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Los tejidos de diversos organismos contienen aminoacidos libres
en proporciones caracteristicas. En el sisiema nervioso central de
los mamiferos predomina el contenido de los acidos glutamico, as-
partico, gamma-aminobutirico y el de glutamina sobre el resto de
los aminoécidos (1, 6, 7, 8, 17, 20). Los estudios sobre el papel
de estas sustancias en el metabolismo del tejido nervioso indican
no soélo que se encuentran en un activo intercambio metabélico con
el ciclo de los Acidos tricarboxilicos, sino que es posible que tengan
otras funciones especificas, como es influir en el mantenimiento de
la concentraeién del potasio intracelular (&cido glutimico {111]),
en la sintesis de la acetilcolina (13, 14) o intervenir en la trans-
mision nerviosa (AGAB* o su derivado, el acido [3-hidroxi-y-ami-
nobutirico [9, 10, 16]). Tiene interés investigar los patrones de
aminoécidos libres en el tejido nerviose de organismos pertenecien-
tes a diversos grupos, ya que estos datos pueden ser el primer paso

Las abreviaturas que se utilizan en este trabajo son las siguientes: AGAB, acido
-Y-aminohulirir'o: TGO, transaminasa glutimico-oxalacética; TGP, transaminasa gluta-
mico-piriivica; T-GAB. transaminasa +-aminobulirico-g-cetoplutdrica; FP, fosfato de
piridoxal.
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para establecer diferencias o semejanzas metabdlicas con respecto
a dichas sustancias, y en algunos casos, con respecto a su funcién.
No se encontraron en la literatura datos relativos al contenido de
aminoécidos libres en el tejido nervioso de los Anélidos, por lo que
se consideré interesante investigar este punto, asi como la actividad
de algunas enzimas dependientes de fosfato de piridoxal que rela-
cionan metab6licamente a estas sustancias con el ciclo de Krebs.

Con fines comparativos, las mismas estimaciones de aminodcidos
y de actividades enziméaticas que se hicieron en la cuerda nerviosa
de la lombriz, se repitieron en nervio cidtico de ratén, cotejandolas
ademds con las obtenidas en este laboratorio para el caso del encé-

falo de ratén (12).

El sistema nervioso central de la lombriz de tierra, representado
por un grupo de ganglios dorsales fusionados, unidos por un anille
periesofagico a una cadena ventral, formada en principio por un
par de ganglios segmentales conectados por fibras, obedece al tipo
primitivo llamado “escaleriforme”, aunque existe ya una jerarquia
funcional gne esboza la centralizacién que aparecera después en el
sistema nervioso central de los invertebrados superiores y de los
vertebrados.

PARTE EXPERIMENTAL

Para la determinacién de aminodcidos libres se utilizaron lom-
brices de tierra de la especie Eisenia foetida (Sav.) tomadas direc-
tamente de su medio natural, y se les extrajo la cuerda ganglionar
ventral hasta el collar periesofagico, la cual fue congelada inme-
diatamente en aire liquido. Para las determinaciones en nervio cia-
tico se utilizaron ratones (colonia local) adultos, machos, de los
cuales se obtuvieron porciones de los nervios ciaticos hasta reunir
aproximadamente 100 mg., que se congelaron también en aire li-
quido. Los tejidos congelados se bomogeneizaron (homogeneizador
Potter-Elvehjem) en 1 ml. de alcohol etilico al 80%. Después de
centrifugar y lavar dos veces el residuo se obtuvo el extracto alcoho-
lico libre de proteinas, el cual se evaporé a sequedad y se reincor-
poré en (.05 ml. de agua bidestilada. Los aminoéacidos se separaron
por cromatografia bidimensional descendente en papel filtro What-
man No. 1, usando como primer solvente fenol al 80% y como se-
gundo solvente butanoi-acido acético-agua (4:1:1). La localizacién
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de los aminoécidos se logré mediante el revelado con ninhidrina al
0.05% en butanol saturado con agua, y la identificacién se efectud
mediante pruebas de recuperacién de cantidades conocidas de algu-
nos aminoacidos afiadidos a los extractos de tejido y por compara-
cién con cromatogramas patrén de mezclas conocidas de dichas sus-
tancias. La cuantificacién se realizé segin el método de Naftalin
(15). Las lecturas se efectuaron en espectrofotometro Beckman B
a 570 mp v se compararon con las obtenidas en el caso de croma-
togramas patrén de los aminodcidos estudiados.

Las actividades de TGO y TGP se estimaron por el procedi-
miento de Awapara y Seale (2) con ligeras modificaciones, y con-
sisti6 en la medicién de la cantidad de 4cido glutdmico producido
en un sistema que contenia acido aspértico o alanina respectiva-
mente (5.0 micromolas en 0.1 ml.), 4cido a-cetoglutarico (5.0 mi-
cromolas en 0.1 ml.), 0.1 ml. de homogeneizado de cuerda nerviosa
de lombriz o nervio cidtico de ratén obtenido en homogeneizador
tipo Potter-Elvehjem (1:25 P/V en amortiguador de fosfatos a 0°C,
pH 7.6) y 0.4 ml. de solucién amortiguadora de fosfatos a pH 7.6.

La mezcla se incub6 durante una hora a 37°C y la reaccién
se detuvo con 2.5 ml. de alcohol etilico absoluto. La estimacién del
acido glutdmico producido se realizd por cromatografia unidimen-
sional descendente (fenol al 80%) de alicuotas de los extractos
alcohélicos obtenidos, segln el método de Naftalin (15).

La actividad de la T-GAB se midié por la cantidad de &cido
glutdmico producido en un sistema que contenia AGAB (6.0 micro-
molas en 0.1 ml.), acido @-cetoglutarico (6.0 micromolas en 0.1
ml.}, 0.1 ml. de homogeneizado (Potter-Elvehjem) de cuerda ner-
viosa de lombriz o ciatico de ratén (1:25 P/V en amortiguador de
horatos a 0°C, pH 8.2) v 0.4 ml. de amortiguador 0.05 M de
boratos de pH 8.2. Este procedimiento es una adaptaciéon a homo-
geneizados de tejidos (19) basada a su vez en las condiciones ge-
nerales establecidas por Bessman et al. (4) y Roberts y Breggoff
(18). Después de una hora de incubacién a 37°C, la reaccién se
detuvo con 2.5 ml. de alcohol etilico absoluto; la estimacién del
4cido glutdmico se realizé a partir de alicuotas de los extractos alco-
hélicos por cromatografia unidimensional descendente (fenol al
80% ) y las lecturas se efectuaron por densitometria siguiendo la téc-

nica de Block y Weiss (5).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos se expresan en las Tablas 1 v 2, en
donde se comparan con los datos correspondientes a nervio cidtico
y encéfalo de ratén.

En lo que se refiere a las concentraciones de los aminoécidos
libres analizados en la cuerda nerviosa de Eisenia foetida puede
observarse que fueron sensiblemente menores a las que existen en
encéfalo de ratén y mayores a las que se observaron en el citico
(Tabla 1}). El 4cido glutdmico y la alanina se encontraron en una
proporcién elevada. En lo que respecta al AGAB cuya significa-
cion en el sistema nervioso central de algunas especies de vertebra-
dos parece ser de mucha importancia (3, 10, 16), no pudo estimarse
cuantitativamente con el método y la cantidad de tejido utilizado,
pero las pruebas de recuperacién en cromatogramas bidimensiona-
les indicaron que si se encuentra este aminoacide en la cuerda
nerviosa de la lombriz, aunque en muy poca cantidad en relacién
con los demés aminoacidos estudiados (Figs. 1a. y 1b).

En relacion con las actividades de las transaminasas dependien-
tes de fosfato de piridoxal (Tabla 2), se advierte claramente que
la de TGO predominé mientras que la de TGP fue casi nula. Esto
parece indicar que entre los mecanismos por los cuales el acido
glutdmico se metaboliza hacia el ciclo de Krebs interviene la TGO
y no la TGP. En cuanto a la T-GAB, se observé que en la cuerda
nerviosa de la lombriz existe una considerable actividad, aunque
esto no necesariamente implica la presencia de una apreciable can-
tidad de AGAB en el tejido, ya que se sabe que en el higado hay
una actividad notable de esta enzima, y este drgano practicamente
no contiene AGAB (18).

El estudio que se presenta debe considerarse como explorativo
en lo que respecta a Eisena foetida (Sav), ya que no se pudieron
obtener los animales en las condiciones mas adecuadas, como son
uniformidad en lo que se refiere a la edad y otras caracteristicas.
Para estudios similares es de desearse obtener los ejemplares de
colonias controladas.

Los escasos datos que se consignan en la literatura en este as-
pecto de la bioquimica del sistema nervioso de los invertebrados,
no permiten concluir nada definitivo; sélo el estudio comparado de
los resultados obtenidos con animales de diferente nivel evolutivo
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podra dar una visién més clara del significado de las semejanzas
y diferencias observadas. Es el propésito de los autores proseguir
con esta linea futura de investigacién.
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Fig. 1. la: Cromatograma de los aminodcidos libres de cuerda nerviosa de lombriz de
tierra. 1H: Cromatograma del mismo extracto adicionado de acido gamma-amino-huti-
rico. Técnica bidimensional descendente {(ver el texto), 1, 4cido aspartico: 2, dcido
glutamico; 3, cistina: 4, serina: 5, glicina; 8, glutamina: 9, alanina: 10, dcido gamma-
amino butirico: 11, valina v/o metionina; 12, leucina v/o isoleucina: 13, lisina.

RESUMEN

Se investigb por cromatografia cuantitativa en papel, la compo-
sicion en algunos aminodcidos libres de la cuerda nerviosa de la
lombriz de tierra Eisenia foetida (Sav.). Con fines comparativos
se analizd también el patrdon de aminoacidos libres del nervio ciatico
y del encéfalo de raton,

En las mismas estructuras se estimaron las actividades de las
transaminasas glutdmico-oxaloacética (TGO}, glutimico-pirivica
(TGP) y vy-amino butirico-a-cetoglutarica (T-GAB).

Los niveles de dcido glutdmico, alanina, serinatglicina y gluta-
mina predominaron sobre las del resto de los amincécidos en la
cuerda nerviosa de la lombriz. Dichas concentraciones fueron in-
feriores a las que se han encontrado en encéfalo de ratén, excepto
en el caso de alanina y semejantes a las de nervio ciatico.

Las actividades de TGO y T-GAB en la cuerda nerviosa de la lom-
briz fueron comparables a las que se han encontrado en el encéfalo
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de ratén. La actividad de TGP no fue mesurable con las técnicas que
se emplearon.

SUMMARY

The free amino acid pattern of the earthworm Eisenia foetida
(Sav.) nervous chain was investigated by quantitative paper chroma-
tonraphy The results were compared with similar data obtained
in mice sciatic nerve and with data obtained before by the authors
on the free amino acids composition of mice brain tissue. The acti-
vities of glutamic-oxalacetic transaminase (GOT), glutamic-pyruvic
transaminase (GPT) and vy-aminobutyric acid transaminase (GABA-
T) were studied in the same tissues.

Free glutamic acid, alanine, serine plus glicine, and glutamine
were the predominant amino acids in the earthworm nervous chain
(ENC), and their levels were higher than those found in mice sciatic
nerve. The concentrations of the free glutamic acid, aspartic acid
and glutamine of the ENC were lower than those found in the mice
brain.

ENC and mice brain showed similar GOT and GABA-T activities.
ENC exhibited very low activity of GPT.

Los autores agradecen la avuda del Dr. Enrique Rioja Lo Bianco en la clusi-
ficacién de la lombriz de tierra estudiada.

NOTA.
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