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INTRODUCCI6

Les cellules cromafins de la medulla adrenal tenen el mateix origen

que les neurones i, com les neurones adrenergiques, sintetitzen i allibe

ren catecolamines. Ates que es un teixit homogeni, resulta molt adequat

per a estudis metabolics, car no presenta la interferencia del teixit

glial. Un aspecte interessant de l'emmagatzematge de catecolamines dins

el granul cromafi es que no solament hom les troba a una concentracio

de 0,55 M, sino que tambe hom troba ATP 0,15 M -la concentraci6 rnes

elevada que es coneix a un organul cellular. La funci6 d'aquest ATP es

molt discutida, i el fet de trobar-se en una relacio constant amb les

catecolamines 0/4) ha portat a suposar-hi una funcio neutralitzadora

del pH. En la funci6 exocitotica de la cellula cromafi s'alliberen alhora

catecolamines i ATP, aquest ultim en una quantitat que representa dia

riament uns 2 mg/g de teixit. No es coneix la importancia reiat iva de

la via de recuperaci6 de les purines i de la seva sintesi de novo. Com a

conseqiiencia d'aixo, el teixit cromafi te de sintetitzar una altra molecula

complexa, com es la d'ATP, a mes de sintetitzar les catecolamines i una

serie de protemes, tant les contingudes dins el granul cromafi com les

de la membrana d'aquest, que tenen un elevat recanvi I, 2, Tot aixo fa

que la cellula cromafi adrenal sigui metabolicament molt activa. Pero

encara no sabem d'on treu l'energia necessaria per a mantenir les seves
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funcions metaboliques. Per analogia amb el sistema nervi6s, hom pot
pensar que el metabolisme glucidic te un paper molt important en la
resposta ales necessitats energetiques de la cellula. Hem comencat
aquest estudi per l'exploraci6 del metabolisme del glicogen.

MATERIALS I METODES

Per a l'obtenci6 de glandules adrenals hem d'agrair la collaboracio
de Giresa, S. A., Colmenar Viejo (Madrid). Les glandules provenien d'a.
nimals sotmesos a dejuni durant 16-48 hores. Les destinades a la deter
minaci6 de la quanti tat de glicogen i d'activitats enzimatiques eren intro
durdes en nitrogen liquid immediatament despres d'esser extirpades.

Per aillar celules cromafins, es feien immediatament despres d'extir
pades uns tails al cortex i es perfundien a partir de la vena amb un medi
que con tenia NaCI 118 mM, KCl 5,4 mM, MgS04 0,8 mM, NaH2P04 0,8 mM,
NaHC03 25,0 mM i glucosa 5,0 mM, pH 7,4, a fi d'eliminar la sang con tin
guda dins la glandula. Es guardaven les mostres dins el mateix medi en
un bany de gel fins l'arribada al laboratori (aproximadament 30-60 mi
nuts). AlIi se separava el cortex de la meduHa i es connectava a un

aparell de perfusi6, on es perfundia amb el mateix medi a 47°C, saturant-
10 amb una barreja de 02/C02 (95/5 %), i que despres era incubat en
un bany amb agitaci6 a 37°C durant 30 minuts. Finalrnent. el material
resultant era filtrat i el residu es rentava dues. vegades amb medi sense
glucosa pero amb calci 1,3 mM; se centrifugava 5 minuts a 90xg.

Les incubacions es realitzaven amb el mateix medi utilitzant concen
tracions variables de glucosa i en presencia d'un 4 % d'albumina de
serum bovi, a 37°C i en atmosfera de 02/C02 (95/5 %).

Per a determinar la quantitat de glicogen en les glandules, aquest
polisacarid era aillat, hidrolitzat i valorat amb el metode de l'antrona 3·,

o be utilitzant hexokinasa i glucosa-o-fosfat deshidrogenasa 6. La glico
gen sintetasa era valorada radiornetricament mitjancant la incorporaci6
de glucosa a glicogen 7, 8. La glicogen fosforilasa era valorada en sentit
invers a la seva funci6 fisiologica, determinant el fosfat alliberat 9. Les
proteines van esser determinades amb el metode de Bradford 10. Per a
la determinaci6 de la incorporaci6 de 14C-glucosa al glicogen, les eel
lules aillades eren incubades amb 106 dpm/2 X 106 cellules. EI glicogen
era purificat ll, i es recornpta despres la seva radioactivitat en un re

comptador de centelleig liquid. Per determinar l'alliberaci6 de CO2 a

partir de glucosa-o-r'C, les cellules eren incubades en tubs tancats que
contenien 350.000 dpm/2 X 106 cellules, EI CO2 produit era captat amb
hiamina despres d'acidificar la barreja.
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TAULA 1. - Contingut en glicogen de la medulla adrenal

Especie Antrona RK + G-6-P - DR

umols glucosajg teixit fresc

Bou

Pore

Be

2,95±1,58 (8)*
2,50±O,96 (8)
O,55±O,05 (6)

2,28±O,97 (8)
2,52±O,86 (8)
0,23±O,08 (6)

* Resultats: mitjana ± D.S.

El glicogen es va determinar segons els metodes indicats, en homogenats
de medulla adrenal sencera (vegeu «Materials i metodes»).

TAULA 2. - Activitats de la glicogen sintetasa i de la glicogen fosforilasa en

medulla adrenal de bou

Glicogen sintetasa (U/g) Glicogen fosforilasa (Ujg)

-G-6-P O,081±O,Oll (4)* Forma a 1,98±0,25 (4)

+ G-6-P 0,451 ±0,066 (4) Total 3,27±0,15 (4)

%-G-6-P 18 % forma a 61

* Resultats: mitjana ± D.S.

Les activitats es van determinar a 30° C en sobrenedants de 10.000x g.
Una unitat (U) es un Ilmol de glucosa incorporada per minut.

RESULTATS

Els nivells de glicogen en medulla suprarenal varien segons les

especies, com hom pot observar a la taula 1. Els valors mes elevats

corresponen al bou. El pore presenta nivells de glicogen molt similars

als del bou. El be, al contrari, presenta valors significativament inferiors.

En totes les especies, les dispersions son considerables, com hom pot

comprovar en observar les elevades desviacions estandard que arriben

a esser mes de la meitat del valor mitja en el cas del bou.

Les activitats de la fosforilasa a i de la total i el percentatge de la

prirnera, que es la forma activa, respecte a la total, son presentades a

la taula 2. La dispersio dels valors de fosforilasa a i total es petita, fet

que indica que les activitats d'aquests enzims son molt similars en dife

rents individus de l'especie animal estudiada.
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FIG. L - Variacio dels nivells d'activitat de la fosforilasa i de la sintetasa en cellules
crornafins aillades. Les activitats totals de la glicogen sintetasa i de la fosforilasa
son, respectivament, de 2,67 i 19,8 nmols d'equivalents de glucosa per minut i milia

de cellules.

TAULA 3. - Constants cinetiques de la glicogen sintetasa

Constant (-) Glucosa-6-P (+) Glucosa-6-P

x, UDP-glucosa (rnM) 1,00

12

0,50

16

Valors trobats en medulla adrenal bovina sencera.

Els valors de la glicogen sintetasa de medulla adrenal, en presencia
i absencia de glucosa-cfosfat, es poden veure a la taula 2. Com en el cas

de la fosforilasa, la dispersio de les activitats de glicogen sintetasa en

les formes total i independent de la glucosa-6-fosfat es molt petita.
Eis parametres cinetics de la glicogen sintetasa de medulla adrenal

estan representats a la taula 3. La K; per a l'UDP-glucosa en absencia
de glucosa-6-fosfat es de 1 mM, i de 0,57 mM en la seva presencia. Les
Vmax son mes elevades en presencia de glucosa-6-fosfat que en la seva

absencia.
Com hom pot observar a les figures 1 i 2, la glicogen fosforilasa, pre

sent en un 40-60 % de forma act iva en cellules acabades d'aillar, als
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FIG. 2. - Variaei6 dels nivells d'aetivitat de la fosforilasa i de la sintetasa en cellules .

eromafins aillades. Les aetivitats de la glieogen sintetasa i de la fosforilasa son;

respeetivament, d'1,02 i 15,3 nmols d'equivalents de glueosa per minut i mili6 de

cellules.

15 minuts d'incubaci6 ha disminuit la seva activitat a un 10-20 % de

forma a, mantenint-se aquest valor durant els 45 minuts que dura I'expe
riment. Al contrari, I'activitat de la glicogen sintetasa, en la seva forma

independent de glucosa-6-fosfat, es practicarnent inexistent al principi de

la incubaci6 (1 % de la 'total), augmentant la seva activitat. El percen

tatge d'augment es superior (fins a un 12 %) en incubar amb glucosa
60 mM que en fer-ho amb glucosa 5 mM (fins a un 5 %).

ParaHelament als canvis en l'estat dels enzims, hem seguit la incor

poraci6 de glucosa-r'C al glicogen. La velocitat d'incorporaci6 es practi
cament identica en presencia de concentracions de glucosa de 5, 30 i

60 mM (fig. 3). La glutarnina, que en �1 fetge augmenta la sintesi de

glicogen 13, no te efecte sobre les cellules cromafins. Tampoc te efecte la

presencia d'insulina dins el medi d'incubaci6 (fig. 4).
Com a parametre de viabilitat cellular ha estat estudiada la linealitat

del consum de glucosa durant la incubaci6, i s'ha valorat l'alliberarnent
. de 14C02 a partir de glucosa-o-I'C. El resultat es pot veure a la figura 5, i

demostra que l'oxidacio de glucosa es lineal durant tot el temps que

duren els experiments. Parallelament, el lactat i el piruvat formats du

rant les incubacions han estat mesurats i s'ha observat el fet sorprenent

que hi ha una glicolisi anaerobia molt intensa i lineal durant una hora

d'incubaci6 (fig. 6).
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FIG. 3. - Incorporacio de glucosa'<C a glicogen en cellules cromafins aillades.

FIG. 4. - Incorporaci6 de glucosa-t'C a glicogen en cellules cromafins aillades. El medi
d'incubaci6 contenia glucosa 30 mM i 2,5xlO' dpm/rnl.
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FIG. 5. - Oxidaci6 de glucosa-6"C. El medi d'incubaci6 con tenia glucosa 10 mM
875.000 dpm/rnl.
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FIG. 6. - Producci6 de lactat i piruvat en cellules cromafins arllades. La concentraci6
de glucosa al medi d'incubaci6 era 10 mM. EI lactat i el piruvat es varen determinar

amb metodes enzimatics en aliquotes que s'acidificaven per a deturar la reacci6.

DISCUSSI6

Partint dels resultats de nivells de glicogen de la medulla adrenal,
hom pot observar la influencia de I'especie animal sobre els nivells

d'aquest polisacarid de reserva. L'elevada dispersio en els nivells de

glicogen de meduHa adrenal, tant en bou com en pore i en be, es deguda
fonamentalment a la variacio individual. Els nivells de glicogen trobats
a la meduHa adrenal de bou son significativament inferiors als descrits

per al fetge i el muscul de rata i ratoli 14, que, d'altra banda, son teixits
caracteritzats pel seu elevat metabolisme del glicogen. Els nivells trobats

aqui tarnbe son lleugerament inferiors als trobats ales glandules adre
nals senceres de rates alirnentades ad libitum, pen) son similars als
descrits per al cervell de rata i ratoli 14-18. Aquest fet ens recorda l'origen
neural cornu de la medulla adrenal i el cervell, fet que permet pensar
en un cert paraHelisrne respecte al metabolisme del glicogen.

L'activitat de la fosforilasa total de la medulla adrenal de bou es uri
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50 % superior a la descrita per al cervell de ratoli i es aproxirnadament
1/3 de la del fetge de rata -organ caracteritzat pel seu actiu i intens

metabolisme del glicogen. L'activitat total de la glicogen sintetasa es 2

a 3 vegades superior a la de cervell de ratoli 15. 19. Les activitats trobades

aqui s6n suficientrnent elevades com per a poder pensar que els baixos

nivells de glicogen a la meduHa adrenal del bou sotrnes a dejuni podrien
esser deguts a una mobilitzaci6 de les reserves d'aquest polisacarid.

L'activitat de la glicogen sintetasa total (en presencia de glucosa-o
fosfat) de la medulla adrenal es quasi be un 50 % mes elevada que la

trobada en glandules adrenals de rata senceres 20. ES tarnbe inferior a

la trobada al cervell de la rata sotmesa a un dejuni de 24 hores 18, pero
es lleugerament mes alta que la del cervell de ratoli alimentat normal

ment 15. 17, 19.

En l'estudi cinetic de la glicogen sintetasa, hom ha pogut observar

que els valors de K; per a l'UDP-glucosa en presencia i absencia de

glucosa-6-fosfat son del mateix ordre que els descrits per al muscul i

el fetge de la rata 21 i per al cervell de ratoli 17.

Quant als experiments amb cellules aillades, la inactivaci6 de la gli
cogen fosforilasa i l'activacio de la sintetasa son proporcionalment simi

lars ales descrites per als hepatocits de rates sotmeses a dejuni 22. La

inactivacio posterior de la glicogen sintetasa es dificil d'explicar, sobretot

tenint en compte que la incorporaci6 de glucosa al glicogen es prac
ticament lineal durant tota la incubaci6. De totes maneres, tractant-se

dun experiment radiometric, aquesta incorporacio pot esser la conseqiien
cia d'un equilibri entre la sintesi i la degradaci6 del glicogen; tarnbe els

nivells intraceHulars de glucosa-6-fosfat podrien atenyer un nivell sufi

cient per a activar la forma D de la glicogen sintetasa. Aquesta possi
bilitat pot esser reforcada per la gran velocitat de la glicolisi anaerobia

observada. Cal assenyalar que la incorporaci6 de glucosa al glicogen ja
es saturada a una concentraci6 de glucosa 5 mM en el medi extern.

La incorporaci6 de glucosa al glicogen no es afectada ni per la insu

lina -caracteristica com una amb els altres teixits neutrals- ni- per la

glutamina, cosa que marca una diferencia amb el metabolisme hepatic 13,

De l'oxidaci6 de la glucosa via cicle dels acids tricarboxilics. que es

lineal tot el temps de duraci6 dels experiments, es despren que les eel
lules presenten una bona viabilitat durant la incubaci6. El fet que aques
ta oxidaci6 sigui relativament baixa, concorda amb I'observacio micros

copica d'un sistema mitocondrial molt escas. Aquesta baixa velocitat

d'oxidacio ha portat a considerar la possibilitat d'una elevada glicolisi
anaerobia que, en efecte, es responsable de la sintesi del doble d'enllacos
rics en energia que la que correspon a I'obtinguda al cicle dels acids

tricarboxilics, i que es 35 vegades rnes gran per molecula de glucosa
consumida.



ENZIMS DEL METABOLISME DEL GLlCOGEN 79

Davant aquests resultats, hom pot concloure que per a la cellula

cromafi deu esser important disposar d'una certa reserva de glicogen
facilrnent mobilitzable per fer front ales situacions d'ernergencia.
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