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DE RAZA «CHURRA» (4-6 SEMANAS) Y CAMBIOS INDUC -
DOS POR LA MIODISTROFIA NUTRICIONAL ENZOOTICA*

Por J. Zumalacdrregui Rodrigue:

y J. Burgos Gon-dilez

INTRODUCCION

Se ha postulado la posibilidad de que una de las causas desencadenantes
de las distrofias de tipo hereditario sea algin error metabaolico que se traduzca
o refleje en una alteracion de las actividades enzimaticas musculares. Parece
igualmentc logico suponer que las notables modificaciones observadas tanto a
nivel histologico como en la composicion quimica en los musculos de los
animales con distrofias nutricionales provocadas por carencia de vitamina E
y o selenio <ean, de algin modo, mediadas por alteraciones en el funciona-
miento muscular.

En los corderos afectos de distrofias nutricionales se ha observado un
imcremento de los enzimas lisosémicos, tanto en las de origen enzootico (DESAL
1966) comao en las experimentales (BUCHAN AN-S\ITH y rol. 1969; WinncCER y col.
1969).

Los enzimas de origen no lisosdomico participantes en las distintas rutas
por las que transcurre el metabolismo energético muscular han sido muy
estudiados en el hombre y animales afectos de distrofias de tipo hereditario
(DREYFUS y col. 19565 LEONARD, 1957; MyvERs y Epsirin, 1962; R 1o\ y col.
1962; McCuvin, 1963, etc.); estudios de este tipo son por el contrario muy
escasos e incompletos en los corderos afectos de distrofias nutricionales y solo
s¢ conoce el descenso experimentado por la lactato - deshidrogenasa

FoRst o anbago forma pute de algunas investigaciones deseritas en la tesis doctoral de don
José Zumal  urezui Rodngues.
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(Buciaan-Switii y col. 1969; WinaNGER y col. 1969; PavisoN y col. 1966) y la
hidroxibutirato-deshidrogenasa (BUCHANAN-SMITH Y col. 1969) en las de origen
experimental.

En el presente trabajo se han determinado los niveles alcanzados, tanto en
los misculos de los corderos sanos como €n los afectos de miodistrofia nutri-
cional enzootica. por distintos enzimas representativos de las diversas rutas
participantes en el metabolismo energético. Se han utilizado las determinacio-
nes de hexoquinasa para estudiar la fosforilacion de la glucosa; las de gliceral-
dehido - 3 - fosfato - deshidrogenasa y fosfofructoquinasa como indicadoras de
la marcha de la glucolisis; las de lactato - deshidrogenasa como indicador de la
oxidacion anaerdbica del NADH (fermentacion léctica); las de glicerol - 3 -
fosfato - deshidrogenasa para senalar el potencial de oxidacion aerobica del
NADH vy la oxidacion mitocondrial del glicerol -3 - fosfato; las de 3 - hidroxia-
cil - CoA - deshidrogenasa como indice del funcionamiento de la oxidacion de
los acidos grasos; las de succinato - deshidrogenasa como indicadora del
funcionamiento del ciclo de Krebs y las de glucosa - 6 - fosfato - deshidroge-
nasa como exponente del funcionamiento de la ruta de los fosfatos de pentosa.

MATERIAL Y METODOS

Animales experimentales

Se utilizo un total de 22 corderos lechales de raza «Churra», 10 sanos'y 12
afectos de la miodistrofia nutricional enzodtica. Su edad oscilaba entre las 4-6
semanas y su peso vivo entre 8-10 Kgs. Procedian de rebaiios de la provincia
de Palencia y de la zona Sureste de la provincia de Ledn (Tierra de Campos)
donde la enfermedad es endémica, especialmente ‘en los meses de febrero a
abril, época en que fueron recogidos los animales.

El diagnostico de la enfermedad se baso en:

1) La sintomatologia de los animales «in vivo».

2) Las lesiones macroscapicas de los musculos esqueléticos y el corazon.

3) Los niveles de la glutamico - oxalacético - transaminasa (GOT) en el
suero sanguineo, medida por el método de REITMAN-FRANKEL (1957). Todos ltos
controles dieron valores dentro del rango 45-90 unidades/ml y los considerados
enfermos entre 450 y 750 unidades/ml.

4y El hecho de que los demas corderos de los mismos rebaiios con igual

sintomatologia se recuperaron al tratarlos con tocoferol.

Preparacién de las muestras
Para la preparacion de las muestras se siguio, en términos generales, la
téenica de BORCHERT y BRISKEY (1965).

— 410 —

Reactivos

Todos los sustratos y enzimas, necesarios para los distintos ensayos enzi-
maticos, fueron suministrados por Boehringer & Soehne GmbH N)[/a;mhein
(AlelTlania), excepto los utilizados en las determinaciones de la ’succinatn -
deshidrogenasa y glicerol - 3 - fosfato - deshidrogenasa que procedian de la

NBC, Cleveland, Ohio (USA).

El resto de los productos quimicos utilizados fueron de calidad reactivo

(Merck, BDH, Carlo Erba y Sigma).

Preparacién de los extractos

Para la determinacion de las actividades: lactato - deshidrogenasa, fosfo-
fr.uctoquinasa, gliceraldehido - 3 - fosfato - deshidrogenasa, he;')quinz;sa 3 -
hidroxiacil - CoA - deshidrogenasa y glucosa - 6 - fosfato - deshidrovenasa’ los
extractos musculares se prepararon siguiendo la técnica descrita T)ur B-\’SS y

col. (1969).

La actividad succinato - deshidrogenasa se determiné en muestras pre
radas siguiendo la técnica descrita por BEECHER y col. (1965). e

El extracto necesario para la determinacion de la glicerol - 3 - fosfato -
deslllfirogenasa se prepar6 homogeneizando 1 gr de masculo en 100 mis de
tampon trietanolamina (50 mM; pH = 7,5) conteniendo 30 mM de mercapt
tanol, 2 mM de Cl,Mg y 1 mM de EDTA. R

Determinaciones enzimdticas

La gli i i
. ,,d cteral(%ehldo -d3 - fosfato - deshidrogenasa y la lactato - deshidroge
se determinaron de acuerdo con 5 igi o
el método or i
B originalmente descrito por
La L . .
N d;termmacnon de la 3 - hidroxiacil - CoA - deshidrogenasa se efectud
acuerdo é )

de acue con el metodu. de LYNEN y WIELAND (1955); la fosfofructoquinasa
is,iog EF(;\sguTmalde reaccién descrito en el catdlogo de BOEHRINGER (1968) n.©
o B d, a gucosa - 6 - fosfato - deshidrogenasa se determiné siguiendo
étodo escrito en el catidlogo de BOEHRINGER (1967) n.® 15431 EI—?AA la
succin - i ¢ i i : "

Jee z;to dzshldrogenasa seglin describe BEECHER y col. (1965) y la glicerol
- fosfato - deshidrogenasa basand 2 ¥ -

andose en el método de determinacio
o . : inacion de I
succnlimto - deshidrogenasa descrito por PENNINGTON (1961) ’
- ads distintas actividades enzimdticas se expresan en términos de micro
oles de sustrato transformados 1 i
por gramo de musculo y pe i )
moles traty ; por minuto a 25°C
‘ lPd() las actividades glicerol - 3 - fosfato - deshidrogenasa y succinato ,
eshidr ¢ A ‘ .
y ogena.sa que estan expresadas como mgs de INT formazano producid

urante 15 minutos a 37°C por gramo de musculo o
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos recogidos en las Tablas 1. Il y 111 reve.lan una ampha.f/a.rlab'l‘l]j
dad individual de la actividad hexoquinasa, que 1mplfle nl)serval.dllelte.nc;a):
significativas (P > 0,05), tanto entre los distintos musculos, como en l'e :j)
animales sanos y enfermos. Entre las tasas alcanzadas en un det(‘erfmna -4
musculo en los animales pertenecientes al mismo grupo (sano o enfermo) se

g actor de 3 a
observan variaciones que representan una multiplicacion por un factor

4.

TABLA 1 . l
ici s is ético en e
Niveles aleanzados por los enzimas participantes en el melal)ollsm(frenerg
miusculo «Longissimus dorsi» de corderos sanos y distréficos

Unidades

linzimas Comtroles Distrohieos Sign.
: 126.38 (8 P > 0.001 Micromoles de st'lslrul()
L‘”"‘_’“f‘ ; +2111§)1685 ) +26.05 " transformados/min/gr
deshidrogenasa +18. ransformc
: > »
Gliceraldehido- 90.60 (4) 81.;;1 P > 0.05
3-fosfato- +33.55 +53.
deshidrogenasa . . . »
Fosfofructoquinasa 83.80 (4) 37.4’4 8) P < 0.00
. +13.80 +8.43
. > ;
3-Hidroxiacil -CoA - 2.51 (3) 1.06 (6) P < 0.05 >
deshidrogenasa +0.86 +0.55
: : P > 0.05 »
Hexoquinasa t3;370 3) :‘—3;70 (8)
Glucosa-6-P- 0.12 (3) 0.33 (8) P < 0.01 »
deshidrogenasa +0.03 +0,17
: rs de INT formazano
Suceel 6.30 (8) P = 0.05 Mgs de INT !
hl“('/('l',;:li();nuw +]7?3? (4) +3,13 ( producidos/15 min/gr
deshidrogena: +]1.1:
Glicerol -3-P- 3.44 (3) 2.60 (6) P > 0.05 »
deshidrogenasa +0.56 +1.67

() mimero de animales analizados.
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TABLA 11
Niveles aleanzados por los enzimas participantes en el metabolismo energético en el

miisculo «Semimembranosus» de corderos sanos v distroficos

Enzimas Controles Distroficos Sign. Unidades
Lactato- 209.13 (7) 82.21 (9) P < 0.001 Micromoles de sustrato
deshidrogenasa +32.87 +57.30 transformados/min/gr
de misculo

Gliceraldehido-3- 103.43 (7) 80.90 (9) P = 0.05 »
P-deshidrogenasa +52.53 +53.98
Fosfofructoquinasa 89.52 (7) 36.89 (8) P < 0.001 »

+11.15 +14.60
3-Hidroxiaeil -CoA - 1.12 (7) 0.56 (9) P < 0.01 »
deshidrogenasa +0.40 +0.27
Hexoquinasa 1.79 (5) 1.40 8 P =0.05 »

+1.17 £0.42

Glucosa-6-P- 0.60 ) 0.57 (9) P = 0.05 »
deshidrogenasa +0,22 +0.29
Succinato- 8.98 (6) 4.04 (8) P < 0.01 Mgs de INT formazano
deshidrogenasa +2.50 +1.10 producidos/15 min/gr
Glicerol-3-P- 4.24 ) 1.22 (8) P < 0.001 »
deshidrogenasa +1.00 +0.94

) namero de animales analizados.

La falta de significacion de las diferencias observadas en esta actividad
enzimdtica entre los distintos misculos es en cierto modo sorprendente, dado
que el Longissimus dorsi es generalmente considerado como un musculo
blanco (rapido) en tanto que el Semitendinosus y el Semimembranosus, sobre
todo en las condiciones experimentales usadas (las muestras son alicuotas
representativas de la totalidad del masculo), son de tipo intermedio y es
generalmente admitido que los musculos blancos poseen inferior actividad
hexoquinasa que los rojos o intermedios (PETTE, 1966; BURLEIGH y SCHIMKE,
1968; PETER y col. 1968).

Los resultados observados con respecto a este enzima contrastan también
con los obtenidos en la distrofia hereditaria del raton por McCaman (1963) que
da tasas, para la transferencia de fosfato del ATP a la glucosa, 2-3 veces mas
altas en los animales distrificos que en los sanos.

Las tasas de fosfofructoquinasa ofrecen variaciones individuales mucho
menos acusadas que las de hexoquinasa, no observandose t

ampoco en ella
diferencias significativas entre los distintos muasculos. Son,

en cambio, muy
significativas las diferencias observadas entre las tasas alcanzadas por esta
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TABLA 111
Niveles alcanzados por los enzimas participantes en el metabolismo energético en el

miusculo «Semitendinosus» de corderos sanos y distréficos

Linzimas Controles Distroficos Sign. Unidades
Lactato- 206.5% (7) 104..58 (8) P < 0.001 Micromoles de sustrato
deshidrogenasa +24.85 +48.28 transformados/min/gr
de musculo

Gliceraldehido- 158.87 (7) 118.60 (9) P > 0.05 »
3-P-deshidrogenasa +91.07 +75.27
Fosfofructoquinasa 92.48 (7) 39.91 (9) P < 0.001 »

+19.81 +13.81
3-Hidroxiacil-CoA - 0.86 (7) 047 (7) P < 0.05 »
deshidrogenasa +0.38 +0.12
Hexoquinasa 1.86 (5) 1.31 8) P > 0,05 »

+0.82 +0,51

Glucosa-6-fosfato- 0.27 4) 0.38 (9) P = 0.05 »
deshidrogenasa +0.24 +0.18
Succinato- 4.68 (6) 2.62 (5) P < 0,05 Mgs de INT formazano
hidrogenusa +2.24 +0.46 producidos/15 min/gr
Glicerol -3-P- 2.0 (1) 0.6 (5) P < 0.01 »
deshidrogenasa +1.09 +0,21

1 ): namero de animales analizados.

actividad enziméatica en los animales sanos y enfermos*(P < 0,001 para los tres
miisculos), quedando reducida en los enfermos aproximadamente a la mitad.

Los datos recogidos con respecto a la actividad gliceraldehido - 3 - fosfato
deshidrogenasa revelan diferencias significativas entre el Longissimus dorsi (en
el que se detectan las actividades més bajas) y el Semitendinosus (en el que se
observan las actividades méximas); el Semimembranosus ofrece actividades
intermedias, pero las diferencias observadas entre los valores alcanzados por
la citada actividad en éste y los otros dos musculos estudiados no resultan
estadisticamente significativas. La variabilidad individual, en lo que a este
enzima se refiere, es la mds alta de las observadas; por otro lado, los corderos
sanos que ofrecen en uno de sus misculos la maxima actividad medida pueden
ser los que ofrecen el valor minimo en otro.

Estas observaciones parecen una vez mds sorprendentes, si se tiene en
cuenta que es bien sabido que las actividades de este enzima ofrecen diferen-
cias muy significativas entre los musculos rojos y blancos (Bassy col. 1969).

No se observan diferencias significativas (P > 0,05) entre las tasas alcan-

zadas en los distintos misculos por los animales sanos y enfermos.
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Bassy col. (1969) observan notables diferencia entre la actividad lactato -
deshidrogenasa de los musculos rojos. blancos o intermedios. confirmando
observaciones previas de BLancinir y col. (1963) en cobayas, Dawson y Rowva.
\UL (1964) en ratas. Garciy - BUSUEL y col. (1966) y Ority NEwstionme (1967) en
conejos. Gutily col. (1968) en gatos y BEecHER y col. (1969) en cerdos.

Nuestros resultados no ponen de manifiesto diferencias significativas en-
tre las tasas alcanzadas en los tres masculos estudiados. WIHANGER y col. (1969)
estudiando la tasa de este enzima en el Longissimus dorsi y Semitendinosus de
corderos de seis semanas de edad. tampoco observan diferencias notables
entre la actividad de ambos musculos.

Si se dan, en cambio, diferencias significativas entre los niveles alcanza-
dos por la lactato - deshidrogenasa en los misculos de los animales sanos y
enfermos (un descenso en los animales distroficos de un 49 %, P < 0,001, en
el Semitendinosus, de un 60 %, P < 0,001, en el Semimembranosus y de un
40 %. P < 0,001, en el Longissimus dorsi), confirmando las observaciones
realizadas por McCaman (1963) en los ratones afectos de distrofia hereditaria.
PAuLsON y col. (1966), BUCHANAN - Syirtin y col. (1969) y WiANGER y col. (1969)
observan también descensos similares (del orden del 40-50 %) en los musculos
de los corderos afectos de miodistrofia nutricional inducida en la tasa de este
enzima.

La glicerol - 3 - fosfato - deshidrogenasa mitocondrial es un enzima mis
abundante en los muasculos blancos que en los rojos (BLANCIHAER y col. 1963;
Dawson y RomanuL, 1964; Bassy col. 1969). Las observaciones realizadas a lo
largo de este trabajo dan cifras medias més altas para el Semimembranosus,
intermedias para el Longissimus dorsi y minimas para el Semitendinosus. Las
diferencias no son, sin embargo, estadisticamente significativas (P > 0,05).

Si se observan, en cambio, diferencias significativas entre las tasas alcan-
zadas en los musculos Semimembranosus (en el que el descenso en los anima-
les distrificos es del orden del 71 %, P < 0,001) y en el Semitendinosus (en el
que el descenso en los corderos enfermos es del orden del 82 %, P < 0,01); el
descenso de esta actividad enzimatica en el Longissimus dorsi es mucho menos
acusada (24 %) y carece de significado estadistico (P > 0,05).

Es interesante en este sentido senalar, de un lado, que macroscopica-
mente los masculos mds afectados por la miodistrofia enzootica de los corderos
son el Semitendinosus y el Semimembranosus y que McCAMAN (1963) ha obser-
vado también en los misculos de los ratones con miodistrofia hereditaria un
descenso de la actividad glicerol - 3 - fosfato - deshidrogenasa, que es del
orden del 55 % en el Gustrocnemius y algo menos acusada en el Triceps,
Quadriceps y Pectoralis major.

DAWSONy ROMANUL (1964) han detectado diferencias significativas en la tasa
de las deshidrogenasas del ciclo de los fosfatos de pentosa entre los masculos
blancos (en los que son mds bajas) y rojos de gatos y ratas.
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Las observaciones por nosotros realizadas en las determinaciones de la
glucosa - 6 - fosfato - deshidrogenasa ponen de manifiesto considerables
diferencias entre las tasas alcanzadas en los tres masculos estudiados. Es 5
veces mds alta en el Semimembranosus que en el Longissimus dorsi (P < 0,01)
y 2.5 veces mas alta en el Semitendinosus que en el Longissimus dorsi. aunque
las diferencias entre las tasas de estos dos tltimos muasculos no son estadisti-
camente significativas (P = 0.05).

También revelan un incremento considerable (con respecto a los animales
sanos) en la tasa media alcanzada por el enzima en los tres musculos de los
animales enfermos: la variabilidad individual es, sin embargo. tan grande que
las diferencias son solo estadisticamente significativas en el Longissimuts dorsi;
en este masculo la tasa alcanzada en los animales enfermos es tres veces
superior a la de los animales sanos (P < 0.01).

McC oy (1963) ha realizado observaciones similares con respecto a las
dos deshidrogenasas del ciclo de los fosfatos de pentosa. y en general de todos
los enzimas NADPH. dependientes. en los misculos de los ratones con miodis-
trofia hereditaria; estas variaciones en las actividades de los enzimas NADPH
dependientes debe traducirse en un estimulo de la ruta glucolitica de
Warburg-Dickens y posiblemente también. como la propia McCaman sugiere.
¢n una notable mejora de la sintesis lipidica.

L.a succinato-deshidrogenasa es uno de los enzimas que suele considerarse
clave para la clasificacion de un masculo como rojo o blanco; en los primeros
es unas dos veces mas alta que en los segundos (BEATTY y col. 1966; Brecir y
col. 1969). Los valores alcanzados en los tres musculos de los corderos estu-
diados son en el Semimembranosus unas dos veces mas altos que en el
Semitendinosus. alcanzando en el Longissimus dorsi un valor intermedio (P <
0.01 entre el Semitendinosus y el Semimembranosus y P > 0,05 entre el
Semimembranosus y el Longissimus dorsi y entre el Semitendinosus y el Longis-
simus dorsi ).

Entre los masculos de los animales sanos y enfermos se observan también
diferencias notables; en el Semimembranosus de los animales enfermos esta
actividad se reduce a valores inferiores al 50 % de los alcanzados en los
animales sanos (P < 0.001) y en el Semitendinosus el descenso es del 45 %
(P < 0.05). En el Longissimus dorsi las diferencias entre animales sanos y
enfermos son minimas y carecen de significacion estadistica.

No existen en la bibliografia datos relativos a las variaciones experimenta-
das por los niveles de este enzima en los masculos de los animales con
distrofias nutricionales. En los animales con distrofias hereditarias se admite
que los enzimas responsables del funcionamiento del ciclo de Krebs permane-
cen inalterados (BAKER y col. 1958; MaveRs y EpsteiN, 1962; Tassonty Harway,
1961: McCai, 1963). El anico enzima del ciclo sobre el que no parece haber

acuerdo es la isocitrato deshidrogenasa que es también el unico que utiliza
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como cofactor el TPNH: para este enzima McCuin (1963) y Wnrre (1959
admiten un ineremento en los misculos de los animales distroficos que no es
observado. en cambio. por ROSENKRANTZ y LAFERTE (1960).

La 3 - hidroxiacil - CoA - deshidrogenasa ¢s uno de los enzimas cuva tasa
permite diferenciar los misculos rojos de los blancos. Perre (1966) y 'B\.\\ )
col. (1969) dan cifras 4-5 veces mds altas para los primeros que para ln:Q
segundos.

Nuestras observaciones permiten deducir que la actividad 3 - hidroxiacil -
CoA - deshidrogenasa es 3 veces mas alta en el Longissimns dorsi que en el
Semitendinosus (P < 0,05) y 2.2 veces mas alta que en el Semimembranosus (P
<0 0.05) lo que parece revelar una mayor aptitud del Longissimus dorsi para
utilizar los dcidos grasos como fuente energética.

Los musculos de los animales enfermos ven considerablemente reducida
la actividad 3 - hidroxiacil - CoA - deshidrogenasa, al 50 % del valor de los
animales sanos en el Semimembranosus, al 54 % en el Semitendinosus y al
42 % en el Longissimus dorsi.

RESUMEN

Se ha estudiado en los masculos Semitendinosus. Semimembranosus y
Longissimus dorsi de corderos de raza «Churra» (4-6 semanas) normales y
atectos de la miodistrofia nutricional enzodtica. los niveles de algunos enzimas
participantes en las distintas rutas metabélicas por las que transcurre el
metabolismo energético.

No se observan diferencias significativas entre los musculos sanos y
distréficos en lo que se refiere a las actividades hexoquinasa y gliceraldehido -
3 - fosfato - deshidrogenasa; en los musculos de los animales distroficos
quedan, en cambio, profundamente deprimidas las actividades: fosfofructo-
quinasa. lactato - deshidrogenasa. glicerol - 3 - fosfato - deshidrogenasa,
succinato - deshidrogenasa y 3 - hidroxiacil - CoA - deshidrogenasa y se halla
significativamente incrementada la actividad glucosa - 6 - fosfato - deshidroge-
nasa.

Teniendo en cuenta estos resultados se pone de manifiesto en los anima-
les distroficos la depresion tanto de la ruta glucolitica de Embden-Meyerhof
(incluida las dos vias de oxidacion del NADH generado en la misma. el ciclo
del glicerol - 3 - fosfato y la fermentacion lactica) como el metabolismo
aerdbico del piruvato producido y la B-oxidacion de los acidos grasos; ad-
quiere. en cambio, mayor importancia relativa, como via para el metabolismo
de los hidratos de carbono, la ruta de Warburg-Dickens.
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routes of muscles has been studied in the Semitendinosus, Semimembranosus WHITE, L. P (1959 Calif. tod. 90. 1
and Longissimus dorsi muscles of «Churra» lambs (4-6 weeks old) in normal ' o
conditions and suffering from enzootic nutritional muscular dystrophy.

" No significant differences were observed botween healthy and dystrophic
muscles in hexokinase and glyceraldehyde - phosphate - dehydrogenase activi-
ties: in the muscles of dystrophic animals, on the contrary, phosphofructoki-
nase, lactate - dehydrogenase, glycerol - 3 - phosphate - dehydrogenase,
succinic - dehydrogenase and 3 - hydroxyacyl - CoA - dehydrogenase activities
were deeply depressed and glucose - 6 - PO, - dehydrogenase activity signifi-
cantly increased.

It is deduced that the Embden - Meyerhof’s glycolytic pahway (including
the two oxydation routes of NADH formed in the glycolysis —glycerol - 3 -
phosphate cycle and lactic fermentation-) must be deeply depressed in dys-
trophic animals, as well as pyruvate aerobic metabolism and fatty acids oxida-
tion; on the contrary, the Warburg - Dickens’ route seems to gain in the
dystrophic muscles a comparatively greater importance as a route for carbohy-

drate metabolism.
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