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INTRODUCCION

Uno de los temas de gran interés hoy en dia para los
cientificos es el estudio de las enzimas. Con la invencion
de la electroforesis, se puso de manifiesto la existencia
de varios tipos de enzimas que adoptan mds de una for-
ma. Se llaman isoenzimas y presentan entre ellas diferen-
cias en la secuencia de aminodcidos (Latner y Skillen,
1968; Weyer, 1968).

Entre las isoenzimas més conocidas se encuentran
lasdeladehidrogenasaldctica (LDH), las de la deshidro-
genasa del dcido mélico (MDH) v las de la deshidroge-
nasa del acido glutdmico (GDH).

En los mamiferos, la enzima maés estudiada ha sido
la LDH, la cual se ha presentado en por lo menos cinco
formas diferentes de tetrdmeros producidas cada una de - FIGURA 1
el_las por la unién de dos mondmeros en proporciones Electroferograma representativo de las isozimas de MDH
diferentes. Uno de los mondmeros se presenta mas que ori hisevos sin fertilizar.
todo en el tejido del corazén y ha sido denominado
“H" y el otro en el misculo estriado y se conoce como
“M" (Dixon v Webb, 1964). Asociando estos dos mo-
nomeros se puede observar la composicion polipeptidica
de los cinco tetrdmeros asi:

H, LDH,
H.M LDH.
H.M, LDH,
HM, LDH,
M, LDH;
[*} Este trabajo se llevé a cabo mediante una ayuda de Investiga- FIGURA 2 i,
citn del Fondo Colombiano de Investigacionss y Proyectos Electroferograma representativo de las isozimas de MDH
Especisles Francisco José de Caldas, COLCIENCIAS. en huevos en primar clivaje (estado 3.
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FIGURA 3
Electroferograma representativo de las isozimas de MDH
en huevos en segundo clivaje (estado 4).

FIGURA 4

Electroferograma representativo de las isozimas de MDH
en huewvos en tercer clivaje (estado 5.

FIGURA B

Electroferograma representative de las isozimas de MDH
en Blastula (estado 8).
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FIGURA &

Electroferograma representativo de las isozimas de MDH
en Géstrula (estado 12).

FIGURA 7

Electroferograma representativo de las isozimas de MDH
en Néurula (estada 16).

FIGURAR. . .

Electroferograma representative de-
en Boton de Cdla lestadd 3R ecl anai



FIGURA 9

Electroferograma representativo de las isozimas de MDH
en embriones de & mm (estado 201,

FIGURA 10

Electrofercgrama representativo de las isozimas de MDH
en ambriones de 7 mm (estado 21).
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Las isoenzimas de la MDH como las de la LDH pa-
recen tener también dos tipos de mondmeros organiza-
dos en cinco diferentes combinaciones detetrdmeros, los
cuales entre otras propiedades difieren en su movilidad
electroforética ¥ en su punto isoeléctrico.

La deshidrogenasa del acido mélico es una de las en-
zimas que acta en el metabolismo de los carbohidratos.
Es una oxidorreductasa que cataliza la interconversién
entre el acido malico y el &cido oxaloacético, usando
como coenzima el Dinucledtido de Nicotinamida Adeni-
na (NAD).

Market v Moller en 1959 empleando el método de
separacién por electroforesis en gel de almidén y traba-
jando con tejidos frescos de animales encontraron que
la MDH se separaba en dos fracciones diferentes. En
1960 Tsao utilizando la misma técnica obtuvo los mis-
mos resultados en varios tejidos de rata. Estos cientifi-
cos coincidieron en sus investigaciones al encontrar las
dos formas diferentes de la enzima MDH sin embargo,
ninguno explicd el significado bioldgico de esta hetero-
geneicidad.

Hallazgos similares fueron reportados por Latner ¥
Skillen en 1962 en espermatozoides humanos, por En-
glard y Breiger en 1962 en musculo de corazén de buey,
por Wiggert v Villee en 1962 en fracciones de corazon,
higado, rifién, pulmdn y corteza cerebral de fetos hu-
manos en varios estados de diferenciacion y por Gross-
man, Kaplan ¥ Thorne, en 1963, en el corazén del cer-
do. La conclusion a la cual llegaron estos investigadores
es que en los tejidos de los vertebrados tnicamente se
presentan dos bandas con actividad de la enzima MDH,
las cuales podian separarse electroforéticamente.

Siegel y Englard en 1962 purificaron la MDH del co-
razdn del buey, cristalizaron la enzima y determinaron
su composicion de aminoacidos. Posteriormente, Thor-
ne y Cooper (1963) obtuvieron composiciones similares
de aminoécidos para la MDH del extracto de células del
corazon del pollo. En 1963 Golberg y Cather, encontra-
ron la presencia de tres bandas con actividad de MDH,
durante el desarrollo embrioldgico del caracol Ilyanasa
obsoleta,

En 1963 Moore y Villee, separaron los blastomeros
del erizo de mar A, puntulata en el estado de 64 células,
mediante tratamientos con tripsina y luego por centrifu-
gacidn en un gradiente de sucrosa. Hicieron microelec-
troforesis en disco de policrilamida de macro ¥ micro
blastomeros y encontraron que en los macroblastome-
ros habian dos bandas con la actividad de MDH vy en los
microblastémeros, tres bandas, Seis horas después de la
fertilizaciém los embriones seguian presentando las mis-
mas tres bandas y a las cuarenta y ocho horas se presen-
taron cuatro bandas con actividad MDH. En huevos sin
fertilizar reportaron cinco bandas. Sin embargo, en
1967 Francesco y Villee utilizando el mismo animal, re-

portaron que antes de lafertilizacién aparecian ocho ban-

das; éstas se reducian y cinco minutos més tarde apare-
cian de nuevo los faltantes. La concentracion de esta
enzima, detectada por un aumento en la intensidad del
color de las bandas, aumentaba noventa minutos des-
piés de la fertilizacién. BI nd



Manwell (1966) hall6 diferencias en la actividad de la
MDH en-higado de renacuajo y de rana. En higado de
renacuajo encontré en la zona intermedia de tres a cua-
tro sub-bandas isozimicas, mientras que en el higado de
la rana las zonas catddica y anédica eran las méas marca-
das.

En 1971 Pakhomov y Perevozchikov, revelaron la
presencia de tres zonas de actividad de MDH en los
miusculos esqueléticos de pollos en desarrollo. Se encon-
traron las mismas bandas en los masculos y corazones
de los pollos adultos.

En el mismo ailo Engel, Wolfang y Wolf, mediante
estudios electroforéticos en ratas, anotaron que no ha-
bia actividad enzimatica alguna en los huevos sin fertili-
zar o en los estados de preimplantacién. Después de la
implantaciéon observaron por primera vez, un patrén
isozimico que aparecia a los diez dias, el cual presentaba
tres bandas diferentes. Doscientas cuarenta horas des-
pués aparecieron cinco bandas con actividad de MDH.
La conclusién fue que la MDH aparecia un poco mas
tarde en el desarrolio.

Los hallazgos descritos motivaron el interés por es-
tudiar las variaciones de esta enzima durante el desarro-
llo de Hyla labialis, una rana muy comin en Colombia
pero poco conocida biolégicamente.

MATERIALES Y METODOS

Para estos experimentos se utilizaron los anfibios
Hyla labialis, descritos por E.R. Dunn en 1944. Las ra-
nas adultas se recolectaron en la Urbanizacion San José,
la cual esta situada tres kildbmetros al occidente del ter-
cer puente de la autopista norte de Bogota, Colombia.

Una vez en el laboratorio se seleccionaron los ma-
chos y las hembras y se colocaron en recipientes de vi-
drio a una temperatura entre 8 y 14°C, siendo procesa-
dos antes del tercer dia de cautiverio.

Para obtener los huevos se utiliz6 un método de la
ovulacion inducida (F.J. Ryan y R. Grant, 1940), que
consiste en inyectar a la hembra y al macho en la cavi-
dad abdominal cinco pituitarias de Buffo marinus ma-
ceradas en 0.5 ml. de solucién salina al 0.75%.

Después de la inyeccién se colocd a cada pareja en
un frasco y se la aisl6 en un sitio oscuro para facilitar asi
el proceso de la ovulacién. Los huevos fertilizados se
colocaron en cajas de Petri, con 30 ml. de agua fresca y
con la ayuda de un microscopio esteroscopico, se sepa-
raron las diferentes etapas del desarrollo.

En pequefios tubos de vidrio se colocaron de 100 a
200 huevos en los diferentes estados de desarrollo, hasta
llegar alboténdecola. En los embrionesde Smm., 7mm.,
y 11 mm., solamente se recolectaron sesenta especime-
nes debido al tamafio de estos.

Los embriones se homogenizaron en 0.2 ml. de solu-
cion buffer stock, descrita por Boyer, ef al. (1963). Esta
contiene 4cido tricloroacético 0,5 M, #&cido bérico
0.02M y TRIS 0.9 M., a un pH final de 8.60. Luego se
centrifugaron en una centrifuga clinica a 5.000 rpm du-
rante media hora a O°C, guardando el sobrenadante.

El gel se prepara mezclando en un erlenmeyer 60
grms. de almidén (Otto Hiller) con 25 cc. de solucién
Buffer stock y se completa con 475 cc. de agua destila-

da. Se la calienta en un mechero agitdndola continua-
mente hasta que se espesa. Se retira del mechero y se
remueven las burbujas con una bomba de vacio. El al-
midén se vacia en un molde procurando sacar todas las
burbujas que hayan quedado. Cuando el gel se ha en-
friado se coloca en cada celdilla de éste, con la ayuda de
un tubo capilar, una muestra del sobrenadante. Como
patrén de referencia se utilizd plasma humano, cuyas
isoenzimas han sido ampliamente estudiadas y caracte-
rizadas. Se recubren las celdillas con parafina derretida
y se corre por 16 horas a 4°C aplicando 12.5 ma.a 200 v.
con una fuente de poder Heathkit 1 pw. 17.

En la cubeta correspondiente al polo negativo se co-
locan 75 cc. de buffer stock y 600 cc. de agua destilada y
en la correspondiente al polo positivo 100 cc. de buffer
stock en 600 cc. de agua destilada.

Las tajadas se tifien, una con napthol blue black (3.5
gr. en 1 litro de solucién blanqueadora) para detectar
proteinas en general y la otra con una sal de 4&cido mali-
co con el colorante NBT para detectar actividad de
MDH. Esta tGltima tajada se deja en la oscuridad hasta
que aparecen las bandas purpuras de actividad de
MDH. El gel se fija en solucién blanqueadora (4cido
acético metanol y agua destilada 1:5:5). Esta solucién se
usa también para retirar el exceso de napthol blue black.

RESULTADOS

Para determinar la localizacién de las enzimas se ob-
tuvo el indice de migracidn relativa de cada una de las
bandas, este indice corresponde a la relacién a/b, en
donde el valor de a corresponde a la distancia en milime-
trosdesdeel puntodeiniciacidndelrecorridode la mues-
tra de la deshidrogenasa maélica, hasta el extremo de mi-
gracién en la parte media de cada banda. El valor de b
corresponde a la banda de mayor migracién del control,
en este caso el plasma humano.

Las bandas se numeraron asi: la banda de migracién
maés anddica se denomind la banda 1. La banda de me-
nor migracién anddica se denominé como la banda 3,
siendo la banda 2 la intermedia.

La Tabla No. 1, presenta las migraciones de las ban-
das en los diferentes estados estudiados y las figuras 1 a
11 los electroferogramas representativos de las siguien-
tes etapas del desarrollo: huevos sin fertilizar (estado 1),
primero, segundo y tercer clivaje (estados 3, 4 y §5), blas-
tula (estado 8), gastrula (estado 12), neurula (estado 16),
botén de cola (estado 17) y embriones de 5, 7y 11 mili-
metros (estados 20, 21 y 22 respectivamente),

En todos los casos estudiados se detectan las tres
bandas descritas pero con algunas variaciones. En el es-
tado 3, correspondiente al primer clivaje (Figura 2) se
puede observar una mayor coloracion de las bandas 2 y
3, las cuales se presentan extendidas.

En el estado 4 correspondiente al segundo clivaje
(Figura 3) hay una disminucion en el color de las tres
bandas con relacién a la muestra de primer clivaje (Fi-
gura 4), en la cual también se observan las tres bandas.

La Figura § indica la fase de blastula (Estado 8) en 1a
cual se nota una mayor intensidad de las bandas 2 y 3.
Esta se acentua en la fase de gastrula (Estado 12, Figura
6), notdndose ademéas unos limites mas claros en cada
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Promedio By 52.30 | 52.55 | 50.92 | 52.05 | 52.83 | 55.22 51.94 51.16 | 53.77 | 51.05 | 50.94
Migracién By }34.68 13533 | 32.94 } 33.50 | 33.92 | 36.44 | 33.88 | 33.55 | 34.97 | 34.38 | 33.66
Real By |14.94 | 16.33 | 13.94 | 14.55 | 14.98 | 17.00 | 15.72 | 14.61 | 15.00 | 13.99 | 13.77
Promedio By |[1.136 | 1.142 L111 | 1.135 | 1.148 | 1.187 | 1.134 | 1.132 | 1.144 | 1.114 | 1.112
Migracién B2 0.742 1 0.768 | 0.719 {0.728 | 0.737 | 0.783 | 0.739 | 0.732 | 0.741 | 0.750 | 0.734
Relativa By | 0.337 0.355 1 0.305 {0.317 | 0.325 0.365 | 0.343 | 0.318 | 0.327 | 0.305 | 0.300

TABLA 1

Promedios de migracion real y migracion relativa de las isozimas de MDH en huevos sin fertilizar, primero,
segundo y tercer clivaje, blastula, gastrula, néurula, botén de cola, embrién de 5, 7y 11 mm. de Hyla labialis.

una de las bandas. Las bandas son mas definidas a nivel
neurula (Estado 16, Figuara 7) y botén de cola, (estado
17, Figura 8) pero las intensidades de tincién son meno-
res que en la fase de géstrula.

DISCUSION

De acuerdo con los trabajos de Mackintosh y Bell en
1963 confirmados por las investigaciones de Dixon y
Webb en 1964, tanto la Deshidrogenasa del Acido Lac-
tico como la del Acido Malico son el producto de la
unién de dos subunidades diferentes formando varias
clases de tetrameros. Estas combinaciones producirian
cinco formas isozimicas, las cuales difieren en su movi-
lidad electroforética y punto isoeléctrico, entre otras
propiedades, sin embargo para ambas enzimas se han
presentado informes de casos en los cuales aparece un
numero diferente de bandas. Por ejemplo, Vescel y
Bearn en 1957, trabajando con plasma humano, demos-
traron la presencia de tres isozimas de LDH y en 1967
Francesconi y Villee encontraron ocho bandas con acti-
vidad de MDH en los huevos sin fertilizar de Arbacia
punctulata. Pero parece que el caso mas comin se rela-
ciona con organismos o tejidos en los cuales aparecen
cinco bandas con actividad de LDH y dos bandas con
actividad de MDH (Wiggert y Villee, 1964).

En el presente trabajo los resultados obtenidos en las
primeras etapas del desarrollo de Hyla labialis utilizan-
do el método de electroforesis en gel de almidén s6lo
permitieron detectar tres bandas, sin que pueda excluir-
se la posibildad de que en cada banda haya mas de una.
Resultados similares obtuvieron Moore y Villee (1962)
en embriones de erizo de mar con 48 horas de desarro-
ilo.

Si se acepta que la intensidad de la coloraci6n refleja
la concentracion de la enzima, en la figura 1 correspon-
diente a huevos sin fertilizar hay una cantidad relativa-
mente baja de la MDH activa, lo cual estd de acuerdo

con su bajo consumo de oxigeno observado por George,
Escamilla y Manrique en 1979,

Teniendo en cuenta que el nimero de huevos o em-
briones utilizados en cada experimento fue el mismo, se
podria asumir, que la cantidad de material utilizado por
experimento fue constante. Es necesario sin embargo te-
ner en cuenta que no se tomé control de peso seco y que
la solubilidad de la enzima en el buffer puede variar en
las diferentes etapas del desarrollo. Asumiendo cantida-
des constantes de material utilizado y juzgando la con- -
centracién de enzima por el grado de tincién que se ob-
serva en las bandas, se nota que con la fertilizacion se
aumenta la cantidad de MDH y que las bandas B3 y By
no son tan limitadas en estos estados como en los hue-
vos no fertilizados (Figuras 1 a 8). Esta falta de limites
podria indicar la presencia de bandas adicionales que
podrian relacionarse en alguna forma con el aumento en
el metabolismo aerdbico reportado por George, Esca-
milla y Manrique (1979) después de la fertilizacion.

Durante los estados 4 y 5 correspondientes al segun-
do y tercer clivajes (Figuras 3 y 4) se mantienen las con-
centraciones en las bandas 2 pero disminuyen en las
bandas 3. Los autores anteriormente citados observaron
que en la grafica de consumo de oxigeno se nota una
cierta nivelaciéon y hasta un descenso que se hace mas
notorio en el estado de blastula, estado en el cual las
bandas de MDH comienzan a presentar una mayor in-
tensidad en la coloracién. Esto podria indicar la forma-
cion de enzimas en una etapa de preparacién para gas-
trulacion etapa en la que hay un aumento repentino en
el consumo de oxigeno.

La curva de consumo de oxigeno (George, Escamilla
y Manrique, 1979), muestra un punto méximo en el es-
tado de neurula, observacién que concuerda con la fuer-
te tincién que se nota en las bandas de la MDH en este
estado (Figura 7). La intensidad de tincion disminuye en
el altimo estado estudiado o sea embrién de 11 mm (fi-

gura 11).



Este descenso se puede explicar teniendo en cuenta
que el nimero de embriones utilizado fue aproximada-
mente la mitad del nimero de huevos utilizados. Esto se
hizo debido a que el exceso de concentracién de la enzi-
ma hacfa perder por sobreposicién la resolucién de las
bandas. Por tanto, se puede asumir que la concentra-
cién de MDH, en igual nlimero de especimenes seria en
realidad, mayor en el estado de botdn de cola, correla-
cionandola de nuevo con un mayor consumo de oxigeno
observado en esta etapa del desarrollo de Hyla labialis.
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" RESUMEN

Con la técnica de electroforesis Vertical en gel de al-
midoén se estudio la deshidrogenasa malica en los prime-
ros estados de desarrollo de Hyla labialis. Aparecieron
siempre tres bandas aunque se presentaron variaciones
en las concentraciones de las isoenzimas a juzgar por la
intensidad de tincién de las mismas. Se discute estas va-
riaciones.
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