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RESUMEN

La glucosa-C!4 incubada con hemidiafragma de rata en medio de Krebs
se incorpora en ambas fracciones del glicégeno. La velocidad de incorporacién
medida a la hora de incubacién es igual en el glicogeno extraible y en el glicé-
geno residual. Cuando se incuba la glucosa con porciones de un cuarto de dia-
fragma la incorporacion en el glicégeno extraible se mantiene igual pero la
incorporacion en el glicogeno residual baja a la cuarta parte. La incubacién de
la glucosa marcada con trozos mas pequefios de diafragma no produce un ma-
yor descenso de la incorporacién en el glicégeno residual pero la incorporacién
en el glicégeno extraible se inhibe en un 50%.

La adiciéon de insulina al medio de incubacion produce una sintesis neta
Jdel glicégeno extraible durante el periodo de incubacion del hemidiafragma.
La cantidad del glicégeno residual no es modificada por la hormona. La insulina
astimula de una manera estadisticamente significativa la incorporaciéon de la
glucosa-C'4 en ambas fracciones de glicégeno del hemidiafragma de rata aun-
que en una proporcién mucho mayor en el glicégeno extraible. Como la incor-
poracién de glucosa-C!4 en glicégeno aparece como un método mas sensible para
medir la sintesis de glicégeno, se discute si la incorporacién de la glucosa-Cl+

en glicégeno representa en realidad una medida de la sintesis de glicégeno.

INTRODUCCION

Las soluciones de acido tricloroacético
(TCA) en frio no extraen todo el glico-
geno de los 6rganos, hecho conocido des-
de los tiempos de Pfliiger (1). En cambio,
la digestidn del tejido con KOH produce
una extracciéon completa. Se distingue asi
una fraccién de glicdgeno extraible y
otra denominada glicoégeno residual.

Se ha sugerido que el glicéogeno resi-
dual estda unido a proteinas en el interior
de la célula y ésta puede ser la causa de
su insolubilidad en las soluciones de TCA

Este trabajo fue financiado por la Comisién
de Ayuda a la Investigacién Cientifica de la
Facultad de Medicina de 1a Universidad de Chile
(Proyecto 59-35) v por la Fundacién Rocke-
feller en un programa conjunto (Grant N?

60038).

)

(2, 3). En un trabajo reciente Figueroa
et al. (4) han estudiado algunas propie-
dades de ambas fracciones de glicogeno
en un homogeneizado acuoso total de hi-
gado de rata; sistema que contendria el
glicogeno en la forma que existe en el
interior de la célula. Los resultados ha-
cen suponer que el glicdgeno residual se
encontraria unido a proteinas.

Hay numerosos trabajos que muestran
un diferente comportamiento metabdlico
de ambas fracciones de glicégeno. Se ha
demostrado que cuando el glicogeno to-
tal de los oOrganos animales, principal-
mente higado y musculos, sufre variacio-
nes cuantitativas, lo hace a expensas del
glicogeno extraible. El glicégeno extrai-
ble disminuye en el higado durante el
ayuno y se recupera rapidamente después
de que el animal recibe glucosa, mien-
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tras el glicogeno residual permanece casi
sin variacion (5, 8, 7). Lia disminucion de
glicogeno que se observa en el corazén
durante la anoxia, se realiza a expensas
del glicogeno extraible (8, 8). Trabajos
con isGtopos radioactives han mestrado
gque las dos fracciones tiemen una dife-
rente actividad metabolica. Sin embargo,
los resultados son contradictorios. Algu-
nos investigadores han encontrado que
el glicogeno residual tiene mayor activi-
dad metabdlica que el glicogeno extrai-
ble y otros, lo inverso. Por ejemplo, Stet-
ten et al. (10) han mostrado que cuando
se administra intraperitonealmente glu-
cesa-Cl, 3 horas después de la inyeccién
el glicogeno residual tiene mayor activi-
dad especifica que el glicégeno extraible,
tanto en el higade como en el musculo.
Khaikina (11) en experimentos similares
encontr6 una mayor actividad especifica
en el glicégeno extraible que en el resi-
dual de cerebro de ratas muertas una
hora y una hora y media después de la
administracion de glucosa-C!'*. Lourau y
Meyer (12) administraron a ratas gluco-
sa-C'* por via oral o por inyeccion di-
recta en la vena porta y examinaron las
dos fracciones del glicégeno en el higado.
La actividad especifica del glicogeno re-
sidual fue mayor que la actividad espe-
cifica del extraible cuando se examinaba
en tiempos cortos después de la adminis-
traciéon de glucosa. Después esta relacién
se invertia. Recientemente Sing y Venki-
tasubramanian (13) han mostrade que la
neoglicogénesis también es privativa de
ambas fracciones, pues cuando se admi-
nistré glicina-C'* al animal entero, se en-
contré incorporacién en ambas fraccio-
nes, teniendo el glicogeno residual una
mayor actividad especifica que el glicd-
geno extraible.

Estudics metabdlicos in vitro han mos-
trado también una diferencia entre el gli-
cogeno extraible y el residual. Figueroa
y Pfeifer (14) han incubado glucosa-C!*
con cortes de higado de rata, o de conejo
y han encontrado que la incorporacién de
la glucosa radioactiva es siempre mayor
en el glicégeno extraible que en el re-
sidual. Kits van Heijningen (15) en un
trabajo reciente ha encontrado que al in-
cubar diafragma de rata con glucosa-C!t
por 1 6 2 minutos, la actividad especifica
del glicogeno residual es mayor que la
del extraible. Cuando aumenta el tiem-

E. FIGUEROA, A, PFEIFER Y M. CLASING

po de incubacion, aparece el glicégeno
extraible con mayor actividad especifica
que el residual.

Se ha estudiado tanto in vivo (5, 16, 17)
como in vitro (15, 18, 15) el efecto de al-
gunas hormonas sobre las dos fracciones
del glicégeno. Siempre fue el glicégeno
extraible el que se modificd por efecto
de la inyeccién de hormonas, tales como
adrenalina (5, 17), insulina (18), hor-
mona del crecimiento (6) v testosterona
(20). En experimentos in vitro, Figue-
roa y Pfeifer (19) estudiaron el efecto
de la adrenealina sobre la glicogénesis y
glicogendlisis de cortes de higado de rata.
La adrenalina estimuld la glicogendlisis
de ambas clases de glicdégeno vy, en cam-
bio, inhibi6é la glicogénesis del glicégeno
extraible sin modificar la del residual.
Kits van Heijningen (18) ha mostrado que
la insulina incubada con hemidiafragma de
rata aumenta exclusivamente la fraccion
extraible del glicogeno. Larner et al. {21)
han confirmado este hecho, pero cuando
aumentaron la concentracion de glucosa
mas de 0,01 M, la insulina mostréd efecto
scbre ambas fracciones.

En este trabajo se investiga la partici-
pacion de ambas fracciones de glicdgeno
en la sintesis inducida por la insulina,
cuando se incuba con diafragma de rata
en presencia de glucosa-Ci%. La sintesis
se midi6é por la incorporacién de glucosa-
C'* en el glicogeno y por las modificacio-
nes de la concentracion de esta substan-
cia en el diafragma. Parte de estos traba-
jos fueron presentados en la 2* Reuni6n
Anual de la Sociedad de Biologia de San-
tiago (22),

MATERIAL Y METODOS

Se usaron ratas blancas machos, de alrede-
dor de 150 g de peso. Las ratas fueron deca-
pitadas y el diafragma se extrajo de acuerdo
con la técnica de Gemmil (23) y fue coloca-
do en solucién de Krebs (24) fria y oxige-
nada. Cadsa hemidiafragma fue pesado e in-
cubado en frascos de 25 ml que contenian 2
ml de soluciéon de Krebs enriquecida con glu-
cosa-U-C'* a una concentraciéon 0,630 M
(100,000 cpm). Se usd oxigeno como fase ga-
seosa. Los frascos fueron agitados en un ba-
fio a 37°C. Un hemidiafragma se incubd con
0,5 unidades de insulina y el otro, sin insu-
lina. Experimentos preliminares mostraron
gue no habia diferencias en el efecto de la
insulina cuando se agregaba al hemidiafrag-
ma derecho o izquierdo. Los frascos fueron
retirados a los 60 minutos para determinar
el glicégeno extraible y residual, los que de-
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TaBra I

Efecto de la insulina sobre la incorporacién de

glucosa-U-C't en el glicogeno extraible de

diafragma de rata

Sin insulina Con insulina

Experi- Glicogeno Glicoégeno cpm Act. Glicogeno cpm Act.
mento inicial final incorp. espec. final incorp. espec.
Ne *) (*) (%) (%) (*) ) ()
1 365 312 784 2510 482 4000 8300

2 178 320 503 1305 440 2180 4950

3 132 183 1339 7270 316 34490 1090

4 146 182 105 579 219 2040 9320

5 520 453 678 14990 522 1610 3075

6 428 390 1860 4770 585 2340 4000

7 179 362 1120 3090 580 3350 5780

8 234 313 1130 3620 472 3700 7820

9 353 496 650 1310 518 2650 5120

10 277 235 1240 5280 528 2850 5400
11 295 191 491 2570 446 2440 5460
12 174 164 571 3490 306 1980 6490
13 279 233 671 2890 316 1300 4120
14 336 229 509 2220 503 1970 3920
15 239 121 426 3520 325 1810 5590
16 139 157 699 4450 207 1450 7000

Media aritm. 267 271 797 2739 423 2444 5465

Error tipico +28 +28 +108 =441 +31 +205 +514

(*) ug glicégeno por 100 mg de tejido fresco.
(**) cpm incorporadas por 100 mg de tejido fresco.
(***) cpm incorporadas por 1 mg de glicdégeno.

nominamos glicégenos finales. Se corté antes
de la incubacién una pequefia fraccion del
polo superior de cada hemidiafragma, para
determinar ambas fracciones de glicégeno en
el momento inicial. Se determiné el glicége-
no extraible y el residual siguiendo el méto-
do de Montgomery (25). Su radioactividad se
midié6 en un contador de flujo sin ventana,
s-16, Tracerlab. Detalles de las técnicas se
encuentran en otros trabajos (14, 19). La ac-
tividad especifica se calculdé dividiendo 1la
cantidad de cpm incorporadas en el glicogeno
de 100 mg de tejido fresco por el glicégeno
(en mg) existente en esa masa.

También se hicieron experimentos incu-
bando fracciones de un cuarto de diafragma,
lo que permitia hacer determinaciones por
duplicado. Después de sacar los pequefios
trozos del polo superior para determinar el
glicégeno inicial, se cortaba cada hemidia-
fragma en dos. Cada cuarto era incubado
en frascos diferentes. Cortes pequefios de dia-
fragma de unos 4 mm? fueron utilizados en
algunos experimentos. Se mezclaron estos
trozos de ambos hemidiafragmas y se toma-
ron varios de ellos al azar, para colocarlos
en el frasco de incubacion. En cada frasco se
incubaban varios hasta alcanzar un peso apro-
ximado de 30 mg. El resto de las condicio-
nes experimentales empleadas en estos expe-
rimentos v en aguellos en que se utiliz6 un
cuarto de diafragma fueron iguales a las des-
critas para un hemidiafragma. El efecto de
la insulina en estas dos ultimas preparacio-

nes no sera presentado, pues no hemos obte-
nido resultados reproducibles. El uso de estos
trocitos se justificaba, pues permitia estudiar
varias condiciones experimentales en un mis-
mo diafragma.

La glucosa fue obtenida de Nutritional Bio-
chemical Corporation; la glucosa uniforme-
mente marcada de los Laboratorios Schwarz
v la insulina cristalizada de California Re-
search Corporation.

RESULTADOS

La glucosa-U-C'* incubada con hemi-
diafragma de rata en medio de Krebs se
incorpora en el glicogeno extraible y en
el glicégeno residual del diafragma. En
la Tabla I se puede ver que la incorpo-
racion de la glucosa radioactiva en el gli-
cogeno extraible es estimulada por la in-
sulina. Este efecto de la insulina sobre la
sintesis del glicogeno extraible se apre-
cia también en la cantidad de glicégeno
al final de la incubacidén. La diferencia
media entre el contenido de glicogeno
al final del periodo de incubacién con in-
sulina y sin insulina fue 152 * 22 ng/100
mg de tejido fresco (P<0,001). Las cuen-
tas por minuto incorporadas aumentaron

en poco mas de un 200% por efecto de la
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TaBrLa II

Efecto de la insulina sobre la incorporacién de glucosa-U-Cl4 en el glicégeno residual de dia-
fragma de rata

Sin insulina Con insulina
Experi- Glicégeno Glicégeno cpm Act. Glicogeno cpm Act.
mento inicial final incorp.  espec. final incorp.  espec.

Ne * *) **) (***) *) **) (F**)

1 166 178 359 2020 201 695 3450

2 455 — — — 2286 572 2540

3 115 86 508 5900 101 811 8210

4 154 125 435 3480 120 524 4370

5 415 238 330 1390 261 700 2680

6 181 339 910 2690 266 552 2080

7 248 228 369 1620 201 731 2650

8 154 219 495 2260 295 1180 4000

11 271 295 840 2850 205 1060 5180
12 304 212 840 3950 278 1480 5060
13 126 212 1250 5900 232 1580 6800
14 187 208 650 3120 260 860 3300
15 387 278 630 2270 215 735 3420
16 167 200 659 3290 233 980 4200
Media aritm. 237 216 636 3133 221 890 4210
Error tipico +30 +18 +74 +396 +13 +88 +448

(*) ug glicogeno por 100 mg de tejido fresco.
(**) cpm incorporadas por 100 mg de tejido fresco.
(***) cpm incorporadas por 1 mg de glicégeno.

insulina. En la Tabla II se exponen los
datos obtenidos en el glicégeno residual
del hemidiafragma de rata. La incorpo-
racién de glucosa radioactiva en el glico-
geno residual no difirié estadisticamente
ni en la incorporacién total en el glicoge-
no extraible ni en su actividad especifica.
No se aprecia un efecto de la insulina
sobre el contenido de glicégeno residual
al final del periodo de incubaciéon. En
cambio, las cpm incorporadas que fueron
636 = 74 por 100 mg de tejido fresco y por
hora en la incubacién sin insulina, subie-
ron a 890 * 88 cuando se incubd el tejido
con insulina. La diferencia media fue de
258 = 72 cpm por 100 mg de tejido fres-
co (p < 0,01) sin considerar el experi-
mento 2.

En la Tabla III aparece la incorpora-
cion de la glucosa radioactiva en ambas
fracciones de glicégeno cuando se incubd
con porciones de un cuarto de diafragma.
No hubo diferencia estadisticamente sig-
nificativa con la incorporacion de la glu-
cosa-U-C'* en el glicbgeno extraible cuan-
do se incub6 con el hemidiafragma (Ta-
bla I). En cambio, la incorporacién en
el glicogeno residual bajoé considerable-

mente. De 636 = 74 en el hemidiafragma
bajé a 207 = 28 cpm por 100 mg de teji-
do fresco en esta preparacion en que se
utilizé6 un cuarto de diafragma.
Preparaciones de diafragma consisten-
tes en pequehos trozos de alrededor de
4 mm?* incubados con glucosa-U-C!* mos-
traron una disminuciéon apreciable de su
capacidad para incorporar glucosa radio-
activa en el glicogeno extraible (Tabla
IV) comparada con la que se obtiene en
el hemidiafragma o en porciones de un
cuarto de diafragma. La incorporacién en
el glicégeno residual, que segin se dijo
habia disminuido al pasar del hemidia-
fragma al cuarto de diafragma, mantuvo
su incorporacién baja en esta preparacion.

DISCUSION

Los resultados expuestos indican que
la capacidad para incorporar glucosa que
posee el hemidiafragma de rata aparece
semejante en ambas fracciones del glico-
geno, cuando se incuba con glucosa-U-
C'*, Esto es diferente a lo que sucede
en cortes de higado in vitro. En efecto,
Figueroa y Pfeifer (14) han encontrado
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TaBra III

Incorporacion de glucosa-U-C1t en el glicégeno extraible y residual de porciones de un cuarto
de diafragma de rata.

Glicégeno extraible Glicégeno residual

Exper. cpm Actividad cpm Actividad

N° incorporadas especifica incorporadas especifica
*) ) *) (**)
17 532 1560 184 1320
18 512 1910 113 800
19 1540 5980 415 3850
20 725 4540 336 3120
21 964 4650 133 1280
22 662 2660 111 1360
23 972 5800 295 1990
24 653 3120 159 1920
25 841 3170 217 1310
26 990 5190 208 809
27 485 3035 123 1270
28 724 1990 186 2100
Media aritmética 800 3634 207 1761
Error tipico +85 +446 +28 +258

(*) cpm incorporadas por 100 mg de tejido fresco.
(**) cpm incorporadas por 1 mg de glicégeno.

TasLa IV

Incorporaciéon de glucosa-U-C1+ en el glicéqgeno extraible 1 residual de trozos pequefios de dia-
fragma de rata

Glicoégeno extraible Glicdgeno residual

Exper. cpm Actividad cpm Actividad

No incorporadas especifica incorporadas especifica
*) (**) *) (**)
29 67 1810 335 1960
30 0 O 152 1530
31 62 348 42 246
32 155 881 55 302
33 312 1530 149 1280
34 326 1710 — —
35 844 820 368 3280
36 1025 6700 344 2530
37 130 1060 124 1220
38 683 4520 203 1440
39 540 2400 160 1150
40 355 3520 162 1560
41 224 2670 100 848
42 586 2580 135 920
43 462 1810 144 1160
Media aritmética 385 2157 177 1388
Error tipico +86 +447 +27 +215

(*) cpm incorporadas por 100 mg de tejido fresco.
(**) cpm incorporadas por 1 mg de glicégeno.
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que la incorporacion de glucosa-U-C'* en
el glicégeno extraible de los cortes de
higado, es 2 a 3 veces mayor que en el
glicogeno residual. Si se destruye una
mayor cantidad de fibras musculares que
la que se produce en la preparacién de
hemidiafragma, disminuye la incorpora-
cion en ambas fracciones y si ésta des-
truccion es gradual se afecta primero la
incorporacién en el glicégeno residual y
después en el extraible. No hemos hecho
experimentos destinados a estudiar la in-
corporacién de glucosa-C!* en el glico-
geno de diafragma in situ, y tampoco he-
mos encontrado datos en la literatura;
pero existen estudios acerca de la incor-
poracion de glucosa-C'* en las fracciones
del glicogeno de otros musculos in situ
(10, 26), los que han mostrado una ma-
yor incorporacion en el glicogeno resi-
dual. Como la proporcién de incorpora-
cion entre el glicdgeno extraible y el re-
sidual varia con la alteracién de las fi-
bras musculares de diafragma, no nos pa-
rece correcto comparar la capacidad para
incorporar glucosa en las fracciones del
glicogeno del diafragma con la capacidad
para incorporarlo en las fraccicnes del
glicogeno hepatico.

No disponemos de datos acerca de la
capacidad de diversas preparaciones de
higado para incorporar glucosa, que per-
mitan apreciar el efecto de la integridad
de la célula hepatica sobre la sintesis de
glicogeno. Solamente hay experimentos
en higado in situ (10, 12, 26) y en cortes
de higado (14, 19). Los resultados obte-
nidos en higado in situ no son concordan-
tes entre si, lo que podria explicarse por
la influencia del tiempo que media entre
la administracién de la glucosa marcada
y la obtencion de la muestra, demostrada
por Lourau y Meyer (12). Sin embargo,
en general se ha observado una incorpo-
racién mayor en €l glicégeno residual (10,
26). Los experimentos realizados en cor-
tes de higado muestran una menor incor-
poracién en el glicogeno residual (14,
19). ;Cual es entonces la forma de glico-
geno metabdlicamente mas activa? Si
aceptamos que los experimentos practica-
dos en animales enteros reproducen me-
jor las condiciones fisiolégicas, podemos
considerar que el glicégeno residual es
metabodlicamente mas activo. Segun Re-
marque (27) es el glicogeno residual el
que estaria listo para un uso metabdlico
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inmediato. Sin embargo, es dificil conci-
liar esta hipétesis con los hechos experi-
mentales que han mostrado que cuando
el contenido de glicogeno sufre variacio-
nes en ambos sentidos, lo hace principal-
mente a expensas del glicégeno extraible
(3). Podria ser que el glicogeno residual
estuviera unido a las proteinas enzimati-
cas responsables de su metabolismo, lo
cual estaria de acuerdo con los datos ci-
tados que apoyan su unién a proteinas
(4). Creemos que este problema requiere
futuras investigaciones.

Con respecto a la importancia que tie-
ne la integridad celular en este fendme-
no, hemos visto que en nuestros experi-
mentos aparece un diferente comporta-
miento metabdlico en las preparaciones
de diafragma que difieren en el grado de
destruccion de sus fibras musculares. Kip-
nis {28, 29) ha meostrado un comporta-
miento metabdlico diferente de dos pre-
paraciones de diafragma, una que tiene
sus fibras musculares cortadas en su bor-
de externo junto a su insercidon costal y
que denomina preparacion “cortada” y es
la que utilizamos nosotros en este tra-
bajo, y ctra que denomina preparacién
“intacta” la cual se extrae junto con las
costillas en gue se inserta. En general, los
resultados parecen mostrar que la pene-
tracién de sustancias al interior de la cé-
lula muscular es mas rapida en la pre-
paracion “cortada” (29, 30) en cuanto se
forman nuevas vias por las cuales los sus-
tratos pueden penetrar al espacio intra-
celular. Por estas vias de acceso podrian
tambien salir substancias de la célula. Es
tacil suponer que en las preparaciones de
diafragma en las cuales hay mayor nt-
mero de fibras musculares cortadas se
produzcan una cantidad mayor de estas
vias que comunican el exterior con el in-
terior de la célula. Podria explicarse asi
la disminucién en la incorporacion de glu-
cosa-C'* en glicogeno residual que se
observa en la preparacion de un cuarto de
diafragma. Coenzimas, cofactores, iones,
etc., necesarios para la sintesis de glico-
geno, pueden escaparse de la célula en
las condiciones estudiadas por nosotros.
Esto hace suponer que las condiciones de
sintesis de ambas fracciones de glicégeno
puede ser diferente, como ya ha sido pos-
tulado (14).

Es conocido que la insulina incubada
in vitro con hemidiafragma de rata au-
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menta la cantidad de glicégeno del drga-
no (31, 32). Kits van Heiiningen (18)
encontrdé que en esta preparacion la sin-
tesis de glicogeno se hace a expensas del
glicoégeno extraible, mientras que lu can-
tidad de ghcogeno residual no e modifi-
ca por accidou de la hormona. Nuestros
resultadeos corroboran este hecho si sélo
se compara la cantidad de glicégeno al
comienzo y al final de la incubacién del
hemidiafragma; en cambio, 5! se mide la
gintesis de glicédeno utilizando la incor-
poracion de la giucosa radicactiva en él,
se apre cia una estimulacion de 12 incorpo-
racion por la insulina en ambns fraccio-
nes, pero es mayor en ! glicégeno ex-
traible que en el glicogeno residusl. Un
nuevo trabajo de este mismo autor (15)
estd de acuerdo con nuestros resultados.
El aumente de la incorporacion de glu-
cose-C't producido por la insulina en
nuestros experimentos fue del orden de
un 200 para el glicéogeno extraible ¥
de un 409 para el glicégeno rezidual. En
cambio, cuando se mide el efecto de la
insulina por las modificaciones en la can-
tidad de glicdégeno, se observa un au-
mento de sélo 50% en la sintesis del gli-
cogeno extraible, mientras que el conte-
nido en el glicogeno residual no se alte-
ra. Estos datos indican que la incorpe-
racidon de la glucosa-C'* en el glicogeno
constituye una medida mejor de la sin-
tesis del glicégeno que la simple deter-
minacion quimica de su contenide. Por
supuesto, siempre gue se considere que
la incorperacién de la glucosa radioactiva
en el glicégeno es una medida de su sin-
tesis. Concluimos, por lo tanto, que el
estimulo de la insulina scbre Ia sintesis
del glicogeno residual es peguefio y no
puede ser puesto en evidencia sino que
por medio de la glucosa-C'*. Se podria
argumentar que la incorporacidn de la
glucosa-C'* en el glicégeno no es una me-
dida de la sintesis del glicégenc a partir
de glucosa. En realidad, representa soélo
las moléculas que han sido incorporadas
vy no han sufride proceso degradativo. Sin
embargo, hay hechos experimentales que
establecen que la incorporacion es un
factor importante de la sintesis, va que
nuede ser considerada como el resultado
neto de balance entre los procesos de sin-
tesis v de degradacién del glicégeno. Por
ejemplo, ¢e ha encontrado dque el 2 4-di-
nitrofenol, que inhibe la formacién de
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ATP, inhibe también la incorporacién de
ghieosa-C* en el glicégeno lo que se ha
interpretado como una inhibicion de la
sintesis oe glicogeno (33). Por otra parte,
!a adranalina que activa la o-1,4-glucan-
crtofosfato-glucosil-transferasa (fosforila-
sa) (34), enzima que cataliza la degra-
dacion el glicogeno, inhibe también la
incorporacion de la glucosa-C'* en él
u,gz. Se ha dnconhado ademas, en cor-
higado de conejo una correlacién
sitiva entre la incorporacion de la glu-
s2-C'* en el glicégeno v el cambio en
contenido de glicogeno-de los cortes,
rante la incubacién con glucosa- C
)

SUMMARY

Pairs of rat hemidiaphragms were in-
cubated in Krzbs medium with uniformly
labeled glucose-C!* for 60 minutes in the
oresence and absence of insulin. The
total content of extractable and residual
glycogen was determined at the begin-
ning and at the end of the incubation
period. A piece of diaphragm obtained
frem the superior pole of each hemi-
d}aohragm was used for the determina-
on of initial glycogen. Total radioactivity
£ both fre Cthl’lS was determined at the

oi the incubaticn period. Krebs me-
1 was enriched with 0.030 M glucose
).090 czm). 0.5 units of insulin were
I to one of the hemidiaphragms.
728 ¢f one fourth of diaphragm were
1 scimie experiments and small pie-
hout 4 mm® were used in others.
of insulin was not tested in
:se two last types of diaphragm pre-
tions.

o

efinet

C'* was incerporated at the sa-
1te beoth extractable and residual
of hemidiaphragm as measured

A0 minutes of incubation (Tablas T and
IT). Tnsulin increased extractable glyco-
zon content about B0% and the incorpo-
ration of glueose-C* into it more than
2007 (Table I). Residual glycogen con-
tent was influenced by insulin, but the
incorporaticn of glucose-U-C' into resi-
fhxal glvecogen was increased about 40%.
This difference is statistically significant
(P<y.01) (Table II). Incorporation of
slucose-C'* into glycogen seems to be
a hettar index of glycogen synthesis than
the simnle determination of glycogen con-

giycogen
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tent of the tissue. The incorporation of
glucose-C'* into glycogen as a measure of
glycogen synthesis is discussed. Although
is would not exactly represent glycogen
synthesis it is concluded that there is
a direct relation with glycogen synthesis
and could be used as such with certain
caution.

Table III shows that incorporation of
glucose-C'* into residual glycogen was di-
minished when incubated with one fourth
of the diaphragm. The incorporation into
extractable glvcogen remained the same
as in the hemidiaphragm preparation.
The incorporation into extractable glyco-
gen was 4 times greater than into resi-
dual glycogen in this preparation. Incor-
poration of glucose-C'* into extractable
glycogen decreased when pieces about 4
mm* were used in the incubation (Table
IV). In this last case the metabolic acti-
vity of extractable glycogen tends to ap-
proach the activity of residual glycogen.

Partial destruction of the muscle cells
is ascribed as the cause of modifications
of the metabelic behaviour of the two
glycogen fractions. This could mean that
the extractable glycogen mav be synthe-
sized in a different site of the cell than
the residual glycogen. The possibility that
both fractions may have different me-
chanisms of synthesis is not ruled out.
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