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RESUMEN

Los o6vulos de muchos animales estin rodeados de una & mis
capas por las que tiene que penetrar el espermatozoide para poder
fertilizar al ovocito, los cuales tienen que estar provistos de
algiin mecanismo para poder atravesar dichas capas. En este
trabajo se elabord la purificacidn y la caracterizacién de (los)
componente (s) que posee el eséermatozoide del caracol Norrisi
norrisi en su acrosoma para penetrar la capa vitelina de sus
ovocitos. Se obtuvo un extracto con lisina acrosomal por
congelado (-70°C) y descongelado de una suspensién de
espermatozolides, los cuales fueron centrifugados y posteriormente
recobrado el sobrenadante que contiene la lisina acrosomal. Dicho
extracto presentd una actividad in yitro de disolucidén de las
capas vitelinas de sus ovocitos en un 100 % dentro de 4-10 seg.
E! extracto crudo fue purificado en una columna de cromatografila
por filtracién, utilizando Sephadex G-100. Se obtuvieron
fracciones de lisina con actividad in vitro detectadas por
espectrofotometria a 280 nm. Se determind el patrdn de bandas
protéicas y la pureza de la lisina purificada por medio de
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS y sin 8DS,
obteniendose tres bandas de 12.9, 16.6 y 20.4 kD. Se determind
que la lisina disuelve las capas vitelinas por un mecanismo no-
enzimdtico, corriendo mezclas de lisina purificada con capas
vitelinas disueltas en geles de electroforesis con SDS: las capas
disueltas presentaron las mismas bandas gue las capas intactas.
Se realizd el ensayo de Schiff (PAS) para determinar la presencia
de carbohidratos en la lisina, los resultados indicaron que la

lisina no contiene carbohidratos detectables por el método.
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INTRODUCCIORN

Los dvulos de muchos animales estdn rodeados por una o mas
capas a través de las cuales tiene que pasar el espermatozoide
para llevar a cabo la fecundacidn. Las capas de los oOvulos de
los cefaldpodos, insectos y peces (excluyendo a lampreas) poseen
pequefios orificios preformados llamados micrépilos, por los
cuales los espermatozoides pueden fecundar al ovocito una ve:z
que han encontrado dicha estructura (Austin, 1968). Pero en
general los moluscos, anélidos, crustaceos, egquinodermos,
hemicordados, tunicados, anfibios, reptiles y mamiferos carecen
de dichas estructuras especializadas y sus espermatozoides
tienen que abrirse camino através de las capas gque rodean al
ovocito (Austin, 1968). Generalmente se ha pensado que el camino
es ayudado por un agente lltico gque porta el espermatozoide
conocido como lisina (Hoshi, 1985).

La lisina se encuentra en la vesicula acrosomal en la parte
anterior del espermatozoide. Cuando este tiene contacto con la
capa externa del ovocito dicha vesicula se abre por exocitosis,
liberando una porcién suficiente de lisina que disuelve una senda
a través de las capas permitiendo asi la penetracién del
espermatozoide hacia la membrana plasmitica del dvulo (Hoshi,
1985).

La lisina puede ser simplemente definida como un agente
litico que porta el espermatozoide que le permite abrirse camino
através de las capas que rodean al ovocito sin considerar su
mecanismo de accidn, localizacidn o almacenamiento (Hoshi, 1985).

Entre los invertebrados marinos que poseen c¢apa vitelina en

sus dvulos se encuentran los moluscos, en los cuales sus
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espermatozoides poseen una lisina muy potente (revisado por
Hoshi, 1985, ver Antecedentes). En general poco se conoce sobre
el componente (o componentes) de las lisinas, asl como de su
mecanismo de accidn. En este trabajo se realizd un estudio para
lograr identificar los componentes y determinar el mecanismo de

accidn de la lisina acrosomal de un molusco gasterébpodo:

Norrisia norrisi.



ANTECEDENTES

Los primeros estudios realizados con lisinas fueron hechos
por Schenk (1875, citado por Hoshi,1985), donde observd la
dispersidn de las células foliculares circundando a los 4vulos de
mamliferos en una suspensidén de espermatozoides. La actividad
proteoclitica en el espermatozoide fue demostrada por vez primera
en mamiferos por Yamane (1930, citado por Hoshi, 1985). El fué
también el primero en obtener un extracto de espermatozoides que
pudo dispersar las envolturas de los évulos (Yamane, 1935 a, b,
citado por Hoshi, 1985). El acrosoma de los espermatozoides de
mamifero contiene varias enzimas hidroliticas, comoc la mezcla de
hialuronidasa y la acrosina, esta #ltima es una proteasa con
actividad similar a la tripsina, presentando una marcada
preferencia por los residuos de lisina y arginina. Se ha pensado
que la hialuronidasa dispersa las células foliculares y la
acrosina disuelve la zona pelficida (revisado por Hoshi, 1985).
Sin embargo, se ha demostrado que espermatozoides sin
hialuronidasa facilmente pueden penetrar las células foliculares
{(Talbot y c¢ol., 1985), y el papel de la acrosina en la
penetracidn de la zona pellicida todavia no estd c¢laro (Hoshi,
1985)., Enzimas hidroliticas han sido encontradas en
espermatozoides de otros grupos, principalmente en las ascidias
(Hoshi, 1985). Posiblemente funcionan en la penetraciédn de las
capas externas de los ovocitos (Hoshi, 1985; Lambert y Koch,
1988), peroc el mecanismo puede no involucrar la hidrélisis. Por
ejemplo, en Ascidia parece que una glucosidasa en la superficie

del espermatozoide forma un complejo estable (sin catdlisis) con
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el espermatozoide unido con la capa mientras su penetracidn esta
producida por la transformacidn de la membrana en donde estd
anclada la enzima {(Lambert, 1989).

En moluscos, Tyler (1939), obtuvo el agente litico de los
espermatozoides que pudo disolver las capas vitelinas de los
dvulos de la lapa gigante Megathura crenulata. El encontrd gque el
agente litico era protéico y lo l1lamé "lisina de membrana del
ovocito". El detectd tambien una lisina en extractos de
espermatozoides del abuldn Haliotis cracherodii . Posteriormente
Heller y Raftery (1973) identificaron tres componentes
proteinicos diferentes de 42, 53 y 49 kD, en la preparacidn de
Megathura crenulata, en las cuales se presentd actividad litica
en las tres por separado sobre la capa vitelina de sus ovocitos,
no se sabe de que manera especifica actfa cada una por separado.
Tambien se encontrd una lisina acrosomal en espermatozoides del
bivalvo Mytilus (Berg, 1950; Dan, 1962; Hauschka, 1963).

En H. rufescens, extractos de lisina purificada corridos en
geles de poliacrilamida con de SDS (dodecil sulfato de sodio} ¥
5 M de urea, han demostrado componentes protéicos de masas
moleculares de 13 y 15 kD (Lewis y col., 1982), en donde la
actividad litica en la capa vitelina se presentd en la banda de
13 kD y la banda de 15 kD no presentd actividad litica, se
desonoce el papel de dicha molécula. En la caracterizacidn de la
lisina del caracol Tegula pfeifferi, se encontrd que es un solo
polipéptido que consta de 118 aminodcidos con una masa molecular
de 13.8 kD (Haino-Fukushima y col., 1986). En la caracterizacidn
del la lisina del caracol Turbo cornutus se obtuvo una masa

molecular de 18.5 kD, determinada por electroforesis en geles de
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poliacrilamida con SDS (Ogawa ¥y Haino-Fukushima, 1984). Usui y
Haino-Fukushima (1991) aislaron dos componentes del acrosoma del
abulén Haliotis discus, en los cuales se demostrd que ninguno
podia disolver la capa solo. Recientemente se encontrd actividad
litica en extractos de espermatozoides de tres moldscos
gasterdpodos Norrisia porrisi, Astrea undosa y Haliotis rufescens
y se demostrd su utilidad en facilitar la microinyeccidn de los
ovocitos, encontrando tambien que la lisina de N. norrisi
disuelve en un tiempo muy corto a las capas vitelinas de sus
ovocitos en comparacidén con las otras dos especies (Solano-
Estrada, 1991).

Se llegd a suponer que las lisinas actuaban de manera
enzimdtica, hasta gque Haino-Fukushima (1974), demostrd que la
accidébn de la lisina en el caracol Tegula pfeifferi es un
mecanismo no-enzimdtico, siendo éste estequeométrico, en el cual
solo se solubiliza a las capas vitelinas habiendd solo una
interaccidbn quimica entre la lisina y la capa vitelina sin
romper enlaces covalentes en sus componentes. Posteriormente se
encontrd gue las lisinas de Haliotis rufescens (Lewis y col.,

1982) y Turbo cornutus (Ogawa y Haino ~Fukushima, 1984) trabajan

de la misma manera.

A la fecha, no hay evidencia concluyente de lisinas en
ivertebrados que actuen bajo un mecanismo enzimitico, asl como de
otras biomoleculas (carbohidrato, lipido, etc.) gque acompafien a

los componentes protéicos de las lisinas estudiadas.



METODOLOGTIA
1) OBTENCION DE ORGANISMOS.

Se colectardn especimenes de N. norrigi sexualmente maduros
en la playa del Punta Morro, kildmetro 103 carretera Tijuana-
Ensenada, posteriormente fueron transportados en cubetas de
plastico al laboratorio de reproduccidén animal de la Facultad de
Ciencias y puestos en un acuario con filtro bioldgico con
temperatura de 15 - 18° ¢.

2) LAVADO DE MATERIAL.

Toda la cristaleria que se utiligd fue lavada con
Alconox (Alconox Inc., New York), Cloralex 1:10 por una hora,
acido clorhidrico 1:60 por una hora, y enjuagada con agua de la

llave en cada cambio, dandose una dltima enjuagada con agua

destilada.

3) OBTENCION Y LAVADO DE GAMETOS.

Los organismos fueron sexados quebrando una pequefia parte de
la concha con un desarmador y un martillo. El color verde de la
génada indica que es hembra mientras que el color blaco lechoso
indica gque es macho., Para obtener los gametos la gbnada se cortéd
con un bistur{ y con una pipeta Pasteur se extrajeron los
gametos, cuidando de no extraer parte del tracto digestivo. Los
ovocitos fueron lavados de tres a cinco veces con agua de mar
fresca, filtrada y pasada por luz UV para esterilizar. Una
alicuota de los espermatozoides fue revisada en el microscopio
para verificar su motilidad y posteriormente fueron filtrados una

o dos veces por una malla con una luz de 120 pm y tres veces con
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una luz de 60 pm, después se centrifugaron durante 5 minutos a

3,000 X g tirando el sobrenadante para eliminar restos orgdnicos.

4) OBTENCION DEL EXTRACTO CON LISINA.

Una vez filtrados y lavados los espermatozoides se tomd
una allcuota y se observd al microscopio de contraste de
fases (American Optical) con el objetivo 100 X para verificar que
no hubiesen disparado su reaccidn acrosomal. Nuevamente los
espermatozoides fueron centrifugados a 3,000 X g durante 5
minutos para formar un paquete que luego fue resuspendido en 300
nl de agua de mar fresca ¥y filtrada. Posteriormente se
sometieron a un procesc de congelacidn (-70° ¢) y descongelacién
(temperatura ambiente) por tres veces, moviende el paquete con
una espAtula después de cada descongelada. Posterior a ello se
tomd una alicuota para verificar al microscopio de contraste de
fases en objetivo 100 X que todos los espermatozoides tuvieran
su reaccidn acrosomal. Una vez hecha la revisidén (siendo esta
positiva) se centrifugaron durante 30 minutos a 5.900 X ¢g para
obtener el sobrenadante que contiene al extracto «con lisina.

Luego se hicieron ensayos in vitro aplicando el extracto a

ovocitos intactos para probar la presencia de actividad de la

lisina.

5) CROMATOGRAFIA POR FILTRACION EN COLUMNA CON SEPHADEX G-100.
Se procedid a la purificacidén de la lisina del extracto
mediante el sistema de cromatografia por filtracién en columna
con Sephadex G-100 (Pharmacia), la cual se colocd en una

suspensidn de agua de mar fresca y filtrada por el sistema
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Millipore 0.22 am (Fig.2). Las columnas utilizadas fueron de un

volumen total de 25 ml (1 X 25 cm) y una de 77 ml (1.5 X 52.5 cm)
(Figs. 1 A y B). El Sephadex se preparo a razén de 6 gr por
cada 25 ml de voltimen a ocupar. El procedimiento a seguir para
la hidratacidn del Sephadex fue el siguiente: una vesz pesado el
Sephadex se colocé en un vaso de precipitado de 400 ml y se lavd
3 veces con agua de mar frésca vy filtrada para eliminar
particulas demasiado pequefias, después se a incubd el Sephadex en
bafic Maria durante cinco horas a 90° ¢ , posteriormente se
enjuagd con agua de mar fresca, filtrada y desgasificada por 2
veces, luego se procedié al llenado de la columna  con un
embudo teniendo mucho cuidado de no formar burbujas de gas,
dado que estas impiden el corride parejo de las moléculas en la
columna. La columna fue calibrada con azul dextran ( 2,000 kD
aprox.) y rojo fenol (376.4 D), se aplicd un volimen de 1.5 ml
aproximadamente del extracto con lisina y 60 fracciones fueron
recogidas cada una con un volumen de 2 ml aproximadamente en un
colector de fracciones automatico (Isco Cygnet, Lincoln,
Nebraska). Una vez obtenidas las fracciones de la columna se
procedid a identificar los picos de absorbancia para protelnas a

280 nm (absorbancia para aminoacidos con grupos aromdticos como
tirosina y triptéfano) en el espectrofotdémetro.

Una vez obtenidas las fracciones del extracto con lisina de
la columna se procedid a graficar los datos obtenidos en la
absorbancia (eje Y) contra nimero de fraccién (eje X), para asl
obtener los picos de absorbancia y poder identificar mediante el
ensayo de alicuotas de los picos obtenidos con ovocitos intactos

la presencia de la lisina purificada.
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6) ENSAYOC DE ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS EN
LA COLUMNA.

Se probaron in vitro alicuotas de 2, 4, 5 y 10 pl de las

fracciones de los tres picos de absorcidn (no se hicieron ensayos
con los valles) de la columna con una cantidad de 35 ovocitos en
un volumen de 20 nl y cada una se colocd en un portaobjetos para
observar al microscopio (objetivo 10 X) la actividad litica
mediante su reaccidn con las capas vitelinas de los ovocitos. A
ello se le tomd el tiempo desde que se agregaban las alicuotas de
los picos hasta que disolvieran completamente a las capas
vitelinas de los ovocitos. A todas las fracciones se les incubd

desde un minimo de 1.45 minutos.

7) DETERMINACION DE PROTEINA.
Se determind 1la cantidad de proteina por el método de Lowry
(Lowry y col., 1951) con el protocolo de Cooper (1977), usando

albtimina de suero de bovino (BSA) como estandar.

8) ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

Se prepararon geles de poliacrilamida al 10 y 15 % de
acrilamida con SDS (dodecil sulfato de sodio) y 2-mercaptoetanocl
por el método de Laemmli (1970). El corrido se llevd a cabo entre
50 y 70 voltios por 6 a 8 horas. Las bandas de protelna en los
geles fueron tefiidas con agul coomassie al 2 % en 40 % de
metanol y 10 % de Acido acético. Los estindares utilizados para
obtener las masas moleculares fueron: miosina (205 kD), @-
galactosidasa (116 kD), fosforilasa B (97.4 kD), albimina
de suero de bovino (66 kD), albimina de huevo (45 kD),
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anhidrasa carbénica (29 kD) e insulina (5.5 kD). También se

corrieron geles sin desnaturalizantes (8DS y 2 -mercaptoetanol)

al 10 Y 15 % de acrilamida.

9) ENSAYO DE SCHIFF (PAS) PARA DETERMINAR LA PRESENCIA DE
CARBOHIDRATOS EN LA LISINA PURIFICADA.

para determinar la posible presencia de carbohidratos en la
lisina se utiligzdé la prueba del 4acido peryddico de Schiff
(PAS), utilizandose como soporte de la muestra papel filtro de
fibra de vidrio (2.4 cm. diam., Whatman GF/A). El procedimiento a
seguir fue el siguiente:

A) Las muestras se precipitaron en &acido tricloroacético
(Tca) al 12 % y fueron retenidas al papel filtro por vaclo
utilizando el sistema Millipore.

B} Luego se dieron tres lavadas con TCA para lavar
residuos en las paredes del sistema Millipore. Se sacaron los
filtros con pinzas y se lavaron rapidamente tres veces en etanol
al 95 %.

¢) 8e incubaron en el reactivo Acido peryddico por una hora
(el reactivo contiene 1.2 gr de Acido peryddico, disueltos en 30
ml de agua destilada, adicionando luego 15 ml de 0.2 M de
acetato de sodio, y 105 ml de etanol al 100 %).

D) Se lavaron 2 veces <con etanol al 70 %, luego se colocd
en el reactivo de Schiff por 30 minutos.

E) Se enjuagaron los filtros con muestra en solucidén para
destefiir (0.5 gr de metabisulfito de sodio y 5 ml de Aacido
clorhidrico 1N en 95 ml de agua destilada).

F)} Una vesg destefiidos se lavaron con etanol al 95 % por
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Se utilizaron como blancos filtro sin muestra, con albtmina
de suero de bovino (BSA) (no contiene carbohidrato), ADN nucleasa

(glucoproteina con menos del 5 % de carbihidrato) y glucédgeno

(carbohidrato).

10) FOTOGRAFIA.
Las fotografias fueron tomadas con una cdmara de 35 mm
OLYMPUS OM-100 con adaptador para el objetivo de un microscopio
American Optical. La pelicula fue T MAX 100 {blanco y negro),

Kodacolor 100 & Ektachrome 100 (transparencias).



RESULTADDOS.

1.- PURIFICACION DEL EXTRACTO CON LISINA.

A) CROMATOGRAFIA POR FILTRACION EN COLUMNA CON SEPHADEX G-100.

En los dos tamafios de columnas utilizados (Fig. 1 Ay B) se
obtuvieron tres picos de absorcién (Fig. 3), pero la separacién
no fue muy buena en la columna chica debido a que los picos se
sobrepusieron (ver Figs. 3 A y 7). Entonces se descartd la
columna chica debido a que tiene menor poder de resolucidn para
filtrar moléculas.

Los resultados de ensayos biolégicos (Tabla 1) muestran que
principalmente el pico ndmero dos presentd actividad de lisina,
donde se observa que al agregar mayor concentracidn, las capas de
los ovocitos se disolvieron en menor tiempo. Observese también
que la fraccidn 1 del pico nfmero 1 no presenta actividad de
lisina, aungue pocsee mayor concentracidn de proteina que la
fraccidn 31, del pico ndmero dos (Fig. 3 B), lo que demuestra que
no es la concentracidn ni cualquier tipo de proteina la gque tiene
actividad de iisina.

Para corroborar este resultado se corrid otra columna grande
(Fig. 3 ¢) y se obtuvo el mismo patrén de absorbancia, con

actividad bioldgica principalmente en el pico ntmero dos.

B) DETERMINACION DE PROTEINA.

La cantidad de protelna encontrada en las fracciones se
puede observar en la Figura 4. La mayor cantidad de proteina se
encuentra en las fracciones que corresponden al pico de
absorbancia nédmero dos. Se encontraren los mismos resultados en

las tres columnas. Aungue los picos nimeros uno y tres tienen

12
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aproximadamente el doble y triple de absorbancia respectivamente,

contienen menos cantidad de proteina (comparar Figs. 3 y 4).

C) ENSAYO DE ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS PICOS DE ABSORCION CON
OVOCITOS INTACTOS.

Los ensayos de actividad bioldgica fueron llevados a cabo
con las fracciones obtenidas en la segunda columna corrida (Tabla
I}, los cuales demostraron que en el pico nlimero dos es donde se
presentd la actividad de lisina, y que cuando se agrega una mayor
concentracidén de lisina, mayor es la rapidesz ¢on que se
disuelven las capas vitelinas de los ovocitos. La lisina actta
aln a concentraciones muy bajas. Al haber una baja concentracién
de lisina, mayor es el tiempo de actividad de disolucién de las
capas vitelinas de los ovocitos. El extracto crudo con lisina que
tenia una concentracién mids alta de proteina (10.9 pg/ul, de 1la
cual un alto porcentaje es la lisina, ver Fig. 6), alcanzando a

disolver a la capa vitelina de los ovocitos solamente de 4-10

seq,

D) ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

El extracto crudo con lisina obtenido por congelado y
descongelado de los espermatozoides corrido en geles de
poliacrilamida al 10 % se muestra en la Figura 5. Se puede
observar el gran ntmero de protelnas presentes, ademds de que
- hay bastante proteina de baja masa molecular que corre en el
frente (flecha). Para obtener una mejor resolucidn, se corrieron
geles con 15 % de acrilamida. Los resultados se pueden ver en la

Figura 6, donde se observa una mejor resolucidn de las bandas de
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proteina con respecto al gel de 10 % de acrilamida.

El contenido protéico en los tres picos obtenidos en las
columnas fue visualizado por geles de poliacrilamida con SDS.
Algunas fracciones obtenidas del extracto con lisina obtenidas en
la columna chica, sometidas al 10 % de acrilamida, se muestran
en la Fig. 7. El pico nlimero uno la c¢olumna chica (ver Fig. 3
A), presenta bandas de alta masa molecular (fraccién 6), mientras
en el pico nimero dos se observan bandas de alta y baja masa
molecular (fraciones 18, 21 y 16) en donde las bandas de alta
masa molecular son las mismas que presenta el pico ntmero uno,
evidenciando un traslape del pico nimero uno con el ndmero dos.
En el pico nlmero tres (fraccidn 30) se observan las mismas
bandas presentes en el pico nimero dos, pero en mids baja,
concentracidn reafirmando una superposicidn con el pico nlmero
dos.

Fracciones de los tres picos obtenidas utilizando la columna
'qrande sometidas a electroforesis al 15 % de acrilamida son
mostrados en la Figura 6. El pico nimero uno contiene proteinas
de alta masa molecular {(Fig. 6, fracc, l1). En el pico dos
(fracciones 27 y 30), se pueden observar tres bandas principales,
observese que son de baja masa molecular: 12.9, 16.6 y 20.4 kD
aproximadamente. Estas fracciones presentan actividad de lisina
(ver Tabla I), pero no se sabe si todas tienen actividad litica.
El pico ndimero tres no presenta nada de bandas protelnicas, lo
cual reafirma 1los resultados del ensayo de Lowry, donde no
detectd proteina (Fig. 4). Estos resultados electroforéticos
utilizando la columna grande muestran que hay una mejor

purificacidn dado que hay un menor traslape de picos.
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En los geles anteriores se utilizarén detergentes para romper
enlaces débiles, y 2-mercaptoetanol para romper enlaces
disulfuro, asl separando a las cadenas polipeptidicas. Para
determinar si la lisina existidé en forma de agregado se corrieron
unos geles sin desnaturalizantes. El resultado se presenta en la
Figura 8 A, donde se observa que la lisina no penetrd al gel
(flecha a). Algunas proteinas en el extracto crudo entraron al
gel presentandose una banda principal (b, Fig. 8 A) y otras
fueron excluidas (¢, Fig. 8 A).

Para corroborar lo anterior se corrid otro gel al 10 % de
acrilamida (se aumentd el tamafio del poro) tambien sin
desnaturalizantes (Fig. 8 B,), observandose que las fracciones de
lisina tampoco penetraron (flechas). Se corrid un estandar de
albdmina de bovino (66 kD) el cual penetrd perfectamente (Fig. 8
B). Estos resultados nos dicen que la lisina estaba en forma

agregada o precipitada en la solucién.

2,-CARACTERIZACION DE LA LISINA PURIFICADA.

De acuerdo a los ensayos biolédgicos y de purificacidén se
sabe que la lisina es un agregado de protelna que presenta tres
bandas en geles de poliacrilamida con SDS de 12.9, 16.6 y 20.4 kD
(aprox.). Se hizo un ensayo para ver si contenia carbohidratos
por gl método del reactivo de Schiff. Los resultados que se
obtuvieron son los mostrados en la Figura 9. La lisina tuvo
resultado negativo, mientras que la ADN nucleasa (DNasa) que
contiene menos del 5 % de carbohidratos (Moore y Stein, 1973) fue

positivo. Este resultado descarta que la lisina contenga
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carbohidratos.

3.-MECANISMO DE ACCION DE LA LISINA SOBRE LAS CAPAS VITELINAS DE

LOS QVOCITOS.

SBe pregunté si la lisina actuaba de manera enzimatica o si
lo hacia por otro mecanismo. Para probar lo anterior se corrid
una mezcla de capas con lisina en geles de electroforesis al 15
% de acrilamida con 8DS (Fig. 10). Si la lisina fuera una enzima
romperia los enlaces covalentes de las proteinas de las capas
vitelinas quedando convertidas en pequefios fragmentos (péptidos
de baja masa molecular), los cuales aparecerilan bajo las bandas
originales de capas (sin lisina).

Los resultados de ambos geles con extracto crudo de lisina Yy
lisina purificada Indican que el mecanismo de acecién sobre 1la
capa vitelina de los ovocitos es no-enzimitico, Ya que no
aparecieron bandas de péptidos de baja masa molecular abajo de
las bandas de proteina originales. Se comprobd observando al
microscopio que las capas vitelinas fueron disueltas por la
lisina antes de agregar el amortiguador con desnaturalizantes y

correr las muestras en el gel,




FIG. 1. COLUMNAS PARA CROMATOGRAFIA POR FILTRACION.
(A) COLUMNA CHICA. (B) COLUMNA GRANDE.

FIG. 2. SISTEMA DE FILTRACION POR VACIO “MILLIPORE"
UTILIZANDO UN FILTRO DE 0.22 pm.
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FIG. 4. REPRESENTACION GRAFICA DE LA DETERMINACION
DE PROTEINA (LOWRY Y COL., 1951) DE LAS FRACCIONES
OBTENIDAS EN LA CROMATOGRAFIA POR FILTRACION: (A)
SEGUNDA COLUMNA. (B) TERCERA COLUMNA.
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FIG. 5 ELECTROFORESIS EN GEL AL 10 % DE ACRILAMIDA
CON SDS. SE MUESTRA LA GRAN VARIEDAD DE PROTEINAS
PRESENTES EN EL EXTRACTO CRUDO CON LISINA, ASI COMO
LA GRAN CANTIDAD DE PROTEINA QUE CORRIO JUNTO CON
EL FRENTE (FLECHA). LOS CARRILES 1, 2 Y 3
CORTIENEN DIFERENTES CANTIDADES DE EXTRACTQO CRUDO
CON LISINA.

FIG. 6. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDAMIDA
AL 15 % DE ACRILAMIDA CON SDS. CARRIL 1, FRACC. 41,
(PICO TRES); CARRIL 2, FRACC. 1 (PRIMER PICO, 8 jg
DE PROT.); CARRIL 3, FRACC. 30 (PICO DOS, 8 ng DE
PROT. ); CARRIL 4, FRACC. 27 (PICO DOS, 10.8 ng DE
PROT.); CARRIL 5, EXTRACTO CRUDC CON LISINA, CARRIL
6, ESTANDARES DE ALTA MASA MOLECULAR, DE a HACIA b
SON: MIOSINA (205 kD), @-GALACTOSIDASA (116 kD),
FOSFORILASA B (97.4 kD), ALBUMINA DE SUERO DE
BOVINO (66 kD), ALBUMINA DE HUEVO (45 kD) Y
ANHIDRASA CARBONICA (29 kD).
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FIG. 7. ELECTROFORESIS EN GEL AL 10 % DE ACRILAMIDA
CON SpS., SE MUESTRAN LA BANDAS DE PROTEINAS
PRESENTES EN LAS FRACCIONES DE LA PRIMERA COLUMNA
CORRIDA (CHICA). FRACC. 30 (PICO TRES, 11 ng DE
PROT.); FRACC. 6 (PICO UNO); FRACC. 16 (PICO DOS,
35 pg DE PROT.); FRACC. 21 (PICO DOS); FRACC. 18
(PICO DOS, 38.4 ng DE PROT.). SE PUEDE APRECIAR QUE
HAY UNA SOBREPOSICION DE PICOS AL APARECER LAS
MISMAS BANDAS DEL PICO UNO EN EL PICO DCS Y EN EL
PICO TRES LAS MISMAS BANDAS DEL PICO DOS.
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FI1G. 8. (A) ELECTROFORESIS EN GEL AL 15 % DE
ACRILAMIDA SIN DESNATURALIZANTES (SDS. Y 2-
MERCAPTOETANOL). (A) CARRIL 4, EXTRACTO CON LISINA,
(218 ug DE PROT.); SE PUEDE APRECIAR QUE PARTE DEL
EXTRACTO NO PENETRO AL GEL (c), OTRA PARTE PENETRO
CONFORMANDO UNA SOLA BANDA PRINCIPAL (b), EN DONDE
SE PUEDE APRECIAR QUE LA LISINA PURA, CARRIL 2,
FRACC. 27 (SEGUNDA COLUMNA, 34.45 DE PROT) NO
PENETRC AL GEL (a), ; (B) GEL SIN DESNATURALIZANTES
AL 10 % DE ACRILAMIDA. EL CARRIL 2, FRACC. 21 (24
ug DE PROT), CARRIL 4, FRACC. 20 (24 ug DE PROT.),
AMBOS DE LA TERCERA COLUMNA; CARRIL 4., ESTANDAR DE
ALBUMINA DE SUERO DE BOVINO (66 Kd), (35 ug).
SE PUEDE PUEDE APRECIAR QUE LA ALBUMINA DE SUERC DE
BOVINC (66 kD, 35 ug) PENETRO ALGEL PERFECTAMENTE
{(FLECHA).
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L LISIMA
. BURIFICAD

FIG. 9. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE
CARBOHIDRATOS EN LA LISINA PURA POR EL METODO DE
SCHIFF {(PAS), UTILIZANDO COMO SOPORTE DE LAS
MUESTRAS PAPEL DE FIBRA DE VIDRIO. LOS BLANCOS CON
CARBOHIDRATOS FUERON: ADN NUCLEASA (DNasa) (1250
ug), GLUCOGENO (1500 ug). Y SIN CARBOHIDRATO
FUERON: BLANCO SIN MUESTRA: ALBUMINA DE SUERO DE
BOVINC (500 ug). LA MUESTRR PROBLEMA FUE: LISINA
PURA, FRACC. 21 (TERCERA COLUMNA)} (1025 ug DE
PROT.). LOS RESULTADOS SE INDICAR A UN LADC DE LOS
FILTROS, EN DONDE SE APRECIA QUE LA LISINA NO MARCO
PARA CARBOHIDRATOS.
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FIG. 10. ELECTROFORESIS EN GEL AL 15 % DE ACRILAMIDA
CON SsDS. SE VISUALIZA EL MECANISMO DE ACCION DE LA
LISINA PURA SOBRE LA CAPA VITELINA DE LOS OVOCITOS.
CARRIL 1, LISINA PURA (4.05 pg DE PROT.), CARRIL 3,
EXTRACTO DE CAPAS VITELINAS; CARRIL 5, MEZCLA DE
LISINA PURA {(4.05 pg DE PROT.) CON CAPAS VITELINAS.
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DISCUSION

Al igual que en Norrisja, las lisinas de Haliotis rufescens

(Lewis y col., 1982) y de Megathura crenulata (Heller y Raftery,

1973) disuelven completamente las capas vitelinas de sus
ovocitos, mientras que la lisina de Tegqula pfeifferi disuelve un
maximo del 3 %, dejando reblandecida a la capa vitelina (Haino y
Kigawa, 1969; Haino, 1971). En Turbo, la lisina reblandece a la
capa vitelina sin liberar un producto soluble (Ogawa vy Haino-
Fukushima, 1984).

Cuando el extracto crudo de espermatozoides de Norrisia fue
fraccionado en columnas de Sephadex G-100, se encontrd la lisina
en el pico ntmero dos, donde habia mis concentracidén de proteina
detectada por el ensayo de Lowry (Fig. 3 y Tabla I). Se Euede
explicar la alta absorbancia a 280 nm en los picos uno y tres por
la presencia de contaminantes no protéicos. Las proteilnas
absorben luz a 280 nm debide a su contenido de aminodcidos
aromdticos, como tirosina y triptéfano, pero hay muchas otras
moléculas que también absorben a 280 nm, como los nucledtidos por
ejemplo. Probablemente el pico uno, donde estarian moléculas de
alta masa molécular, contenla &cidos nucléicos, y el pico tres
tenla nucledtidos y otros compuestos no protéicos de baja masa
molecular que absorben a 280 nm. En cambio, el ensayo de Lowry es
mas especifico para proteinas, aunque la fuerza de la reaccidn
puede variar con la proporcidn de diferentes aminoicidos en las
proteinas (Legler y col., 1985).

En el ensayo para protelna de las fracciones aparece en el

pico ndmero dos (Figs. 4 A, fraccidén 27 y B, fraccidén 21) una
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cantidad escasamente menor de proteina con respecto a ambas

fracciones vecinas. Esto sugiere al ver en las graficas de las
absorbancias (Figs. 3 B y C) que hay un contaminante no protéico
que absorbe a 280 nm, o quizds diferencias en la composicién de
las proteinas en las diferentes fracciones (no se compard
detalladamente la proporcidn de las 3 bandas en cada fracciénm).
cuando las fracciones con actividad de lisina fueron
sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS, se
detectaron tres bandas polipéptidicas con masas moleculares
aproximadas de 12.9, 16.6 y 20.4 kD (Fig. 6). Se relacionan con

la baja masa molecular de las lisinas estudiadas de otros

moléiscos gasterdpodos: Tegula pfeifferi de 8.8 kD (Haino, 1971),

Haliotis rufescens de 13 kD (Lewis y col., 1982), Haliotis discus

de 15.5 y 20 kD (Usui y Haino-Fukushima, 1991), Turbo cornutus de

18.5 kD (Ogawa y Haino-Fukushima, 1984), excepto en Megathura
crenulata donde las tres lisinas son de 54, 57 y 58 kD (Heller y
Raftery, 1973). En Norrisia, la lisina probada fue una mezcla de
3 polipéptidos: falta purificar cada uno y determinar su
actividad litica. Presumiblemente la actividad se presenta entre

las tres moléculas ya que son un agregado , sin embargo pudiera

ser que alguna de las tres actde como la lisina, y los otros dos
tienen otra funcidn. Alternativamente, es posible que las tres
actlen en conjunto sobre diferentes partes de la capa vitelina
para disolverla. En H. discus, se encontrd que ninguno de los
dos componentes de la lisina podla disolver la capa vitelina
solo; los datos sugieren que el componente de 20 kD disolvid la
porcidn externa y que el componente de 15.5 kD aflojd la porcidn

interna de la capa vitelina (Usui y Haino-Fukushima, 1991). De
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las lisinas encontradas en Megathura crenulata se presentd

actividad litica en las tres sobre la capa vitelina de sus
ovocitos (Heller y Raftery, 1973), sin embargo, se desconoce el
papel propio de cada una de ellas sobre la capa vitelina ya que
solo trabajaron con nivel! de turbidez analizado por
espectrofotometria a 640 nm, esto es, que a mayor disclucidn de
capas vitelinas por la lisina mayor es el paso de luz a través
de la muestra. Entonces no se puede afirmar el papel especifico
de cada lisina sobre las capas vitelinas, ya que no_hubo un
analisis derécto vizualizando la reaccidén de cada lisina sobre
las capas vitelinas al microscopio.

El ensayo de Schiff (PAS) para determinar carbohidratos en
la lisina de N. norrisi did resultados negativos (Fig. 9), lo
cual significa que no tiene carbohidratos. La lisina de Haliotis
rufescens presentd resultados negativos para la presencia de
carbohidratos (Lewis y col., 1982). En las lisinas de otros
molfiscos gaterdpodos (incluyendo a los antes mencionados) no se
han realizado estudios para verificar la presencia de
carbohidratos en sus lisinas.

En electroforesis en geles al 15 % de acrilamida con SDS se
demostrd que el mecanismo de accidn de la lisina sobre la capa
vitelina de los ovocitos de N. norrisi es no-enzimdtico (Fig.
10). Aunque las capas fueron completamente disueltas por la
lisina las bandas de protelna de las capas aparecieron intactas.
Resultados similares se obtuvieron bajo el mismo método en Turbo
cornutus (Ogawa y Haino-Fukushima, 1984). Faltarian mads trabajos

sobre el mecanismo de accidn de las lisinas en una gran mayoria
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de molliscos gasterdpodos para poder afirmar que el mecanismo es
conservado en este grupo. Probablemente éste wmecanismo
proporcione ventajas al organismo ya que solo remueve el espacio
por donde va a penetrar el espermatozoide. En cambio si actuara
por accién enzimAdtica quizas la actividad de la enzima alcanzaria
a romper gran parte de la membrana, dejando al ovocito desnudo y
este seria mids vulnerable a ataques por microorganismos y a dafios

mecdnicos, dado que su fecundacidn es externa.




CONCLUSIONES
l.- La lisina de Norrisia norrisi purificada por 1la
cromatografla en columna con Sephadex G-100 presentd actividad in
vitro sobre la capa vitelina de sus ovocitos disoclviendolas en su

totalidad y dejande desnudos a los ovocitos.

2.- Al agregar una mayor concentracién de lisina purificada
sobre la capa vitelina de los ovocitos menor es el tiempo de

disolucidén de las capas vitelinas.

3,- No se detectaron carbohidratos en la lisina por el metodo

utizado.

4.- Al correr lisina purificada en geles de electroforesis al
15 % de acrilamida con SDS, se obtuvieron tres bandas principales

de 12.9, 16.6 y 20.4 kD.

5.- Los geles de electroforesis sin desnaturalizantes indicaron

que la lisina purificada es un agregado molecular.

6.- Electroforesis en geles de poliacrilamida c¢on SDS demostraron
gque el mecanismo por el cual actlla la lisina purificada sobre la

capa vitelina de los ovocitos es no-enzimdtico.
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RECOMENDAMACIONES
Seria importante demostrar si las tres bandas de la lisina
actdan de manera conjunta & si solamente una presenta actividad
de lisina sobre la capa votelina de los ovocitos, asl como la
funcidn de las otras dos moléculas,
£l mecanismo de accidn de la lisina es no-enzimdtico, serla
necesario determinar la manera de como la lisina disuelve la capa

vitelina de los ovocitos,
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