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INTRODUCCION

Conocidas las posibles implicaciones de los lisosomas en la degradacion
de los musculos distréficos (DEsal y col. 1964; DEesai, 1966; TappEL, 1966;
BUCHANAN-SMITH y col. 1969; WHANGER y col. 1969; etc.), las modificaciones
observadas en la riqueza muscular y plasméatica de algunos enzimas activa-
mente implicados en el metabolismo protéico (KUTTLER y MARBLE, 1958; BLIN-
cOE y DYE, 1960; Boyp, 1964, 1968; WHANGER y col. 1969; BUCHANAN-SMITH y
col. 1969; ToLLERSRUD, 1971; etc.) y las variaciones experimentadas por el
metabolismo protéico de los misculos de los animales con deficiencias nutri-
cionales capaces de producir distrofia (NICHOALDS y col. 1967; PEDERSEN y col.
1969; WHANGER, 1973), diversos investigadores han estudiado la composicion
del musculo distréfico en aminoacidos libres, tanto en conejos afectos de
avitaminosis E (TaLLAN, 1955; SMITH y NELSON, 1957) como en pollos afectos de
miodistrofia hereditaria (PETERSON y col. 1968). En los corderos afectos de
miodistrofia nutricional s6lo se han estudiado las modificaciones experimenta-
das por la fraccion aminodcidos libres del plasma sanguineo (WHANGER y col.
1968, 1972).

En el presente trabajo se han determinado los niveles alcanzados por los
aminoacidos libres del muasculo vastus lateralis en corderos sanos y en afectos
de la miodistrofia nutricional enzodtica.

Las investigaciones descritas en este trabajo forman parte de las recogidas en la Tesis
doctoral de dona Camino Martinez Diez.
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MATERIAL Y METODOS

La procedencia de los animales y la preparacion de las muestras es
idéntica a la descrita en trabajos previos (ZUMALACARREGUI y BuURGOs, 1975;
MARTINEZ y BURGOS, 1976 a, b, c).

Para la extraccion de los aminodcidos musculares se siguio el método
descrito por BLocK (1956).

La identificacién y cuantificacion de los distintos aminoacidos se efectud
por cromatografia de intercambio i6énico utilizando la modificaciéon al método
de MOORE y col. (1958) descrita por SaLA y BUrcos (1972). Las cantidades de
los diversos aminoacidos presentes en las cromatografias se calcularon mi-
diendo el drea de la banda obtenida y multiplicdndola por el factor correspon-
diente para cada aminodcido, hallado a partir de un cromatograma patréon
obtenido con una muestra que contenia 0,70 micromoles de cada uno de los
aminoacidos encontrados en este estudio.

Los patrones de aminodcidos utilizados fueron suministrados por BDH y
los reactivos empleados para el andlisis por MERCK.

Los resultados obtenidos fueron sometidos al analisis estadistico.

RESULTADOS

El comportamiento de las columnas cromatograficas resulté satisfactorio
en la resoluciéon de una mezcla de: acido aspartico, treonina, serina, gluta-
mico, glicocola, alanina, cistina, valina, metionina, isoleucina, leucina, tisorina,
fenilalanina, lisina, histidina, arginina, taurina y amoniaco. En este sentido,
conviene sefalar que la utilizacion de un tampon de pH = 3,19 como reco-
miendan STEIN v MOORE (1954) resulté consistentemente en una imbricacién de
la cistina y la alanina, por lo que en los experimentos efectuados con los
extractos musculares se sustituy6 el citado tampén por otro de pH = 3,22. No
fue posible, sin embargo, separar en los extractos musculares la treonina de la
serina, ni la lisina de la histidina (véase la figura 1, 2, 3 y 4), problema con el
que se han encontrado otros autores (MILLER y col. 1965; FiELD y col. 1971).

Las mezclas de estos aminoacidos se calcularon utilizando un coeficiente
de extincion molar promedio entre los de los dos aminoacidos componentes, lo
que s6lo rendiria resultados fidedignos en el caso de que las mezclas estuvie-
ran constituidas por cantidades equimoleculares de ambos. El problema ape-
nas tiene importancia en el caso de la treonina y serina pues en nuestras
condiciones experimentales el coeficiente de extincion de la serina representa
el 89 % del de la treonina. En el caso de la lisina y la histidina, los errores
pueden tener mucha mayor entidad dado que el coeficiente de extinciéon de la
lisina representa el 64 % del de la histidina.

Se detectaron en todas las muestras analizadas los siguientes componen-
tes: acido aspartico, treonina + serina, acido glutdmico, prolina, glicocola,
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Fig. 1.-Cromatograma de los aminoacidos neutros y dcidos del misculo vastus lateralis de un
cordero sano.
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Fig. 2.-Cromatograma de los aminodcidos neutros y dcidos del musculo vastus lateralis de un
cordero distrofico.
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Fig. 3.-Cromatograma de los aminodci- Fig. 4.~Cromatograma de los aminoéci-
dos basicos del musculo vastus lateralis de dos basicos del musculo vastus lateralis de
un cordero sano. un cordero distrofico.

alanina, valina, metionina, isoleucina, leucina, tirosina, fenil-alanina, lisina +
histidina, arginina, taurina, y amoniaco, mds cuatro componentes no identifi-
cados, dos de elucion anterior a la taurina, otro que se eluye entre éste y al
acido aspartico y finalmente otro que se eluye entre la valina y la metionina.

Las tasas de los distintos componentes identificados figuran en la Tabla 1.
Las cifras de los corderos sanos son sensiblemente inferiores a las sefaladas
para musculos de dvidos adultos por BaNu y col. (1971) y a las que citan
BERGEN y col. (1973) para el gastrocnemius de corderos de 2 meses de edad y
25-34 Kgs de peso, y a las citadas, para bovidos de 13-20 meses de edad, por
FIELD y YET-OY CHANG (1969) y, para broilers y gallinas, por MILLER y col.
(1965); son, en cambio, similares a las que PARRISH y col. (1969) hallan en el
longissimus dorsi de terneros.

La comparacion entre los animales sanos y enfermos revela que el conte-
nido en aminodcidos libres es, en términos globales, aproximadamente doble
en los musculos distréficos que en los sanos, hallandose, en términos estadisti-
cos, significativamente incrementados los aminodcidos leucina, dcido gluta-
mico, treonina + serina, isoleucina, acido aspértico, valina, metionina, tirosina
y fenil-alanina; también aparecen incrementados, aunque sin significacién
estadistica, la prolina, alanina, glicocola, arginina y taurina y ligeramente
disminuidos lisina + histidina y amoniaco, aunque tampoco este descenso
ofrezca significacion estadistica.
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TABLA 1
Contenido en aminoacidos libres y compuestos similares del misculo vastus lateralis
de 3 corderos sanos y 8 miodistréficos, expresado en términos de mgs/100 grs. de

musculo

Compuestos Sanos Distraficos Signif.
A. aspdrtico 0,33 + 0.13 0.65 + 0,27 P<0.05
Treonina

+ 3.44 + 1,12 8,42 + 3.62 P<0.01
Serina
A. glutéamico 0.69 + 0.35 5.52 + 3.46 P<0,01
Prolina 1.69 + 1.14 2.03 + 1.95 P>0.05
Glicocola 4,47 + 1,83 6.29 + 1.74 P>0.05
Alanina 3,37 + 1,70 4,48 + 1.58 P>0.05
Valina 0,57 + 0,23 2,25 + 1.94 P<0,05
Metionina 0,40 + 0,22 2,03 + 2,06 P<0,05
[soleucina 0.50 = 0,20 2,64 + 1,84 P<0,01
Leucina 0,46 + 0,29 2,66 + 1,26 P<0,001
Tirosina 0,40 + 0,17 1,25 = 0,89 P<0,05
Fenilalanina 0,31 = 0,21 1.61 + 1,37 P<0,05
Lisina ]

+ 2,33 + 1,15 2,14 + 1,21 P>0.05
Histidina S
Arginina 0.36 + 0.23 0,63 = 0,51 P>0.05
Aminodcidos
totales 19.36 + 6,75 42,60 + 19,56 P<0,05
Taurina 3,03 + 0,52 3,76 = 1,38 P>0.05
Amoniaco 0,79 + 0.29 0.48 + 0,22 P>0.05

DISCUSION

SMiTH y NELSON (1957) observaron en los misculos de los conejos severa-
mente afectados de miodistrofia nutricional por carencia de vitamina E un
incremento generalizado de los aminoédcidos libres, con excepcion de la glico-
cola que quedaba reducida a un 58 % de su tasa normal; la taurina se veia
reducida en la misma cuantia que el aminodcido glicocola; la tasa global del
resto de los compuestos aminoacidicos se hallaba multiplicada por un factor
ligeramente superior a 2.

Observaciones similares fueron realizadas por TaLLaN (1955), también en
conejos distroficos, por recibir dietas inductoras de avitaminosis E. En los
musculos de los animales distréficos por TALLAN analizados, la glicocola que-
daba reducida a un 28 % (de la tasa normal) en las distrofias incipientes y a un
54 % en los animales severamente afectados; la mayor parte del resto de los
compuestos aminoacidicos se hallaba considerablemente aumentada, siendo
mas notable el incremento en acido glutamico (multiplicado por un factor de
4), alanina (multiplicada por 2), leucina (X 3), treonina (X 2), cistina y otros
componentes no determinados en nuestros experimentos, como la urea, la
fosfoetanolamina y la glicerofosfoetanolamina.

El descenso en la tasa de glicocola que parece ser en las distrofias
producidas por avitaminosis E uno de los fendmenos méas generalizados fue
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sefialado también por DINNING (1955) que sugiere la posibilidad de que se deba
a constituir una fuente de formilo para la formilaciéon de las purinas de los
acidos nucleicos, cuyo turnover se halla considerablemente incrementado du-
rante la avitaminosis E.

El nivel medio del incremento en la tasa muscular de aminodcidos libres
observado en el presente trabajo en los musculos de los animales distréficos,
es del mismo orden que el detectado por los autores citados; el incremento de
la tasa de aminodcidos individuales es sumamente variable, siendo los mas
espectaculares los del dcido glutdmico, leucina, isoleucina, metionina, fenil-
alanina, valina y tirosina, casi todos ellos esenciales; no se observan, en
cambio, variacion alguna estadisticamente significativa en el contenido en
glicocola, prolina, alanina, arginina y taurina. El esquema de la contribucion
de cada aminodcido individual a la tasa global es bastante constante en todos
los animales distréficos.

El incremento en la tasa de aminoacidos libres del musculo distréfico
concuerda con el incremento en la proteolisis sefialado por WEINSTOCK y col.
(1955), pero es preciso tener en cuenta que la concentracién de cada aminoa-
cido en los «pooles» tisulares representa el balance neto del aporte exégeno, el
turnover de las proteinas, la biosintesis y el catabolismo. WHANGER y col.
(1968, 1972) intentando aclarar la posible contribucion de las alteraciones
sufridas por algunos de estos factores estudiaron las tasas de los distintos
aminoédcidos en el plasma de corderos con miodistrofia nutricional, inducida
suministrando a las madres dietas carentes en selenio, y los compararon con
los de otros animales sometidos a condiciones idénticas pero a los que se
protegia de la distrofia mediante inyecciones de selenio. En el primero de los
trabajos citados observaron que el contenido del plasma en serina, dcido
glutamico y glicocola quedaba reducido en los animales distréficos a 1/2 de su
valor normal y que se duplicaba el de valina, cistina, metionina, leucina e
isoleucina. En el segundo observaron que tras la alimentacién con dietas
idénticas, la tasa total de aminoacidos libres era, salvo en los animales muy
jovenes (1-2 dias de edad), més alta en los animales distréficos y que no se
daban diferencias significativas en ayunas. Del cociente concentracién de
aminoacidos del plasma en ayunas/concentracién tras la ingestion de alimentos
(muy disminuido en los animales distréficos, especialmente en los de mas
edad) dedujeron que era probable que el turnover de los aminodcidos en la
sangre fuera mas rapido en los animales normales que en los distréficos, lo que
evidentemente significaria un descenso, en los distréficos, de la sintesis pro-
teica. Por otra parte WHANGER (1973) ha observado también que el glutamato se
incorpora mdas lentamente a las proteinas en el misculo de los animales
distréficos y que su catabolismo es también més lento.

Es significativo que en nuestras observaciones sea precisamente el dcido
glutimico aquel cuya tasa se eleva mds en los misculos distréficos y parece
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dificil escapar a la conclusién, de que a la elevacion de la tasa de aminoacidos
libres del misculo contribuyen en cuantia no aclarada un enlentecimiento de
la biosintesis proteica y del catabolismo aminoacidico y un incremento de la
degradacion protéica.

RESUMEN

Se ha estudiado la composicién en aminoacidos libres del muisculo vastus
lateralis de corderos de raza «Churra» (4-6 semanas de edad) sanos y afectos
de la miodistrofia nutricional enzodtica.

Se observa en los misculos de los animales distrificos la duplicacion de la
tasa global de aminoacidos libres, contribuyendo fundamentalmente a este
incremento los siguientes aminodcidos: leucina, dcido glutdmico, treonina +
serina, isoleucina, acido aspartico, valina, metionina, tirosina y fenil-alanina.

RESUME

On a fait I’étude du muscle vastus lateralis dans les agneaux de race
«churra» (agés de 4-6 semaines) en ce qui concerne la composition d’acides
aminés libres, remarquant les différences observées quand les animaux souf-
frant la miodystrophie enzootique d’origine nutritionele on été comparés avec
ceux (ui se portaient sains.

Les animaux souffrant la miodystrophie montraient dans les muscles une
concentration des acides aminés libres qui etait double en rapport de celle
trouvés dans les sains. Cette élévation on peut attribuer avant tout aux acides
aminés qui sont rapportés: leucine, acide glutamique, treonine + serine,
insoleucine, acide aspartique, valine, methionine, tyrosine et phenilalanine.

SUMMARY

The level of total free aminoacids in the vastus lateralis of 4-6 weeks old
«Churra» lambs suffering from nutritional muscular dystrophy doubles that
found in control healthy animals. The aminoacids whose level significantly
raises in dystrophic animals over that found in controls were: leucine, glutamic
acid, threonine + serine, isoleucine, aspartic acid, valine, methionine, tyro-
sine and phenilalanine.
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