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1. Resumen

Con el fin de identificar y caracterizar las isoenzimas de la Lactato
Deshidrogenasa presentes en el estadio del desarrollo del Alevino de
Onchorhyncus mykiss, trucha arco iris, se realizaron extracciones de proteinas
totales, las cuales se obtuvieron, homogenizando los individuos de diferentes
tamanos, como fueron 2 cm, 3 cm y 4cm de longitud (Tratamientos); El ultimo
tratamiento (4cm) se dividié en tres diferentes grupos como fueron, Musculo
esquelético, Visceras (Vejiga Natatoria y sistema digestivo) y Ojos. A todos los
tratamientos se les determiné la actividad total de la isoenzima presente para
cada tamano espectrofotométricamente a 340 nm, la cual fue estadisticamente
significativa (P=0.000) para todos los tratamientos bajo un analisis de varianza
(N=25 para cada uno de los tratamientos). Luego con el fin de visualizar las
distintas isoenzimas presentes en los distintos tamanos de individuos se corrié
para cada uno de los tratamientos una electroforesis en gel de agarosa que

separo las diferentes isoformas presentes y luego se analizaron los geles.

Para los diferentes tratamientos se encontré una expresion diferencial para las
diferentes isoenzimas, donde la isoforma 5 (LDH-5), fue la que siempre se
visualizé en todos los diferentes geles corridos de los distintos tratamientos con
una gran intensidad en las bandas electroforéticas, lo cual se puede
relacionarse con una alta concentracion presente en la muestra. Las demas

isoformas que se encontraron para los distintos tratamientos, se pudo identificar
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las isoformas 1, 2, 3 y 4 (LDH-1, LDH-2, LDH-3, LDH-4) a lo largo de los

diferentes tejidos y de los individuos mas desarrollados.

Palabras Claves: Onchorhyncus mykiss, Alevinos, LDH, Isoenzimas.
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1. Introduccién

Uno de los temas centrales de la biologia del desarrollo es la especializacidon
progresiva de los individuos a lo largo de la embriogénesis y la diferenciacion que
ocurre a nivel molecular y celular en cada uno de los momentos del desarrollo
animal. A través de la investigacidn y experimentacion en la biologia del
desarrollo, se han establecido muchos organismos modelo con el fin de estudiar
su comportamiento tanto celular como molecular y bioquimico, durante la
fertilizacion, la embriogénesis y los estadios precedidos por la eclosiéon. Aunado
con esto, la mayoria de estudios se han enfocado hacia la biologia comparativa
entre los distintos organismos modelo de los diferentes taxones, todo con el
objetivo principal de comprender a mayor grado el desarrollo embrionario y los
mecanismos tanto celulares como moleculares que estan asociados a la
especializacion de tejidos y células en los seres humanos. Los estudios en
biologia del desarrollo pueden estar enfocados en una gran diversidad de temas, y
suelen involucrar disciplinas complementarias como la biologia molecular, la
bioquimica y la genética. Esta ultima disciplina complementaria ha tenido un
desenvolvimiento muy significativo en la comprension de la expresion génica
diferencial en los diferentes estadios del desarrollo de los individuos, por lo que
gran parte de investigacion actual en la biologia del desarrollo estd orientada
hacia la genética molecular y la genética del desarrollo. El area de la genética de
desarrollo tuvo como objetivo desde su conformacién unir la biologia experimental

con la genética, cuya contribucion radica en el estudio de los genes que confieren
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caracteristicas particulares al fenotipo de los individuos. De esta manera, se
consolidéb como premisa principal para la genética del desarrollo establecer como
el genotipo de un individuo puede transformarse en lo que se aprecia en el
fenotipo. Por esta razén, el paradigma central de esta disciplina es la expresion
génica diferencial de un mismo repertorio nuclear (Gilbert, 2006).

La expresion diferencial explica que por sefiales moleculares y por la
diferenciaciéon celular, las células tienen un destino particular que depende del
lugar espacial donde se encuentren en el embridn. Por esta razén, en diferentes
tejidos y partes del embridn pueden expresarse algunas proteinas que en otras
partes y células no. Esto estd gobernado por multiples mecanismos, como los
factores de transcripcion, la metilacion de las histonas y otros mecanismos de
regulacion hormonal (Gilbert, 2006).

Por este motivo, unas de las preguntas que frecuentemente la biologia del
desarrollo debe afrontar son las de como los genes controlan los procesos del
desarrollo, y cdmo el ambiente externo y celular controlan la expresion diferencial
de los genes (Whitt, 1979). Este trabajo tiene como objetivo encontrar una
respuesta a la pregunta de cudles son los mecanismos que juegan un papel en la
expresion diferencial, por medio de una aproximacion enzimatica. Usando un
repertorio enzimatico especifico, es decir la bateria de enzimas metabdlicas de un
individuo, se pretende entender como ésta tiene una participacion importante a
través del control transcripcional y postranscripcional, lo que puede ayudar a

entender la expresion diferencial en diferentes tejidos (Paigen, 1979).



La deteccion de un gen a nivel enzimatico es muy especifico, ya que el gen
transcrito se traduce en un enzima, la cual cataliza alguna reaccion, es decir la
conversion de un sustrato a un producto especifico. Este producto esta
relacionado de esta manera con la cantidad de sustrato; si existen altos niveles de
la enzima activa que catalice la reaccion, como consecuencia se asume que debe
haber una alta transcripcion del gen en particular y de esta manera pueda
detectarse. (Whitt, 1979).

La extensa variedad de enzimas metabdlicas dan una amplia gama de eleccién
para estudios en diferentes enzimas que sean relevantes en la investigacion de
una especie en particular en el transcurso de su desarrollo. Los peces han sido
una fuente de investigacion muy explorada, por el hecho que son organismos
faciles de mantener en laboratorio y por la alta diversidad a nivel molecular que los
caracteriza. En los estudios de la ontogenia de diferentes enzimas en peces, es
decir su comportamiento de expresion a lo largo del desarrollo embrionario, se ha
podido dilucidar el gran espectro de variabilidad molecular de varias enzimas
metabdlicas en diferentes estadios del desarrollo.

Los trabajos que se han dedicado a la estudio de la ontogenia de las diferentes
isoformas de las enzimas (isoenzimas, enzimas de multiples formas a nivel
molecular), evidencian que la especializacién celular es debida a la actividad y
expresion diferencial de los genes. Esto se puede concluir ya que la expresion de
una isoenzima es particular de un estadio o estadios especificos del desarrollo,
por lo que cada estadio refleja el metabolismo del embrién y por lo tanto el cambio

bioquimico que éste sufre. Por esta razén, es posible correlacionar los estados de
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diferenciacién morfolégica y funcional del desarrollo con el cambio bioquimico que

sufre el embrién en un estadio especifico de la embriogénesis (Frankel, 1977).

Durante muchos anos, el estudio de la ontogenia de las isoenzimas se ha estado
explorando cada vez a mayor profundidad en distintos vertebrados. Varios autores
concuerdan en que las isoenzimas muestran un patron de distribucion dinamico a
través de los distintos estadios del desarrollo, en los diferentes 6rganos y las
distintas especies (Frankel, 1977; Klyachko, 2001; Whitt, 1977). Estos mismos
autores postulan que estudiar la expresion diferencial de los genes que controlan
las isoenzimas es una forma de ver el cambio de la ontogenia, y prueba de esto es
la evidencia que se observa en la diferenciacién bioquimica (Maisel et al, 1965).
Se han llevado a cabo varios estudios en peces de distintos clados, de distintas
isoenzimas de enzimas metabdlicas, como la Malato Deshidrogenasa (MDH),
Creatina quinasa (CK), Glucosafosfato isomerasa (GLUPH) vy Lactato
deshidrogenasa (LDH) (Basaglia, 1988). Estos estudios han comprobado que para
estadios particulares del desarrollo hay ciertas isoenzimas que se expresan

diferencialmente en distintos tejidos.
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2. Justificacion
Dada la importancia del conocimiento y la experimentacién en el area de biologia
del desarrollo, con este trabajo se pretende aportar el estudio de una de las
diferentes ramas del desarrollo embrionario como es la de la ontogenia de las
enzimas. Ademas, con el fin de aportar mas conocimientos sobre el desarrollo de
Onchorhyncus mykiss (Trucha arco iris), especie en la que ya se han realizado
algunos estudios sobre desarrollo temprano, se intenta por medio de este trabajo
seguir su caracterizacién enzimatica y expresion génica diferencial a nivel de
diferentes estadios y en diferentes tejidos. Especificamente, este trabajo se enfoca
en la ontogenia de la enzima Lactato deshidrogenasa (LDH) en el alevino de
trucha, un estadio de desarrollo tardio posterior a la eclosion sobre el cual no se
han realizados estudios sobre desarrollo de este tipo, lo que permitira
complementar la descripcidon que comenzd con un estudio previo (Botero, 2006) y
poder contribuir mas conocimiento a la biologia de este organismo. De modo mas
general, se espera poder plantear repuestas a preguntas que se refieren a la

expresion diferencial en tejidos y estadios.
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3.

Objetivos

3.1 Objetivo General

Determinar el patrén de expresion caracteristico y la actividad de las
isoenzimas de la Lactato deshidrogenasa (LDH) para diferentes estadios
del desarrollo en el alevino de trucha y en diferentes tejidos del mismo en

un estadio en particular.

3.2 Objetivos Especificos

13

eDeterminar la actividad total de la Lactato deshidrogenasa (LDH), en
alevinos de 2cmy 3 cm.

eDeterminar la actividad total de la Lactato deshidrogenasa (LDH) en
diferentes tejidos de alevinos de trucha de 4cm de longitud, en musculo,
visceras y 0jos.

eCaracterizar e identificar las diferentes isoenzimas de la Lactato
deshidrogenasa, presentes en alevinos de truchade 2cmy 3 cm.

eCaracterizar e identificar las diferentes isoenzimas de la Lactato
deshidrogenasa, presentes en diferentes tejidos de alevinos de trucha de

4 cm de longitud, como son, musculo, visceras y 0jos.



4. Marco Tebrico

El término isoenzima fue acufado por Markert & Moller (1959), quienes
identificaron las primeras isoenzimas para una enzima, que fue la LDH. Ellos
utilizaron el término isoenzima para describir las distintas formas moleculares de
una enzima que catalizan una misma reaccion y que se pueden encontrar en
diferentes tejidos de un mismo organismo. Las isoenzimas son proteinas
multiméricas con funcion catalitica semejante, y difieren entre ellas en algunas
propiedades quimicas, fisicas y cinéticas. Estas proteinas estan constituidas por
dos o mas cadenas polipeptidicas o subunidades (monémeros), que difieren en su
estructura primaria. La modificacion de las proteinas puede permitir que se
encuentren diferencias funcionales y electroforéticas que repercutan en su
estructura y propiedades cinéticas. Si las cadenas de la proteina formadas son
idénticas, la isoenzima resultante es un homopolimero, y si son diferentes se
tratara de un heteropolimero. Las isoenzimas también se diferencian entre si por
su distribucion de carga debido a su configuracion aminoacidica y su velocidad de
migracion en una electroforesis (Matthews, 1999). Cada isoenzima de una misma
familia puede presentar una diferente afinidad por su sustrato, de manera que las
constantes de afinidad y la especificidad pueden variar, y cada una puede ser
inhibida diferencialmente por agentes especificos. (Kaplan, 1990).

La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) (EC 1.1.1.27) es una enzima de vital
importancia para la produccién de energia en estados de anaerobiosis; se
encuentra presente a lo largo de todo el reino animal. Esta enzima se caracteriza

por ser una proteina tetramérica, de la cual se pueden encontrar varias formas
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moleculares alternativas. Los genes que codifican a esta enzima se han estudiado
a lo largo del reino animal, y se ha determinado que dos genes paralogos, A y B,

codifican a las dos subunidades diferentes de la Lactato deshidrogenasa.

La LDH es una enzima que cataliza reacciones en el curso final de la glicdlisis,
donde una molécula de glucosa se degrada a dos moléculas de piruvato, dando
como resultado a la produccion neta de 2 ATP y la reduccion de 2NAD* a NADH.
La finalidad del LDH es la regeneracion de NAD", con lo cual el proceso se hace
independiente del oxigeno, y por lo tanto puede funcionar en anaerobiosis. La
reaccion es dependiente del pH; en el caso de un pH basico (pH > 7) la reaccién
favorece la conversion de lactato a piruvato y si el pH es neutro (pH = 7) se

favorece la reaccién inversa, es decir de piruvato a lactato.

o] OH
| LDH
CH3—E—CGOH —— C!I-I3— CH —COOH
NADH MNAD+
Pyruvato Lactato

Figura 1. Reaccién catalizada por la enzima Lactato Deshidrogenasa (EC 1.1.1.27), la cual es
dependiente del pH, favoreciendo la formacién del lactato a piruvato (pH > 7) o la formacion de

piruvato a lactato (pH = 7) Tomado y Modificado de: www.answers.com/topic/ldh-reaction-png

La lactato deshidrogenasa es una proteina de aproximadamente 140.000 Daltons,

ésta se encuentra en el citoplasma de todas las células (Kaplan, 1990).
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4.1 Caracteristicas Bioquimicas de las isoenzimas de la LDH
En los vertebrados, la LDH esta constituida por dos tipos de subunidades

polipeptidicas; H (heart) y M (muscle), las cuales son bioquimica y genéticamente
diferentes. Cada una de las isoenzimas es ensamblada de una manera diferencial
por la combinacién aleatoria de estas subunidades en el entorno citoplasmatico,
un proceso que trae como resultado la formacion de las cinco isoenzimas
principales, que tienen la siguiente composicion: Hs (LDH-1) (B4), HzM (LDH-2)

(BsA1), HoM2 (LDH-3) (A2B2), HM3 (LDH-4) (B1A3) y M4 (LDH-5) (As4).

Por la naturaleza bioquimica de las subunidades, la carga neta de las diferentes
isoenzimas generadas es diferente, y por lo tanto su corrido electroforético es

distinto, como lo indica la figura 2.

LDH 5

LDH &

o el I PR

Figura 2. Patron electroforético en gel de agarosa de las distintas isoenzimas de la Lactato

deshidrogenasa, lo cual permite que las diferentes isoformas migren diferencialmente, debido a la

carga neta de cada una de ellas. (pH de 8.6). Tomado y modificado de Maestre, 2004.
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El peso molecular de las subunidades M (A) y H (B) es de aproximadamente
35.000 Daltons y cada una de estas contiene sdlo un cuarto del numero de
residuos de lisina y arginina encontrados en el total de la enzima, lo cual sugiere
que las isoenzimas de movilidad intermedia son hibridos compuestos por la
mezcla de subunidades. Lo anterior explica la diferencia en carga para cada
subunidad, que se traduce en que existe una carga total particular para cada
isoenzima (Botero, 2006).

Algunos autores han explotado la diversidad molecular del genoma de los peces,
con objeto de estudiarlos en diferentes disciplinas, como por ejemplo en la
microevoluciéon de los loci enzimaticos, en estudios taxondmicos para la
identificacion de especies, o en genética de poblaciones para el estudio la
variacion enzimatica entre de las poblaciones (Basaglia, 1989).

La caracterizacion bioquimica de las larvas y los juveniles aporta informacién
acerca de la historia de vida de la especie, que puede ser util cuando no se
pueden detectar caracteres fisicos y anatdmicos en estos estadios del desarrollo
(Gardinier, 1974). De esta forma, el estudio analitico de las isoenzimas puede
ayudar a establecer patrones en la identificacion para ciertas especies.

(Lundstrom, 1977)
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4.2 LDH en los peces

En la mayoria de los vertebrados la LDH, es codificada por 2 loci (Ldh-A y Ldh-B)
que estan ubicados en cromosomas distintos en todos los vertebrados estudiados
(Whitt, 1984), los cuales sintetizan las subunidades Ldh-A y Ldh-B, que se asocian
aleatoriamente en el citoplasma formando 5 tetrameros diferentes, las isoenzimas
Asy By y tres isoenzimas, AsB1, ABy, A1Bs (Figura 2.), que poseen diferentes
propiedades fisicas, quimicas y cinéticas. Estudios en elasmobranquios indican
que cada forma molecular cataliza su reaccién en un tejido particular (Basaglia,
1989). Adicionalmente, se ha descrito el tercer locus LDH-C, que se expresa en

peces teledsteos de los 6rdenes Gadiformes y Cypriniformes (Crawford, 1989).

En casi todos los peces que han sido objeto de estudio, la isoenzima A4 (LDH-5),
que interviene en la reduccion de piruvato en tejidos con un metabolismo
anaerobio, es predominante en musculo esquelético blanco el cual no usa lactato
sino que lo produce. En el orden Gadiformes, esta isoenzima es mas activa en la
vejiga natatoria que en el musculo esquelético. En el curso del desarrollo
embrionario de los peces, As (LDH-5), empieza expresarse soélo cuando la
diferenciaciéon muscular se ha completado y cuando las primeras contracciones

empiezan.

Por otro lado, la isoenzima B4 (LDH-1), que es mas termoestable en comparacién
con la A4, es predominante en metabolismos aerobi6ticos, como consecuencia de

que ésta tiene mayor afinidad a su sustrato en tejidos que tienen una mayor
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provision de oxigeno y donde la utilizacion de lactato es constante como es en el
caso del corazén, cerebro y musculo rojo (Shaklee, 1981; Basaglia, 1989). La
migracion electroforética de las isoenzimas de A4, las cuales tienen una baja
velocidad anodal y las de B4 que tienen una alta carga negativa, resulta en
diferencias metabdlicas significativas y consecuencias ecoldgicas (Powers, et al,
1983). Por lo tanto, se puede concluir que esta expresién diferencial puede estar
relacionada con diferencias cataliticas entre las diferentes isoenzimas, lo que

podria sugerir un destino fisiolégico especial para cada una de las dos LDHs.

Las isoenzimas A4 y B4, que son codificadas por genes distintos, tienen diferencias
funcionales y estructurales, que aparentemente se pueden explicar por su
estructura primaria (Klyachko, 2001). Se ha propuesto que para Bs existen
asociaciones modificadas no covalentes, que le podrian permitir a la isoenzima
algun tipo de regulacion durante el desarrollo ontogénico, y de esta manera

cambiar sus propiedades estructurales y funcionales (Klyachko, 2001)

En la mayoria de los peces 6seos, se ha descrito un tercer locus, C. La isoenzima
C4 se expresa como una isoenzima altamente anodal y es especifica del ojo en
especies de peces de algunos clados (Whitt 1975); en otros peces, esta isoenzima
es relativamente catodal y es especificamente encontrada en el higado (Shaklee
et al, 1973). Por ejemplo, en los 6rdenes Cypriniformes y Gadiformes, C4 esta
presente en el higado y su actividad se evidencia una vez la diferenciacion celular
y morfolégica del tejido esta completa. Se ha argumentado que la diferencia entre

estas dos isoenzimas en cuanto a su expresion diferencial y carga neta en
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diferentes especies no son simples polimorfismos, sino el resultado de variacion

en los mecanismos de regulacion génica (Shaklee, 1981).

Con respecto al origen de la LDH, se han propuesto varias hipotesis. Primero, se
ha propuesto que el ancestro comun debia tener una copia, es decir un solo gen
de la LDH, condicién que aun es presente en las lampreas modernas (Basaglia,
1989) Esto implica que luego existid6 una duplicaciéon del gen, la primera en el
orden Myxiniformes y la otra en los gnatostomados lo que como resultado produjo
los dos loci de la LDH. Una segunda hipotesis propone que ambas isoenzimas
estan presentes en las lampreas, pero que solo una de ellas puede ser observada
(Whitt, 1987). Una ultima hipoétesis formula que la subunidad C dio origen a la
subunidad B, por lo tanto C estaria antes la duplicacién que dio lugar a las

subunidades A y B (Basaglia, 1989)

En la ultima década, se han realizado varios estudios en peces a nivel nacional
que han podido establecer patrones de expresién y la ontogenia de varias
isoenzimas (Dallos, 1994; Maestre, 2006; Botero, 2006). Para el caso de la LDH
se han realizados dos estudios; el primero de ellos se llevé a cabo en el desarrollo
embrionario de Betta splendens (pez combatiente siamés), donde se pudo
establecer un patron definido de actividad y expresion para los estadios de oocitos
sin fertilizar, oocitos fertilizados, y en los estadios de clivaje, blastula, gastrula y
neurula (Maestre, 2006). Este estudio concluyd que las isoenzimas LDH-4, LDH-3

y LDH-2 sufrieron un cambio importante en su actividad durante las diferentes
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etapas. La isoenzima LDH-3 se caracterizO por presentar la mayor actividad
enzimatica, seguida de la isoenzima LDH-4 durante todo el periodo. La isoenzima
LDH-2 se expres6 durante las etapas de gastrula y neudrula, y mostré un constante
aumento en su actividad enzimatica en la ontogenia, lo cual fue relacionado con
un posible incremento en los requerimientos energéticos para llevar a cabo la
diferenciacion y posterior especializacién del mesodermo en estas etapas del

desarrollo (Maestre, 2006).

En segundo estudio se realiz6 en Onchorhyncus mykiss (Trucha arco iris), en el
que se identificé un patron de expresion y de actividad para la LDH, para los
oocitos sin fertilizar, oocitos fertilizados y los estadios desde clivaje hasta la
neurula (Botero, 2006). Este estudio sélo documentd la expresion de la isoenzima
LDH-3 en los estadios del desarrollo analizados y sugirié que la actividad
enzimatica de la LDH estuvo relacionada con los eventos morfogenéticos
especificos de cada estadio y los cambios bioquimicos y metabdlicos que sufrio el

embrién en desarrollo (Botero, 2006).

En el presente estudio se complementa el estudio de Botero (2006) documentando
los patrones de expresion de isoenzimas en un estadio del desarrollo mas tardio
de Onchorhyncus mykiss, el de alevino. Este estadio comprende los primeros dias
después de la eclosién, cuando todavia se encuentra el saco vitelino en los

animales y el desarrollo embrionario no ha cesado. (Figura 5.)
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Figura 3. Alevinos de Onchorhyncus mykiss. (a) 1 dia después de de la eclosion. (b) Alevinos 4
dias después de la eclosion, donde se ve la reduccion parcial del saco vitelino. (c) Alevinos de 14
dias después de la eclosion, donde el saco vitelino aun se encuentra presente. (d) Alevinos de 21
dias después de la eclosion, donde el saco vitelino se ha reabsorbido por completo. Imagenes

Tomadas y disponibles electronicamente de http://www.troutiodge.com/tech/Crianza_Inicial De_La_Trucha_Arco_lris.pdf

recuperadas el 26 de junio de 2007

A través de este estudio se podra continuar el estudio de la ontogenia de esta
enzima, y de sus diferentes isoenzimas en el desarrollo de Onchorhyncus mykiss,
y asi seguir aportando conocimientos relacionados con el desarrollo molecular de
esta especie. Si se encuentran diferencias significativas en la expresion de las
isoenzimas en diferentes estadios y tejidos, se encontrara un patrén dinamico para

estas a lo largo del desarrollo en este estadio para esta especie.
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5. Metodologia

Se tomaron aleatoriamente alrededor de 25 alevinos de trucha, para cada uno de
los tratamientos, los cuales fueron, 1) Alevinos de 2 cm de longitud, 2) Alevinos de
3 cm de longitud y alevinos de 4 cm de longitud divididos en 3 grupos: 3) musculo
esquelético 4) visceras (entre ellas vejiga natatoria, aparato digestivo y corazén) y

5) Ojos.

Para los alevinos de 2 cm de longitud, se extirpd el saco vitelino, que todavia se
encuentra presente en este estadio. En los alevinos de 4 cm de longitud se
extrajeron de un mismo animal las tres partes principales mencionadas
anteriormente. Los alevinos de 3 cm de longitud se homogenizaron completos;
todos los tratamientos fueron homogenizados en 1 mL de Tris-HCI 0.1 M, pH 7.5,
a 4°C. Los homogenizados fueron centrifugados (SORVALL Biofuge Primo R) en
tubos falcon de 15 mL en dos sesiones de 1 hora a 8,500g a 4°C, siguiendo el

protocolo de extraccidn de proteinas elaborado por G. Whitt & D. Philipp (1977).

Una vez centrifugadas las muestras, se procedid6 a tomar el sobrenadante y
pasarlo a tubos falcdn nuevos. Luego se repitid 2 veces el procedimiento anterior
y finalmente se almacenaron los tubos con los sobrenadantes a —77 °C en un
refrigerador REVCO® hasta el momento en que se procedié a realizar las

determinaciones espectrofotométricas y electroforéticas.
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Con el fin de determinar presencia de la enzima LDH en las muestras y su
actividad total para cada tratamiento, se realizaron analisis espectrofotométricos
utilizando el kit LDH-P 4 + 1 SL (ELITECH Diagnostics) con las especificaciones
del fabricante. La presencia de la enzima y su actividad total se examinaron en

una espectrofotdmetro COMPUR M 2000 CS a una longitud de onda de 340 nm.

La determinacion de la actividad total de la enzima se realizd en una serie de
lecturas durante 240 segundos, donde a cada 60 segundos se tomaban datos de
absorbancia en el equipo. Se efectuaron tres réplicas de los homogenizados
obtenidos para cada tratamiento y se estimaron los deltas de las lecturas de
cada 60 segundos. Para calcular la actividad total, se multiplicé el delta por el
factor de 11496 especificado por el fabricante en el Kit. Para determinar si habia
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos se realizé un analisis
de varianza (ANOVA) en un disefio completamente al azar, con un nivel de

confianza, a = 0.05. (STATISTIX 8.0, 2003).

Para realizar los analisis electroforéticos, se tomaron tubos eppendorf de 1.5 mL
para cada uno de los tratamientos (5 Tubos) en los cuales se colocé 1 mL de los
sobrenadantes guardados en frio y se tomé una alicuota de 2.5 pL del
sobrenadante de cada uno de los tratamiento y del control. El control, provisto
por la casa comercial Helena Laboratories, (CK/LD Isoenzyme Control, Cat. No.
5134), consiste de las cinco isoformas de la LDH preparados de extractos de

tejidos de ratones y de suero humano.
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La siembra fue realizada sobre un gel de agarosa, provisto por el Kit de Helena
Laboratories, (TITAN GEL LD Vis Isoenzyme Kit, Cat. No. 3043) en un Buffer
Barbital de pH 8.6. La electroforesis se corrié a 85 Voltios y 10 miliamperios por
50 minutos, después del cual se visualizaron las bandas usando una reaccién
cruzada acoplada a una colorante de formazan. Luego se escanearon los geles
para la visualizacion de las bandas y se invirtieron los colores, con el fin de

obtener una mayor resolucion de las mismas.
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6. Resultados

- (a)
LDH-5 | As

LDH-4 | AzB4

LDH-3 | AzB:

LDH-2 | BsA,

LDH-1| By

+

Figura 4. Electroforesis de las isoenzimas de la LDH en homogenizados en gel de agarosa, (a)

Patron Electroforético de las isoenzimas de la LDH (Control), (b) Electroforesis de las isoenzimas

de la LDH para alevinos de 2 cm de longitud.

El analisis electroforético indica para el estadio del desarrollo de 2 cm de longitud
del alevino de Onchorhyncus mykiss, existe una banda bastante intensa
correspondiente al tetramero de A4 (LDH-5), que sugiere una alta concentracién
de esta isoenzima (Figura 4). También se observa una banda que se superpone
parcialmente con la de la isoenzima LDH-5; ésta corresponde a la isoenzima LDH-
4, que igualmente presenta una alta concentracion indicada por la alta intensidad
en la banda. Luego se distinguen tres bandas bastante tenues que se relacionan
con una muy baja concentracion para este estadio. En orden de migracion del polo
negativo al polo positivo, éstas corresponden a las isoenzimas A,B, (LDH -3), A1B3

(LDH -2) y B4 (LDH - 1).
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Para el estadio de 3 cm de longitud, se pueden identificar dos bandas en el gel
(Figura 5). La banda correspondiente a la isoenzima LDH-5 no es tan intensa
como en el estadio de 2 cm, lo que indica que su concentracion en este estadio es
menor. Sin embargo, la presencia de los homopolimeros de A presentes en las
dos isoenzimas (LDH-5 y LDH-4) en el gel en una mayor concentracion, se deben
a que en estos tratamientos se existe un alto grado de tejido muscular.

Ta) (b)
LDH-5 | A4

A

LDH-4 | AsB;

A

LDH-3 | AzB:

LDH-2 | BsA,

LDH-1| By

+

Figura 5. Electroforesis de las isoenzimas de la LDH en homogenizados en gel de agarosa, a)

Patrén electroforético de las isoenzimas de la LDH (Control), (b) Electroforesis de las isoenzimas

de la LDH para alevinos 3 cm de longitud.

Para el tratamiento de musculo esquelético de alevino de 4 cm de longitud, (Figura
6), la presencia de una banda intensa correspondiente a la isoenzima A4 (LDH-5)
sugiere una alta expresion en este tejido. También puede visualizarse la isoenzima
LDH-4. Las demas bandas estan ausentes, indicando que las otras isoenzimas no

se expresan en este tejido en este estadio especifico del desarrollo.
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~ (a)
LDH-5| As

LDH-4 | AzB1

LDH-3 | AzB:

LDH-2 [ B2A,

LDH-1| Ba

Figura 6. Electroforesis de las isoenzimas de la LDH en homogenizados en gel de agarosa, a)

Patron electroforético de las isoenzimas de la LDH (Control), (b) Electroforesis de las isoenzimas

de la LDH en musculo esquelético de alevinos de 4 cm de longitud.

(@)
LDH-5 | As

LDH-4 | AzB4

LDH-3 | AzBz

LDH-2 | BsA

LDH-1| Bs
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Figura 7. Electroforesis de las isoenzimas de la LDH en homogenizados en gel de agarosa, a)
Patron electroforético de las isoenzimas de la LDH (Control), (b) Electroforesis de las isoenzimas

de la LDH para visceras de alevinos de 4 cm de longitud.

(@)
LDH-5 | As

(b)

LDH-4 | AzB,

LDH-3 | AzB2

LDH-2 | BaA,

LDH-1| Bs

+

Figura 8. Electroforesis de las isoenzimas de la LDH en homogenizados en gel de agarosa, a)

Patrén electroforético de las isoenzimas de la LDH (Control), (b) Electroforesis de las isoenzimas

de la LDH para alevinos 4 Cm de longitud — ojos.

En el tratamiento de visceras de alevino de 4 cm de longitud (Figura 7), se
observan bandas bastante tenues en el gel. El homopolimero A, expresado en las
isoenzimas LDH-5, LDH-4 y LDH-3, no se encuentra en tan alta concentracién
como en los estadios de 2 cm, 3cm y musculo (alevino 4 cm), y los homopolimeros
de B también estan en baja concentracion. Por lo tanto, este tejido en este estadio
particular del desarrollo muestra una expresion muy moderada de los diferentes

loci implicados en la formacion de las isoenzimas, lo que, en comparaciéon con los
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resultados de musculo esquelético, indica que la expresion de los homopolimeros

difiere entre los tejidos estudiados.

Actividad Enzimatica - Desarrollo Tardio

Actividad Enzimabica (111

1%, A3 Adh s A4z A4vis
Tratamientos

Figura 9. Actividad enzimética total para los diferentes tratamientos; A2, alevino de 2 cm de
Longitud; A3, alevino de 3 cm de Longitud; A4Mus, musculo esquelético de alevino de 4 cm;
A40Ojos, ojos de alevino de 4 cm; A4Vis, visceras de alevino de 4 cm. Las cajas encierran la media
mitad de los datos (rango intercuartilico), la linea que divide las cajas es el valor para la mediana y
las lineas verticales en los extremos, whiskers, indican la extension de observaciones de los datos
del mayor al menor. Letras (A, B, C), Comparacion multiple de Tukey para las actividades totales
de los diferentes tratamientos (gl=4, a=0.05) Se encuentran diferencias significativamente altas en

las medias de las actividades totales de los tratamientos 2, 3, 4
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Por ultimo, en el tratamiento de ojos de alevino de 4 cm (Figura 8), se observa un
patron de expresion de los homopolimeros muy parecido al del tejido visceral. Los
homopolimeros de A se encuentran en una concentracidon media, y los de B en

concentracion baja.

Los resultados obtenidos para la actividad enzimatica total mediante el analisis de
varianza en todos los tratamientos (F= 24.7; P=0.000; gl= 4), muestra que existen
diferencias significativas entre tratamientos. En el caso de la actividad en el
alevino de 2 cm de longitud, se observa una diferencia significativa con respecto al
tratamiento de musculo de alevino de 4 cm (Prueba de Tukey, Figura 9 Letras)
actividad que debe estar representada principalmente por las isoenzimas LDH- 4 y

LDH- 5 que se encuentran en alta concentracion en este tratamiento (Figura 4.);

La actividad total del la enzima LDH en el tratamiento del alevino de 3 cm de
longitud, es significativamente mayor que en los tratamientos A4Mus y A4QOjos
(Figura 9, cajas), lo que se puede estar relacionado con la gran expresion de los
homopolimeros de A en este tratamiento (Figura 5). En el tratamiento de musculo
de alevino de 4 cm, se observa una actividad enzimatica total sustancialmente
menor que en los demas tratamientos (Figura 9). La actividad enzimatica total en
las visceras y ojos de alevino de 4 cm, fue similar, y significativamente mayor que

la actividad en el musculo esquelético en este mismo estadio.

33



7. Discusion de Resultados

Los resultados obtenidos muestran que la expresion de las isoenzimas de la LDH
en alevinos muestra un patron caracteristico para los estadios estudiados, en el
cual los alevinos de 2 cm y 3 cm longitud, se caracterizaron por expresar
mayormente las isoenzimas LDH-4, LDH- 5 y los alevinos de 4 cm expresaron
mayormente las isoenzimas LDH-5 y LDH-4 en el musculo y todas las isoenzimas

en las visceras y 0jos, pero en muy baja concentracion.

La presencia de las isoenzimas LDH-4 y LDHS5 en el caso del tratamiento del
alevino de 2 cm de longitud, pueden estar muy relacionadas con la presencia de
musculo esquelético, que en porcentaje de peso total del animal es mucho mayor
con respecto a los estadios mas tempranos (~65%). Para este mismo estadio la
expresion de homopolimeros de A (Ldh-A) que se expresan en tejidos anaerobios
preferencialmente, se aumenta significativamente por el movimiento natatorio de
los animales en este estadio, el cual genera una condicién altamente anaerobia, lo
cual permite que el homopolimero A (tetrameros As y AsBq en este caso) se
exprese preferencialmente con respecto a los homopolimeros de B (Basaglia,
1989). Por esta misma razon, las demas isoenzimas son expresadas en menor
medida. Este comportamiento de expresion también puede ser explicado por el
hecho que los alevinos de este estadio presentan saco vitelino, que contiene
nutrientes (Gilbert, 2006). Esto incrementa un grado de oxidacién mayor para el

animal por el constante requerimiento de energia del esfuerzo fisico generado en
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los movimientos, que como resultado aumenta la anaerobiosis en la mayoria de

los tejidos.

Al igual que en los alevinos de 2 cm, en los alevinos de 3 cm se expresaron las
isoenzimas LDH-5 y LDH-4, pero la intensidad de las bandas fue menor en la
electroforesis de alevinos de 3 cm de longitud. Esto se puede explicar con base
en el hecho de que en este estadio el saco vitelino se ha consumido por completo,

lo que hace que la oxidacién sea menor.

En el caso del tratamiento del musculo de alevino de 4 cm, existié una expresion
diferencial y preferencial de los homopolimeros de A. Esto se explica teniendo en
cuenta el hecho que este tejido se comporta anaerobiamente la mayor parte del
tiempo. El resultado obtenido en los tratamientos de las visceras y ojos de los
alevinos de 4 cm probablemente se debe al hecho de las visceras en gran parte
estaban compuestas de aparato digestivo y vejiga natatoria, y estos tejidos
presentan concentraciones intermedias de oxigeno. Para el caso del aparato
digestivo, caracterizado por la baja concentracibn de oxigeno esta condicidon
puede sugerir la presencia del Tetramero de A4 (LDH-5) y por esto es que en los
geles se observa esta banda. Con respecto a este tratamiento de las visceras,
donde se incluye la vejiga natatoria, la expresion de las isoenzimas con el
homopolimero B se explica por la presencia de oxigeno en la vejiga natatoria, ya
que estas enzimas son preferencialmente expresadas en ambientes aerobios. Sin

embargo, la expresion de estas isoenzimas es muy baja; estos resultados son
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consistentes con estudios hechos en otros organismos, en los que también se han
encontrado concentraciones medias para los homopolimeros de A y muy bajas

para los de B en el intestino (Frankel, 1977).

Las diferencias en las actividades enzimaticas entre tratamientos estan
estrechamente relacionadas con la afinidad que existe entre los homopolimeros
que conforman las distintas isoenzimas y el sustrato. Esto se puede concluir
porque la actividad enzimatica fue mayor en los tratamientos donde la
concentracion de las bandas que estan mas cargadas negativamente (LDH-5,
LDH-4, Principalmente Homopolimeros de A), como es el caso de los tratamientos

de los alevinos de 2 cm, 3 cm y el musculo de alevinos de 4 cm.

No obstante en concentraciones bajas de Homopolimeros de A y altas de
homopolimeros de B, es cuando se encuentran las isoenzimas LDH-3, LDH-2,
LDH-1 como es en el caso de los tratamientos de visceras y ojos de alevino de 4
cm; por esta razdon se muestra una actividad alta con respecto a los demas

tratamientos a pesar de que la concentraciones de las bandas era baja (Figura 9).

Se sugiere con el presente estudio, que aunque las isoenzimas del homopolimero
de B se encuentran en concentracién baja, éstas tienen una alta cinética de
reaccion como lo comprueban las actividades totales. Todo indica que los

homopolimeros B, conservados molecularmente a lo largo de todos los grupos, se
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caracterizan por tener una mayor actividad asociada a una cinética muy alta, en

comparacién con los homopolimeros de A (Klyachko, 2001).

Los resultados muestran claramente que existe una expresion diferencial de las
diferentes enzimas de la LDH con respecto a los y a los tejidos, lo que concuerda
con estudios realizados en otras especies (Botero 2006; Low, 1992; Frankel, 1983;
Frankel, 1977; Whitt, 1981). Los resultados muestran que la expresion de Ldh-A
tiene lugar principalmente en tejidos y érganos con un suministro de oxigeno bajo,
como es el caso en el musculo esquelético (Frankel, 1977). En el estadio de
alevino, el musculo esquelético es muy activo, debido a que los alevinos han
agotado sus reservas de vitelo y por lo tanto deben moverse en busqueda de
alimento. Sin embargo, como lo demuestran los geles, la presencia de estas
isoenzimas (LDH-1 y LDH2) con homopolimero A, es ubicua y parece expresarse
constitutivamente en todas las células. Cabe afadir que los homopolimeros de A
se caracterizan por tener una cinética de reaccién baja, lo que puede
compensarse con una alta concentracidon en la que siempre esta presente

(Klyachko, 2001).

Segun Botero (2006), en estadios del desarrollo temprano, oocitos sin fertilizar,
oocitos fertilizados, y los estadios de clivaje, blastula y neurula de Onchorhyncus
mykiss, la unica isoenzima que se expresoé fue LDH-3 (A2B»). En la organogénesis
de Onchorhyncus mykiss que se lleva a cabo luego del estadio de neurula (Gilbert,

2006), es cuando el embridon empieza a sufrir cambios dinamicos en los que se
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empiezan a expresarse las otras isoenzimas. Los tetrameros A y AsBq (LDH-5,
LDH-4) comienzan a expresarse durante la formacion del mesodermo paraxial,
caracterizado por la formacion de paquetes y fibras musculares. La expresiéon de
las isoenzimas restantes LDH-1 y LDH-2 debe estar regulada por la formacién de
los 6érganos caracteristicos en los que se encuentran presentes, como es el ojo
para el caso del tetramero B4 (LDH-1) (Shaklee, 1981). Todo esto se relaciona con
los resultados obtenidos, que demuestran que la expresion de las diferentes
isoenzimas concuerda con el momento del desarrollo en el que se encuentra el

animal.

Este estudio muestra que la isoenzima LDH-3 (A2B;), que se reporté en los
primeros estadios del desarrollo temprano de Onchorhyncus mykiss (Botero, 2006)
no se encuentra en altos niveles en el estadio de alevino. Es probable que esto se
deba a que la mayoria de los mondmeros de A de se asocian para formar la
isoenzima LDH-5 y los de B se expresan en tejidos mas especificos, con un mayor

suministro de oxigeno lo cual hace a estos mondémeros mas especificos.

Pudiera pensarse que la actividad de los homopolimeros A es ser mayor que la de
los de B por el hecho que en los geles la intensidad de éstos es mayor. Sin
embargo, los resultados de las visceras y ojos demuestran que en tejidos que
tienen bajo contenido de monémeros de A la actividad es mayor, en comparacion
con los tratamientos con los alevinos completos (2 cm y 3 cm) que tienen mayor

concentracion. Esto concuerda con los hallazgos de Klyachko (2001), los cuales
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demostraron que los de mondmeros de B tienen una mayor afinidad y cinética de
reaccion por el sustrato, que como resultado tiene el efecto de aumentar la

actividad.

En concordancia con lo que han demostrado varios autores (Frankel, 1977; Whitt
1977; Shaklee, 1981; Basaglia, 1989) en cuanto a que el locus Ldh-C es exclusivo
de especies de otros clados pertenecientes a los peces cartilaginoso y 6seos, ya
que en ninguno de los tejidos y animales estudiados se pudo evidenciar la
presencia del tetramero o heteropolimeros con alguno de éstos mondmeros

(Basaglia, 1989).

Este estudio ilustra que existe una regulacion génica diferencial ya que en ciertos
tejidos o estadios del desarrollo pueden expresarse algunas isoformas y en otros
no. Esto tiene un papel muy importante a la hora de integrar el estudio del
desarrollo embrionario con el desarrollo bioquimico que sufre el organismo, ya que
la formacién de nuevas estructuras va dando lugar a diferentes ambientes
celulares, en los que pueden encontrarse metabdlitos que no se encuentran en

otros ambientes celulares.
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8. Conclusiones.

40

Se determind la presencia de las cinco isoenzimas de la Lactado

deshidrogenasa para el estadio del alevino de trucha.

El patrén que se observa para este estadio, se caracteriza por la presencia
de las cinco isoenzimas de la Lactato deshidrogenasa en los diferentes

tratamientos y una expresion diferencial de estas en los diferentes tejidos.

La actividad de la Lactato deshidrogenasa esta regulada por la presencia de
las diferentes subunidades A (Ldh-A) y B (Ldh-B) que se expresan

diferencialmente de acuerdo al ambiente celular.



9. Recomendaciones

41

Realizar estudios de actividad enzimatica en estadios del desarrollo mas

avanzados como en los adultos.

Establecer patrones de expresion enzimaticos para otras enzimas, como en

la Malato deshidrogenasa y Glucosafosfato isomerasa.

Realizar electroforesis en de poliacrilamida (PAGE) para obtener mayor

resolucion en las bandas electroforéticas.

Investigar los cambios de expresidn en tejidos sexuales, con el fin de definir

la ontogenia de la enzima.
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