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INTRODUCCION

En la mayoria de los casos estudiados hay sufi-
ciente evidencia como para indicar que la deshi-
drogenasa lactica (LDH) es un tetrémero com-
puesto por subunidades (CAHN et al., 1962) Estas
subunidades serian A y B (APELLA y MARKETIT,
1961) o H y M segiin Di1XON y WEBB (1964) esta-
rian controladas por genes independientes (Bo-
YER et al., 1963 ; MAUCE et al., 1963).

La asociacion de estas dos subunidades en
tetrémeros, daria como formas moleculares: A*
(LDH-5), A;B (LDH-4), A.B, (LDH-3), AB;
(LDH-2) y B, (LDH-1).

Se sabe que una de estas diversas formas mole-
culares se encuentran en algunos tejidos mas que
en otros. En el corazén se encuentra mas Ia forma
B. (LDH-1) y en el misculo esquelético la forma
A, (MARKETIT, 1965). Sin embargo, se han repor-
tado casos como en las Salamandras Tariche en
las que hay mas LDH-1 en el misculo y mis LDH-
5 en el corazén (SPEAKER, 1965). Puesto que los
experimentos se hicieron utilizando electroforesis,
una posible explicacién pedrfa ser un cambio
en las cargas relativas de las subunidades A y
B (WRIGHT y MOYER, 1973).

Hay varios casos en los que se han reportado
més de cinco formas moleculares de LDH, Es el
caso de los testiculos (ZINKAHM et al., 1968) y de
ciertos tejidos en algunos anfibios (WRIGHT y
MOYER, 1966). En este 1iltimo caso se han encon-
trado hasta § isozimas dentro del grupo de la
LDH-1.

Se han reportado variaciones de los patrones
isozimicos de la LDH en relacién con varias en.
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- 1973) con el ciclo reproductive (HALL, 1973;

PATTERSON y MASTERS, 1972) con el desarrollo
(DAviS et al., 1973; ADAMS et al., 1965) y se han
realizado estudios que clarifican en forma de he-
rencia {WRIGHT y MOYER, 1968; WARD y GUTT-
MAN, 1973) y su formacion durante las etapas de
regeneracién de miembros en salamandras (CHAN
y BALEK, 1973).

Hay varios experimentos que relacionan dife-
rentes etapas de diferenciacién en un organismo y
su metabolismo con la apariciéon o aumento en la
concentracion de las diversas formas de LDH.
CAHN y colaboradores (1962) mostraron que en
los embriones de pollo, aparece primero la LDH-1,
alin en misculos esqueléticos y a medida que se
avanza en el desarrollo hay un cambio hacia una
mayor produccion de LDH-5. El caso es totalmen-
te inverso en ratas en donde primero aparece la
LDH-5 y luego la LDH-1 (FINE et al.,, 1963). Es-
tos hallazgos concentraron nuestra atencién en el
estudio de las formas de LDH que aparecen a tra-
vés del desarrollo en los embriones de la rana
Hyla labialis. Esta rana se encuentra amplia-
mente distribuida en el territorio colombiano.,

MATERIALES Y METODOS

Los especimenes de Hyla labialis (DUNN, 1944)
fueron colectados en San José Spring, a 6 kiléme-
tros al norte de Bogot4. Los huevos se obtuvieron

.por ovulacién inducida (RYAN y GRANT, 1950)

gue consiste esencialmente en macerar en solucién
salina isotémica (0.75%) pituitarias de Bufo ma-
rinus e inyectar esta solucién por via intraperito-
neal tanto a machos como a hembras. Se utilizaron
2 pituitarias en 0.5 ml. de solucién salina por
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espécimen. La ovulacién se produce en aproxima-
damente veinticuatro horas.

Cada muestra estuvo conformada por cuarenta
embriones en los siguientes estados de desarrollo:
3 (primer clivaje), 4 (segundo clivaje), 5 (tercer
clivaje), 8 (blastula), 12 (grastula), 16 (neurula),
17 (botén de cola), 20 (5 milimetros) y 23 (11 mi-
limetros) (POLLISTER y MOORE, 1937; GEORGE y
EscAMILLA, 1973). Los huevos sin fertilizar se ob-
tuvieron directamente de la cavidad abdominal.
Los huevos se liberaron mecanicamente de la capa

de gelatina. Estas operaclones, en lo posible, se

hicieron a 4° C para impedir que los zigotes con-
tinuaran su desarrollo. Los huevos quedaron con-
gelados 1nmed1atamente para su futura utiliza-
cién.

Las muestras fueron homogenizadas a 0° C en
3.0 ml. de solucién salina isoténica y el homoge-
neizado se centrifugé por veinte minutos a 20.000
‘rpm a 4° C, El sobrenadante se utilizé6 inmediata-
mente en la electroforesis. Para la separacién de
las isozimas se utilizé el método de electroforesis

en gel de almidén descrito por SMITHIES (1955) v . .

modificado por NEWCOMER (1966).

El buffer empleado fue el reportado por BOYER
y colaboradores (1963). El buffer contiene EDTA
0.02 M, 4cido bérico 0.5 M y tris 0.9 M con un pH
8.6 (obtenidos de Sigma Chemical Co. Missouri).

Para la preparacion del gel se utiliz6 almidén
(Electrostrach Co. Madison, Wis) al 12% en solu-
cién buffer 1:20 con agua deionizada. El molde
(Buchler Instruments, Los Angeles, California)
con el gel, se coloca a 4° C por un minimo de dos
horas.

Se colocan en las hendiduras del gel 0.05 ml. del
sobrenadante del homogeneizado y se corre la elec.
troforesis por 16 horas a 12,5 miliamperios, 215
voltios a 4° C.

Se emple6 una fuente de poder Heathkit modelo
Ip 17. En la cdmara anddica se coloc6é buffer con
una dilucién 1:5 en agua destilada y en la catédica
1:7. Las tajadas se colorearon con una solucién
reveladora que contenia el sustrato lactato de
Litio 0.1 M, 6 mg/ml de NAD y 1 mg/ml de Nitro
BT (obtenidos de Sigma Chemical Co. Missouri)
en tris HCL 0.25 M a pH 74 (ALLEN, 1961). La
reaccion se llevé a cabo en la oscuridad. Los geles
se fijaron luego -con una solucién de acido acético,
metanol y agua 1:5:5. Como control se utilizé plas.
ma humano.

RESULTADOS

En los huevos no fertilizados y en los clivajes
primero, segundo y tercero, en blistula, gastrula,
neurula y botén de cola, aparecen como tUnicas
bandas las correspondientes a LDH-1 (B, o My) y
a LDH-2 (figura 1). Vale la pena anotar que la
banda correspondiente a la LDH-1 en el estado de
neurula fue bastante difusa como se muestra en
la figura 2. Habria la posibilidad de que esta ban-
da estuviese formada por sub-bandas como en casos

- que se mencionan en la' introduccién. La extrac-

cion de la banda y la realizacién de una electro-
foresis con el contenido de la misma, podria dar
la respuesta a este interrogante. Las bandas 1 y
2 contintian apareciendo en todos los estados es-
tudiados.

En el estado 20 (5 milimetros) aparece ya la
banda correspondiente a la LDH-5 (figura 3).
Esta se mantiene en todos los estados posteriores
estudiados.

La banda correspondiente a la LDH-4 aparece

solo en el estado 21, correspondiente a 7 milime-

tros (figura 4) y la. LDH-3 aparece sélo en el
estado 28, 11 milimetros (figura 5).

En el estado 11 milimetros se nota ademas una
pequeiia banda de muy escasa migracién que po-
dria representar una sub-banda de la LDH-4 o
sencillamente un artefacto. Esta Gltima posibili-
dad no es del todo convincente puesto que la banda
es consistente en todos los experimentos en este
estado.

La figura 6 resume la presencia o ausencia de
las diferentes bandas a través de los estados de
desarrollo estudiados.

Las migraciones relativas se obtuvieron midien-
do en milimetros la distancia de cada banda y di-
vidiendo esta distancia por la distancia de la ban-
da de mayor migracién en un control de plasma
humano. Los promedios de los datos obtenidos son:
0.708 para LDH-1, 0.561 para LDH-2, 0.342 para
LDH-3, 0.0954 para LDH-4 y —0.0178 para la
LDH-5.

DISCUSION

Durante las primeras etapas del desarrollo en
anf1b1os L¢EVIRUP (1959) ha indicado que la
energia para los procesos vitales se deriva esen-
cialmente de los carbohidratos. La presencia de
glicélisis se puede inferir de la presencia de LDH
en un tejido (RECHTERICH et al., 1963). Este es
el caso de la Hyle labialis.

Por otra parte se esperaria que el aumento en
el consumo de oxigeno, a medida que avanza el
desarrollo (BOELL, 1955) estuviese ligado con un
cambio en el tipo de enzimas presentes en el orga-
nismo.

ADAMS y FINNEGAN (1965), trabajando con Ra-
na aurore han reportado una disminucién en la
actividad especifica de la LDH inmediatamente
después de Ia neurulacién. Aunque en este trabajo

- no se presentan datos cuantitativos, es muy suges-

tivo el hecho de que también en este estado se
presenta algin cambio, indicado por una banda
difusa al nivel de la LDH-1.

Esa banda difusa podria ademés indicar que hay
sub-bandas en ella. Si este es el caso, habria més
de 5 isozimas presentes y no seria facil explicarlo
con la hipétesis de tetrameros de dos subunidades
bésicas propuestas por APELLA y MARKET en 1961.

ApAMS y FINNEGAN (1965) y CHAN y BALEK
(1973) han reportado més de cinco bandas en
salamandras, Informes similares se han dado en
ranas (WRIGHT y MOYER, 1968) y en otros orga-
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nismos. Para explicar la existencia de estas miilti-
ples bandas se han lanzado varias hipétesis como
son las de isdmeros conformacionales (HOUSSAIS,
1966) presencia de tres genes diferentes (Ka-
PLAN, 1964) y enlaces covalentes de GSH y cistei-
na a la LDH por enlaces disulfuro (DUDMAN y
ZERNER, 1978).

En Hylg labialis se observa la aparicion de la
LDH-5 sole hasta el estado de 5 milimetros, inme-
diatamente después del estado de botén de cola
que es la etapa en la que comienzan los movimien-
tos musculares. El funcionamiento muscular y la
aparicién de la LDH-56 se relacionan muy bien
puesto que es ésta la que se encuentra en mayor
concentracién en los misculos. Por otra parte, es-
tudios en Rane aurora (ADAMS y FINNEGAN,
1965), presentan un aumento en la actividad espe-
cifica de LDH en esta etapa e investigaciones en
Rana pipiens muestran que en este tiempo se acu-
mulan ribosomas y hay un aumento en la sintesis
de proteinas (BROWN y CASTON, 1962), y en la
actividad de varias enzimas (WALLACE, 1961).

También en este estado de desarrollo aparecen
las subunidades paternas de LDH en hibridos
(WRIGHT y MOYER, 1966) indicando que es el tiem-
po en que se activan los genomas derivados del
padre. WRIGHT y MOYER (1968) han demostrade,
utilizando Rana pipiens, que en hidridos las enzi-
mas maternas persisten hasta 20 dias después de
la fertilizacién y quince dias después de que el em-
brién ha comenzado a sintetizar su propia LDH.

Los puntos expuestos anteriormente y el hecho
de que en nuestros experimentos las formas de
LDH 1 y 2 estin presentes en forma activa en
huevos no fertilizados tienden a indicar que
ellas son sintetizadas mientras los huevos estin en

‘el organismo materno. Estos dos tipos de LDH

persisten durante todas las etapas del desarrollo
estudiadas, en Hyla labialis, sugieren que son de
vida larga o que los genes correspondientes y sus
controles estin activos durante estas etapas. Los
experimentos mencionados en el parrafo anterior
tienden a favorecer la primera. posibilidad.

La isozima 5 de la LDH se forma solamente
algo después del estado de botén de cola, indican-
do que el gene correspondiente ha comenzado a
actuar o estd actuando con una mayor intensidad.
Se observa que se forma primero la LDH-5 y
luego la 4 y finalmente la 3. Esto podria estar re-
lacionado con el hecho de que las sub-unidades tie-
nen una mayor tendencia a asociarse entre sub-
unidades iguales (DUDMAN y ZERNER, 1973).

RESUMEN

Utilizando la técnica de electroforesis vertical
en almidén se han estudiado las primeras etapas
de desarrollo de la rana Hyla labialis en cuanto se
refiere a los cambios que se observan en las isozi-
mas de LDH. Se muestra que la LDH-1 y la LDH-
2 aparecen en todas las etapas fertilizadas como
en todas las etapas de desarrollo estudiadas, que
se extienden hasta el estado 23, correspondiente a
embriones de 11 milimetros, La LDH-5 hace su
aparicidén en el estado de 5 milimetros, la LDH-4
en el estado de 7 milimetros y la LDH-38 en el
estado de 11 milimetros.

Los resultados tienden a confirmar experimen-
tos previos hechos con hibridos en el sentido de
que las enzimas sintetizadas por la madre perma-
necen activas en el embrién y que el embrién posi-
blemente comienza & sintetizar sus propias enzi-
mas en el estado de botdén de cola.
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FIGURA 8. Comparacién de la incidencia de las isozimas de LDH en los diferentes estados de desarrollo embriolégico de

Hyla labialis.
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