CATEDRA DE BIOQUIMICA Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS
(Prof. Dr. JUSTINO BURGOS GONZALEZ)

COMPOSICION LIPIDICA Y CONTENIDO EN ACIDOS GRA-

SOS DEL MUSCULO Longissimus dorsi DE CORDEROS DE

RAZA «CHURRA» (4-6 SEMANAS); CAMBIOS EXPERIMEN-

TADOS EN LOS ANIMALES AFECTOS DE MIODISTROFIA
NUTRICIONAL ENZOOTICA*

Por J. Zumalacdrregui Rodriguez
y J. Burgos Gonzdlez

INTRODUCCION

Tanto las distrofias de tipo hereditario como las nutricionales suelen ir
acompafadas de un aumento en el contenido lipidico intramuscular.

En la distrofia hereditaria del pollo se ha demostrado un incremento
considerable del contenido lipidico que es especialmente acusado en la de tipo
atrofico (JORDAN y col. 1964; PETERSON y col. 1968; PETERSON y LYLIBLADE, 1969;
CHio y col. 1972).

El incremento del contenido lipidico intramuscular ha sido sefialado tam-
bién en los conejos (GOETTSCH y BROwN, 1932), cobayos (GOETTSCH y PAPPENHEL
MER, 1931) y ratones (PAPPENHEIMER, 1948) afectos de avitaminosis E y en los
terneros afectos de distrofias nutricionales de bresentacién enzooética (POukka,
1966) o de origen experimental (BLaxTER y WoOD, 1952).

En la distrofia de tipo nutricional de los terneros las fracciones lipidicas
que mayor incremento sufren son los triglicéridos y el colesterol libre (Poukka,
1966).

Estudios de este tipo son muy escasos en los dvidos, especialmente en los
afectos de distrofias nutricionales; en las de origen experimental solamente se
conoce las variaciones inducidas en la composicion en dcidos grasos de la
grasa total (ERWIN y col. 1961; PENDELL y col. 1969) o de los fosfolipidos totales
(DEMILLE y col. 1972).

* Este trabajo forma parte de algunas investigaciones descritas en la tesis doctoral de la que

es autor don José Zumalacdrregui Rodriguez.
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MATERIAL Y METODOS
1eia de los animales y la preparacion de las muestras es

j i ARREG 0s, 1976).
idéntica a la descrita en un trabajo previo (ZUMALACARREGULY Bt !l\( 1970
. H H 0y - S QS > -\ iLl O
La extraccion y purificacion de los lipidos presentes en el musc

La proceder

realizada siguiendo la técenica de Forciy col. (195 )’
El fraccionamiento de los lipidos totales se Hevo a ¢ atogral
| usandose como eluyentes las siguien-

abo por cromatografia
en columna de acido silicicol/celita (1/1),
tes 3 fases moviles: cloroformo, para arrastrar '
. ) ‘ gy & ey 1 % g - . H I)S.
ys elicolipidos 'y metanol para arrastrar los f()binll‘pl( ' 1 .
fra utros y fosfolipidos se Heva a cabo por
i ili K - las cromatogra-
cromatograffa en lamina fina cobre silica gel typ 60 y PE 254; la g
N 3 S
on en las siguientes zelas de disolventes:
fias se desarrollaron en las siguientes me g de © N o)
troleo/éter otilico/dcido acético (8U2U71).

Jos lipidos neutros. acetona para

eluir lc ba
El fraccionamiento de los lipidos ne

lipidos neutros: éter de pe ‘ o
fosfolipidos: cloroformo/metanol/agua (65/25/4). R
‘ | revelado de las laminas finas fueron
cicuientes: lodo, acido sulfarico, ninhidrina (WAGNER Y (-nl.4196}),]‘“»1(]1;:]-:»(128
p:tési('n. azul de molibdeno (DITPMER Y Ll-:s’:l‘l«:l{. 1964). rodar .
periodato-Schitf (Stiaw, 1968) y leuco-azul de metileno. -

La cuantificacion de los distintos (‘nmpn.nt"n.les se lle.w; a (‘1)' .egada

1) Los triglicéridos, hidrocarburos y glicéridos pal(’iz;;;) por pes .

2) El colesterol por la téenica de M()()I.{F y B\L'\I'W( - o
es por titulacion con NaOH 0.01N, teniendo e

Los reactivos empleados para e

3) Los dcidos grasos libr .
cuenta el peso molecular del acido graso promedio.

4) La ubiquinona por el método de CrANE (1959). . S

5) Los distintos fosfolipidos por el contenido en fosforo, determina
segun el método de CHENY col. (1956).

‘ormacio > los ésteres me

Para la formacion de los ¢és Cos : R
sarte de los glicéridos y fosfolipidos se utilizo el método de [ldl]h(‘st(:lfl((

s B y ) ici asos libres la de SCHEENK
ll Snenaiy y col. (1970) y para la de los acidos grasos libres la de SCHLENKY
de Sie .

GELLERMAN (1960).

ificacio o eantificacion de los ésteres metilicos de
Para la identificacion y posterior cuantificacion de |

tilicos de los dcidos grasos que forman

) ! . sases «Perkin-Elmer» mod.
los acidos grasos se utilizo un cromatografo de gases «Perkin-Eh l !
0% ac S grasos s Va4 e olicol - succi-
F-11; se emplearon columnas de vidrio cargadas con dietilen - glic
115 ¢

AC ate ‘ sxametil-
nato sobre CROMOSORB (80-100 mallas) lavado al dc ido y tratado con hexa

disilazano.
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Las condiciones de la cromatografia fueron las siguientes:

Flujo de nitrégeno: 35 mls/min.

Flujo de aire: 300 mls/min.

Flujo de hidrégeno: 32 mls/min.

Temperatura del bloque de inyeccién: 215°C.

Temperatura del detector de llama: 210°C.

Velocidad de la carta: 5 mm/min.

Programa de temperatura: 100-190°C o 100-180°C hasta el C-18:2 y des-
pués 190°C (utilizando siempre un incremento de temperatura de 8°C/min).

Para la identificacion del colesterol (basada en los tiempos de retencién de
la fraccién esteroles libres sometida a cromatografia en fase gaseosa) se usaron
columnas de vidrio rellenadas con SE-30 al 1 % sobre Gas-Chrom Q (80-100
mallas). Las condiciones de la cromatografia fueron las siguientes:

Nitrégeno: flujo de 95 mls/min.

Aire: flujo de 200 mls/min.

Hidrogeno: flujo de 90 mls/min.

Bloque de inyeccién: 230°C.

Detector de llama: 235°C.

Temperatura de la columna: 211°C (desarrollo isotérmico).

RESULTADOS
Contenido lipidico total

El contenido lipidico total del miisculo Longissimus dorsi de corderos
sanos. y distréficos queda recogido en la Tabla I. La Tabla II recoge el
contenido total en lipidos neutros, glicolipidos y fosfolipidos.

TABLA 1
Contenido lipidico total en el misculo «Longissimus dorsi» de corderos sanos y en-
fermos, expresado en términos de grs/100 grs de misculo

Controles Distrificos
7

Jd 1,77 A 2,91
2 2,39 B 2,26
3 2,06 C 2,44
4 2,03 D 2,80
5 2,31 E 2,88
6 2,36 F 3,99

G 2,82

H 3,62
_X 215 2,96
D.T. 0.23 0,57
«t» 3,616**
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TABLA 11
Contenido total en lipidos neutros, glicolipidos y fosfolipidos del misculo «Longissi-
mus dorsi» de 6 corderos sanos y 8 afectos de la miodistrofia nutricional enzoética,
obtenidos a partir del extracto lipidico por fraccionamiento en columna de acido
silicicolcelita (1/1). Los resultados se expresan en términos de mgs/100 grs de misculo
y en porcentaje del extracto lipidico total

mys/100 grs de musculo % del extracto lipidico
Sanos Distroficos Sign. Sanos Distroficos Sign.
Lipidos neutros 961,0 1.897.,9 P<0,01 44,3 62,9 P<0,001
+185,4 +583,1 +4.4 +7,9
Glicolipidos 50,3 52,0 P>0,05 2,1 1,6 P>0,05
+40,3 +35,0 +1.6 +0,9
Fosfolipidos 1.141,3 1.014,5 P>0,05 53.4 35,36 P<0,001
+66,7 +154,8 +5,6 +8,9

Identificacién de los distintos lipidos neutros

ficacion de los distintos componentes
de la fraccién lipidos neutros (eluidos de la columna de cido silicico-celita con
cloroformo) se llevo a cabo por cromatografia en lamina fina.

Para la caracterizacion de los diversos componentes S€ depositaron alicuo-
tas en 4 laminas finas de silica gel y se ‘desarrollaron unidimensionalmente
utilizando como fase mévil la descrita en material y métodos. Junto con
patrones de tripalmitina, acido oleico, colesterol, oleato de colesterol, mono y
diglicéridos y ubiquinona (Q-10).

Una -placa fue revelada con iodo, otra con acido sulfarico, una tercera con

rodamina 6G y la cuarta con el reactivo de leuco-azul de metileno; se detecta-
s sanos como en los de los enfermos 9

La identificacién y posterior cuanti

ron tanto en los musculos de los animale
componentes diferenciables por su comportamiento cromatografico (Fig. D).

La identificacion de cada uno de los componentes s€ baso en primer lugar
en la identidad de sus Rfs con los de los patrones utilizados, identificandose
exclusivamente por este método los monoglicéridos (mancha n.* 9), los diglicé-

ridos (n.” 8), los triglicéridos (3) y los acidos grasos libres (5); para la identifica-

cion del resto de las manchas se tuvieron ademas en cuenta los siguientes

criterios:

1) La mancha n.’ 6 mostré color rojo frente al reactivo de acido sulfurico
en los primeros minutos de calentamiento; extraida de las ldminas finas y
disuelta en etanol mostré un espectro ultravioleta inespecifico; cromatogra-
fiada sobre Gas Chrom Q, en las condiciones descritas en material y métodos,
mostré un solo pico con un tiempo de retencion idéntico al de una muestra
patron de colesterol. Fue identificada como colesterol libre.
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1
Fig. 1.-Cromatografia en ]émzina fina d: ili :. G ; ; ; :
STomatogr lamina de silica gel «G» de dos mu ipi
patmn:sué[:-Ln(:sz)s“nél'“]'dqn?l de corderos sanos y enfernfs;rarsegee!:ltpldos to. o o
(7) y oleato de cules)t]er(l)ig (lg;zr;dr;:;litla)’(ic”[emero} @), dcido oleico (g) d_"la(;"(%’)“et’rig‘a';;{:?“"
; o e o . ) folestero, cid E ) (6), itina
éter etilico - dcido acético en las prup(»rcio)ne‘; (%SO?;SOI‘;” i mescla de €t ge petroleg -

2) La man
cha n. 7 fue imposi
. posible de sepa d
e . ¢ parar de la n.? 6, dan
st olesterol, impurificadas por este componente, en 1 oy
: ase gaseosa un solo pico (el del colesterol) ’  eromatogre
) La manch o irio l .
ek e mar t'la n. 4 adquirié un color azul intenso con el reactivo de
oozl de 2(;51 eno; disuelta en etanol mostré un espectro ultravioleta co
mn que descendia i i .
un mixmo , en intensidad y se desplazab i
: dia plazaba h
Sic:. N f)nda mas largas al afadir unos cristalitos de borohid am’a
,Pque 6 asi demostrado que contenia ubiquinona R
ara identifi i .
o ot ui((;ar ;1 homélogo presente se impregnaron placas de silica gel
en parafina 1(()1 ad( OLLIGER, 1962) se depositaron alicuotas procedentes t(:::le
cada uno s corderos y patrones de Q-10, Q-9 y Q-5. Las ldminas d
te los . s desarro-
adas en un: metz';:la de Ecetona/agua (95/5) se revelaron con el reactivo de
- etileno, observandose qu iqui
‘ e la ubiqu
oncoazul de mes q quinona presente en ma
Q-10, aunque en algunas muestras se detectd, asi mism Y(l)r
’ 0, l1a

presencia de Q-5 en cantid
) ades qu i
contenido de ubiquinona. que oscilaban entre un 10 y un 30 9% del
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] TABLA IV
4y L manchas n.® 1y 2 fueron imposibles de separar en lamina fina, Niveles de ubiquinona (Q-10) en el misculo «Longissimus dorsi»
as c .

])()] (4] ue se sometio con untame d vVerso n llSlb p”Sterl()IeS- La man-
q mente a 1 S0S ana

o ] . f . . ~1 ][w . -6 .

Clla n. mostro rente dl reactivo de acido sulturico una COlOIaCl n IO]lza,
. . l .

de][l()stlalld()se p()l 10 tanto la pleSCllCla e ésteres de eSteIOleS. Controfes

de corderos sanes y

expresado en términos de ugrs/gr de misculo

Distroficos
. op el insa- 1 31.0 N "
El material de ambas manchas fue conjuntamente ljapo.r:ilflcado ymaltoura ! 110 ; "
ili : 6 obtenido se cro gra- 2 0 3
ifi i éter etilico, el extracto etéreo ¢ : | e
ponificable extraido con et > 11, eluyéndose con éter de ) 39.2 c i
de alumina grado Brockman , ’
o e e ial fue eluido con éter de petréleo, 5 = D s
petroleo y éter etilico. Parte del materlab u o con Aot e b 5 i3 : it
iza como hidrocarburos; y otra i s
Carac{enzan‘flose . tamort() como la mancha n.® 6. El extracto acuoso se ¢ 5
e e s Ro j ster etilico, obteniéndose
acidificé con CIH hasta Rojo Congo y se extrajo ;:on é , - ~ =
on € - D.T. 5.9 7
ici fraccion ésteres de esteroles . . ’ |
et grasos’ . las manchas 1y 2 estaban constituidas por hidro- “ -
Se consideré pues que 1 : vidas por bidve-
carburos, colesterol esterificado y otros lipidos de polaridad similar (
k]
liisoprenoides). A
po Lp valores medios alcanzados por todos estos comp?nemes de la ' Hdomtifeacicn do 1o F—
OS da recogida en la Tabla III. El contenido en Q-10 se recog
lipidos neutros queda re

Muestras de los lipidos polares eluidos con metanol en la columna de
en la Tabla IV.

dcido silicico-celita se cromatografiaron en liminas finas de silica gel,

se
desarrollaron unidimensionalmente segin se describe en material y métodos
e lipidos neutros en el junto con patrones de lisofosfatidilcolina, cardiolipina, fosfatidilcolina, esfin-
.z ipidos - es . dilc .
| medios alcanzados por los componentes de la fraccién psados cutres en o el fosfandllserma, ofaidlclna,
- orels Longissimus dorsi» de corderos sanos y distréficos, expre
miusculo «Lo

y fosfatidiletanolamina (Fig. 1I). .
§ componentes se tuvo en cuenta,
mpuestos patrén, la respuesta frente

lle mgs, 100 s de lnusculo porcenta_]e del extracto llpldlco lotal Y porcen!a|e del
:4 / g ]

Para la caracterizacién de los distinto
total de lipidos neutros

ademads de los Rfs similares a los de los co

. o lipidico % del total de lipidos neutros a los siguientes reactivos: azul de molibdeno, iodo-ioduro potisico y ninhi-
mgs/100 grs de m.l'lsc‘ullj ‘ Svu:iex"mw[):;m‘,ﬁcns Sanos Distrificos drina.

Componentes Sanos Distraficos o 5.0 Todos los compuestos se mostraron positivos frente al reactivo de azul de
Clicéridos 27,23 48,45 J)g; ii’llg +0.86 +1,92 molibdeno; las manchas n.® 3 y 4 dieron bositivo frente al reactivo de ninhi-
parciales +9,28 +27,53 - 62 478 drina (se identificaron como fosfatidiletanolamina y una mezcla de fosfatidili-
Colesterol 75,38 83,64 +g,2§ r(z)gl; 11:48 +1.48 nositol y fosfatidilserina);
libre +11,40 +24,10 =4

las manchas n.° 5, 6 y 7 reaccionaron frente al
reactivo de iodo-ioduro potdsico (

se caracterizaron como fosfatidilcolina, esfin-
. 54.60 81,00 2,68 2,94 6,23 i;i? gomielina y lisofusfatidilc‘oli.n'fl). La mancha n.° 2 no fue identificada ylanol
Acidos grasos :27:30 +23,25 +2,24 +1,04 +3,46 : se caracterizé como cardiolipina.
libres 000 1.50 5.08 2,40 Los valores alcanzados bor estos componentes queda recogido en la Tabla V.

1 47,07 57,67 73,58 c o ..
Triglicéridos +523,23 liggg‘ig figs L1106 +7.07 +7,68 omposicion en dcidos grasos
+168, s 2.10 3,12 1,85 El contenido en 4cidos grasos de las distintas fracciones que los contienen

Ester de 28,56 fggg +0.92 :0238 +0,55 +0,88 queda recogido en las Tablas VI (lipidos neutros de los corderos sanos), VII
colesterol o h 16,24 9,93 (lipidos neutros corderos distréficos), VIII (fosfolipidos corderos sanos) y IX
Hidrocarburos 4153222 j?g;g i;gg iggg 4_-5:78 14:15 | (fosfolipidos corderos distréficos).
y similares =4 >
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Fio. 2.-Cromatografia en lamina fina de silica gel «G» de dos muestras de fo'sfolipid‘os (1-&3)3(2
e musculo Longissimus dorsi_de corderos sanos y enfermos, fes;)lgctlvgmtfan fef;ﬁjdilinosim]
patrones de: lisofosfatidilcolina (1), esfingomielinfa (i)i fosfa;ndll'co m(g)( y), c(;idiolipina )
eri i idiletanolamina ,
tidilserina (6 y 7 respectivamente), fosfatidile ardi
)e]mf;;lsefzr:d:) Scomo fase movil una mezcla de cloroformo - metanol - agua (65-25-4).

DISCUSION

Contenido lipidico total
L. , el
El contenido lipidico intramuscular de los évidos varia con la edad y

plano nutritivo. ‘ ’ .
Los animales analizados a lo largo del trabajo ofrecian un contenid

lipidico intramuscular en el Longissimus dorsi que concuerda plena(rinent:la zon
las cifras dadas por LAWRIE (1966) para corderos de 9 semanas de edad Yy

mantenidos en un plano nutritivo alto.
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TABLA V
Valores alcanzados por los componentes de la fraccién fosfolipidos en el musculo
«Longissimus dorsi» de corderos sanos y distréficos, expresados en porcentaje del
fosforo lipidico total

Componentes Sanos Distroficos

Sign.
LFC 4,71 3,78 P>0,05
+2,95 +2,79
ES 7,36 11,16 P>0,05
+3,87 +4.81 '
+6,73 +6,71
FC 32,61 27,86 P=0,05
+6.73 +6,71
FI + FS 6.83 8,40 P>0,05
+3,16 +4,13
FE 31,93 31,27 P=0,05
+8,37 +9,30
N. L. 5,05 6,55 P>0,05
+3.75 +2,90
C 11,43 10,61 P>0,05
+3,77 +3,58

LFC: Lisofosfatidilcolina; ES: Esfingomielina; FC: Fosfatidilicolina; FI + FS: Fosfatidilinositol + Fosfatidilserina: FE: Fosfatidile
tanolamina; N. L: No identificada y C: Cardiolipina.

Los corderos afectos de miodistrofia nutricional enzoética ofrecen una
elevacion del contenido lipidico que representa un incremento del 38 % sobre
la tasa media de los animales sanos. Esta observacién concuerda con las
hechas por otros autores en animales afectos de distrofias hereditarias (JORDAN
y col. 1964; PETERSON y col. 1968; PETERSON y LYLIBLADE, 1969; CHIO y col. 1972)
asi como en la miodistrofia nutricional del conejo (GOETTSCH y BROWN, 1932),
del cobayo (GOETTSCH y PAPPENHEIMER, 1931) y de los ratones (PAPPENHEIMER,
1948). En los rumiantes las dnicas observaciones previas de esta naturaleza
publicadas se refieren a terneros con miodistrofia nutricional enzoética
(Poukka, 1966) o experimental (BLAXTER y WooD, 1952); el incremento en el
contenido lipidico que estos autores observan es del mismo orden que el
hallado en este trabajo.

La Tabla II pone de manifiesto que el incremento del contenido lipidico
intramuscular tiene lugar a expensas exclusivamente de los lipidos neutros que
alcanzan cifras practicamente dos veces mas altas en los animales enfermos
(1.897 mgs/100 grs de misculo) que en los sanos (961 mgs/100 grs de musculo).

Los datos de Poukka (1966) para terneros afectos de miodistrofia nutricio-
nal enzoética permiten calcular la multiplicacién por un factor préximo a 2 de
los lipidos neutros, pero observa también un incremento en la tasa de fosfoli-
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TABLA VI
Acidos grasos de los distintos componentes de la fraccién lipidos neutros del misculo
«Longissimus dorsi» de corderos sanos (valores expresados en % sobre el total de
acidos grasos)

Acidos
grasts G. P. A.G. L. L. A. Q. Tr. E. E.
C-10 1,29 0,53 1,92 0,49 0,67
C-11 = - = = 0,24
C-12 1,79 2,41 1,86 1,65 0,93
C-13 = = = 0,30 0,82
C-14 6,68 4,37 6,73 6,13 2,85
C-14:1 2,18 0,44 1,72 0,45 1,21
C-15 2,70 1,93 1,23 0,86 0,99
C-15:1 2,58 1,13 5,98 0,37 1,37
C-16 23,21 20,73 18,50 24,82 15,15
C-16:1 7,88 6,21 6,09 3,13 6,82
C-17 0,69 0,96 0,85 0,93 1,43
C-17:1 2,51 1,12 1,28 0,96 1,23
N. L. = - - = 0,21
C-18 13,19 12,60 7,42 12,81 14,36
C-18:1 31,71 35,22 22,28 41,74 33,95
C-18:2 3,99 3,99 1,88 2,69 1,66
C-19 = = = = 0,99
C-20 = - 5,59 - -
C-18:3 0,66 4,49 1,37 2,15 3,00
C-20:1 0,47 = = 0,59
C-20:2 = 0,18 3,99 - 1,21
C-20:3 - 0,22 = - =
C-22 = 0,14 = = -
C-20:4 = 2,55 8,18 - 1,66
N. L - 0,76 0,91 = 0,88
N. L. - 0,36 5.03 = 0,72
C-24 = - = - 7,19
C-22:5 - 0,97 - = =
C-22:6 0,53 = - -

G. P. = Glicéridos parciales; A. G. L. = Acidos grasos libres; L. A. Q. = Lipidos acompafiantes de la ubiquinona; Tr. =

Triglicéridos; E. E. = Esteres de esteroles.

pidos del orden del 17 %. En los corderos por nosotros examinados se eviden-
de la tasa global de fosfolipidos.

cia, en cambio, una gran constancia
lores medios idénticos en los

Los glicolipidos se mantienen también en va
animales sanos y enfermos; se observa, sin embargo, enormes oscilaciones

entre los animales pertenecientes a un mismo grupo, que es probable que se
deban a insuficiencias en el método de determinacion usado (pesada).

Lipidos neutros

Como era de esperar, el conjunto de los lipidos neutros se halla dominado
por los triglicéridos, cuya tasa se halla considerablemente incrementada en los
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Cl s de los “« -
A do d dist
intos componentes de la fl'acclon llpldOS neutros del musculo « Lilll
1sslmus d()rSl» d d V. 0! n % sobre el total d a
g € corderos enfermo: ( alores expresad S € d
€ acidos

grasos)
Acidos
frasos G. P. A. G. L. L. A Q. Tr E
. . E.
C-10
2,
c10 02 0,56 2,40 0,65 0,50
C-12 9 3 3 ’
c1z 274 1,19 3,13 1,53 3;3
C-14 9,26 1 6 028 081
cl 226 2.81 9,06 9.98 2.
Cla1 109 0.30 1,40 0,42 N
C150 L7 0,04 0,75 0,64 0o
cls 247 0.64 2.80 0,28 (1)’86
cls 643 15.61 20,13 24.53 15'41
C-16 . 3,86 5,64 2,53 o
cr 3,32 0,78 0,68 0.67 oo
c1r 96 0.79 1.82 0.75 g?g
C-18 7 5 3 ’
10,14 12,27 Tos
C-18:1 ' 508 " .
cls1 212;;9) 38,72 23.95 41:22 ;;(1)2
cs 60 6.71 2,33 2,30 2.77
C-20 - - 4 - 21
C-18:3 3 206 3 |
0,72 3,49 0
C-20:1 ’ 00
C-20:2 5 o 8 - 3’70
canz - 0.14 1,48 - 3’2313
C-20:4 : 6 _
Ca0 - 6,41 7,06 - s
N. L - 03 5 - 3’86
N1 - 0.34 2,25 - 22?
C-22:5 = 1 _ - o4

G. P. = Glicéridos parei
Ll iy s parciales; A. G, L. = Acidos grasos libres:
Triglicérides: E. E. ~ Esterce de estoroles. cidos grasos libres; L. A. Q. = Lipidos acompafiantes de la ubiquinona; Tr. —

anim e L1
mﬁsce:lllf:)sr::r;r:f:iz: multiplicindose el porcentaje que del peso total del
e o mep e dpor un flau‘:tor de 2,6. JORDAN y col. (1964) han especulado
oty oo mﬁscilguii.e |f1(‘:rement0 en las tasas de triglicéridos experi-
oo bor los miis s 1str0f|c.os‘ sea consecuencia del metabolismo de las
T se,acl]ue condl’lcma a la produccién de grandes cantidades
o Poel wod due s d:le;c'enarl.an en forfna de triglicéridos. Sin embargo en
pomenlins ot s losid dlslrofu'is hereditarias el actimulo de triglicéridos
PRy COla 19e72un incremento en la capacidad de sintesis de
s asreres (STRICKL);ND 3 l ) y un descenso de la velocidad de oxidacién de
e o 1. y co }?70). Es muy probable que a la misma caus
cimulo de triglicéridos en las miodistrofias nutricionales ya qu:;l
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TABLA VIII
Acidos grasos de los distintos componentes de la fraccion fosfolipidos del misculo
«Longissimus dorsi» de corderos sanos (valores expresados en % sobre el total de
acidos grasos)

TABLA 1X
Acidos grasos de los distintos componentes de la fraccién fosfolipidos del misculo
«Longissimus dorsi» de corderos enfermos (valores expresados en % sobre el total de
acidos grasos)

Acided LFC ES FC FI + FS FE N. L c
grasos
- 1.60 - - - - -
1,95 1.53 0,45 0,48 - 0,52 0,4-8_
1.17 = - - = = B
1,06 0,64 0,25 - = B
0,60 0,69 0,16 = - -
18,17 24,06 18,32 7,11 2,45 3.35 1,96
4,87 2,40 0,96 1,58 0,81 1,93 2,28
1,98 1,17 0,78 1,18 0,58 = -
2,18 0,94 0,71 0,81 0,67 1,46 1,37
14,39 15,17 14,76 23,54 17,88 10,93 3,81
31,73 36,60 35,38 27,84 25,83 24,60 20,90
12,53 9,26 10,70 7,95 8.82 27,56 51,24
: 2,08 1,83 2,89 1.68 1,45 6,74 8,39
: = 0,37 0,24 0,56 = - .
: ) 0,68
: - 0.98 1,79 4,24 3,63 0,49 3
. - 0,17 1,06 1,05 0,93 0,74 g,g?{
’ 13,26 )
-20: 8,06 2,94 6,32 12,54 22,08 )
2 = 0,59 2.18 3,10 4,42 2,53 0,77
- 0,40 0,21 1,55 2,75 0,49 0,59
C:2é'5 — 0,77 2,35 3,52 6,28 3,75 1,81
C-22;6 - 0,47 0,81 1,43 3,76 1,22 0,82

LFC = Lisofosfatidilcolina; ES = Esfingomielina; F1 + FS = Fosfatidilinositol + Fosfatidilserina; FC = Fosfatidilcolina; FE =
Fosfatidiletanolamina; N. 1. = No identificado; C = Cardiolipina.

como ha sido demostrado en un trabajo previo (ZUMALACARREGUI y BURGOS,
1976) estd deprimida su capacidad de oxidacién de los acidos grasos. .

En la composicién lipidica de los miisculos sanos siguen en importancia
cuantitativa a los triglicéridos el conjunto formado por los hidroca‘rburos y
otros lipidos de polaridad similar; en términos de mgs/100 grs de IT’IUSCUIO su
tasa no se modifica significativamente en los animales enfermos;.SI, en cam-
bio, en términos del % que representan respecto del total de lipidos neutros
dado el notable incremento experimentado por los triglicéridos.

El contenido en colesterol total del misculo Longissimus dorsi alcar;za un
valor medio de 103,95 mgs/100 grs en los animales sanos, en los animales
distréficos la media sube a 113,84 mgs/100 grs, pero las diferencias no son
estadisticamente significativas.

Es de notar el hecho de que estos resultados contrastan con las obse‘rva?-
ciones de JORDAN y col. (1964) que ofrecen incrementos muy nota.ble's (multipli-
cacién por un factor de 15) en pollos con miodistrofia h.eredltarla; Poukka
(1966) encuentra también multiplicado por un factor préximo a ’2‘1a tasa de
colesterol en los terneros afectos de miodistrofia nutricional enzoética.
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;:;:S:: LFC ES FC FI + FS FE N. L C

C-12 = 0,57 - - = = -
C-14 1,76 1,43 0,43 0,34 = 0,46 0,31
C-14:1 0,49 = = = - = =
C-15 0,88 0,54 0,27 = = = -
C-15:1 0,59 0,17 0,11 = = - =
C-16 21,01 23,85 17,64 6,31 3,05 3,95 2,23
C-16:1 3,34 1,33 1,01 0,76 0,51 1.64 1,64
C-17 0,68 0,91 0,78 0,59 0,36 - -
C-17:1 3,20 0,81 0,58 0,69 0,64 0,82 1,20
C-18 16,49 18,58 17,64 27,81 15,06 10,23 3,71
C-18:1 28,24 32,42 28,42 23,63 19,66 23,29 20,29
C-18:2 12,05 9,52 10,26 7,85 6,84 35,54 55,66
C-18:3 1,54 1,00 1,64 0,83 1,03 2,84 5,05
C-20:1 = 0,35 0,37 0.78 0,56 = 5
C-20:3 = 1,39 1,80 2,64 1,45 0,92 0,51
C-22 - 0,43 0,99 2,64 0,65 0,57 0,63
C-20:4 8,55 5,63 11,66 17,23 28,84 14,35 5,75
N. L = 0,61 1,76 1,30 3,49 1,79 0,48
N. L - 0,66 0,48 1,53 2,86 0,55 0,41
C-22:5 = 0,98 2,91 4,10 10,17 2,38 1,40
C-22:6 = 0,58 1,26 2,02 4,74 1,01 0,79

LFC = Lisofosfatidilcolina; ES = Esfingomielina; FC = Fosfatidilcolina; FI + FS = Fosfatidilinositol Fosfatidilserina; FE =
Fosfatidiletanolamina; N. L. = No identificado; C = Cardiolipina.

Todos los autores parecen estar de acuerdo en que la mayor parte del
colesterol intramuscular de los mamiferos se halla en estado libre; difieren
notablemente, sin embargo, en cuanto al porcentaje que la forma esterificada
representa con respecto al colesterol total, asi Tu y col. (1967) cifran la tasa de
colesterol esterificado en un valor medio del 6 % tanto para los bévidos como
para los cerdos; Poukka (1966) obtiene cifras del orden del 33 % en estado
esterificado en los adductores de los terneros.

En los corderos sometidos al estudio que describimos en este trabajo el
colesterol esterificado representa algo mis de 1/4 del colesterol total (el 27 9%
en los animales sanos y el 26 % en los distréficos). No se observan pues
diferencias significativas entre los animales sanos y dfstréﬁcos, ni en la tasa de
colesterol total por 100 grs de misculo, ni en el porcentaje del mismo que se
encuentra esterificado. I

La tasa media de acidos grasos libres es en términos de mgs/100 grs de
misculo de 54,60 en los animales sanos y de 81,00 en los distréficos y en
términos de porcentaje del extracto lipidico total de 2,68 % y 2,94 % care-
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ciendo de significacion estadistica las diferencias observadas debido a la gran
variacion individual.

No hemos encontrado en la bibliografia consultada datos con respecto al
contenido en acidos grasos libres en el musculo de los ovidos; si .se poseen
datos, en cambio, en cuanto al contenido en los musculos df: los b()vu.los en los
que se han encontrado cifras tan dispares para el Longissimus dorsi como el
0,1-0,2 % del contenido lipidico total (Hoob y ALLEN, 1971) y el 4,7-7,5 %
expresado en los mismos términqs (THRALL y CRAMER, 1971). .

Los glicéridos parciales suponen en los corderos sanos una' tasa media de
27,23 mgs/100 grs de musculo, aumentando esta tasa media hasta .48,‘4.5
mgs/100 grs en los animales enfermos, pero las diferencias carecen de signifi-
cacién estadistica dada la gran variabilidad individual en ambos grupos de

imales.

ammle_l,a tasa media de ubiquinona (expresada en términos de Q-10) es d_e .37,6
microgramos/gr de misculo en los animales sanos, cifra ligvra’meme inferior a
la que para los musculos esqueléticos de los corderos de 3 dias df.i edad dan
LeSTER y CRANE (1959) y del mismo orden que POUKKA (1968b) obtiene en los
adductores de los terneros de 1-4 semanas de edad. Al igual que observa este
Gltimo autor en los terneros con miodistrofia nutricional enzodtica, tampoco en
los corderos se observa diferencia alguna en la tasa de Q-10 entre los misculos
de los animales sanos y enfermos.

Es interesante observar en este sentido que la influencia del selenio y la
vitamina E de la dieta en el contenido en ubiquinona de los tejidos animales,
ha sido objeto de numerosos estudios (véase la revision de HEMMleG y PENNOCK,
1965); los resultados obtenidos por los distintos grupos de investigadores son,

sin embargo, enormemente contradictorios.

Fosfolipidos

Nuestros resultados, en lo que a los animales control se refiere, coinciden
en general con los obtenidos por Dawson (1960) en los musculos esqueléticos
de los 6vidos y por BoDY y col. (1966) en los fetos ovinos a término.

Las diferencias mas apreciables entre los datos recogidos en este trabajo y
los de los autores citados se refieren: 1) a la fosfatidilcolina que en los corderos
sanos examinados en este trabajo representa el 32,61 % del total de los
fosfolipidos, en el de DawsoN el 45,6 % y en el de Bobny y col. el 44,6 % y 2) a
la cardiolipina; BoDY sélo observa trazas y DAWSON cita porcentajes del 5.,6 %
con respecto a los fosfolipidos totales y en los corderos a que este trabajo se
refiere alcanza el 11,4 %.

La composiciéon de la fraccion fosfolipidos es en los musculos de los
animales enfermos practicamente idéntica a la de los sanos. Se observa, sin
embargo, en los animales distréficos un descenso de la fosfatidilcolina y un
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aumento de la esfingomielina, pero ambas variaciones carecen de significacion
estadistica. En este sentido nuestras observaciones estdn de acuerdo con las
de Poukka (1968a) en los terneros con miodistrofia enzoética.

Una de las teorias corrientes sobre las distrofias musculares atribuye la
causa primaria de las mismas a la alteracién de las membranas musculares
(WEINSTOCK, 1966; SRIVASTAVA, 1968); dadas las funciones que en ellas desem-
peiian los fosfolipidos, podrian tener cierta importancia los cambios en su
contenido total y en la composicién de la citada fraccién de los lipidos polares.
Las alteraciones en la composicién de la fraccion son, sin embargo, tan
pequefias en las distrofias hereditarias y nutricionales que es dudoso que
puedan traducirse ni siquiera en un dafio a la membrana. Debe, sin embargo,
considerarse el hecho de que todos los estudios citados, al igual que el objeto
de este trabajo, investigan el contenido en fosfolipidos totales del musculo
globalmente considerado y no el de las estructuras membranosas individuali-

zadas, en alguna de las cuales pueden darse cambios més profundos que los
detectados en estos estudios globales.

Composicién en dcidos grasos
Corderos normales

a) Lipidos neutros.

La composicién en acidos grasos de todos los tipos de lipidos neutros es
muy similar. En los corderos sanos domina en esta fraccién el C-18:1 (41,64 %
en los triglicéridos, 35,22 % en los acidos grasos libres, 33,95 % en los ésteres
de colesterol, 31,71 % en los glicéridos parciales y 22,28 % en los lipidos
acomparfiantes de la ubiquinona). Sigue a éste en importancia cuantitativa el
C-16:0 que alcanza las tasas mas altas en los triglicéridos (24,82 %), en los
glicéridos parciales (23,21 %) y en los 4cidos grasos libres (20,73 %) y las mas
bajas en los lipidos acompafiantes de la ubiquinona (18,50 %) y en los ésteres
de colesterol (15,15 %).

El C-18:0 es el tercero de los acidos grasos en importancia cuantitativa en
todos los componentes de esta fraccion (14,36 % en los ésteres de colesterol,
13,19 % en los glicéridos parciales, 12,81 % en los triglicéridos, 12,69 % en los
dcidos grasos libres y 7,42 % en los lipidos acompanantes de la ubiquinona).

Ofrecen valores cuantitativamente importantes también en todos los com-
ponentes individuales de los lipidos neutros el C-14:0 que alcanza tasas osci-
lantes entre el 4 y 6 % y el C-18:2 cuyos niveles se mueven en los diversos
componentes en el rango 2-4 %.

b) Fosfolipidos.

Teniendo en cuenta el 4cido graso predominante pueden dividirse en dos
grupos; en uno de ellos (lisofosfatidilcolina, esfingomielina, fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina y fosfatidilnositol + fosfatidilserina) predomina el C-18:1
y en el otro (cardiolipina y componente no identificado) el C-18:2.



Conviene destacar ademds las siguientes observaciones derivadas de
nuestro estudio:

1) La abundancia del C-20:4 en la fosfatidiletanolamina, que alcanza
tasas del orden del 22 % y que esta de acuerdo con los resultados obtenidos en
los misculos de los terneros (Poukka y OKSANEN, 1972) y en los de los pollos
(HaY y col. 1973).

2) El contraste entre la riqueza en el C-16:0 de la lisofosfatidilcolina,
esfingomielina y fosfatidilcolina en los que alcanza tasas entre el 18-24 % vy
que en la cardiolipina y fosfatidiletanolamina es tan escaso que s6lo representa
alrededor de un 2 % del total de acidos grasos.

3) La gran pobreza del C-18:0 en la cardiolipina en la que su abundancia
no pasa de un 3 % frente a la tasa alcanzada en los demas fosfolipidos (entre
un 10-23 %).

4) En la lisofosfatidilcolina no se detectan acidos grasos de tiempo de
retencién superior al C-18:3, excepto el C-20:4.

Corderos distréficos

Cualitativamente, ni en los lipidos neutros ni en los fosfolipidos se observa
diferencia alguna en su composiciéon en dcidos grasos con respecto a los
mismos componentes de los animales sanos.

Se dan, sin embargo, diferencias cuantitativas estadisticamente significa-
tivas en los siguientes aspectos:

1) En los glicéridos parciales aumenta el C-14:0 (de un 6,68 % en los
animales sanos a un 9,32 % en los enfermos).

2) En los acidos grasos libres se observa en los animales distréficos un
descenso del C-12:0, C-14:0, C-14:1, C-15:0, C-16:1 y C-17:1 compensados por
un incremento del C-18:2 y del C-20:4.

3) En la fosfatidilcolina aumenta el porcentaje del C-18:0 y C-20:4;
descienden, en cambio, el C-18:1 y el C-18:3.

4) En la esfingomielina aumenta el C-20:4 que pasa de representar un
2,94 % a constituir un 5,63 % del total de sus acidos grasos componentes.

5) En la fosfatidiletanolamina desciende el C-18:0, el C-20:3 y el C-18:1;
aumentan, en cambio, el C-20:4 y el C-22:5.

6) En la cardiolipina desciende el porcentaje representado por el C-18:3
y aumenta el C-18:2.

No se observa pues el descenso del C-18:2 que sefialan numerosos autores
(ERWIN y col. 1961; PENDELL y col. 1969; DEMILLE y col. 1972) para la grasa total
y para los fosfolipidos de corderos con miodistrofias inducidas; de hecho el
C-18:2 es uno de los acidos grasos que aumenta significativamente en algunas
fracciones (dcidos grasos libres y cardiolipina). En este aspecto nuestros resul-
tados concuerdan bastante bien con los datos publicados por Poukka (1966,
1968a) para terneros con miodistrofias enzodticas. También concuerdan con
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zfc‘)s ?e -g-(;UKIKA (1968a) en lo que se refiere al incremento en algunas fracciones
ostatidilcolina y fosfatidiletanolamina) del
el C-20:4 y el descenso del C-18:1
la fosfatidilcolina). e
E;l aspecto mas concordante, en lo que a la composicién en dcidos grasos
se re‘ 1‘ere, efltre l.us diversos estudios sobre las miodistrofias nutricionales
enzodticas e inducidas, incluido el objeto de este trabajo, parece ser el incre-

m o0 . ..
ent9 qel C 20.4‘que tiene lugar en los dcidos grasos libres. fosfatidilcolina
fosfatidiletanolamina y esfingomielina. ’

RESUMEN

Se ha estudiado en el misculo Longissimus dorsi de corderos de raza
«Churra» (4-6 semanas de edad) normales y afectos de la miodistrofia nutricio-
nal enzoética, la composicién lipidica y el contenido en acidos erasos de las
distintas fracciones que los contienen. i

El contenido lipidico del Longissimus dorsi de los animales distréficos es
un 38 % superior al de los animales sanos, debido principalmente al incre-
mer}to experimentado por los triglicéridos. La composicién en dcidos erasos
varia cuantitativamente entre uno y otro tipo de mis.ulo, siendo de dec;tacar

en los animales distréficos el incremento sufrido por el C-20:4 en distinta
fracciones. )

RESUME

) On a e‘tudlé dans le muscle Longissimus dorsi d’agneaux de race Churra
(ages (.ie 4 a 6 semaines) normaux et affectés par de la miodystrophie nutritive
enzootique, la composition lipidique et la teneur en acides gras des différent
fractions qui les contiennet. =

La teneur en lipides du Longissimus dorsi des animaux dystrophiques est
d’u.n 38% supérieure a celle des animaux sains, di principalement a I'augmen-
tatlon. expérimentée par les triglycérides. La composition en acides ara:varie
quantitativement d’un type a autre du muscle, et chez les animaux Systrophi-

\ . .
ques I'augmentation subie par le C-20:4 dans des différentes fractions est
remarquable.

SUMMARY

l The llpl(.i corr.\position and the fatty acids of the pertinent fractions have
veen determined in the Longissimus dorsi of «Churra» lambs (4-6 weeks old)
healthy and suffering from enzootic nutritional muscular dystrophy



The lipid content of the dystrophic muscles is 38% higher than that in
healthy animals. This is mainly due to the increase ocurred in triglycerides.
The main quantitative variation in fatty acids composition is a remarkable
increase in C-20:4 in different lipids fractions of the dystrophic muscles.
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