeno residual
fue absorbido por la resina en mayor
proporcién que el glicdgeno extraible. El
glicogeno extraible absorbido fue siem-
pre menor de un 10%. Podria pensarse
que la alta concentracion del HC1 (0,1N)
usada para eluir la resina modificara las
proporciones de glicégeno extraible y re-

TaBLa II

Glicégeno extraible y residual absorbido por
resina Dowex-1, forma clorurade, de homo-
geneizado de higado de rata.

Condiciones Glicogeno Glicégeno
de los extraible * residual *
animales Do %o
Alimentados 2 13
5 45
4 100
9 89
En ayunas 0 81

* Las cifras indican el porcentaje de glicogeno que
es precipitado por el calor. Ver el texto para las
condiclones experimentales.

* T.as cifras indican el porcentaje de glico-
geno absorbido por la resina. Ver el texto
para condiciones experimentales.
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Fi1G. 2. Comportamiento del glicdégeno extraible (@)
y residual () en un homogencizado de higado de
rata, tratado con diferentes concentraciones de sulfato
de amonio, en comparacién con solucién acuosa de
glicégeno (A).
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sidual del homogeneizado; pero cuando a
un homogeneizado se agrego HCI para dar
una concentracion 0,1 N no se observéd
variaciéon en la relacion de ambas frac-
ciones de glicogeno.

En la Fig. 2 puede apreciarse que el
sulfato de amonio a 60% de saturacion
precipitd totalmente a ambas fracciones
del glicégeno. Por otra parte, una solu-
cién de glicdgeno en agua, de igual con-
centracion a la del homogeneizado, no fue
precipitada por el sulfato de amonio. El
anélisis del precipitado de proteinas re-
velo la existencia del glicégeno que ha-
bia desaparecido del sobrenadante. Esto
estd de acuerdo con los experimentos de
Aubel et al. (22) que encuentran que a
60% de saturacién de sulfato de amonio
precipita todo el glicdgeno extraible de
un extracto de higado de perro.

En la tabla III puede verse el resultado
de la electroforesis del homogeneizado so-
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bre ambos tipos de glicogeno. Ambos mi-
graron por efecto de la corriente eléctri-
ca. La razon entre el glicégeno extraible
y el residual que era 8,2 en el homogenei-
zado antes de la electroforesis, cambio a
0,20 en el material que tuvo una migra-
cién mayor, lo que significa que el gli-
cogeno residual tiene un poder migrato-
rio mayor.

DISCUSION

Los experimentos descritos muestran
que el glicégeno extraible y el glicége-
no residual de un homogeneizado de higa-
do de rata se comportan de una manera
diferente cuando el homogeneizado se so-
mete a la accion del calor, cuando se pone
en contacto con una resina de intercam-
bio iénico y cuando es sometido a un
campo eléctrico. En cambio, cuando el
homogeneizado se trata con sulfato de
amonio, las dos fracciones de glicogeno
experimentan las mismas modificaciones.
Como estudios quimicos o enziméaticos
con ambas fracciones de glicégeno sepa-
rados y purificados han mostrado que
tienen propiedades similares (15, 16, 17),
se puede inferir que las propiedades dife-
rentes del glicégeno extraible y el resi-
dual, relatadas en este trabajo, pueden
ser conferidas por alguna sustancia que
estaria unida al glicogeno en el homoge-
neizado recién preparado y consecuente-
mente ligadas también al glicégeno en el
interior de la célula. Todas estas propie-
dades podrian ser explicadas si ambas
fracciones de glicogeno estdn en parte

TasLa III

Migracion electroforética de las dos fracciones de glicégeno y de p_roteina de un homogenei-
zado de higado de rata en solucién amortiguadora de barbital 0,05 M, pH 8,6

Banda ascendente hacia Anodo

Homogeneizado Zona Zona Zona
total 0-8 cm 8-12 cm 12-16 ecm
Glicogeno extraible mg/ml 2,13 0,27 0,013 0,0042
Glic6geno residual mg/ml 0,26 0,04 0,022 0,021
Relacion Ext/Res. 8,2 6,8 0,59 0,20
Proteina mg/ml 17,2 14,9 8,0 4,9
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unidas a proteinas. La fraccidén residual
aparece como la mas comprometida en
esta unién, y aun en algunos experimen-
tos aparece como que estuviera totalmen-
te unida a proteinas. En cambio, el glicé-
geno extraible aparece a veces como si
no estuviera unido a proteinas. Quere-
mes seflalar que estos experimentos no
constituyen una prueba de la union del
glicogeno residual con las proteinas, ya
que podria ser otra sustancia la que le
confiriera las propiedades observadas.

La hipétesis que establece una unidén
de las proteinas con el glicégeno, especial-
mente con el glicégeno residual, no es
nueva y fueron Willstater v Rohdewald
unos de los primeros en enunciarla en un
clasico trabajo en 1934, aunque sin base
experimental (1). De este modo preten-
dian explicar la insolubilidad en TCA
del llamado glicogeno residual. Meyer y
Lourau (23) pudieron aislar el glicégeno
residual usando una solucionn de urea al
50% y concluyeron que de esta manera
se rompia la unién glicégeno-proteina y
el glicégeno era solubilizado.

Se supone que una parte del gliecégeno
de los tejidos debe estar unido a las pro-
teinas, pues debe formar asociaciones con
las enzimas que catalizan sus reacciones
metabdlicas. Ha sido descrita una asocia-
cion del glicogeno con la o-1,4-glucan-
crtofosfato - glucosil - transferasa (fosfo-
rilasa) (24, 25) y con la UDP - glucosa-
a-1,4-glucén - v-4-glucosil-transferasa (sin-
tetasa) (26). Se ha demostrado también
asociaciones de glicégeno in vitro con va-
rias proteinas. Las asociaciones mas cono-
cidas son las con seroglobulina (27) y
con canavalina A (28). La unidn con esta
ultima proteina es especifica, pues el gli-
cégeno no se combina con amilcsa ni con
amilopectina. Nada se sabe hasta ahora
sobre la naturaleza de la unién entre el
glicogeno y las proteinas. Rosenfeld y
Plyshenskaya (29) concluyen que las ca-
denas interiores y exteriores del glicé-
geno participan en la asociacién con pro-
teinas, pues las dextrinas limites del gli-
cogeno forman también estas asociacio-
nes, aunque con mayor dificultad que el
glicégeno.

Los resultados de este trabajo apoyan
la hipdtesis que sostiene la existencia de
una unién del glicégeno residual con las
proteinas en el interior de la célula, lo
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cual podria explicar su inextractibilidad
por las soluciones de TCA en frio.

SUMMARY

Glycogen fraction which is extracted
by a cold trichloroacetic acid solution is
called extractable glycogen and the re-
mainder fraction of glycogen is called
residual glycogen.

Although different metabolic roles of
extractable and residual glycogen have
been found, it has not yet been shown
any difference in physical or chemical
properties in both kinds of glycogen in
the purified state. For that reason a study
of some properties of extractable and
residual glycogen in a state that resem-
bles the native state inside the cell has
been undertaken.

A 10% water homogenate of rat liver
was used. Properties of endogenous gly-
cogen dissolved in the homogenate, when
this was submitted to heat, treatment with
Dowex-1 resin (chloride form), treat-
ment with different concentrations of am-
monium sulfate and submitted to an elec-
trical field was studied. Extiractable and
residual glycogen were measured in the
homogenate before the treatment. Meas-
urement of both fractions after the treat-
ment showed the properties of each frac-
tion.

When heating the homogenate, residual
glycogen precipitates at temperatures
above 55°C. Precipitation increases with
temperature up to 80°C. Extractable gly-
cogen does not undergo any precipitation
up to 100°C (Fig. 1). Different liver ho-
mogenates from normally fed or fasting
rats were heated at 100°C (Table I). Re-
sidual glycogen precipitated in a propor-
tion varying between 27 to 84%, but no
relationship between nutritional condi-
ticn and precipitation of residual glyco-
gen was found. Extractable glycogen did
not precipitate in any case.

When the homogenate was treated with
Dowex-1, chloride form, a great propor-
tion of residual glycogen was retained by
the resin, while extractable glycogen was
always retained under 10% (Table II).
60¢% saturation of the homogenate with
ammoniun sulfate precipitates 100% of
both fractions of glycogen; whereas a si-
milar concentration of glycogen solution
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in water did not precipitate by ammo-
nium sulfate (Fig. 2).

Migration of both kinds of glycogen is

produced when the homogenate is submit-
ted to an electrical field in a U tube. Re-
sidual glycogen migrates in a larger pro-
portion than extractable glycogen. The-
refore the extractable glycogen:residual
glycogen ratio changes in the different
segments separated in the ascendent band
of the electrophoresis tube (Table III).
In the total homogenate the ratio was 8.3
and changed to 0.2 in the segment that
migrated farther.
These results are discussed and since
purified extractable and purified residual
glycogen seem to have the same proper-
ties, the difference found is ascribed to
some substance that is linked to residual
glycogen. The properties found may be
accounted for if proteins are linked to
glycogen specially residual glycogen.
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