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Glycogen metabolism in frog (Rana ridibunda) liver is subject to seasonal varia
tions. Hepatic glycogen and glycogen synthase levels are highest in the fall and winter
months and lowest in the summer months, whereas glycogen phosphorylase activity is
highest in spring and summer and lowest in fall and winter months. Blood glucose
levels show a clear increase during the months of March, June-July and November
over the mean level for the rest of the year (19.0 ± 5.5 mg gIucose/100 ml serum).

Results indicate that the animal accumulates glycogen in the fall to be consumed
during the winter. Glycogen levels are in direct proportion to glycogen synthase
activity levels (I-form and total activity) and in inverse proportion to glycogen phos
phorylase (phosphorylated form) activity levels, which would suggest that these enzymes
exercise a direct control over glycogen levels.

Las ranas son animales de sangre fria,
por lo que su metabolismo esta sujcto a
variaciones estacionales. Diversos autores
han estudiado las variaciones asociadas a
diferentes aspectos del metabolismo de
distintas especics de rana, tales como
Rana temporaria (3, 4, 15, 17), R. pipiens
(9, 11), R. fusca (13), R. esculenta (18),
Acris crepitans (8) e Hyla regilia (12).

* Realizado con una subvencion de la «Co-
misidn Asesora a la Investigacion Cientitica y
Tccnica de la Presidencia del Gobierno» de
Espana.

+ Fallecido el 3 de enero de 1977.

Estudios realizados en ranas de espc-
cies y latitudes diferentes indican la exis-
tencia de variaciones estacionales en el
metabolismo del glucogeno de las mismas.
Algunos autores observaron que dichas
variaciones en la reserva de glucogeno
iban acompanadas de otras que afectaban
al cnzima rcsponsable de su dcgradacion,
la glucogeno fosforilasa (E.C. 2.4.1.1) y
a los niveles de diversos metabolites rela-
cionados con el metabolismo del polisa-
carido (6. 9. 13. 22). Sin embargo, se des-
conocia como resultaba afectada la glu
cogeno sintasa (E.C. 2.4.1.11). enz.ima en-
cargado de la sintesis del glucogeno.
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Hasta el momenta no se habia realiza-
do ningun estudio sobre las variaciones
estacionales en el metabolism© del glu
cogeno de la rana propia de nuestras lati
tudes, a pesar de ser un animal amplia-
mente utilizado en investigacion. Se pre
sentan en este trabajo los datos observados
en R. ridiburtda, a lo largo de tres anos,
referentes a los niveles de glucogeno he
patic© y de glucosa sanguinea y a los va-
lores hepaticos de actividad glucogeno
fosforilasa y glucogeno sintasa.

Material y metodos

Se utilizaron ranas hembras proceden-
tes del Delta del Ebro. Se recibian de 15
a 20 horas despues de su captura, siendo
inmediatamente dispuestas en recipientes
que les permitian alternar entre un medio
seco y el agua. Se controlaron los perio-
dos de luz y oscuridad segun su habitat
natural, manteniendose la temperatura
ambiental a 20° C.

Para que los resultados fueran lo mas
homogeneos posible y evitar interferen-
cias debidas a factores de la alimentation,
los animales no se utilizaron hasta 3 6 4
dias despues de su captura, periodo mini-
mo necesario para evitar errores debidos
a la hiperglicemia alimentaria (17). Las
determinaciones se llevaron a cabo em-
pleando 10 ranas por mes.

Las muestras sanguineas se obtuvieron
por puntion cardiaca por medio de un
capilar, y la glucosa se determino por el
metodo de la hexoquinasa-glucosa-6-fos-
fato deshidrogenasa (16).

Los higados, inmediatamente despues
de ser extirpados, se sumergieron en ni
trogen© liquido y una vez congelados se
pulverizaron cmplcando un mortero de
accro inoxidablc previamcnte enfriado en
No liquido. Para la determination de glu
cogeno sc digcricron muestras del polvo
hepatico con KOH al 30 % cn un bano
maria y se prccipito cl glucogeno con eta-
nol al 66 %. Los sedimentos de glucoge
no fueron resuspendidos cn agua y se 

determinaron las concentraciones del po-
lisacarido por el metodo del reactivo de
Antrona (7). Otras muestras del polvo he
patic© se homogeneizaron con tampon de
Tris 50 mM, EDTA 5 mM, NaF 100 mM,
pH 7,8, en un Potter Elvehejem. Pos-
teriormente se centrifugaron a 3.000 X g
obteniendose extractos crudos que se uti
lizaron para la determination de las acti-
vidades enzimaticas. La actividad gluco
geno sintasa se determino midiendo la
radiactividad incorporada al glucogeno
a partir de UDP-Cl4-glucosa segun el me
todo de Thomas et al. (19), modificado
por los mismos autores (20). La actividad
glucogeno fosforilasa (forma activa, me-
dida en ausencia de AMP) se determino
midiendo la radiactividad incorporada al
glucogeno a partir de C,4-glucosa-l-fosfa-
to (10).

Product os y reactivos. UDPG, ATP y
glucogeno procedian de la firma Sigma.
NADP+, hexoquinasa y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa de Boehringer Mannheim.
Tris, EDTA, NaF y antrona eran de
Merck. UDP-C14-glucosa y C14-glucosa-l-
fosfato de Radiochemical Center (Amers-
ham).

Resultados

Niveles de glucosa sanguinea. Duran
te la mayor parte del ano la glucosa san
guinea no varia ostensiblemente sobre una
media de 19,0 ± 5,5 mg/100 ml, con la
exception de tres periodos en que se ha
encontrado un claro incremento (fig. 1).
El primero de ellos tiene lugar en marzo
(40,6 ± 7,2 mg/100 ml). La glucosa san
guinea retorna a niveles mas bajos du
rante los meses de abril y mayo para
aumentar de nuevo durante junio y julio
(32,5 ± 5,2 mg/100 ml). En agosto se
observa un descenso que se mantiene du
rante los dos meses siguientes. En octu-
bre y noviembre se aprecia una nueva
elevation de la glucosa que en este ultimo
mes alcanza valores de 33,4 ± 3,3 mg/
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Fig. 1. Variaclones estacionales en los niveles de glucosa sanguinea.
Cada punto representa el promedio de los datos obtenidos con 10 ranas y el segmento vertical

el error est&ndar.

100 ml. Desde diciembre hasta febrero los
niveles se mantienen practicamente cons-
tantes.

Niveles de glucogeno hepatico. El
contenido de glucogeno hepatico sufre
cambios segun la epoca del ano. El valor
minimo se alcanza durante los meses de
abril y mayo (22 + 6 mg glucogeno/gra-
mo higado). En los meses estivales se ini-
cia una elevacion de los niveles y a partir
de octubre se observa un brusco incre-
mento, para alcanzar los valores maximos
de 115 ±9 mg/g durante el mes de diciem
bre (fig. 2). Durante los meses siguientes
el contenido de glucogeno desciende hasta
alcanzar los niveles minimos en la pri
mavera.

Niveles de actividad glucogeno fosfori
lasa. Los valores medios de actividad
glucogeno fosforilasa (medidos en ausen-
cia de 5'-AMP) obtenidos en el periodo
de agosto a febrero oscilan de 4.6 a 5,4
/zmol glucosa/g higado/min (fig. 2). En 

primavera se observan un increment© de
la actividad glucogeno fosforilasa que al
canza su maximo en el mes de abril, con
valores de 13,5 ± 0,3 /imol glucosa/g/min.
La actividad decrece de nuevo durante
los meses de verano hasta alcanzar los
valores minimos anteriormente citados.

Niveles de actividad glucogeno sintasa.
A partir del mes de mayo se observa un
ligero incremento de la actividad glucd-
geno sintasa total (medida en presencia
de glucosa-6-fosfato), que alcanza en ju-
lio un valor de 0,54 ± 0,02 /unol glucosa/
g/min (fig. 2). La actividad sigue incre-
mentado durante el otono y el invierno
hasta que en el mes de encro se obtienen
los niveles maximos (1,09 ± 0,19 //mol
glucosa/g/min). A partir de este mes la
actividad enzimatica va decreciendo pro-
gresivamente hasta que en el mes de mayo
sc alcanzan los niveles minimos (0.36 ±
0,05 nmol glucosa/g/min).

En la tabla 1 se representan ademas de
los valores de actividad glucogeno sintasa 
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total los de la actividad independiente
(medida en ausencia de glucosa-6-fosfato)
y los porcentajes de forma I obtenidos.
Los niveles de actividad independiente
fluctuan paralelamente a los de actividad 

total. Asi, la actividad independiente es
maxima en el mes de enero (0,27 ± 0,04
/zmol glucosa/g/min) y minima en el mes
de mayo (0,06 ± 0,02 /zmol glucosa/g/
min). Por el contrario, el porcentaje de

MESES

Fig. 2. Variaciones estaclonales en los niveles hepaticos de actividad glucogeno sintasa
(+ G-6-P, *), glucogeno fosforilasa (—5'AMP, k) y glucogeno (y)

Cada punto representa el promedio de los datos obtenidos a partir de 10 ranas, los segrnen-
tos verticales el error estAndar, que s6lo se ha representado en una direccion.

Tabla 1. Niveles de actividad 1 y total y porcentajes de actividad 1 (respecto a la total)
de la actividad glucogeno sintasa hepatica a Io largo del ano.

Valores medios de 10 animales ± E.S.

Mes

Actividad especifica glucogeno
sintasa

//moles glucosa/g higado/min

Porcentaje de
actividad

Independiente

—G-6-P
forma 1

+ G-6-P
forma (l+D) % forma 1

Enero 0,27 ±0,04 1,09±0,19 24,8±6,5
Febrero 0,18±0,02 0,81 ±0,09 22,2±4,2
Marzo 0,11 ±0,05 0,57±0,13 19,0±9,9
Abril 0,09±0,02 0,43±0,07 20,8 ±6,5
Mayo 0,06±0,02 0,36±0,05 17,5±6,6
Junio 0,09±0,02 0,45±0,03 20,0±4,9
Julio 0,10±0,02 0,54±0,02 18,3±3,8
Agosto 0,09 ±0,03 0,50±0,06 17,9 ±6,8
Septiembre 0,15±0,05 0,81 ±0,18 18,9 ±8,9
Octubre 0,14±0,03 0,77±0,08 18,8±5,0
Noviembre 0,20 ±0,06 0,90±0,17 22,0±9,4
Diciembre 0,17 ±0,04 0,85±0,08 20,0 ±5,4
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forma I mas bajo que se observa y que
corresponde al mes de mayo (17,5 ±
6,6 %) no es significativamente diferente
al correspondiente al mes de enero
(24,8 ± 6,5 %).

Discusion

Los niveles de glucogeno hepdtico en
la rana aumentan progresivamente duran
te los meses de verano y otono, alcanzan-
do sus valores maximos al inicio del in-
vierno. Dichos niveles van disminuyendo
a lo largo de esta estacion y en primavera
se alcanzan los valores minimos. Estos
resultados parecen indicar que el gluco
geno hepdtico de estos animales aumenta
sus reservas energeticas para los meses
invernales, posibilidad que ya habia sido
sugerida por otros autores (17, 21). Un
ciclo similar ha sido descrito para R. tem
poraria (14, 17, 21), si bien, puesto que
dichos estudios se realizaron en latitudes
en las que los inviernos son mas largos,
los periodos de acumulo de glucogeno ob-
servados fueron mas prolongados.

Los niveles de glucosa sanguinea sufren
tambien variaciones a lo largo del ano,
aunque no parece poder deducirse ningu-
na relation entre dichos valores y los de
glucogeno hepatico. En otras especies de
rana los niveles de glucosa sanguinea ob-
scrvados oscilan entre 0 y 60 mg/100 ml
de suero (6, 9, 17) y en R, temporaria se
ha descrito un ciclo anual semejante al
observado en R. ridibimda (17).

La actividad glucogeno fosforilasa (for
ma activa) presenta unos niveles maximos
durante los meses de primavera y verano
que desciende a sus valores minimos du
rante el otono o invierno. Estas variacio
nes estacionales son similares a las obscr-
vadas por Pasanen y Koskela (14) en
R. temporaria, si bien los valores abso
lutes de actividad obtenidos por estos
autores (4,03 a 7,15 /unol P/g/min) son
ligeramente inferiores a los medidos por
nosotros. difcrencia que puede ser debida
a los distintos metodos cmplcados para cl 

ensayo de la actividad glucogeno fosfo
rilasa.

La actividad glucogeno sintasa presen
ta niveles mdximos durante el otono e
inicio del invierno que descienden duran
te la primavera y alcanzan sus valores
minimos al final de esta estacion. Los
valores de actividad de este enzima, en
el higado de la rana, son del mismo orden
que los determinados en el higado de re-
nacuajo de R. catesbeiana (1, 2) y en hi
gado de rata (5).

Debe notarse la clara relation existente
entre los niveles de glucogeno, glucogeno
fosforilasa y glucogeno sintasa. El incre-
mento de actividad sintasa durante los
meses de otono esta directamente rela-
cionado con el valor minimo de activi
dad fosforilasa, lo que permite al animal
alcanzar sus niveles maximos de gluco
geno, acumulando las reservas energeti
cas necesarias para el invierno. Duran
te la primavera decrece la actividad
sintasa y aumenta la actividad fosforilasa,
lo que explica perfectamente la disminu-
cion de glucogeno que se observa. Al ini-
ciarse el verano el animal posee niveles de
glucogeno bajos que ira recuperando de
nuevo, ya que a partir de este periodo se
incrementara la actividad sintasa y, al
mismo tiempo, ira decreciendo la fosfori
lasa. Estos hechos ponen de relieve el pa-
pel que juegan la glucogeno sintasa y la
glucogeno fosforilasa como rcsponsables
dircctos de la sintesis y degradation del
glucogeno, respcctivamente, controlando-
sc a traves de la actividad de dichos en-
zimas las reservas del polisacarido.

Debe destacarse el hecho de que el
aumento de la actividad responsable de
la sintesis de glucogeno no se produce
mediante un increment© del porcentaje de
forma I, por una simple conversion de la
glucogeno sintasa de su forma dependien-
te a la independiente. sino que se produce
un aumento paralelo de las actividades
glucogeno sintasa independiente y total.
De esta forma, si bien se alcanzan niveles
absolutes de actividad independiente mas
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elevados. que permiten el aumento de la
sintesis de glucogeno, el porcentaje de
actividad I no varia. Sin embargo, se debe
hacer constar que a pesar de que no se
observan variaciones en el porcentaje de
actividad independiente a lo largo del
ano, se pueden lograr cambios en dicho
porcentaje mediante la administration a
los animates de hormonas y diversos azu-
cares, variaciones que han sido objeto de
un detallado estudio en nuestro labora
torio.
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Resumen

Estudios realizados en Rana ridibunda han
demostrado que el metabolismo hepAtico del
glucogeno, en dicho animal, estS sometido a
variaciones estacionales.

Los niveles de glucogeno hep&tico y de glu-
cogeno sintasa presentan valores que son mtixi-
mos durante los meses de otoiio e inviemo y
minimos en los meses estivales. Por el contra-
rio, la actividad glucogeno fosforilasa presenta
valores maximos durante la primavera y verano
y minimos en otoho e invierno. Los niveles de
glucosa sanguinea sufren un claro incremento
durante los meses de marzo, junio-julio y no-
viembre sobrc el nivel medio del resto del ano,
que es de 19,0 ± 5,5 mg de glucosa/100 ml de
suero.

Los resultados indican que el animal acumu-
la glucogeno durante los meses de otoiio, que
es consumido durante el invierno. Los niveles
de glucogeno estan en directa proporcion con
los niveles de glucogeno sintasa (forma I y to
tal) y estan inversamente relacionados con los
de actividad glucogeno fosforilasa (forma fos-
forilada), lo que sugiere un control directo de
los niveles de glucogeno por estos enzimas.
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