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ADUMIAIMEALPE 1.05 AmiNolcIPQ4  

L-AMINOACIDO 
	

ABREVIATURA 
	

ABREVIATURA 

DE 3 LETRAS 
	

DE 1 LETRA 

Acido aspártico 	 Asp 	 D 

Acido glutámico 	 Glu 	 E 

Alanina 	 Ala 	 A 

Arginina 	 Arg 	 R 

Asparagina 	 Asn 	 N 

Cistefna 	 Cis 	 C 

Fenilalanina 	 Fen 	 F 

Glicina 	 Gli 	 G 

Giutamina 	 Gin 	 Q 

Histidina 	 His 	 H 

Isoleucina 	 Ile 	 I 

Leucina 	 Leu 	 L 

Lisina 	 Lis 	 K 

Metionina 	 Met 	 M 

Prolina 	 Pro 	 P 

Serina 	 Ser 	 S 

Treonina 	 Tre 	 T 

Triptofano 	 Trp 	 W 

Tirosina 	 Tir 	 Y 

Valina 	 Val 	 V 

Acido aspártico 

o asparaginas 	 Asx 

Acido glutámico 

o glutaminas 	 Glx 

Durante la hidr614 dra 
 ICi1 

sw de una proteína, los grupos 

amida de los residuos de Asn y Gln se hidrolizan al 

mismo tiempo que los enlaces peptldicos y producen 

Asp y Glu. Por tanto, no es posible saber cúantos y 

cuáles de estos últimos, observados en el análisis de 

aminoácidos, se encontraban amidados, por lo que se 

designan como Asx y Glx, respectivamente. 



RESUMEN 

Los crustáceos poseen un sistema neurosecrotor análogo al eje 
hipotálamo-neurohipófisis de los vertebrados y al sistema ganglio 
cerebroide-corpora cardiaca-corpora allata de los insectos. Este 
sistema, que en los decápodos se localiza en el tallo ocular, está 
formado por un grupo de neuronas peptidórgicas (el llamado órgano 
X de la medulla termlnalls) y el conjunto de sus terminales 
axónicas (conocido como la glándula sinusal) que están en contacto 
directo con la hemolinfa. La glándula sinusal almacena y libera, 
mediante exocitosis, hormonas peptidicas que regulan procesos 
fisiológicos como la reproducción, la muda y el metabolismo de los 
carbohidratos, entre otros. 

Con el fin de obtener información acerca de: (1) la relación 
estructura-función de las hormonas de invertebrados en particular 
y de las proteínas en general y (2) la evolución de las 
neurohormonas de los crustáceos, se determinaron las secuencias do 
mminoácidos, parciales o completas, de la Hormona Inhibidora de la 
Vitelogénesis (HIV), la Hormona Inhibidora de la Muda (HIM) y dos 
isomorfos de la Hormona Hiperglucemiante (HHG-I Y HHG-II) de un 
crustáceo decápodo mexicano, el acocil Procambarus bouvieri 
(Ortmann). 

Las hormonas se purificaron mediante cromatografia liquida de 
alta presión en fase reversa (CLAP-FR) a partir de extractos de 
glándulas sinusales aisladas por microdisección de los tallos 
oculares. La identificación de las hormonas se llevó a cabo 
mediante bioensayos homólogos y heterólogos in vivo e in vitro. Los 
residuos de cisteína fueron reducidos y carboximetilados para 
facilitar las digestiones enzimáticas y para estabilizar a dichos 
residuos durante la degradación de Edman. Los residuos de arginina 
fueron modificados químicamente para alterar la sensibilidad de las 
hormonas a la tripsina. En todos los casos, la repurificación de 
las hormonas modificadas se realizó mediante CLAP-FR. Las 
composiciones de aminoácidos se determinaron mediante hidrólisis 
ácida, derivación con fenilisotiocianato y cuantificación por CLAP-
FR. Para obtener péptidos traslapantes y poder establecer la 
estructuras completas se usaron digestiones con varias proteasas. 
Los fragmentos resultantes fueron purificados por CLAP-FR. La 
secuenciación se hizo mediante: (I) degradaciones de Edman, manual 
y automática, con identificación de los derivados de aminoácido de 
cada ciclo mediante CLAP-FR, (2) espectrometría de masas y (3) 
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digestiones con carboxipeptidasasYyBeidentificación de los 
aminoácidos liberados mediante reacción con cloruro de dansilo y 
cromatografía en capa fina de poliamida. 

Las hormonas están constituidas por 72 residuos de aminoácido 
en una sola cadena peptídica y carecen de triptofano, histidina y 
metionina. Los 6 residuos de cisteina contenidos en ellas forman 
tres puentes disulfuro en las mismas posiciones en, por lo menos, 
tres de las cuatro hormonas. Los extremos amino y carboxilo están 
modificados postraduccionalmente en forma de ácido piroglutámico y 
valinamida, respectivamente. Sus masas moleculares están 
comprendidas entre 8300 y 8400 Da. 

La comparación de las secuencias indica que las hormonas son 
proteínas homólogas y que la similitud entre cualquier par de ellas 
es muy alta y que existen por lo menos 2 genes que originan esta 
familia de péptidos. 

Por otra parte, no se encontró homología de ninguna de las 
hormonas del acocil mexicano con las demás proteínas conocidas 
hasta la fecha, excepto otras hormonas de crustáceos estudiadas por 
otros grupos. Esto confirme, la existencia de una nueva familia de 
neuropéptidos hormonales conocida sólo en los crustáceos. 

La comparación de la secuencia del isomorfo más abundante de 
la HHG de Procambarus bouvieri con las de otros crustáceos confirmó 
las relaciones taxonómicas que entre éstos se habían establecido 
con base en criterios morfológicos. Asimismo, reveló el alto grado 
de conservación de esta molécula durante la evolución y señaló 
varios residuos que podrían tomar parte en la interacción con el 
receptor hormonal. 

La presencia de los dos isomorfos de la HHG y del péptido que 
en las hembras actúa como la HIV, es independiente del sexo. 

No hay diferencia significativa entre los dos isomorfos de la 
HHG en cuanto e su acción sobre la liberación de glucosa del 
hepatopáncreas y del músculo. 

Iktra.."'w 
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SUMMARY 

Crustaceans possess a neurosecretory system analogous to the 
vertebrate hypothalamus-neurohypophysis axis and to tho insect 
cerebral ganglion-corpora cardiaca-corpora adata system. This 
system, which in the decapods is located in the eyestalk, comprises 
a group of neurosecretory neurons (the so callad modulla terminalis 
X-organ) and their axon endings, referred to as the sinus gland. 
The latter, which is in direct contact with the hemolymph, stores 
and raleases, through exocytosis, a number of peptide hormones 
involved in the control of physiological processes such as 
reproduction, molting and carbohydrate metabolism, among others. 

In order to obtain information about: (1) the structure-
function relationship of the invertebrate peptide hormones in 
particular, and of proteins in general, and (2) the evolution of 
the crustacean neurohormones, the partial or complete amino acid 
sequences of the Vitellogenesis Inhibiting Hormona (V1H), the Molt 
Inhibiting Hormone (M1H) and two isomorphs of the Crustacean 
Hyperglycemic Hormona (CHH-1 and CHH-11) of a decapod crustacean, 
the Mexican crayfish Procambarus bouvieri (Ortmann) were 
determined. 

The hormones were purified by means of reversed-phase high 
performance liquid chromatography (RP-HPLC) from extracte of sinus 
glands obtained by means of microdissection of eyestalks. 
Assignment of the hormone activities to specific chromatographic 
peaks was performed by means ofhomologous and heterologous in vivo 
and in vitro bioassays. Cisteine residues were reduced and 
carboxymethylated to allow enzymatic digestions and to stabilize 
these residues during Edman degradation. Arginine residues were 
modified chemically to alter the susceptibility of the hormones to 
trypsin. Re-purification of the modified hormones was performed by 
mean;m^^.. of RP-HPLC. Ami no acid analysis were conducted by means of 
acid hydrolysis, derivatization with phenylisothiocyanato and 
quantitation by means of RP-HPLC. Digestions with several proteases 
were usad to obtain overlapping peptides which were required to 
establish the complete structures of the hormones. The resulting 
fragments were purified by means of RP-HPLC. The sequences were 
determinad by means of: (1) manual and automatic Edman degradations 
and identification of the phenylthiohydantoin &mino acid 
derivatives through RP-HPLC, (2) masa spectrometry and (3) 
digestions with carboxypeptidases Y and B, and identification of 



the released amino acide by means of reaction with dansyl chloride 
and polyamide thin-layer chromatography. 

The hormones comprise 72 amino acid residuos in one peptide 
chelín. They lack tryptophane, histidine and methionine. The 6 
cysteine residuos contained in them form 3 disulfide bridges in 
identical positions in at least three of the four hormones. The 
amino and carboxyl ends are modified postranslationally, as 
pyroglutamic acid and valinamide, respectively. Their molecular 
masses are in the rango of 8300 to 8400 Da. 

Sequences comparison showed that the hormones are homologous 
proteins an that there is a very high degree of similarity between 
any pair of them. The nature of the differences implies that there 
are at least two genes coding for the members of this peptide 
family. 

There is no homology to any currently known protein, except 
other crustacean hormones studied by other groups. This findings 
confirm the presence of a new peptide family known only in 
crustaceans. 

Comparison of the sequence of the most abundant CHH isomorph 
from P. bouvieri with those from other species confirmed their 
taxonomical relationships based onmorphological criteria. Also, it 
showed that CHH is a very conserved molecule. Finally, it pointed 
out several residues which could play a role in the interaction 
with the hormone receptor. 

The presence of the two isomorphs of the CHH and of the 
peptide which in the female crayfish acts as the V1H is not sex 
dependent. 

ThArA in no Qienifit-Ant differAnce hAtmAAn the two CHH 

isomorphs with respect to their action on glucose release from the 
hepatopancreas and muscle. 
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INTRODUCCION 

La neurosecreción 

El concepto.. 

El concepto de peurosepreción fue establecido por Scharrer en 

1928 (82) a partir de sus observaciones de la producción y 

liberación de hormonas hacia los fluidos circulatorio y 

cerebroespinal por parte de células nerviosas en vertebrados. En el 

mismo afo se realizaron estudios que sugerían la existencia de la 

primera hormona conocida en los invertebrados, la cual era 

producida en el tejido nervioso de los ojos de los camarones 

(64,77). 

Las neuronas que producen hormonas se conocen como células 

neurosecretoras. Al microscopio electrónico, estas células se 

caracterizan por la presencia de muchos gránulos de neurosecreción, 

los cuales son partículas esféricas, cuyo contenido es 

característicamente denso. Estos gránulos tienen generalmente de 
100 a 300 um de diámetro y están rodeados por una membrana simple. 

El proceso de la neurosecreción puede ser dividido en varias 
etapas: síntesis de las neurohormonas, formación de los gránulos de 
neurosecreción, transporte de los gránulos a través de los axones 
hacia las terminales axónicas, almacenamiento de los gránulos y 
liberación de las hormonas mediante exocitosis (69). 

Cabe mencionar que la distinción clásica entre sustancias 

neurohormonales, neurotransmisoras y neuromoduladoras se ha 
desvanecido actualmente. Hay evidencias de que ciertos péptidos y 
aminas biogénicas, antes considerados como neurohormonas clásicas 
tanto en los vertebrados como en los invertebrados, pueden actuar 
como transmisores en una región del sistema nervioso, como 
moduladores en otra y como hormonas en algún otro tejido del 
organismo (11). 

13 



L9s Ars,AnPs notinglintP0§. 

Para permitir una descarga rápida de la secreción y a fin de 

que se alcancen las concentraciones hormonales requeridas, que son 

del orden nanomolar, las células neurosecretoras presentan varias 

adaptaciones: a) hay un aumento en el número de las células que 

intervienen en la secreción; b) cada célula tiene un número muy 

grande de terminaciones axónicas; c) las hormonas están muy 

concentradas en los gránulos neurosecretores; d) las terminales 

axónicas se ensanchan (2 a 30 um de diámetro), se ramifican y 

están en contacto intimo con el fluido circulatorio, en algunos 

casos, separadas solamente de él por una membrana basal 

(separaciones de 1 a 5 um) (11,69). 

Esta unión estrecha entre el fluido circulatorio y las 

terminales axónicas ensanchadas, que son el sitio de liberación de 

las neurohormonas, condujo al concepto de "órgano neurohémico" 

(15), que fue establecido aproximadamente 20 años después del de 

"neurosecreción" y casi al mismo tiempo en los vertebrados y 

crustáceos. 

La neurosecreción en los crustáceos. 

Los crustáceos poseen varios sistemas neurosecretores: los 

órganos poscomisurales, localizados en la comisura tritocerebral, 

liberan varios neuropéptidos cromatoforotrópicos (62,63) que son 

producidos por somas localizados putativamente en el ganglio 

cerebroide (15); los órganos pericárdicos, que se encuentran cerca 

del corazón (6,7) y algunas neuronas localizadas en los ganglios 
torácico (28,29) y subesofágico liberan aminas y péptidos (65). 
Además, el complejo del órgano X de la medulla terminaos y la 

glándula sinusal sintetiza y libera un gran número de péptidos que 

regulan muchos procesos fisiológicos. 

14 
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La glándula sinusal fue el primer órgano neurohémico 
encontrado en los crustáceos y fue llamada así por su descubridor, 
Hanstrom, debido a que su microanatomia, que se caracterizaba por 
tener agrupaciones de terminales axónicas ensanchadas adyacentes a 
senos circulatorios, sugería una función endócrina (36). 

Bliss y Passano, independientemente, interpretaron en forma 
correcta la naturaleza de la glándula sinusal de los crustáceos, no 
como una glándula verdadera, sino como un sitio de almacenamiento 
y liberación de las neurohormonas (13,78). 

En los crustáceos decápodos, como el acocil mexicano 
Procambarus bouvieri (Ortmann), el conjunto de somas 
neurosecretores (el llamado órgano X de la medulla terminalls, 
OXMT) cuyas terminaciones axónicas forman a la glándula sinusal 
(GS) se localizan en el tallo ocular (figura 1); sin embargo, hay 
terminaciones exónicas que pueden originarse en neuronas de otras 
regiones del tallo ocular y de los ganglios cerebroide y torácico 
(9,34,78,98). 

El complejo OXMT-GS se considera como el principal sistema 
neurosecretor de los crustáceos, por el gran número de procesos 
regulados por las hormonas que produce y libera. Debido a la 
accesibilidad y gran tamaño de las terminales axónicas y de los 
somas neurosecretores, es también el más conocido en cuanto a 
anatomía, fisiología, ultraéstructura y contenido. 

El sistema OXMT-GS es un análogo funcional del eje hipotálamo-

neurohipófisis de los vertebrados y del sistema ganglio cerebroide-

corpus cardiacum-corpus eillatum de los insectos (21,34), que son 

centros reguladores de primera importancia en dichos organismos. 

Las hormonas del sistema OXMT-GS. 

Varios estudios clásicos, basados en la extirpación de la 

glándula sinusal y en la sustitución de su función mediante la 

inyección de extractos de la misma, han indicado la participación 
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Figura 1 

El tallo ocular de los crustáceos decápodos, derivado del ganglio 

cerebroide (GC), consiste de los fotorreceptores distales (FR) y de 

4 ganglios o neurópilos: la médula terminal (MT), la médula interna 

(MI), la médula externa (ME) y la lámina ganglionar (LO). El 

sistema neurosecretor está formado por somas neurosecretores 

situados principalmente en la MT, denominados Organo X de la MT 

(OXMT) y de sus terminales axónicas ensanchadas que se agrupan y 

forman a la glándula sinusal (OS). Las terminales de otros somas 

situados en el GC llegan a la OS a través del nervio óptico (No). 



del sistema OXMT-GS en la regulación de procesos tan diversos como 

la migración de pigmentos del exoesqueleto y del ojo, los balances 

hídrico y electrolitico, la muda, la reproducción, la regeneración 

de las extremidades perdidas o daMadas, la locomoción, la digestión 

y el metabolismo de los carbohidratos (57,58). 

Hasta principios de 1991 solamente se había determinado la 

estructura completa de 4 neurohormonas de la glándula sinusal: 1) 

la hormona concentradora del pigmento rojo del camarón Pandalus 

borealis es un octapéptido neutro que tiene sus extremos bloqueados 

(31); 2) las hormonas concentradoras del pigmento retiniano distal 

u hormonas de adaptación a la luz del cangrejo Uca pugliator (80) 

y de Pandalus borealis (30) son octadecapéptidos con sus extremos 

carboxilo amidados; 3) la hormona hiperglucemiante (HHG) del 

cangrejo Carcinus maenas consiste de una cadena de 72 residuos de 

aminoácido, con los extremOs bloqueados y 3 puentes disulfuro (49) 

y 4) la hormona inhibidora de la muda (HIM) de la langosta Homarus 

americanus contiene 71 residuos de aminoácido en una cadena con el 

extremo amino bloqueado (17) y presenta una grado apreciable de 

actividad hiperglucemiante. 

Acciones de  las hormonas del  sistema OXMT-GS. 

A) La hormona hiperglucemiante. 

Abramowitz et al. (1) descubrieron un "factor diabetógeno" en 

los crustáceos cuando observaron que la inyección de extractos de 

tallos oculares del cangrejo Callinectes, en animales destallados 

de la misma especie, producía un efecto hiperglucemiante notable. 

Este "factor" fue llamado posteriormente la Hormona 

Hiperglucemiante (HHG) de los crustáceos (61). 

Se ha encontrado que la ablación de los tallos oculares o de 

las glándulas sinusales conduce a una disminución muy grande en la 

concentración de glucosa de la hemolinfa. En Procambarus bouvieri, 

la glucosa prácticamente no puede ser detectada después de una 

semana de haber amputado los tallos oculares (4). También se ha 
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notado que el efecto hiperglucemiante de los extractos de tallos 

oculares se observa mejor en los animales destallados que en los 

intactos, los cuales tienen un nivel de glucosa variable, bajo con 

relación al de los vertebrados (12). 

La forma de las curvas de glucemia contra tiempo en bioensayos 

homólogos es más o menos independiente de la especie del crustáceo 

y se caracteriza por un aumento rápido del nivel de glucosa dentro 

de los primeros 10 a 15 minutos después de la inyección, que 

alcanza un máximo entre la primera y la segunda horas. Luego, la 

concentración de glucosa disminuye hasta volver a los niveles 

banales al cabo de unas 6 h. Cabe mencionar que tanto el tiempo en 

que se alcanza la glucemia máxima como la magnitud de esta dependen 

de la dosis administrada y de si se trata de HHG pura o de un 

extracto de glándulas sinusales (54,59,91). 

La forma de las curvas de hiperglucemia causada por la 

inyección de extractos de tallos oculares o glándulas sinusales 

sugiere que el fenómeno es causado por una movilización rápida de 

glucosa a partir de reservas de carbohidratos o por transferencia 

desde depósitos de monosacáridos u oligosacáridos en las células 

blanco, mas no por cambios de los flujos de las vías metabólicas 

principales (55). 

i) METABOLISMO DEL GLUCOGENO. 

La HHG podría producir su efecto mediante una acción 

glucogenolítica en los tejidos blanco. Un dato que apoya esta idea 

es la observación de que la inyección de la hormona conduce a una 

disminución en el glucógeno del músculo abdominal y de las gónadas 

de Orconectes limosus y de las branquias y tegumento de Uca 

pugilator (54). También se ha encontrado un aumento en la 

liberación de glucosa radiactiva a partir del músculo abdominal de 

Cambarus robustus, marcado previamente con "C-glucosa, al tratarlo 

in vitro con un extracto de tallos oculares (93); lo mismo se 

observó en un experimento semejante hecho con el hepatopáncreas de 

Orconectes Ilmosus, al incubarlo con HHG purificada (87). 
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Por otra parte, se ha visto aumento en el contenido de 
glucógeno en el músculo abdominal y tegumento de Panuilrus 
japonicus (84) y en el músculo abdominal de Ocypode platytarsis 
(75), como consecuencia de la extirpación de los tallos oculares. 

Con un desarrollo temporal comparable al de la hiperglucemia, 
se ha encontrado activación de la fosforilasa de glucógeno del 
músculo abdominal de Orconectes limosus (50) in vivo por la 
inyección de extractos de tallos oculares; resultados similares se 
obtuvieron in vitro con el músculo de Carcinus menas y Eriocheir 
sinensis (10). El efecto opuesto, es decir, la inactivación de la 
fosforilasa, se ha observado después de la eliminación de los 
tallos oculares de Orconectes limosus (50) y Hemigrapsus (79). 

La actividad de la sintetasa de glucógeno se ha encontrado 
aumentada en el músculo abdominal de Orconectes limosus (51,85) y 
Cancer (79) después de la extirpación de los tallos oculares. En 
ambos casos, el efecto fue anulado por la inyección de extractos de 
estos últimos o de HHG purificada. 

Se ha encontrado que los nucleótidos cíclicos, AMPc y GMPc, 
intervienen como mensajeros secundarios de la HHG. En estudios in 
vivo, varios tejidos (principalmente el corazón, el hepatopáncreas 
y el músculo abdominal, pero también la glándula antenaria) 
mostraron un aumento de dichos nucleótidos después de la inyección 
de la HHG (90). 

Experimentos in vivo e in vitro han demostrado que el aumento 
intracelular de los nucleótidos cíclicos producido por la HHG en 
los tejidos blanco se debe a un aumento en la actividad de las 
ciclasas que los producen y no a una inhibición de la 
fosfodiesterasa que los degrada (23,86). 

Como sucede en los organismos superiores, en los crustáceos 
los nucleótidos cíclicos se unen a cinasas de proteínas y las 
activan. Se ha encontrado en el músculo abdominal de Orconectes 
limosus un aumento en el cociente de actividad de dichas cinasas, 
que es paralelo al incremento de los nucleótidos cíclicos; en este 
sistema parece existir una sola clase de cinasa de proteínas que se 
une por igual al AMPc y al GMPc (20). 
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En el músculo abdominal de Orconectes limosus se ha encontrado 

que las ciclasas de adenilato y guanilato están reguladas por iones 

Ca4  y calmodulina (89). La HHG podría afectar a las enzimas de la 
síntesis y degradación del glucógeno por medio de la liberación de 
iones Ca{  a partir del retículo endoplásmico por la vía del 
fosfatidilinositol. 

2) DIGESTION DE LOS CARBOHIDRATOS. 

Se ha encontrado que la HHG puede intervenir en el metabolismo 
de los carbohidratos mediante la regulación de enzimas 
extracelulares. El hepatopáncreas, que posee receptores para la 
hormona, interviene en la secreción del fluido digestivo, en la 
absorción del alimento digerido y en el almacenamiento de lípidos 
y carbohidratos (16). 

Se han observado cambios en las actividades amilolítice y 
proteolítica del hepatopáncreas como consecuencia de la inyección 
de extractos de tallos oculares, inclusive en animales en ayuno 
(33) y por extirpación de los tallos oculares, así como durante las 
diferentes etapas del ciclo de la muda (101). La HHG purificada 
aumenta notablemente la secreción hepatopancreática de amilasa 
(88). 

Hasta la fecha se cree que la secreción de la amilasa está 
mediada por un aumento de los iones Ca/  intracelulares y que es 
posible la intervención de nucleótidos cíclicos generados por 
ciclasas dependientes de Ca{  y calmodulina (16,88). 

B) La hormona inhibidora de la muda. 

El complejo proceso de la muda de los crustáceos (y de los 
insectos) requiere la producción de la -ecdisona en etapas bien 
definidas del ciclo de la muda. La 	-ecdisona es un compuesto 
esteroidal que se produce en los llamados órganos Y a partir del 
colesterol ingerido en la dieta de los crustáceos, ya que estos no 
tienen la capacidad de sintetizarlo. La ecdisona, que puede tener 
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efectos hormonales por sí misma, es transformada en el 

hepatopáncreas, la epidermis, la hemolinfa y otros tejidos 

periféricos a -ecdisona, que se ha considerado como la forma 

activa de la hormona de la muda (16,37). 

La idea de la existencia de un control neurohormonal de la 

muda surgió de la observación en muchas especies de crustáceos, 

principalmente decápodos, de que la extirpación de los tallos 

oculares producía una aceleración en el ciclo de la muda. Muchos 

experimentos han apoyado este concepto: la eliminación de los 

tallos oculares produjo aumentos notables en los niveles de 

ecdisteroides circulantes y los animales entraron en la etapa de 

premuda; la inyección de extractos de tallos oculares en ejemplares 

destallados condujo a concentraciones bajas de ecdisteroides en la 
hemolinfa; la secreción de ecdisona a partir de los órganos Y in 
vitro se inhibió en un medio de cultivo que había sido incubado con 

glándulas sinusales; los órganos Y de animales a los que se había, 

inyectado extractos de glándulas sinusales mostraron, en cultivo, 

una producción disminuida de ecdisona (16). 

La hormona inhibidora de la muda se une a sus receptores en 

los órganos Y y activa la producción de AMPc. Se ha encontrado que, 
tanto in vivo como in vitro, los extractos de tallos oculares 
inhiben la captación de colesterol por parte de los órganos Y. 
Asimismo, algunas fracciones de los extractos de glándulas 
sinusales disminuyen la síntesis de ARN y protelnas; esta última es 
necesaria para la elaboración de la -ecdisona (73). 

C) La hormona inhibidora de la vitelogénesis (HIV) u hormona 

inhibidora de las gónadas (HIG). 

La vitelogénesis es la última fase para formar un huevo maduro 

y comprende la síntesis o captación, o ambos, de la yema o vitelo, 

que es el material nutritivo para el futuro embrión (3). El 

componente principal del vitelo es la lipoproteina vitelina (27,67) 

que se genera a partir de su precursor, la vitelogenina, la cual 

puede ser producida en los ovarios (68) o en otros tejidos 

(18,32,97). 
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Diversos estudios han confirmado la presencia de une. Hormona 

Inhibidora de la Vitelogénesis en el sistema neurosecretor del 

tallo ocular de los crustáceos: el desarrollo gonadal precoz 

resultante de la ablación de los tallos oculares fue observado por 

primera vez en el camarón Palaemon serratus; se ha encontrado en 

una variedad de crustáceos que la eliminación bilateral de los 

tallos oculares indujo desarrollos ováricos y testiculares 

aumentados (17). 

La inhibición de le. síntesis de proteínas ováricas in vitro 

por parte de extractos de tallos oculares demostró que la HIV puede 

actuar directamente en las gónadas de Uca pugilator (26,35). Por 

otra parte, la HIV tiene también un efecto inhibidor sobre la unión 

de la vitelogenina a su receptor en las membranas de los ovocitos 

del langostino Macrobrachium rosenbergii (44,45). 

Cabe mencionar que, ya que la HIV puede afectar otros procesos 

reproductivos además de la vitelogénesis tanto en las hembras como 

en los machos, esta hormona se conoce también como la hormona 

inhibidora de las gónadas (HIG)(3). 
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OBJETIVO 

El objetivo inmediato de este trabajo fue determinar la 

secuencia de aminoácidos completa del isomorfo más abundante de la 

Hormona Hiperglucemiante (HHO-1) del acocil mexicano Procambarus 

bouvieri (Ortmann). Se determinarán además, al menos parcialmente, 

las secuencias del otro isomorfo de la Hormona Hiperglucemiante 

(HHG-II) y la de la Hormona Inhibidora de la Muda (HIM). También se 
pretende identificar a la Hormona Inhibidora de la Vitelogénesis e 
iniciar su caracterización, incluso su secuencia de aminoácidos. 

Se compararán las estructuras primarias de las 4 hormonas y se 

correlacionarán con los datos de las estructuras secundarias 

(predichas y observadas) y con datos fisiológicos, para iniciar el 

estudio de la relación estructura-función en esta familia de 
neuropéptidos. 

Desde otro punto de vista, las secuencias de aminoácidos 

podrían aclarar cuál es el mecanismo que genera a dicha familia de 

neuropéptidos (duplicación génica y evolución divergente, empalme 

alternativo del ARN mensajero, modificación postraduccional, o una 

combinación de ellas), lo cual es interesante desde el punto de 

vista de la evolución de las hormonas peptidicas de los 

invertebrados en particular y de las proteínas en general. 

La comparación de la misma hormona en diferentes especies será 

importante para el estudio de las relaciones estructura-función 

desde el punto de vista evolutivo; se podrían localizar los 

diversos sitios funcionales de cada hormona y confirmar o modificar 

las relaciones taxonómicas, basadas en criterios morfológicos, que 

se han establecido entre los organismos que las producen. 

Se buscarán homologas con proteínas de otros organismos, 

tanto invertebrados como vertebrados. En caso de hallar homologia, 

se estudiarán las relaciones estructurales, funcionales y 

evolutivas. 
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MATERIALES, METODOLOGIA Y RESULTADOS 

Una parte sustancial del contenido de esta Tesis ha sido 

publicada en dos revistas de circulación internacional en dos 
artículos que tratan, básicamente, uno, de la determinación de la 

secuencia de aminoácidos del isomorfo mayoritario de la Hormona 

Hiperglucemiante y el otro, de la identificación, purificación y 

caracterización inicial de la Hormona Inhibidora de la 

Vitelogénesis. 

Debido a que cada artículo contiene sus propias secciones de 
Materials and methods y Results (véanse dichas secciones en cada 

uno de los artículos incluidos), los apartados sobre Materiales y 

métodos y Resultados de esta Tesis fueron agrupados en esta 

sección, que se tituló Materiales, metodología y resultados. 

Además de los dos artículos mencionados en los párrafos 

anteriores, esta sección incluye un apartado titulado Experimentos 

y resultados adicionales. En este último se presenta información de 

importancia fundamental, obtenida durante el estudio de la familia 

de neuropéptidos de la glándula sinusal de Procambarus bouvieri 

(Ortmann). 
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IDENTIFICATION, PURIFICATION AND 
INIT1AL CFIARACTERIZATION OF THE 

VITELLOGENESIS-INHIBITING HORMONE 
FROM THE MEXICAN CRAYFISH 

PROCAMBARUS BOUVIERI (ORTMANN) 

MANUEL 13. AGUILAK,* L. Scon QUACKENBUSIlit DONALD T. IILINT,$ JUMEN' SHAISANOWITIt 

and Aunlicro 
*Instituto Nacional de la Nutrición "Salvador Zubirán", Department of Biochemistry, Mexico City 

14000, Mexico; [Florida International University, Department of Biological Sciences, Miami, FL, 
U.S,A.; and tUniversity of Virginia, Department of Chemistry, Charlottesville, VA, U.S.A. 

(Rereired 11 De cember 1991) 

Abstract- —1. 13y means of a single step of Ik1)-HPLC on a p Bondupak-Phenyl column, a neuropeptide 
with vitellogenesis-inhibiting hormone (VIII) activity was isolated from a crude extract of sinus glands 
(SG) of the crayfish P. bouvieri. The yield was 5.4 ng/SG. 

2. The biological activity was tested in a heterologous in vitro bioassay as the depression of vitellogenin 
biosynthcsis by cultured Penaeus vannamers ovaries. 

3. The molecular miss was determinad to be 8388 ± 2 Da by means of mass spectromctry. 
4. The N-terminus was shown to be blocked by means of the dansyl-CI method. 
5. The following amino acid average composition was obtained by means of precolumn derivatization 

with phenylisothiocyanatc: (Asx)13 , (G1x),, (Val),, (Arg, Cys, Leu)b , (Tyr)5, (Ala, Ile)4 , (Lys)3_4 , (Phe)3, 
(Thr)2 _1, (Ser, Gly)2  , (Pro), . VIII consists of 72-74 amino acid residues. lt does not contain Trp, His, 
or Met. 

6. The tryptic peptides of the reduced and carboxymethylated VIII and of the crustacean hyperglycemic 
hormone (major isoform, CHH-1) were purified on an Ultrasphere-ODS column and the peptide inaps 
compared with respect to retention times and composition. Forty-six percent of the total amount of amino 
acid residues were accounted for in 5 peptides which coincided in elution time and composition. 

7. The remarkable resemblance between VIII and C111-1-1 confirms clearly that VIH belongs to the 
neuropeptide hormone family which ineludes the molt-inhibiting hormone (MI11) and the two isoforms 
of the crustacean hyperglycemic hormone (CHH-1 and CHH-II, formerly designated C1-11-1-B and CHH-C 
by us). 

INTRODUCTION 

Several studies have indicated and confirmed the 
presence of a vitellogenesis-inhibiting hormone (VIH; 
also known as gonad-inhibiting hormone, G111) 
activity in the ncurosecretory system of the crus-
tacean eyestalk. Precocious gonadal growth after 
eyestalk ablation was first observed by Panouse 
(1943) in the shrimp Palaenzon serratus. Sub-
sequently, others showed that bilateral eyestalk 
ablation induced increased ovarían and testicular 
development in a variety of crustaceans (for reviews, 
see Charniaux-Cotton, 1985; Quackcnbush, 1986; 

§To whom correspondence should be addressed at 
Department of Biochemistry, I.N.N.S.Z., Vasco de 
Quiroga 15, Tlalpan, 14000 México, D.F., México. 

A bbreviations—RP-HPLC, reverse-phase high-performance 
liquid chromatography; TNBS, 2,4,6-trinitrobenzene-
sulfonic acid; Tris, tris(hydroxymethyl) aminomethane; 
TPCK, N-tosyl-L-plienylalanine chloromethyl ketone; 
EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid, disodium salt; 
PMSF, phenyl-methylsulfonyl fluoride; DTT, dithio-
threitol; PITO, phenylisothiocyanate; PDS, phosphate 
buffered satine, 

Fingerman, 1987). Since the implantation of sinus 
glands (SG) into eyestalk-ablated fiddler crabs, Uca 
pugilator (Brown and Jones, 1948), spiny lobsters, 
Panulirus argus (Quackenbush and Herrnkind, 1981) 
and freshwater shrimps, Atyaephyra destnaresti (van 
Deijnen, 1986), suppressed the expected gonadal 
growth, the absence of a VIII was proposed to be 
responsible for the precocious gonadal growth that 
results from eyestalk ablation. 

In crustacean females, the late phasc of gonadal 
maturation to form mature ova is named viten°. 
genesis (for review, see Adiyodi, 1985). This process 
comprises the synthesis or deposition, or both, of 
yolk or vitellus. The major component of this nutri-
tive material is the lipoprotein vitellin (Vn) (Lui and 
O'Connor, 1976; Eastman-Reks and Fingerman, 
1985) which derives from a precursor, vitellogenin 
(Vg) that can be synthesized in extra-ovarian tissues 
(Wallace et al., 1967; Fielder et al., 1971; Charniaux-
Conon, 1985) or in the ovaries (Lui and O'Connor, 
1977). The inhibition of ovarían protein synthesis in 
vitro by eyestalk extract showed that VIII can act 
directly on the gonads of Uca pugilator (Gorell and 
Gilbcrt, 1971; Eastman-Reks and Fingerman, 1984). 
On the other hand, VIII also has a dircct inhibitory 
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action on the binding of vitellogenin io lis receptor in 
the oocyte nieinhtanc of the critylish Macrabraelaton 
rosetthergil (ittgan, 1985; lttgatt and S'oye,. 1985), 

VIII. no data deitionstrating, or al least 
suggesting sex, species cwf group specilicity are knowu 
(for review. see Adiyodi. 1985; kleinholz, 1985). 
Ilomitski el al, (1981) described the partial purili• 
cation of VIII from the crab Caneo. magister. The 
animal used for monitoring the bionctivity was 
the shrimp Gamo?: entitgon, Van Deijnen (1986) 
showed that inhibition ol' oncyte growth in the 
shrimp A rytivphyra demi:meso' can be used as a 
Me:mire 01' VIH activity in SGextraets oí the lobster 
Hotitarus 	r an u s 

Recently, Quackenbush and Keeley (1988) devel-
oped a suitable heterologous bioassay for the VIH of 
l'enana setiferus which measures the in piíro Vg 
synthesis in cultured Uta pugilaior ovaries using 
polyclonal antibody to crab 

Unid now, VIII has been rather poorly character-
ized from the structural point of view. Data from 
severa! species indicate that it is thermostable and is 
dialyzable through eellophane membranes (for re-
view, see Kleinholz, 1985), in Caneer magisier, it has 
a molecular weight (mol. wt) of about 2000, estimated 
from its behavior on G-25 Sephadex chromatography 
(llomirski el al., 1981). Recently, van Deijnen (1986) 
found in Honiarus arnericanus that VIH was separ-
ated loto a heavy (45,000) and a light (7000) mol. wt 
forro, according tu urea—SDS--polyacrytamide gel 
electrophoresis. The larger compound could be a 
precursor molecule. Moreover, Soyez el al. (1991) 
sequenced two isoforms of the VIH from the lobster 
Homarus americanas. Both consisted of a chain of 77 
amino acid residuos, with 3 disullide bridges and a 
mol. wt of 9135. 

Wc are interested in the structural characterization 
of neuropeptides from the SG of the Mexican crayfish 
Proeambarus bourieri. We have isolated and eltarac-
terized two isoforms of the crustacean hyperglycemic 
hormone (CHH) and the MILI (Huberman and 
Aguilar, 1986, 1988a, 1988b, 1989a, 1989b). 

Since one of the peptides that we were able to 
resolve by means of RP-HPLC was thought to be a 
good candidate for VIH on the basis of preliminary 
studies of amino acid composition, we employed the 
heterotogous bioassay developed by Quackenbush 
and Keeley (1988) for the identification of the VIH 
of P. bouttieri in SG extracts fractionated by means 
of RP-HPLC. The peptide bearing VIH activity 
was characterized with respect to molecular mass, 
N-terminus, amino acid composition and tryptie 
mapping. The results demonstrate clearly that VIH 
belongs to the crustacean neuropeptide family which 
includes the CHH and the Mili. 

MATERIAIS AND METHODS 

~mak, .sinus glands and crude extraen 
Adult crayfish (not selected for sex) were obtained from 

local fishermen in Uruapan, State of Michoacán. They were 
anesthetized with crushed ice and their eyestalks were cut 
and kept froten at — 70'C unid used. The SG were dissected 
under the microseope while covered with ice-cold crustacean 
salive (van Harreveld, 1936) and kept in a small volurne of 
ice-coid water (1 pl/SG). Each preparation consisted of 
3000-6000 SG. 

Fot the preparation of the vrittle mtlitet, the protocol 
describen by us illuberman and Ayuda', 19101 
Iowed with slight moditivations. Wien), hntches of 1000 S(i 
in wittet, in 11 	34111111 polyearbonate eentrifuge tulles 
(lieektuan), were thsintegraten witlt three 30.sec bursts of 
tt 	tintes Micro.tiltrasonie 1)isrupter followen by eentri- 
rovittion al 11)8,000 g (areno') for 15 Juin at 2 	in a 
Beckman Ti-1(X) tabletop ultriteentrifuge provided with 
u TLA,100.2 rotor. Alter deettnting the stipernutant, 
the preeipitate was resuslmnied in 800 p 1 ol' water and the 
process repeated twiee. The titree supernatants were mixed. 
eentrifuged at 356,000g (average) for 30 min at 2 C. and 
corlee:armen to 0.5 pl)S(..i in ti Snvanl cenirirtigul comen. 
trator. The coneentrate wus tuljusten to 	acetonitrile 
und 0,1% tritluoroacetie ad(' (TFA), and 0,67 pl/S(i, Abel.  
15 min at 4T, the Iust ultracentrifugation was repeated. 
Finttliy, the supernatant was filtered through a centrifuga! 
mierofiltration deviee provided with a 0.2 pm regetterated 
cellulose filler (Model M 	Bioanalytical Systems, Inc.) ni 
1800g for 10 min at 4 C. Batehes of 500 SG equivalents 
were submitted to HPLC. 

HPLC 
A Beekinan/ARex system consisting of n Mode! 420 

Microprocessor Controller/Programmer, two Model 110A 
pumps, a Model 210 manual injection valve and a 
Model CRIA Recorder/Dorta Processor was used. The 
detector was a LKB Uvicord-S provided with a 8 pi eell. The 
column for hormone purilication was p Bondapak-Phenyl 
(300 x 3.9 mm i.d., 10 pm particle size; Waters. Milford, 
MA). The effluent was monitored at 206 nto. Solution A was 
0,1% aqueous TFA and solution 13 was 60% aqueous 
acetonitrile containing 0.1% TFA. A linear gradient froto 
35% 13 to 58% 13 in 10 min was followed by isocratie elution 
at 58% 13 for 50 min. al room temperature and a flow of 

mi/min, 
The carboxymethylated or pyridylethylated hormones 

were purified in a Novapak-C18 column (150 x 3.9 mm i.d., 
5 pm particle size; Waters) using the sanee solutions as 
aboye. A linear gradient from 35% 13 to 100% 13 was run 
for 70 Irún at room temperature and at a llow of 1 

For the purification of the tryptie peptides, an Ultra- 
sphere-ODS column (250 x 4.6 mm 	5pm particle size: 
Beckman) provided with a precolumn (42 x 4.6 mm i.d., 
Beckman) was used al 30 C with the sane 501111lOnS as 
aboye. After an isocratic step at 0% B for 10 min, a linear 
gradient from O to 85% fi was developed in 100 min, at 
flow rate of 1 ml/min. 

For the amino acid analysis as plienyithiocarbamoyi 
amino acids (PTC-aa), one C18 Guard-Pack cartridge 
(Waters), one precclumn (42 x 4.6 mrn i.d., Beckman) and 
two Ultrasphere-ODS columns (250 x 4.6 mm i.d. each, 
5 pm particle size; Beckman} in tandem, were used al 45°C. 
The elution system described by Bidlingtneyer el al. (1984) 
was employed, with only minor adjustments: solution A was 
140 mM sodium ;metate containing 0.05% triethyiamine 
(TEA) by volante, adjusted to pll 5.50 with acede acid; 
solution B was 60% aqueous acelonitrile. A linear gradient 
from 15% la to 62% 13 was run for 29 tilín at 1.2 mi/min, The 
PTC-aa were monitored at 250 nm. 

Protein delermination 
Samples were hydrolyzed in 5.7 M HC1 at 145"C undcr 

nitrogen for I hr in calcined flame-sealed Pyrex tabes. The 
TNI3S micro-method of Hazra et al. (1984) was employed, 
with bovine serum albumin (Sigma, St Louis. MO) as 
standard. 

Bioassay 
An in vitro tissue assay was used for cite measurement of 

both total protein synthesis and specific yolk protein syn-
thesis, This assay was described in detall for both crab and 
shrimp tissues (Quackenbush, 1989, 1991; Quackenbush and 
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11',,,,ambarro vuellogenests•mhibuing hoinione 	 493 

Kerley, 19titit Ovaries %veie dissected from shrtnip, reninlis 

rtinlIente4, under 	 (t011ke ef id, 19771. 

TÍSSIir fragnients 	3 non, aluna 0.5 ni}' total muelo) 
from the 'wat) (20 iragnients su:vitt:pi were placed rato 5 nil 
sterile plastic callare dishes containing 	ml 	II 

fine uhutie+rt Itithht1111 	 and KeelQ, 19810, The 
medium e ntuined ;muno ¡with, sults, sirgar~, and antibiotics 
(Sigma's M-199, penicillin and strepiontycii0. Solutions 
(1001111 conlninine hormones or cruda curto:h, and ade-
qunte control solutions ontiscle extracts: were added to the 
inctibation mediana directly, Ikudioactive Icucine ("C-
'cuente) svas added to the culi ure medium al the silla 01.  
incubation, Labeled and cok) 'cocine were inixed together lo 
nrovitle a stankliMI dose oí" 10p 1 mixture containing 
0.5 pC1;5 nniol leucine. lnctibation proceeded in a sealed 
chamber gassed with 9.51!,1 O. and 5% CO;  at 5 psi, Heti-
bations for 4 hr at 30 C allowcd about 5600 ± 1000 dpnrt 
mg hr incorporation luto ovarian proteins (Quackenbush 
and Keeley.., 1988; Quackcnbush, 1989). Alter incubation, 
tissues were homogenized and the proteins ext meted in a salt 
buffer (Lui and O'Connor, 1976: 0.5 M NaCI, 0,5 M Tris, 
5 mM EDTA. 0.001% PMSF, 	7.5). The soluble proteins 
were precipitated from the extraction hulfer by the addition 
of threc volumes of saturaied (N114 ):,,SO4 . After the salt 
precipitation, the mixture was centrifuged at 8000g at 4''C. 
The peno of protein was washed with phosphate buffer 
(PHS: 101 M Nal-121)04 , 0.85% Miel, pll 7.5) and re-
precipitated witlt salt, Once times. The final pellet was 
resuspended in PBS. Aliquots of ibis salirte solution were 
taken for the determination of total protein (Bio-Rad 
Protein Reagent Assay) and the determination of labeled 
ieucine incorporation via scintillation spectroscopy. Results 
from diese procedures are expressed as dpmtingihr. 

Incorporation of labeled leucine finto yolk protejas was 
determined using a slighl inoditication of the in t jira assay. 
To the pellet of the protein obtained by salt precipitation 
and solubilized in PBS was added 50 pf of antibody to yolk 
protein from Penaeus t'annanu'i (50 ir!, of a 0.5 mg/mIallinity 
purified IgG fraction of rahhit serurn). The mixture of 
proteins and antiserum was incubated for 18 hr at 4 C. An 
immunoprecipitate was ohutined alter centrifugation at 
8000g al 4''C for 10 min. The supernatant was retained and 
used as a control for the non-specilic inhibition oí protein, 
synthesjs (it contains d'ose proteins other than the 97 kDa 
antigen of yolk complex). The pellet was washed four times 
in cold PDS and then solubilized in 1 N NaOH. Aliquots of 
tías solution were used for the determination of total proteja 
and labeled leucine incorporation as described aboye. The 
pellet contains the afligen (97 kDa) yolk protein and was 
thus a specific assay for vitellogenesis (Quackenhush, 1989). 
The activity of the peplide hormones tested in this system 
was measured using a formula for per cent inhihition: 
(Control dpmJmg — Test dpin/mg)Control dpm/nig. Thus 
each potential hormone was tested for its inhíbition of in 
Pirra yolk protein synthesis. Doses of hormone were tested 
at 0.1, 1, 5, 10, 25, and 50 sinus gland equivalents on ten 
separare ovarian fragments. Controls for the hormones were 
muscle extraci fractions al the equívalent protein dose 
measured in mgtml. 

Mass spectrotnetry 

Mass spectra were recorded on a TSQ-70 triple quadru-
pele instrument (Finnigan-MAT, San Jose. CA) cquipped 
for electrospray ionization (Hunt el al., 1991), Samples were 
dissolved in 0.5% (v/v) acetic acid and an aliquot 
(5-10 pmol) was then ínjected finto the electrospray ioniz-
anon source from a syrínge pump. 

Cystine residues niodifi cation 

For reduction and carboxymethylation of the disulfide 
bonds, the procedure. described by Alíen (1981) was fol. 
lowed with &light modifications. Thírty-two micrograms-of 
VIH were dissolved in 100/41 of 0.1 M Tris-HCI buffer  

cont ¿lining 6 ?st guanidintunt CI and I 11110 Fp') A, adjusted 
tu 01 8.31!. Atte: the addition oF 21,1 ot 100 t' Al dulitt,  
threitol M'Un, the tulle svas flusliell wrth niungen for 2 min, 
vont:sed l'ot 15 sec and inenhated al 37 t.' fiar I Itr, Timen. 
7.5 /11 (d.  50 intst sodium iodotteetute were added to the 
reaction mixture and the O ushing. vortexing and incuba'iou  
lin the dark were repeated. The rettgent additions 
redikution and carboxymethylation Werer(pCilld with inru-
hrttiott tintes of hll min and 31) ruin respeet ively. Family, 1 g 1 
of 2-ntercaptoethanol was added, followed hy 14(1 pi of 
ItP-IIPI_C solution A. For chromatography, Ihe sample was 
(Hiere(' as describad aboye for the crudo. extritet. 

The protocol recommended by Tan (198(i) was employed 
for reduction and pyridylethylation. Only minor adjust-
ments were mude. VIII from 300(1 SCi was dissolved in 
100 pl of 0.5 M N•ethylmorpholine buffer. adjusted lo 
p1-1 8,3 with glacial acetic acid, Five microliters oil M U)TT 
were added and the urbe was Ilushed with nitrogen 
for 30 sec. Alter 4 hr at room temperature, 3 111 of 4-vinyl-
pyridine svere added lo Ihe reaclion mixture and inctibation 
proceeded overnight. For RP-HPLC Ihe sample MIS liltered 
as described aboye. 

latir group tinalySiS 

For N-terminal ama) acid analysis, the dansyl- CI -
method oí Gray and Harticy (1963) as described by A)kn 
(1981) was used. For identifícanos], the dansyl amino acid 
derivatives (DNS-aa) were chromatographed en 3 x 3 cm 
polyatnide-coated aluminium sheets (Schleicher and Schuell, 
GmbH) cmploying solvent systems 1 (1.5% ./v aqueous 
forraje acid), 11 (tolueno/acetic: acid, 10:1, viv), III (ethyl 
acetateimethanol/acetic acid, 20:1:1, hy vol) (Woods anal 
Wang, 1967). When basic amino acids were suspected, 
solvent system IV (50 rnlvi Na 3PO4/elhanol. 3:1, v/r; Han-
ley, 1970) was used atter the previous duce. In the case of 

VIII, 0.46 pg were hydrolyzed in the presence of 
thioglycolic acid (Matsubara and SasaVi, 1969) in 6 M HCI 
at 145'C for I hr under nitrogen. The same procedure was 
applied te purified tryptic peptides, hui without thioglycolic 
acid. 

Trypsin digestion 

The product resulting from 32 pg of V111 afler carboxy-
methylation and purification by means of RP-HPLC and 
32 pg of carboxymethylatcd CHI-1»1 was suspended in 
200 pl of 0.1 M ainmonium bicarbonate buffer. p118.7, 
containing 0.1 mM CaCl2 , with two 60-sec bursts oí an 
ultrasonic disrupter. Four microliters of trypsin-TPCK, 
1 mg/ml in I mM HCI were added to each sample and 
the hydrolysis mixtures were incubated for 2 hr at 37- C 
after fiushing with nitrogen. For HPLC injection, 40p1 of 
solution A were added and the samples were filtered as 
described. 

Antino acid analysis 

Acid hydrolysis, precolumn derivatization with phenyl-
isothiocyanate and RP-HPLC quantitation of the phenyl-
thiocarbamoyl amino acid derivatives (PTC-aa) were 
conducted essentially as described by Bidlingmeyer el a/. 
(1984). Briefly, aliquots of approximately 500 pmol of 
pyridylethylated V1H in 6 x 50 mm Pyrex tubes were 
hydrolyzed with 20 fiel of 5.7 M HCI containing 0.1% w/v 
phenol at 110'r for 24, 48, and 72 hr under nitrogen. Amino 
acid standard 11 mixture (Pierce) and oxidized insulin 
B-chain were also processed as standards and controls, 
respectively. The hydrolyzates were taken [o dryness in 
0.5 ml Eppendorf centrifuge tubes. Ten microliters of 
methanol/water/TEA (2:2:1, by vol) were added and the 
tubes vortexed for 10 sec. After a second drying step, 
the samples were dissolved in 10p1 of methanol/water/ 
TEA/PITC (7:1:1:1, by vol) and the reaction was allowed 
to proceed at room temperature for 20 min. The PTC-aa 
were taken to dryness and dissolved in 50 pl of 50% 
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Fig, 1. Single-step purification of the V1H of P. bourieri. 
Elution prolile of a crude extract equivalen( lo 500 SG. 
Colunin: iillondapak-Phenyl (300 a. 3.9 mm i.d., 10 ji rn par-
ticle size, Waters). Solvent A: 0,1% aqueous TEA; solvent 
B: 0.1% TEA in 60% aqueous acelonilrile. A linear gradient 
(dashed lines) from 35% B to 58% B was developed in 
10 min. Elution was continuad isocratically at 58% B for 
another 50 min, at room temperature. Flow rafe: 1 ml/min. 
The absorbance of the eluate was monitored at 206 :un. 
Peak V1H (black arrow) inhibited vitellogenin biosynthesis 
in Penatnis rannamei °unes cultured in uirro, The peak 

	

marked Mill corresponds to the 	 hormone, 
whereas CHH-1 and CHH-11 are the majar and the 
tninor isoforms of the crustacean hyperglycemic hormone, 

respect ve ly , 

acetonitrile (v/v). Further dilutions to suitable corleen-
trations were done with 5 mM Na2 PO4 , pli 7.4/acetonitrile/ 
methanol (19:1:5, by vol). 

The presence of Met and Trp was determined on 0.46 pg 
of VIII by means of acid hydrolysis in the presence of 3% 
thioglycolic acid, followed by dansylation and chromatog-
raphy as described for the end group analysis. 

The amino acid composition of the tryptic peptides from 
carboxymethylated VIH was determined in approximately 
500 pmol of each peptide. 

Reagenis and glassware 

Ml reagents were of analytical grade. HPLC solvents 
were from Fisher Scientific. Double-distilled water was 
further purified by passing through a Sybron-Barnstead 
NANOpure-A system, and only water with a resistivity 
aboye 10 megohm/cm was used. Glassware was caicined 
at 550'C for 4 hr. Other special reagents were: 4-vinyl 
pyridine, thioglycolic acid, dansyl—C1, sodium iodoacetate, 
trinitrobenzene sulfonic acid and trypsin—TPCK (Sigma), 
triethylamine (Fisher), N-ethylmorpholine and phenyliso-
thiocyanate (Pietre, sequencing grade). 4-Vinyl—pyridine 
and N-ethylmorpholine were distilled and trinitrobenzene 
sulfonate was recrystallized before use. 

RESULTS 

Single-step purifieation 

Following the protocol developed for the purifi-
cation of the crustacean hyperglycemic honnone, 
CHH (Huberman and Aguilar, 1984), with slight 
modifications, an aliquot of the crude extract corre-
sponding to 500 SG was chromatographed under thc 
conditions described in Materials and Methods. 

Fout highly hydrophobic peptides designated VIH, 
MIH, CHH-I and CHH-II in the arder of elution 
are well separated in a single chromatographic step.  

Peptides CITA-1 and CHH-11 correspond to the 
majar and minar iN0f,-.11111S of thc CHH, respectively, 
whereas NO& 	is the moli-inhibiting hormone 
(Iltiberman and Aguilar, 1989a). Pcptide VIII was 
colleeted manually in 1.5 ml Eppendorf tubes. tivoid-
ing thc valley hctween it and peptide MI11. We huye 
continned the rtliability of ibis technique for collect-
ing peptides, so we dial not rechromatograph peptide 
VIII in arder to verify its purity in view of the 
redueed amount of peptide and the high losscs ob-
served on rechromatography (Fig. 1). 

The comhined fractions corresponding Lo the puta-
tive VI H were taken to dryness for further processing. 

Bioassay 

Of the 4 peptides tested in the in vitro assay 
MI11, CHH-1 and CHH-11), only VIII inhibited 
incorporation of labeled Icucine lato yolk proteins. 
As can be seen in Tabla 1, one SG equivalen( (5.4 ng) 
of VIII from Proa:mbar:1s bouvieri prod 'leed a stat-
istically significan( inhibition of Penaeus vannamei 
yolk protein synthesis (1' < 0.05). Higher doses pro-
duced increased inhihition up to the complete protein 
synthesis inhihition at 10 SG equivalents (54 ng). This 
material was as potent as crude extracts from shrimp 
eyestalks on a per weight basis, which implies that 
there is no species specificity of this material as tested. 

Protein determination 

The content of VIII per SG was determined from 
the amino acid analysis data. The weights of all the 
amino acid residues in the hydrolyzate (each one 
calculated from the corresponding amount in pmol, 
as quantified by means of RP-HPLC) were added up 
and corrected for the amount injected and for the 
amount of SG equivalents hydrolyzed. The average 
yield was 5.4 ng/SG. When larger lots of crude extract 
(6000 SG) were prepared, the yield of VIII was 
6.0 ng/SG as determined by means of thc TNBS 
method. Both of the above-mentioned results are not 
corrected for losscs during isolation and purification. 

Mass spectrometry 

The vitellogenesis-inhibiting hormone adds 6 and 7 
protons under electrospray ionization coiiditions and 
affords signals centered at ntjz 1399.0 and 1199.0. 
The average mass of the (M + Hr ion calculated 
from thesc values is 8388.0 ± 2. 

.and-group analysis 

When 0.46 ttg of VIH (55 pmol) were dansylated, 
hydrolyzed and the resulting amino acid derivatives 

Table 1. Dose-dependent inhibition of labeled Icucine incorporation 
finto vitellogenin syntbetized in varo by hilarla vannemei ovary 

fragments on addition of purified VIH from P. bourieri 

Doses % inhibition Student's MCSt Nt 

0.1 12 NS: 20 
1.0 25 P <0.05 10 
5.0 35 P <0.05 10 

10 100 P <0,01 20 
25 100 P <0.001 10 
50 100 P <1001 20 

'In sinos gland equívalents II  SG eq... 5.4 ng) of VIII. 
tNumbcr of fragrnents tested for cid: dose. 
:Not significant: t-test for two percemuges. 

eº 	el) 
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'rabie 2 Atnino ticid ounposition paf ow VIII 01 /.. bourfuri and 
comparison with the mulo' peal, 01 1hr t'1111 «11111) 

Anuro 
neme 

ASX§ 
tiLX§ 
SUR 

II1S 

Average' 

12.89 
18 

1,69 
1,60 

O 

VIII 
resulues1 

13 
Ii 
2 

O 

(1 I II •I 
mutiles: 

II 
7 
2 

A R( 6,36 
o 

5 
TI1R 2.59 23 
ALA 3,85 4 4 
PRO 0,64 
TVR 4,91 
VAL 7.23 7 
M El u o 

ti 

ILU 
Ltu 

3.95 
6.00 

4 
6 

4 
6 

2.64 3i 3 
LYS 369 3-4 4 
TIt o (1 o 
CVS NI)" 6** 

.527.7.4 72 

*Average valurs of residues per molecule obtained after acid hy-
drolysis in 5.7 M ttCI 4 0.111'u phenol, for 24, 48 and 72 hr hascd 
on a mol, wt of 8388. 

tNumber of residues per molecule of mol. NA't of 8388. 
$Huberman er al. (to be published), 
§ASX ASP ASN; GLX GLU GLN. 
hile average valué was correeted on the busis of the tonina acid 

unulysis of the tryptic peptides. 
IDetermined by means of thin•lnycr chromatography after asid 

hydrolysis (5.7 M 1ICI + 3% thioglyeolic asid. 145 C, I hr) and 
dunsylation of 0.46 pg of VIII. 

"ND not detemiined. The final valué was assigned on the husis 
of the high degree of homology with the C1-111-1. 

identified by thin-layer chromatography or, poly-
amide plates, only the E-dansyl lysine and the o-
dansyl tyrosine derivatives were observed. This result 
is interpreted as the presence of a blocked N-terminal 
residuo, 

Amino acid anal tisis 

The average values obtained from the hydrolysis of 
3 1ots of 5.1 pg (600 pmol) of reduced and carboxy-
methylated VIII during 24, 48, and 72 hr, respect-
ively. are given in Table 2. The results obtained with 
another lot of 0.46 pg (55 pinol) of V1H hydrolyzed 
in the presence of 3% thioglyeolic acid, in arder to 
preserve Trp and Met residues from destruction, are 
also provided. In ibis case, the hydrolyzate was 
subjected to dansylation and thin-layer chromatog-
raphy. In the same tabla, a comparison is made with 
the composition of the major peak of P. bouvieri 

Table 3. Amino acid composition and N-terminus of the coineident 
tryptic peptides from VIII and C1111.1 

Number* 	 Compositiont 

TI 	 R, T, T, A, V, C 
T2 	 D. G, R, Y, I 
T3 	 A, I, F, K 
T4 	 D, E, E, A, V, F, K, C 
T5 	 D, D, E, S, R, A, Y, V, F, C 

*As numbered in Fig. 2, in the arder of elution (T has been ;Med 
to designarte tryptic peptides). 

tOne-Ietter syrnbol for each mino acid residuo. Determined by ad(' 
hydrolysis, derivatization with PITC and quantitation by RP-
1-11)1..C. The cysteine residues (as carboxyrnethyl.cysteine) were 
destroyed during hydrolysis. They were assigned un the oasis of 
the homology with CHI-1.1. 

tAs determinad by dansylation, acid hydrolysis and thin•layer 
chromatography on polyamide sheets. 

§N-terminus blocked. 

0 -1t3 	40 	 ao 	00 	 100 

M IN 
Fig. 2. Comparative tryptic peptide maps of the VIH 
(middle) and the CHH-1 (upper) from P. bourieri by munías 
of RP-HPLC. Thirty-two micrograms of each hormone 
were reduced, carboxymethylated and repurified in a Nova-
pak-C18 column (Waters). After digestion with trypsin-
TPCK, the peptides were injected roto an Ultraspliere-ODS 
column (250 x 4.6 mm i.d., 5 jim particle size, Beckman) 
provided with a pre-column. As a blank (lower), the same 
volume of digestion mixture was also ehromatographed. 
Solvent A: 0.1% aqueouc TFA; solvent B: 0.1% TFA in 
60% aqueous aeetonitrile, A linear gradient (dashed fine) 
from 0% B to 85% B was developed in 100 min eller an 
isocratie step at 0% 13 for 10 min. Temperature: 30T, FIow 
rafe; 1 mlimin. The absorbance of the eluate was monitored 
at 206 nrn. Peptides which coincide in elution time and 
composition are connected by dashed lines and numbered 
from 1 to 5 in the arder of elution, whereas pairs of peptides 
which have very similar composition are grauped by capital 
lelters A and B. For clearness, the gradient scales are 

represented only on the middle chromatogram. 

CHH (CHH-1) derived from its amino acid sequence 
(Huberman et al., to be pubiished). 

Tryptic ntapping 

The elution profile of 31.8 pg (3.8 mol) of V11-1, 
after reduction, carboxymethylation and trypsin di-
gestion is shown in Fig. 2, The RP-HPLC pattern of 
the tryptic peptides from the same amount of CHH-I, 
processed in an identical way, is also depicted. The 
peptides which coincide in retention time and amino 
acid composition are connected by dashed lines and 
numbered 1-5 in the order of elution (they will be 
referred to as T1—T5, respectively). Other peptides 
which have similar composition but different chro-
matographic behavior are designated by letters and 
will be referred to as TA and TB, 

The first group, peptides T1—T5, comprises 33 
amino acid residues or 46% of the total amount of 
residues (72) of CHH-I. In the second group (which 
includes the difrerences found before in amino acid 
composition bctween VIH and CHH-I, Table 2), the 
rest of the amino acid residues or 54% of the total are 
found. 

Cotnposition of the coincident peptides 

One-fifth of each tryptic peptide obtained by means 
of RP-HPLC was hydrolyzed in 5.7 M HCl contain-
ing 0.1% phenol and the composition determined by 

N-terminust 

V 

G 

---§ 
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pro-colutnn derivatitation with P1TC and 1<P-111)1.C. 
The quantitative amino a id composition of the 
coinciden( tryptic peptides from VIII and C11111 
(peptides 11 TS) is show!) in *roble 3. 

DISCUSS1ON 

During 11w pudín:anon of the C1111s (Huberman 
and Aguilar, 1986, 1988a. 1988b) and (11.  the MI11 
(Huberman and Aguilar, 1989a) oí P. bourieri, we 
found another well-resolved, hydrophobic, synimet-
ric peak. svhich had a qualitative amino ucid compo-
sition very similar lo that of the ahoye-mentioned 
hormones. As our laboratory is concerned with the 
structural characterization 	crayfish neuropeptide 
hormones, we decided to subject this peptide lo 
the heterologous bioassay developed by ene of us 
(Quackenbush and keeley, 1988; Quackenbush, 
1989, 1991) in order to correlate the vitellogenesis-
inhibiting activity first described by Panouse (1943) 
with a defmed molecule. There were indications that 
the crustacean VIH was structurally related to the 
CHH and the 	(Kegel et al., 1989). In the in vitro 
bioassay, this peptide inhibited vitellogenin bio-
synthesis by cultured Penaeus rannatnei ovarios. so 
it is reasonable lo refer to it as the vitellogenesis-
inhibiting hormone of P. bourieri. This result agretes 
with carlier studies where no indications of species 
specificity were found (Bomirski et al., 1981; van 
Deijnen, 1986; Quackenbush and Kecicy, 1988). 

On the other hand, it should be noted that neither 
the CHII isoforms, nor the MIH, displayed VIII 
activity when subjected te the same bioassay. Titus, 
it was confirmed that in P. bourieri, at least, VIII and 
MIH are two distinct molecules, However, a possible 
MIH activity in the VIH cannot be ruled out because 
we have not subjected the VIH to the heterologous 
bioassay for MIH activity (Webster, 1986; Fenrich, 
1987). 

The hormone yield (about 5.4 ng/SG) as deter-
mined by amino acid analysis is in agreement with 
that obtained by the TNBS method and with calcu-
lations based on peak arcas and protein contem of 
the CHHs and MIH peaks. The amount of VIII is 
about one-tenth of that of the most abundant isoform 
of CHH (CHH-I). Morcover, VIII is the least abun-
dant neuropeptide hormone in the sinus gland of 
P. houvieri. 

The first step in the characterization of the VIII 
was the accurate determination of its molecular mass 
by means of mass spectrometry. The value found for 
VIII (8388 ± 2) is very close to that of both isoforms 
of CHH and of MIH (to be published). An average 
mol. wt of 8514 can be calculated from Table 2. Wc 
believe, on the basis of preliminary amino acid com-
position analysis of the tryptic peptides, that the 
difference between Ibis value and that obtained by 
mass spectrometry is due to an overestimation of the 
acidic residues in the amino asid analysis. 

The amino acid composition confinned further the 
suspected structural relationship of the VIH from 
P. houvieri with the other neuropeptide hormones 
studicd by us in the sinus gland of the same organism 
(CHH-I, CHH-II and MIH). All of them lack Trp, 
His and Met residues, have a mol. wt between 8300 
and 8400, have a blocked N-terminus, and seven of  

the 17 amino acids appeat in tlw same number in the 
four hormones. 

One blocked tryptie peptide from V111 (T4) eo-
incided in composition and eltnion time with the 
N -termina 1 peptide of el 111-1 (link. tina n et al.. lo he 
published), so u pyroglutainie ucid resida': is u good 
candidate for the N -tertninos 	VIII. This fact and 
the low amount of VIII in the SG has been un 
ohstacle tu the determination of the primary %Une-
ture, whieh is under study al present. 

The tryptic mapping enabled us to ~km the very 
high degree of homology between the VIII and 
CH11-1. We round 5 tryptic peptides which coincided 
in clution time and amino acid composition. From 
the analysis of the tryptic peptides of the two CH11 
isoforms, we have found that the peptides which 
coincide in chromatographie hehavior and compo-
sition do have the same sequence (Iluberintin et al., 
to be published). The number of residues contained 
in the coineident peptides accounts for 46% of the 
total residues in CHI-1-1. It should be noted that the 
two peptides from VIII which do not coincide with 
a CHH-1 peptide (Fig. 2), have a counterpart which 
has an almost identical amino acid composition. This 
wouid indicate that the degree of homology must be 
much higher ¿han 46%. 

It has been shown rccently that in Caninas maenas 
the C1-i1-1 (Kegel el al., 1989).  and the MIH (Webster, 
1991) are clearly the products of two genes, as is the 
case of the MIIi (Chang et al., 1990) and the V11-1 
(Soyez et al., 1991) from Homarus americanas. More-
over, Tensen e: al. (1991) have shown that the CHH 
isoforms from Homarus americanas originate from 
two different genes. 

It will be very interesting to determine the amino 
asid sequence of the VIII from P. hourieri and 
compare it with the CHHs and MIH from the same 
organista lo get insight luto the evolutionary relation-
ship among the members of this family oí neuro-
peptides. 

At this point, it seems that the 	from P. 
houvieri will have more homology with the CHH 
from P. hourier•i than with the Honraras VIII. 

There seem tó be two -  kinds of SG peptide hor-
mones. The first class includes peptides with a 
blocked N-terminus and 71-72 amino acid residues 
(mol. wt about 8500), such as the CHH from Careinus 
(Kegel el al., 1989), Orconeetes (Keller el al., personal 
communication) and Procaniharus (Huberman et al., 
to be published), and the MIH from Honraras (Chang 
el al., 1990), whereas peptides with a free N-terminus 
and 77-78 amino acid residues (mol. wt about 9200), 
such as the MIH from Corchan (Webster, 1991) and 
the VIH from Homarus (Soyez et al., 1991) belong te 
the second one. 

In conclusion, we have addcd a new member (VIII) 
to a family of very closely related neuropeptide 
hormones from the sinus gland of the Mexican 
crayfish Procambarus houvieri, comprised also by the 
two isofOrms of the CHH and the MI11. 
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HUBERMAN, A., M. B. AGUILAR. K. BREW, SHABANOW1TZ AND D. F. HUNT. Primary sir:Cure of the major 
isonwrph of ihe crustacean hyperglycemic hormone (C11II-1).from rho sinos gland pf the Mexican crayfish Procambarus houvieri 
(Orunann): interspecies comparixon. PEI'TIDES 14(1) 7-16, 1993.—The amino acid sequence of this neuropeptide was elueidated 
by means of a comhined approach of enzymatic digestions, manual and automatic Edman degradations, and mass spectrometry. 
It is a 72 residue peptide (molecular mass 8388 Da), with six cysteines forming three disulfide bridges connccting residues 7-43, 
23-39. and 26-52, with blocked N- and ('-termini, and lacking the amino acids histidine, methionine. and tryptophan. The 
CH11-I of Procambarus hourieri is compared with the ollter known CHFIs from Orconecw limosas (98,6%,  identity), Homarus 
americanus isomorph A (83.39x: identity), Homarus americanus Isomorph 11 (79.21- identity). and Carcinus maenas (61.1% 
identity). 

Crustacean hyperglycemic hormone 	Neuropeptide 	Isomorph 	Sequence 	Procarnharus.  houvieri 	Crayfish 

THE sinus gland (SG) of the crustacean eyestalk (ES) is a neu-
rohemal organ constituted by bulbaus axonic terminals of neu-
rosecretory cell somata that are clustered together in the medulla 
terminalis X-organ (MTXO) (7,37). The SG-MTXO neurose-
cretory system is a majar integrating center. it regulates many 
important physiological processes by releasing into the hemo-
lymph, by a process of exocytosis, a variety of hormonal factors 
involved in the control, among others, of external color changes, 
molí cycle, gonadal development, Iight adaptation, and glucose 
levels in the hemolyrnph (27). 

The SG of the Mexican crayfish Procambarus bouvieri con-
tains a family of four neuropeptide hormones that have been 
purified and characterized in ourlaboratory (2,13-17). They are 
distinguished by their hydrophobicity, blocked N-terminus, mo- 

lecular mass close to 8300-8400 Da, 72 amino acid residues, 
six cysteines forming three disulfide bridges, and the lack of 
histidine, methionine, and tryptophan. Two of these peptides 
have hyperglycemic activity in both intact and destalked ani-
mals and they are present in a 3:1 proportion (CHH-LCHH-11) 
(13,14). 

This hyperglycemic activity was first described 48 years 
ago, when a diabetogenic factor was found in ES crude extracts 
of the crab Callinectes. sapidus (1). This factor, which became 
known as the crustacean hyperglycemic hormone (CHH) (29), 
has been subjected to various physiological and biochemical 
studies that have been reviewed recently (24,26). The presence 
of more than one hyperglycemic molecule has been demon-
strated in rnost of the crustacean species studied by means of 

' Rcquests for reprints should be addressed to Dr. Alberto Huberman, Head, Department of Bioehemistry, Instituto Nacional de la Nutrición, "S. 
Zubirán," Vasco de Quiroga 15, Tlalpan, México, D.F. 14000, Mexico. 
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gel liltration ((4FC), ion-exchange ehromatography (11(.'), 
polyaerylamide gel eleetrophoresis (PA(. ). or reversed-phase 
high performance lig u id elimina logra ph y (RP-11111..C) 
(4,13,20.23,25,28.35,3(,,41.43-45,48.51,52). lo addition w its 
role in the regulation of circulating glucose, Cliii has a se-
cretagogue action over tlw amylase release() from fie midgut 
gland (4(1). 

The mino acid sequences Clills from severa) species have 
been determined (21,22,47). The homology between any pair 
of them ranges from 61% to 819E:. Furthermore, thcy do not 
show significan' homology to any known peptide, except to the 
molí-inhibiting hormone (8,53) and the vitellogenesis-inhibiting 
hormone (42), also from decapod erustaceans. With them, CHHs  
constitute a novel neuropeptide family that. so  fan has no eoun-
terpart in any other organisrn. 

Wc repon Itere the complete amino acid sequence of the 
most abundan' CHH isornorph (CHH-1) of the crayfish, Pro-
eambarus bouvieri, and compare it with the other CHFIs known 
at present. 

hin-Hm 

Animal Afaintenatwe and Purification cal Sinlis Gland Emracts 

Adult cravfish were obtained from local fishermen in Urua-
pan, State of Michoacán. The procedures for keeping them at 
the laboratory, and for ES ablation (under cold anesthesia) and 
storage, SG dissection, crudo extraer. (CE) preparation, and pu-
rification of crustacean hormones by means of RP-HPLC on 
µBondapak-Plienyl column (Waters, Milford, MA), have been 
described (2,13-16). 

The average yield of pure CHH-I was 55-60 ng/SG as de-
terrnined by rneans of the 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid 
(TNBS, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) method (12). 

Reagetus and Glassware 

All reagents were of analytical or sequencing grade. The RP-
HPLC solvents were from Fisher Scientific (Springfield, Ni). 
Reagents for the automatic Edman degradation viere purchased 
from Applied Biosystems (Foster City, CA). Doublc-distilled 
water was further purified by passing through a Sybron-Barn-
stead (Boston, MA) NANOpure-A system, and only water with 
a resistivity aboye 10 M9/cm was used. N-Ethylmorpholine 
(NEM, Pierce, Rockford, IL), 4-vinylpyridine (VP, Sigma), and 
triethylamine (TEA, Fisher) were distilled. The TNBS and 1,2-
cyclohexanedione (CHD, Sigma) were recrystallized. Glassware 
was calcined at 550°C for 4 h. 

Chen:leal Alodification of Residues 

Cystine residues were reduced with dithiothreitol after dis-
solving native CHH-I in 0.1 M Tris(hydroxymethyl)amino-
methane (Sigma), containing 1 mM ethylenediaminetetraacetic 
acid, disodium salt (EDTA, Sigma), pH 8.3, or in 0.5 M NEM-
acetate, pH 8.3, and alkylated with iodoacetic acid (Sigma) (3) 
or VP (46), respectively. The carboxymethylated (CM-CHH-I) 
and pyridylethylated (PE-CHH-I) derivatives were purified by 
means of RP-HPLC on a Novapak C18 column (Waters) as 
reported (15). Arginine residues in PE-CHH-I were irreversibly 
modified with CHD (49). The reaction product with CHD (CHD-
PE-CHH-1) was purified as described aboye. 

End-Group Analysis 

The 1-dimethylaminonaphthalene-5-sulfonyl (dansyl) chlo-
ride (Sigma) method (10) was used as described (3). The dansyl  

derivatives (1)NS-att) uf tlre amino :with were identilied by means 
of thinlayer chromatography (TU) un 3 X 3 cm polyamide-
coated al u min u m sheet% (Schleicher & Schuell. Kerne, NI-1) em-
ploying, solvent system 1 (1.5%, v/v, aqueous fonnic acid), II 
(toluene:acetic acid, 10:1 v/v), and 111 (ethyl ace.tale:methanol: 
acetic acid. 20:1:1, 1w vol.) (54). As the basic DNS-att give une 
coinciden' spot after the three previous stops, a fourth step con-
sisting in solvcnt system IV (50 inAt Na31304:ethanol, 3:1, v/v) 
(11) was applied in order ro identity DNS-Arg, e-DNS-Lys, and 
DNS-His. 

.4n:in() Add Analj.sis 

C1111-1. Acid hydrolysis was carried out in vacuo at 110°C 
for 72 h in 6 Al HCl containing 0.1% (w/v) phenol and 0.05% 
(w/v) sodium dithiodipropionate (DTDP, Aldrich, Milwaukee, 
W1) (5). Amino acid standard 1-1 mixture (Pierce) was processed 
identically. Prvcolumn derivatization with phenylisothiocyanate 
(Pierce). and RP-HPLC quantitation of the phenylthiocarbamoyl 
amino acid derivatives (PTC-aa) on two Ultrasphere-ODS col-
umns (Beckrnan instruments, San Ramon, CA) in tandem, were 
conducted essentially as described (6), with only minar adjust-
ments (2). 

Enzymatie ,fragments. Qualitative amino acid composition 
wasdetermined in fragments derived from digestions with tryp-
sin, chymotrypsin, and protease V8 as follows. Acid hydrolysis. 
was carried out under nitrogen at 145°C for 1 h in 6 Al HC1 
containing 2% (y/y) thiog,lycolie acid (Sigma) (33). Identification 
of the amino acid residues was performed by means of the dansyl 
chloride method and TLC (see End-Group Analysis). Quanti-
tative analysis by rneans of RP-HPLC was performed as 
described for CHI-1-/, after hydrolysis in constant boiling HC1 
containing 0.1% (w/v) phenol at 110°C for 24 lt, under 
nitrogen. 

Enz)lnatie Cleavages 

Trjpsin [from bovine pancreas; N-tosyl-L-phenylalanyl 
chloromethyl ketone (TPCK)-treated] (Sigma). Carboxy-
methylated CHH-I, PE-CHH-I, and CHD-PE-CHH--1 were 
suspended in 0.1 Al NH4HCO3 , pH 8.3, and incubated at 
37°C for 1 h with an enzyme:substrate ratio of 1:25 (w/w). 
The resulting tryptic peptides (TPs) were purified by means 
of RP-HPLC on an Ultrasphere-ODS column (Beckman), es-
sentially as reponed (15,16). Native CHH-I was dissolved in 
0.1 Al Tris-HCI containing 5% (v/v) acetonitrile (MeCN), and 
incubated at 37°C for 24 h at an enzyme:substrate ratio of 1: 
20 (w/w). For the determination of the disulfide bridges, the 
tryptic peptides of native CHH-I were purified on a Novapak 
C'18 column. 

a-Chymotrypsin [from hovine pancreas; N-tosyl-L-Iysyl chlo-
romethyl ketone (TLCK)-treated] (Sigma). Pyridylethylated 
CHH-1 was dissolved in 0.1 M NH4CO3, pH 8.0, containing 1 
mM CaCl. and 0.01% (w/v) thiodiglycol, and incubated at 30°C 
for 48 h with an enzyme:substrate ratio of 1:50 (w/w). The re-
sulting chymotryptic peptides (QTPs) were purified as described 
for TPs, on a Novapak CI8 column. 

Prosease 118 (from Staphylocoecus aureus, Sigma). Pyri-
dylethylated CHH-1 or tryptic peptides T4, T5, and T7 were 
dissolved in 50 mA11(112PO4 , pH 7.8, and incubated at 37°C 
for 72 h at an enzyme:substrate ratio of 1:15 (w/w). The frag-
ments produced (V8Ps) were purified as stated for the TPs. 

Pyroglukonate aminopeptidase (PGA,P, Bacillus amyloli-
queforiens, Sigma). Pyridylethylated CHH-1 and tryptic pep-
lides T4 and T6 were dissolved in 0.1 M K 2HPO4 , 0.01 M 
EDTA • 4Na, 0.01 Al 0-mercaptoethanol, pH 8.0, and incu- 
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PRIM N111' STRUCTIIR1 	01 	C1111.1 FIZON-1 11 	bouvreri 

TA131.E. 	1 
ANIINO AC11a COMPOSITION 01 ('1111.1 AND 01 

.....••••••••••••••••• 

'1111 511.)1lIS('11) T111. 111 1u PI PUIDIS 

9 

Res. Anal.' Conip.1 '11 1.2 11 1'4 1.6 17 TV-1. 74 CIMA§ 
*M4 

ASh 9.96 10 1.08 0.93 0.91 2.16 2.51 4,64 11-13 8 4 3 
G1x 6.81 7 1.98 1,1 	I 1.38 3.46 7-8 2 'i 	5 
Ser 2.22 2 1,18 1.21 2 2 
Gl 2.50 2-3 0.95 1.18 2 2 
Ari 5.13 5 0.75 I.0() 1,00 1.00 1,00 5 5 
Thr 2.50 2-3 1,71 0,97 3 3 
Ala 4.10 4 0.93 1,05 1.02 1.03 4 4 
Pro 1.13 1 1.01 1 1 

Tyr 5.95 6 1.01 0.93 1.72 0.87 0.93 6 6 

Val 7.87 8 0.91 0.92 0.92 1,23 3.22 7 5 
Ile 4.42 4-5 (1.74 1.00 2.00 4 4 
Leu 6.83 7 0,90 1.21 3.99 6 6 

Phc 3.50 3-4 0.96 0.80 0,68 3 3 
Lysl 3.32 3 1 1 1 4 4 
CysT 5.86 6 1 1 1 1 1 5 6 

Total 70-74 4 5 9 4 9 10 21-23 70-73 72 

* From the amino acid analysis (hydrolysis al 100°C for 72 h in the presence of DTDP). 
t Ncarest integer from the amino acid analysis. 

Sum of the nearest integers of all the tryptic peptides. 
§ Deduced from the sequence. Glu + Gin ami Asp 4 Asn are listed separately in this order. 
liReasonahly accurate quantitation by watts of RP-1-IPLC was hindered by coelution with by-products of the Edman chemistry. Nevertheless, 

their presence was unamhiguously assessed (see text and Table 2), 

hated at 37°C for 4 h with an enzyme:substrate ratio of 1:1 
(w/w). The resulting peptides were purified as described pre-
viously. 

Carboxypeptidase I3 [CPB, from hog pancrea,v; dii.sopro-
pylfluoropho,sphate (DFP)-treatedi (Sigma). Tryptic peptides 
T3 and T4 were dissolved in 0.5 Al NEM-acetate, pH 8.3, 
and incubated at 37°C for 1 h at an enzyme:substrate ratio 
of 1:25 (w/w). The released mino acids were identified by 
means of the dansvl ehloride method and TLC as described 
under End-Group Analysis. An extractioli with ethyl acetate 
was done before TLC. 

Carboxypeptidase Y (CPY, .from baker's yeast. Sigma). 
Peptide T4/V8-1, resulting from digestion of T4 with protease 
V8, was dissolved in 0.44 Al Na3PO4 , pH 6.15, and incubated 
at 37°C for 40 h with an enzyme:substrate ratio of 1:28 (w/ 
w), The released amino acids were analyzed as stated for CPB. 

icrosequencing 

A film method with polybrene (Sigma) (46) for manual Ed-
man microsequencing was conducted with only minar adjust-
ments. The phenylthiohydantoin derivatives (PTH-aa) were 
identified by means of RP-HPLC on iwo Ultrasphere-ODS col-
umns (Beckman) in tandem; with an ammonium acetate/ace-
tonitrile elution system (34), 

Automatic Edman degradation was performed on an Applied 
Biosystems 470A Protein Sequencer (Applied Biosystems), up-
dated to pulse-liquid chemistry and fitted with a Model 120A 
PTH-amino acid analyzer and a Model 900A Data Analysis 
Module, 

Mass Specirometry 

Mass spectra were recorded on a TSQ-70 triple quadrupole 
instrument (Finnigan-MAT, San Jose, CA) equipped for elec- 

trospray ionization (18). Samples were dissolved in 0,5% (v/v) 
;teche acid and an aliquot (5-10 pmol) was then injected finto 
the electrospray ionization source from a syringe pump, The C-
terminal decapeptide obtained from digestion with Asp-N 
(Boehringer Mannheim. Germany) was converted to the cor-
responding methyl estor following the protocol described (19). 

Sequence Comparis-on Search 

The FASTA program was used on the PIR on-line system of 
the University of Miami School of Medicine (38). The complete 
set of the National Biomedical Research Foundation (NBRF) 
Protein Library' and the GENPEPT Protejo Data Bank were 
searched. 

RESULTS 

Mass Spectrometry 

Under electrospray ionization conditions CH1-1-1 adds six and 
seven protons and affords signals centered at mi: 1396.5 and 
1197.2. The average mass of the (M + H)+ ion calculated frorn 
thcse values is 8374, 

Amino Acid Composition 

When the value for Al, (8373) derived from mass spectrom-
etry was used to calculate the amino acid composition of CHH-
1, 70 lo 74 amino acid residues were accounted for (Table 1). 
The hydrolysis method employed allows the determination of 
cysteine plus cystine residues but it destroys tryptophan residues 
and deamidates asparagine and glutamine residues to aspartic 
and glutamic acids, respectively. Neither methionine nor histi-
dine residues were observed, confirrning previous studies (13-
15) (Fig. 1). 
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FIG. 1. Amino acid analysis of CH11-1 by means of RP-HPLC. Native 
CHH (approximately 2600 pinol) and an amino acid standard mixture 
(12,500 pmol of cach amino acid) were hydrolyzed in vacuo with 6 /U 
HC1 containing 0.1% (w/v) phenol and 0.05% (w/v) sodium DTDP for 
72 h at 110°C and derivatized with phenylisothiocyanate. The eludan 
profiles corresmnd to the PTC-aa of CHH-1 (approximately 85 pinol, 
bottom) and of the amino acid standard mixture (200 pmol, top). The 
column consisted of one C18 Guard-Pack cantidge (Waters), one pre-
column (42 X 4.6 mm i.d., 5 pm partirle size, Beckman). and two 111-
trasphere-ODS columns (250 X 4.6 mm i.d., 5 pm particle size, Beckman) 
in miden Solvent A: 140 rnAi sodium acetate containing 0.05% (v/v) 
TEA adjusted to pH 4.5 with acctic acid. Solvent B: 60% (v/v) aqueous 
MeCN. A linear gradient from 15% 8 lo 62% 13 was run for 29 min. 
Flow rate: 1.2 mi/min. Temperature: 45°C. The PTC-aa were monitored 
at 254 nm. The one-letter code was used to name the amino acids. The 
main by-products of the reaction are indicated by a fuli dot (*). 

Enzynzatic Fragments and Analysis 

The RP-HPLC profile of the fragments generated by trypsin 
during a 1-h digestion is depicted in Fig. 2. All of the theorctical 
peptides (TO to T7) were observed, plus four fragments (T2a, 
T2b, T6a, and T6b) resulting from unexpected cleavages of T2 
and T6, and three peptides (TO', T5', and T5') that resulted from 
incomplete proteolysis of peptides TO and T5. 

The amino acid composition and N-terminus of some ofthese 
peptides are shown in Tables 1 and 2. As can be easily seen, the  

TPs were discriminated un the hasiS oí ihcir amino acid com. 
position and N-termi os, 

1.111: Chnlinablittall1S 	Oiher M'N 	enzymatic fragments 
that proved 	during the study, narnely peptides TAZ, 
VS, QT 1, QT2, and QT3, are shown (Figs. 3-5). The data of 
their composititmal and N-terminal analysis are presented in 
Table 2, 

Seques/ce qfthe Trytitic Pe/ iides 

No special problems were round during either the manual 
or the automated 1.drnau degradations. The observed partial 
degree of deamidation of glutamine or asparagine did not pre-
elude the. identification of acidie ami amidated residues un-
equivocally. A small Inmuta of' the previous residuo was gen-
erally observed in each eyele. As an example of the manual 
microsequcneing. the complete sequence of a mediurn-sizcd 
tryptic peptide (T2) is depicted in Fig. 6. 

N-terminal soplo:ce. When PE-CHI-1-1 was digested with 
PGAP and analyzed for N-terminus, DNS-Val was observed, 
thus establishing T4 as the N-terminal peptide. AH of the seven 
remaining residues in T4 afier treatment with PGAP were de-
termined by means of the sequencer. The sequence had been 
previously deduced from: 

1. compositional and 11'-terminal analysis, and enzyme speci-
licity. and 

2. digestion with CPY and analysis of two fragments (T4/V8-
1 and T4/V8-2) generated by digestion with V8 (Fig. 7). 

Ti. Both manual and automated microsequencing allowed 
the identification of the live residues that comprise this peptide 
(positions 9-13 in CHH-1). 

25 	50 	75 	100 
M I N 

FIG. 2. Tryptic peptide map of CHI-I-I. Approximately 10 nmol of re-
duced and carboxymethyiated protein was digested for 1 h as described 
in the Method section. The product was chromatographed in an Ul-
trasphere-ODS column (250 X 4.6 mm i.d., 5 pm particle size, Beckman) 
provided with a precolumn (42 X 4.6 mm ¡.d., 5 pm particle size, Beck-
man). Solvent A: 0.1% (w/v) aqueous t'A uoroacetic acid (TFA). Solvent 
13: 0.1% (w/v) TFA in 60% (v/v) aqueous acetonitrile. A linear gradient 
(dashed fine) from 0% B to 100% 13 was developed in 100 min aner an 
isocratic step at 0% B for 10 min. Temperature: 30°C. How rate: 1 ml/ 
min. The absorbance of the eluate was monitored al 206 nm. Expected 
peptides are designated by capital setters and numbered in the order of 
elution (see Table 1 and Fig. 7), whereas fmgments resulting from un-
expected cleavages are indicated by the corresponding tryptic peptide 
number followed by the letters A or B. Peptides TO', T5', and T5" resulted 
from incomplete digestion of peptides TO and T5. 
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n¥o B 
-100 

Erugment 
	

(orne suma 

Lys (Leu. Asx, Arg) 
11 	 Gly (11e, Tyr, Asx. Arg) 
T2 	 Lys (Pro. Tyr, Val, Ala, Thr, Cys, Arg) 
T3 	 Ala (1k, Phe, Lys) 
T4t 	peilu (Val. Phe, Asx, Glx, Ala. Cys, Lys) 
T5 	Val (Cys, Glx, Asx, Tyr. Lea. Arg) 

(Asx, Cys. Tyr, Ala, Ser, Val, Phe, Arg) 
T7 	 Glx (Cys, Lea, Asx, Ile, Val, Glx, Tyr, Ser, Gly, Thr) 
T5' 	 Lys (Cys, Glx. Asx, Tyr, Leu, Arg, Val) 
T-R 	Gly (11e, Tyr, Asx, Arg, Ala, Phe, Lys) 
QTI 	Arg (Lys, Pro. Tyr) 
QT2 	Arg (Glx, Cys, Leu, Asx, 1k, Val, Tyr) 
QT3 	Lys (Leu, Asx, Arg, Val, Cys, Glx, Tyr) 
V8t 	pGlu (Ala, Cys, Lys, Gly, llc, Tyr, Asx) 

• N-terminal residues are outside the parentheses. 
t Since no derivatives were observed by means of the dansyl chloride 

method and these peptides could contain GIn residues, the presence ol' 
pyroglutamic acid as the N-terminus was attributed tu GIn cyclization 
in T6 and V8. In the case of T4, pyroglutamic acid is originally present 
as a posttranslational modification. 

T3. The four residues (positions 14-17 in C1-111-1) were se-
quenced by means of the automated procedure. Confirmation 
was obtained from compositional and /V-terminal analysis, and 
from digestion with CPB and analysis of the released amino 
acids. 

50 
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O 

1 	  

0 	25 	50 	75 

MI N. 
FIG, 4. Peptide map of u 48-h chymotryptic digest of PE-CHI-I.1 (ap-
proximately 11.7 nmol). Column: Novapak C18 (150 X 3.9 rnm id., 5 

particle size, Waters). Solvents A and 13 were the same as described 
in Fig. 2. A linear gradient from 0% B to 69% 13 was developed in 78 
min after an isocratic step at 0% 13 for 4 min. Flow rate: 1 mi/ruin at 
room temperature. The absorbance was monitored at 206 nm. Peptides 
that provided useful information for the alignment of the tryptic peptides 
(alter N-terminal and cornpositional analysis) are indicated and described 
in the arder of elution (see Fig. 7), 

TY, Automated degradation determined the arder of the 14 
residues (positions 18-31 in C1-11-14). This fragmen1 produces 
quantitativel> TOP and T5 when it is subjected to longer digestion. 
The sequences of diese peptides were also determined by means 
ofautomated degradation. In the case of TU, only three residues 
could be identified. The fourth residue (Arg) was deduced from 
the amino acid composition and enzyme spccificity. 
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FIG. 3. Elution profile un RP-HPLC of a 1-h tryptic digestion of ap-
proximately 6.8 nmol of CDH-PE-CHH-I, Column: Ultrasphere-ODS 
(250 X 4.6 mm i.d., 5 pm partirle size, Beckman) provided with a pre-
column (42 x 4.6 mm i.d., 5 ion particle size, Beckman). Sol vent A and 
13 were the same as described in Fig. 2. A linear gradient from 0% 13 lo 
100% 13 was developed in 114 min after an isocratic step at 0% B for 4 
min. Flow rafe: 1 ml/min. Temperature: 30°C. The absorbance was 
monitored at 206 nm. Peptide T-R, which on analysis was shown to 
consist of the tryptic peptides (TPs) TI + T3, is indicated. The broad 
peak eluting from 95 to 100 min corresponded, on analysis, to TPs T5 
+ T2 + T6 + T7. 

42% 	 01°B 
100 

50 

0.1 

0.0 

MIN. 
FIG. 5. Elution profile on RP-HPLC of approximately 13 nmol of PE-
CHH-1 digested by protease V8 for 96 h. Column: Ultrasphere-ODS 
(250 X 4.6 mm i.d., 5 pm particle size, Beckman) provided with a pre-
column (42 x 4.6 mm i.d., 5 pm particle size, Beckman). Solvents A 
and 11 were as described in Fig. 2. A linear gradient from 0% 13 to 87% 
B was developed in 100 min after an isocratic step at 0% 13 for 5 min. 
Flow rate: 1 ml/min. Temperature: 30°C. The absorbancc was monitored 
at 206 nm. Peptide V8, which on analysis was shown to consist of four 
residues each from TPs T4 and TI, is indicated. 
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FIG. 6. Manual microsequencing of approximately 1.7 nmol of the tryptic peptide TI SI) --- 12P-HPLC chromatography of u standard mixture of 
PTH-amino acid derivatives ( 	pmol each). I to 9 m  cycles 1 to 9 from approximately 680 pmol of T2, Column: one C18 Guard-Pack (Waters). 
one C18 precolumn (42 x 4.6 mm i.d., 5 pm partirle size, Beckman), and two Ultrasphere-ODS (25(1 X 4,6 i.d., 5 pm particle size, Beckman) in 

Solvent A; 25.6 m/11 ammonium armase containing 10% MeCN. pli 4.5, Solvent 13: 25.6 milf ammonium metate containing 90% MeCN, 
4.5. A linear gradiem from 15% B to 56% 13 was developed in 12 min 	an isocratic step al 15% 13 for 5 min. Then, another isocratic step at 

56% B was run Ibr 10 min. Fkiw cate: 1.2 tnl/min. Temperature: 45°C. PTH-aa were monitored at 254 nm. One-letter code was used to desígnate 
amino aeids. CO = cysteir asid, CM - carboxymethyl rysteine. Salan amounts of the previous PTH-aa are indicated by lower case letters.. The tnain 
by-products of the Edman ebemistry undcr the conditions employed are indicated by a full dot (e). 

T2. All of the vine residues (positions 32-40 in CHH-I) were 
identified by means of manual microsequencing. The automated 
procedure confirmed the first eight residues (Fig. 6). 

T6. Eight residues (positions 42-48 in CHH-I) out of the 
ni ne remaining in Tó after treatment with PGAP were identified 
by means of manual sequencing. The first (Gln 41) and the 
tenth (Arg 50) residues were deduced from the amino acid com-
position and enzyme specificity. 

T7. The first 16 residues (positions 51-66 in CHI-I-1) were 
determined by means of the sequencer. The manual sequencing 
oftwo ofits fragments (peptides T7/v8-2 and T7/V8-3) generated 
by digestion with protease V8 contirmed positions 56-62 and 
65-68. 

C-terminal sequence. One decapeptide generated by means 
of the Asp-N protease was sequenced by means of tandem mass 
spectrometry. The (M + li); ion for the fragment shifts from 
in/z 1009 to 1037 when it is converted tú the corresponding 
methyl ester. Since ibis peptide contains two acidic residues and 
incorporales only two methyl groups, it was concluded that it 
is amidated. 

it should be noted that besides establishing the sequence of 
the C-terminal decapeptide by means of mass spectrometry, the 
sequence of the first 50 residues of CHH-I was also confirmed 
by this technique. It should also be remarked that data from 
protein chcmistry (end-group analysis, amino acid composition, 
Edman degradation) complemented the data from mass spee-
trometry, which, at present, cannot distinguish between residues 
Ile and Leu, and between Gln and Lys. 

Alignment 

The fact that the TPs could be discriminated on the basís of 
their amino acid composition and N-terminus allowed us to  

establish the connections between thern, by using only qualitative 
compositional and end-group analysis of one TP (T-R, connec-
tion TI/T3, Fig. 3). three QTPs (QT3, connection T3/TO/T5; 
QT1. connection T5/T2; and QT2, connection T6/T7. Fig. 4), 
and une V8P (V8, connection T4/T1, Fig. 5) (see also Table 2). 

These data and the identification of Val as the N-terrninus 
of CHH-1 after treatment with PGAP, and the subsequent as-
signment of T4 as the N-terminal TP, implicated the order T4/ 
T I fr3/T0/T5, because peptide T5', obtained during a short-
term digestion, was shown to consist of TO' plus T5 in this arder 
(Figs. 2 and 7). 

Although QT1 could originate from connection T5/T2 or 
'T6/T2 and QT2 from connection T6/T7 or T5/T7, the final 
alignment was established when junction T5/T7 was ruled out 
because T6 liad to be included in the sequence, and T7 had 
been demonstrated to be the C-terminal fragment. Thus. QT2 
was deduced to originate from a T6/T7 linkage, which in its 
turn ruled out connection T6/T2 and defined the complete order 
of the TPs as T4/T1/T3/TO7T5/T2/T6/T7 (Fig. 7), 

Disulfide Bridges 

When native CHH-I was digested with trypsin, five majar 
peptides were obtained during the RP-HPLC of the product 
(Fig. 8). On compositional analysis, they showed to be TO', TI, 
T3, T4/T6, and T2/T5/T7, in the order of elution. 

Since preliminary experiments had shown that T5 could 
be cut between the fourth (Asp) and the fifth (Cys) residues 
by digestion with protease V8, peptide T2/T5/T7 was incu-
bated with ibis enzyme. Two of the five major fragments re-
solved by means of RP-HPLC were round, by means of N-
terminal and compositional analysis, to correspond to T2 plus 
the first four residues in T5, and to the N-terminal V8P from 
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Lys-Lye-Leu-Atip-Arg-Vo1-Cym-G1u-Awp-Cya-Tyr-Aun-Leu-Tyr-Ary-Lys- 
---11.------ 7,  01-----11 	  TS 	  1---- 

--1 I 	 Tsl 	 --1 

40 
Pro-Tyr-Val-Ala-Thr-Thr-Cym-Arg-Gln-Aen-Cys-TYr-kla-hon-Ser-Vel- 
	  T2 	 jf 	  TG 	  
QT1--1 

50 	 60 
Phe-Arg-Gln-Cys-Leu-Arip-Asp-lam-Leu-Leu-Ile-Asp-Vel-Val-Asp-Glu- 
	 T7 	  
QT2 

70 
Tyr-I1e-Ser-Gly-Val-Gln-Thr-V1º1-NII 

FIG. 7. Primary structure of the mos( abundan' isomorph of 11w C1-111 of the Mexican crayfish 
Procambarus bouvieri. The tryptic peptides (T(1' to T7), as well as T5'. were sequenced. T-R was 
identihed on the basis of N-terminal and compositional analysis, as well as V8 and QTI, Q1'2, 
and QT3, produeed by proteases V8 and ehymotrypsin, respeetivel>. For more information 
about the fragments. see the text, Fig. 2, and Tables 1 and 2. 

T7 plus the las' six residues in T5. respectively. Thus, disulfide 
bridges in CHH-1 connect Cys residues 1-V, 11-1V, and 111-
VI, whieh correspond to sequence positions 7-43, 23-39, and 
26-52, respectively. 

Honiology Search 

When the NBRF and the GENPEPT protein sequence data 
banks were searched with the sequence of CHH-I using the 
FASTA program (3), three entries from each data bank showed 
significant sequence similarity to CHH-1 (optimized scores > 
308). AH other sequences identified in the search had scores that 
were < 69, which reflectad similarities of small sections of se- 
quence from CHI-1-1 with regions from larger proteins. Based 
on the low scores, as well as the partial nature of the similarities, 
'hese were judged to be insignificant. Sequences showing the 
closest similarities to CHH-I were hyperglycemic hormones A 
and B from Homarus americanus, GENPEPT entries X54842-
1 and X54843-1 (83.3% and 79.2% Identity, respectively) and 
residues 67,142 of the crustacean hyperglycemic hormone from 
Carcinus mamas, GENPEPT cntry X17596-1 (61.1% identity). 
A sequence usted in the NBRF data bank (PIR 3:A35897) as 
molt-inhibiting peptide from Homarus anwricanus appears to 
correspond to hyperglycemic hormone B from the same organ-
ism, since the only differences can probably be attributed to 
sequencing errors, being two amide assignments and the deletion 
of one residue at the C-terminus in the molt-inhibiting peptide 
sequence. 

DISCUSSION 

Our laboratory has been concerned with the study of several 
neuropeptide hormones from the sinus gland of the Mexican 
crayfish Procambarus bouvieri, Two molecular species of the 
CHH [CHH-1 and CHH-H, so far referred to as CHH-B and  

CHH-C, respectively (13-15)], the Mili (16), and the VIH (2) 
have been purified and characterized biochemically. 

Herc we report the elucidation of the complete amino acid 
sequence of the most abundant isomorph of the CHH. CHH-1, 
which accounts for 64% of the total hyperglycemic activity in 
the sinus gland (13). Automated Edman degradations of the 
complete hormone was not attempted in vicw of the occurrence 
of a hlocked N-terminus (13) and of the low yield ofdeblocked 
C1111-1 after treatment with PGAP. The basic approach was the 
generation and sequencing of lis tryptic peptides. A combined 
protocol involving N-terminal and compositional analysis, 
manual and automated microsequencing, and mass spectrometry 
of fragments derived from digestions with specific proteases was 
followed (Fig. 2). 

Sodium dodecyl sulfato polyacrylamide gel clectrophoresis 
(SDS-PAGE) had indicated the molecular mass (AM of CHH-I 
to be about 6500 Da and the amino acid composition calculated 
on this basis accounted for 52-53 residues (13,14). However, 
mass spectrometry rendered a higher value for the calculated 
(M + IV ion. 8374 Da in this study. This value was used to 
calculate the amino acid composition on another sample of 
CHH-I and 70-74 residues were accounted for (Table 1), which 
agrees very well with the sum of all of the residues found in the 
sequence (72 residues, 8388 Da; Fig. 7). An underestimated Mr , 
ranging from about 6000 to 7000 Da, has been found consistently 
for most of the CHHs in several organisms (Caminas mamas, 
Orconectes limosus, and Homanis americanus) when calculated 
from SDS-PAGE or gel filtration data in comparison with the 
final sequence (21,22,47). 

During the tryptic peptide mapping analysis of CM-CHH-
1 we found two anomalous cuts. The unexpected cleavage of 
T2 could be explained as due to the chymotryptic-like activity 
of i-trypsin, an autolysis product of trypsin thai may be pres-
ent in commercial preparations (3), whereas a neighboring- 
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FIG. 8. Peptide map of upproximately 4.2 tuno! of native CHH-1 aller 
a 24-h digestion with trypsin-TPCK, for the determination of the disulfide 
bridges. Column: Novapak C18 (150 x 3.9 mm i.d., 5 im paniele size, 
Waters). Solvents A and B were as described in Fig. 2. A linear gradient 
from 0%,  13 to 100% II was developed in 1(X) mira ailer an isocratic step 
at 0%,  B for 10 min. Fiew rafe: 1 ml/min at room temperature. The 
absorbance was monitored at 206 nm. The composition of the indicated 
peales is expressed as the content of tryptic peptides obtained from reduced 
and carboxymethylated C1111 (see Fig. 2 and Tables 1 and 2). The peak 
marked with a full dot (e) corresponded, on analysis, to nondigesied 
CHH-1. 

sequence-enhanced deamidation and spontaneous cleavage 
could be proposed for the anoinalous cut observed in T6 (50). 

When we conducted either the manual or automated se-
quencing procedures, no gaps were found. Only C-terminal 
Arg residues in TO' and T6 could not he observed, but they 
were deduced with certainly from the ami no acid composition 
and enzyme specificity. This confirmed the previously re-
poned absence of Trp, His, and Met residues in CHH-1 (13). 

It should he noted that the C1111 from u closely related or-
ganisin, the entyfish Oreonecies innosus, also lacks alt of diese 
residues (21). 

No signifteant sequence homology between the CHH from 
the green crab 'aninus ?PIMPI:UN and any known peptide has 
been round (22). The sane result was obtained in the cose of' 
the hormone from Proeambarus bourieri when investigated by 
mearas of' a seareb using the FASTA program (38), with the 
remarkable exceptions orille C1-111 from Caninas maenas, the 

from the lobster llamaras anierfrallUS (8), and two C1-11-1 
isomorphs from the lobster 	anwrieai:uv (47). The crustacean 
hyperglyeemie hormones and the inolt-inhibiting hormone were 
confirmed to be members of a crustacean neuropeptide family 
when the sequences of the llomarus MILI and CHEls were de-
termined and compared tu the L'arrimo CHH. Therefore, the 
significant homology of Pmeambarus CHH-1 with all the ahoye-
mentioned hormones was, in fuel, expected, and confirmed the 
proposed membership of Prommbarus in the neuropeptide 
family that is at present known only in crustaceans. 

When we compared the CHH from Procambarus with the 
CHH from Caninas maenas, with the CHH isomorphs A and 
13 from llamaras amerkanus as deduced from their cDNAs 
(47), and with the CHH from the crayfish Orconede.s.  iimosus 
(21), 61.1, 83.3, 79.2, and 98.6 percent homologies were found, 
respectively. These values are in agreement with the phylogenetic 
distances among these organisms (39). The CHHs from the two 
species of crayfish differ only by one residue (Val 62 in Procam-
barus is Leu in Oreonedes), whereas there are about fifteen amino 
acid substitutions (some of them conservative) when compared 
to the lobster CHHs, and about twice this number with regard 
lo the crab CHH (Fig. 9). The lower homology scores between 
species belonging to different infraorders are in agreement with 
studies on the electrophoretic mobility of CHHs on SDS-PAGE 
(23). The relative degrees of homology are also in accordance 
with the results of studies about the interspecies hyperglycemic 
activity. It has been found that the injection of an ES crude 
extract from a Brachyuran has little or no hyperglycernic activity 
on an Astacidean, and vice versa (24,28). Also, the CHH from 
a decapod crustacean (Careinus mama) has no effect on the 
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FIG. 9. Comparison between the CHH-I of the Mexican crayfish Proeambarus bouvieri 
with the CHH from the crayfish &conectes limosus, two CHH isomorphs from the 
lobster !!wnarus americanus, and the CHH from the green crab Carchms mamas. 
Residues that differ with respect to the corresponding one in the hormone from P. 
bouvieri are indicated by boldface letters. Residues that introduce, cancel, or change a 
charge with respect to the majority of the residues al any position are underlined. 
Stretches of strictly conserved residues are indicated by heavy fines below the sequences. 
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terresnial isoixxi, hinvilul dilataras (31.32). The bioassays have 
shown (Will-emes that could nut 1w observed hy means of im-
munocytocheinical studies. and the specificity emerges at the 
infraorder leve' (30), 

There are 10 positions within the C111.1 molecule when,  
suppression, introduction, or (inflige uf charge occur (Fig, 9), 

of thcm (positions 61, 64, 67, and 68) could be importunt 
for the interaction with the CHH receptor hecause they are con-
sistently the sume type among the CI1Hs from the craylish and 
the lobster (Astacideans), whereas a remarkable change in the 
charge or polarity oceurs in tlw hormone from the crab (Brach-
yuran). This tinding agites with the results mentioned concerning 
interspecies activity. 

It can be seen in Fig. 9 that C111-1 is a very conserved molecule. 
Forty of 72 residues are identical in the fine structures known 
so fiar. There are several stretches of' conserved residues that 
could be very important for the maintenance of the secondary 
and teniary structure of such a small molecule as CHH. On 
secondary structure prediction (9) and preliminary modeling, 
we realized that some oí these stretches could have the sume or 
very similar secondary structure and that parís of them could 
he forming 	1:1-sheet (paraflel and antiparallel), #-turns, 
and coiled structures, whiclt have been detected in the CHH 
isomorphs from Procambarus bourieri hy means of circular di-
chroism (17). These conserved regions could account for the  

cross-reactivity found in radioimmunoanalytical and itnniu-
nocytochemical studies (24,31,32,48). 

It deserves attention that the six Cys residues are included 
among the conserved amino acids. Sanee the connectivity be-
tween the Cys residues is the same type (1-V, 11-1V, 111-VI) in 
both the navirnis (22) and Procambarus hormones. ibis topology 
could be u common feature of all the members of this neuro-
peptide family. 11 should be mentioned that during the study of 
the connectivity between the Cys residues, all of the theoretical 
ityptic peptides were obtained, which could imply that all the 
basic residues are exposed to the solvent and are acccssible to 
the enzyme in the nativo CHH-1 molecule. 

We are at present sequencing the minor crustacean hyper-
glycemic hormone isomorph (CH1-t-11) from Procambarus bou. 
vieri to determine the mechanistn that originates two hypergly-
cemic: peptides within this organism. It has been round that, in 
11011larUS anierfi.ZIPUIS, two isomorphs of the CHH are encoded 
by two different genes (47). 1t could atm be the case in Procant-
harus. 
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EXPERIMENTOS Y RESULTADOS ADICIONALES 

PRESENCIA DE LAS DIFERENTES HORMONAS EN FUNCION DEL SEXO 

Una posibilidad para el erigen de los dos isomorfos de la HHG 

era que la presencia de uno u otro estuviera ligada al sexo. Se 

prepararon y analizaron, separadamente, extractos de glándulas 

sinusales de 100 hembras y 102 machos con el fin de contestar esta 
pregunta. Se utilizó la metodología descrita previamente (4,38). 
Una situación semejante existía acerca de la HIV, que interviene en 
la maduración de los ovocitos, como se mencionó (Introducción). 

La figura 2 muestra los perfiles cromatográficos de extractos 

de glándulas sinusales de acociles hembras y machos. Como puede 

verse, la presencia de uno u otro isomorfo de la HHG no depende del 
sexo y lo mismo es cierto para el péptido que en la hembras tiene 

la función de la HIV. 

COMPARACION FISIOLOGICA DE LOS DOS ISOMORFOS DE LA HHG 

Ya que los dos isomorfos de la HHG son producidas en ambos 
sexos y en cada individuo, surgió la pregunta de una razón 

fisiológica para dicho polimorfismo. Esta hormona tiene funciones 
múltiples como estimular tanto la liberación de glucosa a partir 

del hepatopáncreas y del músculo (principalmente), como la síntesis 

y secreción de amilasa a partir del hepatopáncreas (Introducción). 

Por lo anterior, cabía la posibilidad de que uno de los isomorfos 

fuera más potente que el otro con respecto a cualquiera de dichas 

funciones, o que uno de los isomorfos no tuviera alguna de ellas. 
Para explorar esta posibilidad se estudió la relación dosis-
respuesta para cada isoformo con respecto al efecto 

hiperglucemiante debido a la liberación de glucosa a partir del 
hepatopáncreas y del músculo y se compararon los resultados. Los 
isomorfos se cuantificaron mediante el método del ácido 
trinitrobencensulfónico, como se ha descrito (4,38), y se diluyeron 
a la misma concentración inicial, a partir de la cual se prepararon 
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Figura 2 
Cromatografía líquida de alta presión en fase reversa de extractos 
de 200 glándulas sinusales de acociles hembras (parte superior) y 
de 204 glándulas sinusales de machos (parte inferior). Columna: 
uBondapak-Phenyl (300 X 3.9 mm, partículas de 10 um; Waters, 
Mildford MA). Solución A= ácido trifluoroacético (ATFA) al 0.1% 
(p/v), solución B= ATFA al 0.1% en acetonitrilo al 60% (v/v). 
Gradiente de 35 a 55%B en 15 min. y elución isocrática a 55%B 
durante 45 min. Flujo: 1 ml/min. a 30°C. La absorbencia del eluido 
se registró a 206 nm. HIV, Hormona Inhibidora de la Vitelogénesis; 
HIM, Hormona Inhibidora de la Muda; HHG-I y HHG-11, isomorfos 
mayoritario y minoritario de la Hormona Hiperglucemiante, 
respectivamente. 
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dos series de diluciones en paralelo (una serie para cada 

isomorfo). Para el bioensayo (4,39) se usaron animales destallados 

12 dias antes y sometidos a un ayuno de 8 días. Las alícuotas (5 

ul) de hemolinfa se tomaron a los 0 y 60 min. Los isomorfos se 

administraron en dosis equivalentes a 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 y 1.0 
GS/20 g de peso (42.7 pg, 213.5 pg, 427 p9,  2.1 ng y 4.3 ng/g 
respectivamente. La glucosa se cuantificó por el método específico 
de la glucosa oxidase (Lakeside, Boehringer, Mannheim). 

La figura 3 indica que no hay diferencia significativa en los 
niveles de glucosa de la hemolinfa producidos por la inyección de 
dosis equivalentes de cada uno de los isomorfos y por tanto tampoco 
la hay en lo referente a la glucogenólisis en el hepatopáncreas y 
en el músculo; una contribución a la hiperglucemia medida causada 
por la acción de amilasa secretada por el hepatopáncreas quedó 
descartada por el ayuno, ya que no había alimento que pudiera ser 
digerido y contribuir a la glucemia. 

• 

ESTUDIO DE LA HIV, LA HIM Y LA HHG-II 

Dado que diversos datos habían confirmado la existencia de una 
familia de neuropéptidos en Procambarus bouvierl (5,38-42), se 
procedió a caracterizar a sus miembros, conforme la disponibilidad 
de cada uno de ellos, para definir las semejanzas y diferencias 
entre ellos y aclarar preguntas referentes a las relaciones 
estructura-función en ellos y a su evolución. Los métodos y 
técnicas empleados fueron los mismos que se usaron con la HHG-I 
(articulo No. 2). 

MASA MOLECULAR 

El primer paso fue la determinación de la masa molecular, con 
un grado muy alto de exactitud, mediante la espectrometría de masas 
(43). La tabla 1 muestra el gran parecido entre las 4 hormonas, que 
tienen masas comprendidas entre 8,300 y 8,400 Da. 

Es importante mencionar que la electroforesis en gel de 
poliacrilamida desnaturalizante había conducido a subestimar las 
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Figura 3 

Curvas dosis-respuestas de los niveles de glucosa de la hemolinfa 

producidos por los isomorfos mayoritario (HHG-I) y minoritario 

(HHG-11) de la HHG en animales destallados 12 días antes, sometidos 

a 8 días de ayuno. La primera muestra de hemolinfa se tomó justo 

antes de inyectar las hormonas en las dosis indicadas y la segunda 

se obtuvo 60 minutos después. 
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Tabla 	1. Masa molecular determinada por espectrometria de 

masas, 

HORMONA Iones 	Carga Masa calculada Masa molecular 

observados del 	ión (M + H)4  promedio (Da) 

HIVa  1,199 +7 8,387 8,387 

1,399 +6 8,389 

HIM 1,038.6 +8 8,302 8,301 
1,187 +7 8,303 

1,384.5 +6 8,302 

HHG-11)  1,197.2 +7 8,374 8,373 

1,396.5 +6 8,374 

HHG-I1 1,196.7 +7 8,371 8,371 

1,396.4 +6 8,373 

a  Datos tomados del artículo No. 

b  Datos tomados del articulo No. 2. 

masas moleculares por casi 2,500 Da. Este mismo fenómeno se ha 

observado consistentemente en varios organismos, cuando se han 

aplicado la electroforesis desnaturalizante y la filtración en 
gel al estudio de las masas moleculares de este tipo de hormonas 
(17,48,49,95). 

COMPOSICION DE AMINOACIDOS 

El siguiente paso fue la determinación de la composición de 
aminoácidos, para cuyos cálculos se usaron los valores de las 
masas moleculares que proporcionó la espectrometria de masas. Se 
hidrolizaron lotes nuevos de la HIV (articulo No. 1) y de la HHG-
I (artículo No. 2), mientras que las composiciones de la HHG-II 
(39) y la HIM (41) sólo se volvieron a calcular y se muestran en 
la tabla 2 con los de la HIM y la MHG-I. 
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Tabla 2. Composición de tminoácidos de la familia de 
neuropéptidos de la glándula sinusal de 
Procambarus bouvieri. 

RESIDUO HIVa  HIMb  HHG-I c  HHG-Ilb  

Asx 12.89 13 9.91 10 9.96 10 (8+3) 9.92 10 
Glx 8.18 8 7.14 7 6.81 7 (2+5) 7.46 7-8 
Ser 1.69 2 2.20 2 2.22 2 (2) 2.78 3 
Gli 1.60 2 2.35 2 2.50 2-3 (2) 2.75 3 
His 0.00 O 0.00 O 0.00 O (0) 0.00 O 
Arg 6.36 6 6.70 7 5.13 5 (5) 7.13 7 
Tre 2.59 3 1.88 2 2.50 2-3 (3) 2.60 3 
Ala 3.85 4 4.05 4 4.10 4 (4) 4.33 4 
Pro 0.64 1 1.07 1 1.13 1 (1) 1.40 1 
Tir 4.93 5 4.41 4-5 5.95 6 (6) 3.96 4 
Met 0.00 O 0.00 O 0.00 O (0) 0.00 O 
Val 7.23 7-8d  7.43 7-8 7.87 8 (8) 7.31 7-8d  
Ile 3.95 4 3.92 4 4.42 4-5 (4) 3.82 4 
Leu 6.00 6 6.90 7 6.83 7 (6) 5.44 5-6 
Trp 0.00 0 0.00 0 0.00 O (0) 0.00 0 
Fen 2.64 3 4.01 4 3.50 3-4 (3) 3.92 4 
Lis 3.69 4 5.56 5-6 3.32 3 (4) 4.66 4-5 
Cis N.D. t 6* 5.87 6 5.86 6 (6) 5.96 6 

Total 	74-75 
	

71-74 	70-74 (72) 	72-76 

a  Valores promedio obtenidos de las hidrólisis en HC1 
5.7 M + 0.1% (p/v) de fenol, bajo nitrógeno, durante 
24, 48 y 72 h, a 110°C. Tomados del articulo No. 1. 

b  Valores promedio obtenidos de las hidrólisis en HC1 
5.7 M + 0.16% (p/v) de fenol, durante 24, 48 y 72 h, 
a 110°C, bajo nitrógeno. La Cis se determinó como 
ácido cisteico. Calculados a partir de los datos de 
(39) para la HHG-II y (41) para la HIM. 

e Hidrólisis in vacuo en HCI 6 M + 0.1% (p/v) de fenol 
y 0.05% (p/v) de ditiodipropionato de sodio, durante 
72 h a 110°C. Tomados del articulo No. 2. Los valores 
entre paréntesis se dedujeron de la secuencia final. 
Asn + Asp y Gln + Glu enlistados por separado, en este 
orden. 

d  El limite superior es posible debido a la existencia 
de enlaces parcialmente resistentes a la hidrólisis 
ácida entre residuos de aminoácidos hidrofóbicos. 

$ No determinado. Asignado con base en la homologia 
con la HHG-I. 
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Probablemente, las 4 hormonas están constituidas por 72 
residuos de aminoácido, ya que el error en la estimación del número 

de residuos mediante la composición de aminoácidos es de 4., 2 
residuos; este último valor se dedujo de la comparación del número 

real de residuos, 72, de la HHG-I, deducidos de su secuencia de 

aminoácidos, con el número de residuos calculados a partir de la 

composición de aminoácidos, 70 a 74, (tabla 2). 

MAPAS TRIPTICOS 

Para comparar con mayor detalle a la HIV con las demás 

(5,40,41), se desarrolló su mapa tríptico mediante la cromatografía 

líquida de alta presión en fase reversa (articulo No. 1). Para 

tener una comparación más confiable, se prepararon hidrolizados de 

todas las hormonas. 

En la figura 4 puede verse la identidad de 3 péptidos 

trípticos entre las 4 hormonas. Los 15 residuos incluidos en estos 

fragmentos (figura 6) equivalen al 21% de cada hormona y definen un 

valor mínimo de similitud entre todas ellas (ver la sección 

Secuencias de los péptidos trípticos). Cabe mencionar que en los 

casos de las HHG el péptido tríptico T2b que coincide con el 

péptido T2 del par HIV/HIM [figura 2 del artículo No. 2 (pág.36) y 

figura 4 de esta Tesis] es producto de un corte no esperado, 

originado aparentemente por la actividad de -tripsina, que resulta 

de la autólisis de la tripsina y que está presente con frecuencia 

en las preparaciones comerciales (8). 

Al observar los mapas trípticos, hechos mediante cromatografía 

líquida de alta presión en fase reversa, es posible separar a las 
4 hormonas en 2 grupos. El primero incluye a la HIV y a la HIM, que 

aparentemente no muestran diferencias perceptibles en sus péptidos 
trípticos. Es obvio que debe existir alguna diferencia, ya que las 

hormonas intactas se separan satisfactoriamente en la cromatografía 
líquida de alta presión en fase reversa y difieren claramente en 

hidrofobicidad y masa molecular y ligeramente en composición de 

aminoácidos (el error que se obtiene en esta técnica (tabla 2) no 

permite señalar con seguridad las diferencias en composición). El 
segundo grupo comprende a los 2 isomorfos de la HHG, que se 
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Figura 4 
Mapas trípticos de la Hormona Inhibidora de la Vitelogénesis, HIV, 
la Hormona Inhibidora de la Muda, HIM y los dos isomorfos de la 
Hormona Hiperglucemiante, HHG-I y HHO-II (4 nmol de cada hormona 
reducida y carboximeti lada, digeridas con tripsina (condiciones 
cromatográficas: figura 2 del artículo No. 1, pág. 29). Los 
péptidos están numerados en la parte superior de la figura (HHG-I); 
los péptidos de las otras hormonas que tienen diferente tiempo de 
retención (con respecto a los de la HHG-I) se indican aparte. Los 
pares de péptidos que entre cualquier par de hormonas difieren en 
tiempo de retención, pero tienen composiciones de aminoácidos muy 
parecidas están seMalados con letras minúsculas. 
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diferencian, aparentemente, en un solo péptido tríptico. 

COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LOS PEPTIDOS TRIPTICOS 

La tabla 3 muestra que, entre cualquier par de hormonas, 

existen péptidos trípticos que no coinciden en tiempo de retención, 

pero que tienen composiciones de aminoácidos muy semejantes 

(señalados con letras minúsculas en la figura 4). 

Cabe mencionar que la cantidad de material disponible para el 

análisis cuantitativo de la composición de aminoácidos de los 

péptidos trípticos era muy pequeña. Esto condujo a obtener 

resultados cuantitativos no confiables para la mayoría de los 

péptidos trípticos. Debido a esto se pensó que seria más real hacer 

las comparaciones cual itativamente. Hay que hacer notar que aunque 

los péptidos de tres de los cuatro pares comparados tienen, 

aparentemente, la misma composición, pueden distinguirse claramente 

en los mapas trípticos, por sus diferentes tiempos de elución. 

Dadas las semejanzas en masa molecular, hidrofobicidad y 

composición de aminoácidos entre las hormonas intactas, las 

semejanzas tan altas en la composición de los péptidos trípticos 

mencionados implican un grado muy alto de similitud en sus 

secuencias de aminoácidos. Esto sugiere claramente que el parecido 

entre las 4 hormonas es mucho mayor al 21% establecido con base en 

los péptidos trípticos que coinciden en tiempo de retención. 

SECUENCIAS DE LOS PEPTIDOS TR1PTICOS 

La determinación de la secuencia de aminoácidos de la HHG-I 

requirió la combinación de la degradación de Edman, manual y 

automática, y la espectrometria de masas. La estrategia estuvo 
centrada en los péptidos trípticos (algunos de ellos desbloqueados 

por la piroglutamilaminopeptidasa), pero se produjeron fragmentos 

con otras enzimas proteoliticas (proteasa V8 y quimotripsina) y se 

modificó la susceptibilidad a la tripsina (mediante modificación de 

los residuos de Arg) para obtener fragmentos traslapantes con los 

péptidos trípticos y poder establecer el orden de éstos en la 
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Tabla 3. Composición de aminoácidos cualitativa de los péptidos 
trípticos que no coinciden en tiempo de retención. 

PEPTIDO TRIPTICO 
	

OWPOSICION 

b=T4=HIV -4, HIM-4, HHG-I -4 
b=T4=HHO -II -4 

cl::T5*11 V-5, HIM-5 
d--:T5' =lin- I -5" , HHCa- I I-5'' 

c=T6=HI V-6, HIM-6 
c=T6=11-1G- I -6 , 14-0- I I -6 

er:T7=H I V-7, H I M-7 
e=T7=1-11G- I.7 , H4a- I 1--7  

Glx, Val, 

Glx, Val, 

Lis, Leu, 

Lis, Leu, 

Glx, Asx, 

Glx, Asx, 

Glx, Cis, 

Glx, Cis,  

Fen Asx, 

Fen, Asx, 

Gnx, Val, 

Glx, Val, 

Cis, Tir, 

Cis, Tir, 

Leu, Asx, 

Leu, Asx,  

Ala, Cis, Lis 

Ala, Cis, Lis 

Cis, Asx, Tir, Arg 

Cis, Asx, Tir, Arg 

Ala, Ser, Val, Fen, Arg 

Ala, Ser, Val, Fen, Arg 

Ile, Val, Tir, Ser, Olí 

Ile, Val, Tir, Ser, Gli, Tre 

' (') indica que se trata de péptidos en los que un enlace Arg-Val no fue 

cortado. 

NOTAS: Los datos cuantitativos eran confiables sólo para algunos péptidos 
trípticos, por lo que se consideró que sería más real hacer las comparaciones 
cualitativamente. Los derivados feniltiocarbamilados y dansilados de los 
mminoácidos se identificaron mediante CLAP-FR (articulo No. 1) y crometografía 
en capa fina de poliamida, respectivamente, como se describió (4,39). Las letras 
minúsculas indican los pares de péptidos que tienen composiciones de aminoácidos 
muy parecidas (pero diferentes tiempos de retención), según está indicado en la 
figura 3, mientras que T4 a T6 corresponden a la numeración de los péptidos 
trípticos. HIV-4 es el péptido tríptico T4 de la HIV, HIM-4 es el T4 de HIM y así 
sucesiv nte. 



molécula intacta (articulo No. 2). 

Se postuló que la posición 4 de la HHG-II corresponde a un 
residuo de Asn en lugar del Asp de la HHG-I (figura 5); esta 
asignación se basó en el hecho de que la proteasa V8 no cortó el 
péptido tríptico T4 de la HHG-II (datos no publicados) y si el 
fragmento correspondiente del otro isomorfo. Dado que se observó 
solamente Asp durante la secuenciación manual del péptido tríptico 
de la HHG-II (desbloqueado con la piroglutamilaminopeptidasa), la 
identidad aparente en la secuencia puede deberse a una desamidación 
virtualmente total del residuo de Asn, debido al efecto del 
tratamiento con la dicha enzima o de los 3 ciclos de la degradación 
de Edman, o de ambos (96). 

Los datos de las secuencias de la HHG-II y de la HIM fueron 
obtenidos mediante secuenciación manual y digestión con las 
carboxipeptidasas Y 6 B, mientras que los de la HIV provienen de la 
secuenciación automática. En lo referente a la HIV y a la HIM, las 
2 diferencias (posiciones 24 y 26) que se observan en la figura 5 
podrían, muy probablemente, no ser reales, ya que además de que se 
encuentran en péptidos trípticos que coinciden en tiempo de 
retención, su asignación en la HIV es dudosa debido a que la 
cantidad del péptido tríptico usada para la secuenciación 
automática era muy baja. 

En resumen, se confirmó el alto grado de similitud predicho 
para los péptidos trípticos que tienen composiciones de aminoácidos 
muy parecidas así como la identidad de los que coincidían 
virtualmente en tiempo de retención (figura 4). 

PUENTES DISULFURO 

Para la identificación de los residuos de cisteína que formen 
cada uno de los puentes disulfuro de la HIM y la HHG-II, se 
generaron péptidos trípticos a partir de las hormonas intactas, y 
se purificaron y analizaron como se hizo en el caso de la HHG-I 
(articulo No. 2). 

La figura 6 muestra los péptidos trípticos obtenidos a partir 
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HHG-I y HHG-II, isomorfos mayoritario y minoritario de la Hormona 
Hiperglucemiante; HIM, Hormona Inhibidora de la Muda; HIV, Hormona 
Inhibidora de la Vitelogénesis. Secuencias idénticas con respecto 
a la HHG-I, ===; secuencias no determinadas definitivamente, pero 
aparentemente simdlares, ---; posiciones donde no se observó 
ningún aminoácido durante la degradación de Edman, ?. La asignación 
de los residuos subrayados es dudosa. TO a Ti corresponden a los 
péptidos trípticos de la figura 4. Para facilitar la comparación 
visual de las secuencias y para relacionarlas con los mapas trípticos 
se dejaron espacios vacíos en las uniones de los péptidos trípticos, 
excepto entre TO y T5 de las HHG. 
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~~~~~~~~~ 

	 --,s._ lie 

Figura 5 
Comparación de las secuencias de los 4rnieMbros de la familia de neurohormonas 
de la glándula sinusal de Procambarus bouvieri. 
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Figura 6 
Mapas tripticos de aproximadamente 4 nmol del isomorfo minoritario 
de la Hormona Hiperglucemiante (1IHG-11) y de la Hormona inhibidora 
de la Muda (HM) sin haber reducido ni carboximetilado sus puentes 
disulfuro. Para detalles cromatográficos y explicación de la 
notación, ver la figura 8 del articulo No. 2 (p. 40). 
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de la HIM y la HHG-II sin haber sido reducidas y carboximetiladas 

e indica sus composiciones expresadas como el contenido en péptidos 

trípticos que se obtienen de las hormonas reducidas y 

carboximetiladas. En ambos casos, uno de los fragmentos contiene a 

los péptidos trípticos T4 y T6, mientras que otro está formado por 

T2, T5 y T7. La digestión, con la proteasa V8, de los 2 fragmentos 
(1 de cada hormona) que comprenden a 3 péptidos trípticos, y los 
análisis de extremo amino y composición de aminoácidos de los 
péptidos resultantes demostraron que, en cada caso, T2 está unido 
a la primera cisteína de T5, y que T7 se une a la segunda. Por lo 
tanto, las conexiones entre las cisteínas son las mismas en la HHG-
II y la HIM y coinciden con las de la HHG-I (articulo No. 2), que 

corresponden a las posiciones 7-43, 23-39 y 26-52 de la cadena 

peptídica. Este tipo de arreglo se denomina I-V, II-1V, III-VI, 

donde los números romanos indican el número de una cisteína en la 

secuencia con respecto a las otras, es decir, uno de los puentes 

disulfuro está formado por la primera y la quinta cisteinas 

que en la secuencia de la hormona ocupan las posiciones 7 y 43, 

respectivamente. 

BUSQUEDA DE HOMOLOGIAS 

Se buscó en la totalidad de la NBRF Protein Library y del 

GENPEPT Protein Data Bank, como se describió (artículo No. 1). 

Ni la HHG-I ni los otros 3 neuropéptidos tienen homologla con 

otras proteínas (artículo No. 2). Una excepción son algunas 

hormonas de crustáceos, como las HHG del cangrejo Carcinus maenas 

(49) y de la langosta Homarus americanus [isomorfo A e isomorfo B 

(95)] y la HIM de H. americanus (17). 

CALCULO DE LA SIMILITUD EN LAS SECUENCIAS DE AMINOACIDOS 

Ya que las hormonas comparadas tienen prácticamente el mismo 

número de residuos, no hubo necesidad de emplear algoritmos 

complicados para calcular el grado de similitud. Simplemente se 

calculó un porcentaje de similitud, dado por el cociente que 

resulta de dividir el número de residuos idénticos entre 2 ó más 

hormonas por la longitud promedio de las hormonas comparadas. 
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Aunque la determinación de las secuencias de aminoácidos no ha 

sido terminada, los datos disponibles demuestran que la similitud 

entre cualquier par de hormonas es muy alta, por lo menos 94.4% 

entre los dos isomorfos de la HHG y 83.3% entre la HHG-I y la HIM. 

Hasta el momento se ha encontrado sólo una posible diferencia entre 

los dos isomorfos de la HHQ, ninguna, aparentemente, entre la HIV 

y la HIM, y 5 diferencias entre las HHG y el par HIV/HIM. Es 

necesario mencionar que ya que los cálculos anteriores se basan en 

la suposición poco probable de que todos los residuos dudosos y no 

asignados sor diferentes, la similitud es seguramente mayor. En la 

figura 4 puede apreciarse el grado tan alto de similitud entre las 

4 hormonas de Procambarus bouvieri, sobre todo entre las dos HHG 

por un lado y la HIV y la HIM por el otro. 

Por comparación visual con secuencias publicadas que todavía 

no habían sido depositadas en las bases de datos investigadas, se 

encontró homología de la HHG-I de Procambarus bouvieri con otras 

hormonas de crustáceos, como las HHQ del isópodo terrestre 

Armadillidíum vulgare [44.1% de similitud, (72)], del cangrejo 

Carcinus maenas [61.1% de similitud, (49)], de la langosta Homarus 

americanus [isomorfo A, 83.3% de similitud, e isomorfo 8, 79.2% de 

similitud, (95)j y del acocil Orconectes limosus [98.6% de 

similitud, (48)], las HIM de H. americanus [81.1% de similitud, 

(17)] y de C. maenas [25.3% de similitud, (100)], y la HIV de H. 

americanus [22.8% de similitud, (92)]. La figura 7 muestra en forma 

gráfica los resultados del cálculo de la similitud entre la HHG-I 

de Procambarus bouvieri y dos HIM y una HIV de otros crustáceos 

decápodos, mientras que la figura 8 presenta la comparación de las 

HHG de diferentes organismos. 

En la figura 7 se puede ver que hay dos categorías dentro de 

la familia de neuropéptidos de la glándula sinusal de los 

crustáceos. Un grupo comprende a neurohormonas que tienen sus 

extremos amino bloqueados (excepto la HHG de Armadillidium vulgare) 

y formados por 71 a 73 residuos de aminoácido (masa molecular 

cercana a 8,500), como las HHG de P. bouvieri (artículo No. 2), 0. 

limosus (48), H. americanus (95), C. maenas (49) y Armadlllidium 

vulgare (72), las HIM de H. americanus (17) y P. bouvieri (figura 

5 y (41) y la HIV de P. bouvieri (figura 5). El otro incluye a 

hormonas con extremo amino libre y constituidos por 77 o 78 
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Figura 7 

Comparación de la HHG-I de Procambarus bouvieri (HHG- I-Prb) con 

las HIM de Homarus americanus (HIM-Hoa) y Carcinus maenas (HIM-Cam) 

y con la HIV de Homarus americanus (HIV-Hoa). Los guiones indican 

identidad con el residuo correspondiente en HIV-Hoa o HIM-Hoa. Las 

series de residuos conservados estrictamente están señalados con 

lineas delgadas entre las dos series de hormonas, mientras que las 

que, además de los residuos mencionados, incluyen sustituciones 

conservativas (definidas como las que no cambian a un residuo 

polar, cargado o sin carga, por uno no polar o viceversa) están 

marcadas con lineas gruesas. Para facilitar la comparación visual 

de las secuencias se han dejado espacios vacíos cada 5 residuos. 

Los puntos representan los huecos introducidos para permitir un 

alineamiento óptimo de las secuencias. 
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residuos (masa molecular alrededor de 9,200), como la HIM de C. 

maenas (100) y la HIV de H. americanus (92). La similitud entre los 

miembros de cada grupo es alta (44.1% a 98.6% en el primero y 47.7% 

en el segundo), pero este valor disminuye a 15% si se consideran 

todas las hormonas conocidas. Cabe mencionar que, para alinear a 

todos los residuos de Cis de los dos grupos, se introdujo un hueco 

del tamaMo de un residuo, en la región comprendida entre la primera 

y la segunda Cis de las hormonas de la primera categoría (figura 

7). 

La HHO es una molécula muy conservada en el curso de la 

evolución. Cuarenta residuos (55.6%) son idénticos en las hormonas 

de los decápodos y 31 residuos (43.1%) se conservan si se incluye 

en la comparación a la hormona del isópodo; en cualquiera de los 

casos, el parecido aumenta notablemente si se incluyen en el 

cálculo a las sustituciones conservativas (figura 8). 

PREDICCION DE LAS ESTRUCTURAS SECUNDARIAS 

Se utilizó el método de Chou y Fasman (19) con las constantes 

optimizadas, según el programa Antheprot (22), que incluye varios 

métodos de predicción. En cálculos preliminares se encontró que los 

resultados de los diferentes métodos producían resultados 

diferentes, desde una grado ligero hasta uno moderado (datos no 

mostrados). Ya que el método de Chou y Fasman daba resultados 

semejantes a la mayoría de los que los otros producían, se tomó 

como representativo. Se consideró que lo más importante era hacer 

todas las predicciones con el mismo método para tener comparaciones 

confiables y usar un algoritmo que fuera capaz de predecir un 

porcentaje alto de la estructura total de las hormonas. 

Aunque la predicción de las estructuras secundarias, en 

general, no es muy exacta y pudo ser afectada por las secuencias 

incompletas o posiblemente erróneas en el caso de los neuropéptidos 
de Procambarus bouvieri, se puede ver fácilmente en la figura 9 que 

no hay diferencias muy grandes en las estructuras secundarias de 
las tres hormonas estudiadas: los dos isomorfos de la HHG y la HIM. 
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La figura 10 muestra las estructuras predichas de las HHG 

conocidas hasta la fecha. No hay diferencias notables entre las HHG 

de los astacuros (excepto un isomorfo de Homarus americanus, Hoa 

B), mientras que, con respecto a las anteriores, las hormonas del 

braquiuro Carcinus maenas, Cam y del isópodo Armadi I lidium vulgar°, 

Arv, difieren aproximadamente en el mismo grado y carecen de la 

región helicoidal en el extremo amino y presentan hélice alfa en el 

extremo carboxilo en lugar de estructura beta. 
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Hoa A 	pEVFDQ ACKGV YDRNL FKKLD RVCED CYNLY RKPFV ATTCR 

Hoa B 	pEVFDQ ACKGV YDRNL FKKLN RVCED CYNLY RKPFI VTTCR 
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Prb I 	QNCYA NSVFR QCLDD LLLID VVDEY ISGVQ TV-NH?  

Orl 	QNCYA NSVFR QCLDD LLLID VLDEY ISGVQ TV-NH2 

Hoa A 	ENCYS NWVFR QCLDD LLLSD VIDEY VSNVQ MV-NH2  

Hoa 	ENCYS NRVFR QCLDD LLMID VIDEY VSNVQ MV-NH2  

Cam 	SNCYS NLVFR QCMDD LLMMD EFDQY ARKVQ MV-NH2 
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Figura 8 
Comparación de la HHG-I del acocil mexicano Procambarus bouvierl 
(Prb I) con las HHG del acocil Orconectes limosas (Orl), de la 
langosta Homarus americanus (isomorfos Hoa A y Hoa B), del cangrejo 
Carcinus maenas (Cara) y de la cochinilla Armadillidium vulgare 
(Arv). Los residuos que difieren de los de la HHG-I del acocil 
mexicano están en negrillas, mientras que los que introducen, 
cancelan o cambian una carga positiva o negativa, con respecto a la 
mayoría de los residuos en una posición dada, están subrayados. Las 
series de residuos conservados estrictamente están señaladas con 
líneas delgadas debajo de la última HHG, mientras que las series 
que, además de los residuos mencionados anteriormente, incluyen 
sustituciones conservativas (definidas como las que no cambian un 
residuo polar, cargado o sin carga, por uno no polar o viceversa) 
están marcadas con líneas dobles. 
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Figura 9 
Predicción de estructuras secundarias para los dos isomorfos de la HHG y la HIM 
de Proc&xibarus bouvieri. Se utilizó el programa Antheprot (22) con el método de 
Chou y Fasman (19) con las constantes optimizadas . Los residuos que difieren de 
los correspondientes en la HHG-I están indicados con negrillas y aquellos cuya 
asignación es dudosa se encuentran subrayados. Las series de residuos que tienen 
la misma estructura (c= hélice alfa, /= estructura beta, l= giros beta) en las 
3 hormonas están senalados con lineas delgadas en la parte inferior de la figura. 
Dado que sólo se conocen 70 residuos de la HIM y con el fin de obtener datos más 
comparables, no se incluyeron en la predicción los últimos dos residuos 
(posiciones 71 y 72) de la HHG-I ni el último residuo conocido (posición 71) de 
la Fue-II; esto está indicado con la línea de guiones verticales. Debido a que 
el programa no adnite modificaciones postraduccionales, se introdujo un residuo 
de glutamine cara extremo ami no en lugar del de ácido piroglutémico que está 
presente en las hormonas; se consideró que la glutamine es más parecida al ácido 
piroglutémico que el ácido glutámico, ya que los dos primeros no tienen carga y 
el último si tiene. Los tres residuos subrayados juntos en la HIM no se conocen 
con certeza, pero la predicción con todas las secuencias posibles (KPK, KPR, RPK 
y RPR) clic!) el mismo resultado. 
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Figura 10 
Estructuras secundarias predichas, mediante el método de Chou y Fasman (19), de 
las hormonas h i perg 1 ucemi antes conocidas, provenientes de diferentes organismos: 
Arv, Armadillidium vulgare; Cam, Carcinus metnas; HoaB, isomorfo B de Homerus 
americanus;Hoa A, isomorfo A de Hcmarus americanus; Orl, Orconectes limosus;Prb 

isomorfo más abundante de Procambarus bouvieri (HHG-I). Las series de residuos 
que tienen la misma estructura secundaria (c, hélice alfa; E l  estructura beta) 
en todas las hormonas están indicadas con lineas delgadas, mientras que las que 
son estructuralmente iguales en las hormonas de los organismos acuáticos (que son 
todos, excepto Arv), están señaladas con lineas dobles y las que tienen la misma 
estructura sólo en los astacuros (Hoa B y Hoa A, Orl y Prb 1) se marcaron con 
líneas triples. Debido a que el programa no admite modificaciones 
postraduccionales, se introdujeron residuos de glutamina y valina en lugar de 
ácido piroglutámico y valinamida, respectivamente, que está presentes en las 
hormonas; se consideró que la glutamine es más parecida al ácido piroglutámico 
que el ácido glutámico, ya que los dos primeros no tienen carga y el último sí 
tiene. 
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DISCUSION 

El primer indicio de la existencia de una familia de 

neurohormonas en Procambarus bouvieri fue la semejanza relativa en 

hidrofobícidad entre 4 péptidos (moderadamente hidrofóbicos) que se 

separaban claramente y en forma reproducible del resto del 

contenido de los extractos de glándulas sinusales en la 

cromatograffa líquida de alta presión en fase reversa en una 

columna uBondapak-Phenyl(Waters)(4,38). Dichos péptidos podian ser 

obtenidos puros en un solo paso de cromatografia si se evitaba 

recolectar los valles entre los picos; su pureza fue demostrada 

mediante la recromatografía y los análisis de extremo ami no y de pl 
(4,38,39,41). 

Mediante bioensayos homólogos y heterólogos in vivo e in vitro 

se ha demostrado que los neuropéptidos corresponden, en el orden de 

elución, a la hormona inhibidora de la vitelogénesis u hormona 

inhibidora de las gónadas (HIV) (artículo No. 1), a la hormona 

inhibidora de la muda (HIM) (41) y a dos isomorfos de la hormona 

hiperglucemiante (HHG) (4,38) (figura 2, pág. 44). Durante este 

trabajo se encontró que el péptido que en las hembras tiene la 

función de la HIV está presente también en la glándula sinusal de 

los machos. Esto concuerda con estudios que no reportaron 

diferencias entre la HIV de las hembras y la hormona inhibidora de 

las gónadas de los machos. Es más, se ha encontrado en otras 

especies que el número de neuronas productoras de este neuropéptido 

es el mismo en ambos sexos (56); en los machos, podría tener 

también un papel importante en la regulación de la reproducción. 

El segundo indicio de la semejanza entre los 4 neuropéptidos 

lo había aportado el estudio de sus masas moleculares mediante 

electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de 

dodecilsulfato de sodio, donde la HIM (41) y las HHG (39) se 

comportaron como moléculas con masas cercanas a 6,000 Da. El 

parecido fue confirmado posteriormente en este trabajo mediante 

espectrometria de masas (tabla 1, pág. 47; articulo No. 2) y 

extendido a la HIV (artículo No. 1); las 4 hormonas tienen masas 

comprendidas entre 8,300 y 8,400 Da. 

htt 
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Los datos de composición de aminoácidos de las HHG (4,39) y de 

la HIM (41) habían proporcionado el tercer criterio de parecido 

entre dichas hormonas. Estos resultados eran erróneos debido a que 

fueron calculados con base en masas moleculares de 6,000 Da y 

condujeron a pensar que las moléculas eran de menor longitud (20 

residuos menos, aproximadamente) que la real y a calcular que el 

péptido tríptico carboxilo terminal comprendía sólo 8 residuos 

(41). También se pensaba que las HHO y la HIM contenían solamente 

4 residuos de Cis (39, 41). Sin embargo, las semejanzas que se 
habían encontrado se mantuvieron cuando se calcularon las 

composiciones de acuerdo con los valores para las masas que 

resultaron de la espectrometria de masas (tabla 2, pág. 48; 

artículos No. 1 y 2). 

La comparación de los mapas trípticos de las HHO (40) y de la 

HIM (41) mediante cromatografía líquida de alta presión en fase 
reversa había indicado que la semejanza global en composición 
llegaba hasta el nivel de la secuencia de aminoácidos (5). Durante 
el estudio de la HIV (artículo No. 1; figura 4, pág. 50) se 
comprobó que lo mismo se aplica a esta hormona y que los 
aminoácidos contenidos en los péptidos trípticos comunes a las 4 
hormonas corresponden al 21% de los residuos de cada una de ellas. 
Se tuvo la certeza de que el parecido en secuencia debía ser mucho 
mayor cuando se encontró que había pares de péptidos (uno de cada 
una de dos hormonas dadas) que diferían en sus tiempos de retención 
en grado variable (figura 4, pág. 50), pero que tenían 
composiciones de aminoácidos muy parecidas (tabla 3, pág. 52). 

Si la hipótesis de que la posición 4 de la HHG-I1 corresponde 

a un residuo de Asn es correcta, los isomorfos de la HHG parecerían 

diferir solamente en la posición 4, que se encuentra en los 

péptidos trípticos que son diferentes en cuanto a tiempo de 

retención. La asignación de esta posición como Asn en la HHG-I1 y 

como Asp en la HHG-I implica que debe existir otra diferencia en 

los 3 últimos residuos de la HHG-II, ya que ambos isomorfos tienen 

el mismo pl (39) y la Asn de la posición 4 de la HHG-I1 requeriría 

la desamidación de otro residuo para mantener el pi. Dada la 

naturaleza de los últimos residuos de la HHG-II, podría 

considerarse la posibilidad de que la Gln-70 o la Val-amida-72 

fueran ácidos en la HHG-I1 o que la Tre-71 estuviera sustituida por 
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Asp o Glu en la HHG-II; esto último queda descartado por la 

presencia de Tre en el péptido tríptico carboxilo terminal de la 

HHG-II (tabla 3, pág. 52). Por otra parte, la presencia de un 

residuo ácidd en el péptido carboxilo terminal de la HHG-I en 

comparación con un residuo amidado en el péptido correspondiente de 

la HHG-II podría no contribuir de manera significativa a una 

diferencia en hidrofobicidad entre dos péptidos desnaturalizados de 

22 residuos pero sí afectar la hidrofobicidad de la HHG-II nativa. 

Hasta este momento no es posible decir si los 2 isomorfos de 

la HHG se originan por modificaciones postraduccionales o si 

provienen de 2 genes distintos (5,39,40), como ocurre en Homarus 

americanos (95); podría pensarse que lo último es más probable, ya 

que las HHG conocidas hasta la fecha (17,48,49,72,92,95,100) no 

presentan alteraciones postraduccionales adicionales a la 
modificación de los extremos amino y carboxilo. Como no se han 
encontrado uniones intrón-exón en las regiones codificadoras de los 
genes de las HHG de C. maenas (99) y Homarus americanos (95), 

tampoco es muy probable que el procesamiento alternativo del ARNm 

sea el mecanismo responsable del polimorfismo de la HHG. 

Con respecto a las secuenciación de la HIV, la HIM y la HHG-

II, no se juzgó necesario producir juegos de péptidos traslapantes 

para establecer el orden de los péptidos trípticos en las hormonas 

intactas. Se consideró que el orden debía ser el mismo que en la 

HHG-I debido a la homologla de ésta con cada una de las otras 

hormonas, que era evidente a partir de los datos de masa molecular, 

composición de aminoácidos, mapas trípticos y composición y 

secuencia de los péptidos trípticos. 

Como se mencionó, debe haber diferencias entre la HIV y la 

HIM, ya que se separan fácilmente en la cromatografía líquida de 

alta presión en fase reversa. Es muy probable que la(s) 

diferencia(s) se encuentre(n) en el extremo carboxilo, ya que un 

sólo residuo del péptido tríptico carboxilo terminal (que comprende 
22 residuos y cuya secuencia en el caso de la HIV no se conoce) 
podría causar la diferencia en hidrofobicidad entre las hormonas 
intactas. La contribución de un sólo residuo a la hidrofobicidad 
podría no ser significativa en fragmentos muy hidrofóbicos y 
desnaturalizados como son los péptidos trípticos carboxilo 
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terminales de ambas hormonas y por lo que dichos péptidos podrían 

ser indistinguibles en la cromatografia líquida de alta presión en 

fase reversa. 

Las secuencias de aminoácidos conocidas hasta el momento 

(figura 5, pág. 54) permiten explicar algunas de las diferencias 

que se observan en los mapas trípticos y en las hormonas intactas 

de los 2 grupos de hormonas, las dos HHG por una parte y la HIV y 

la HIM por la otra, que forman la familia de neuropéptidos. La Asn-

4 de la HHG-II en relación con el Asp-4 de la HHG-t concuerda con 
la mayor hidrofobicidad del péptido tríptico T4 de la primera y 

también podría explicar la mayor retención de la hormona intacta. 

La diferencia en la posición 21, Arg en las HHG y Leu en el par 

HIV/HIM, puede explicar la hidrofobicidad menor del péptido 

tríptico T5' de las HHG en relación con el fragmento 

correspondiente, T5, de las otras hormonas; las diferencias en las 

posiciones 20 (Asp en las HHG y Glu en el par HIV/HIM) y 24 (Glu en 
las HHG y Asp en el par HIV/HIM) pueden considerarse nulas, ya que 
son recíprocas. La diferencia en la posición 41 (Gin en las HHG y 
Glu en el par HIV/HIM) no produjo una distinción clara en los 
fragmentos T6, pero la polaridad mayor del Glu podría contribuir a 

la menor hidrofobicidad del par HIV/HIM). La Asn-60 en la HIV/HIM 

concuerda con la mayor retención del péptido tríptico T7 de estas 

hormonas en relación a los de las HHG, en que esta posición 

corresponde a un residuo de Asp. 

Hasta este punto no parece haber explicación convincente de la 

menor hidrofobicidad del par HIV/HIM. Sin embargo, hay evidencia de 

que la posición 34, que en las HHG está ocupada por un residuo de 

Tir, corresponde a un residuo básico en el par HIV/HIM; esto se 

deduce de la observación de que el péptido tríptico T2 se produce 

cuantitativamente en las digestiones de corta duración del par 

HIV/HIM, mientras que T2b, que es idéntico al T2 mencionado, sólo 

se produce en grado apreciable en digestiones muy largas de las 
HHG, por el efecto de la -tripsina, como ya se mencionó [figura 2 
del articulo No. 2, pág. 36]. Por otra parte, un residuo básico en 

la posición 34 del par HIV/HIM estaría de acuerdo con el pt mayor 

de la HIM en relación a las HHG (41). Con respecto a la diferencia 

entre los miembros del par HIV/HIM, la menor hidrofobicidad de la 

HIV podría serle conferida por algún(os) residuo(s) localizado(s) 
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en el péptido tríptico carboxilo terminal como ya se indicó, o en 

la región que comprende a los residuos 32 a 34 que no se conoce en 

ninguna de dichas hormonas. 

Si se considera que el caso de P. bouvieri es similar al de C. 

maenas en cuanto a la ausencia de intrones en el gen de la HHG 

(95,99), entonces las diferencias en secuencia de aminoácidos que 

se observan en la figura 5, pág. 54, (Asp-20 y Arg-21 en las HHG 

son, respectivamente, Glu-20 y Leu-21 en la HIV y la HIM) permiten 
concluir que hay por lo menos 2 genes que producen la familia de 

neuropéotidos, ya que dichas diferencias no pueden originarse 

mediante modificaciones postraduccionales. Uno de ellos codificaría 

las HHG, mientras que el otro dictaría la producción de la HIV y de 

la HIM. En ambos casos sería necesaria la intervención de las 

modificaciones postraduccionales para generar a una o a las dos 

hormonas a partir del producto primario de la traducción; sin 
embargo, como ya se mencionó, la intervención de las modificaciones 

postraduccionales como medio para generar a otros miembros de la 

familia de neurohormonas parece poco probable. Tomando en cuenta 

esto último, es posible que en ambos casos exista otro gen 

relacionado que codifique al otro miembro del par. Es bien conocido 
que la duplicación génica a partir de un gen primitivo y la 

evolución divergente es un mecanismo común de generación de 

multiplicidad estructural y funcional en las hormonas (2,74). Este 
proceso y la expresión génica diferencial (46) explicaría la 
observación de una localización selectiva de los distintos péptidos 
de esta familia (24,25,81) y de sus ARNm (56,66,81) en diferentes 

somas neuronales, axones y terminales axónicas del sistema 

neurosecretor del tallo ocular de los crustáceos. 

Los valores de la similitud entre las HHG de los distintos 

crustáceos concuerdan con las distancias filogenéticas entre ellos, 

establecidos de acuerdo a criterios morfológicos (83). Los valores 
más bajos corresponden a especies que pertenecen a infraórdenes 

diferentes y las diferencias concuerdan con las variaciones en la 

movilidad observadas en la electroforesis en gel de poliacrilamida 

desnaturalizante (52) y con los estudios de la actividad 

híperglucemiante interespecífica. Con respecto al último punto, se 
ha encontrado que la inyección de extractos de tallos oculares de 

braquiuros no tiene (o tiene muy poca) actividad en los astacuros 
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y více versa (54,55). Además, la hormona de un decápodo (C. maenas) 

no tiene actividad en un isópodo (P. dilatatus)(71); esto está de 

acuerdo con el grado de similitud entre las hormonas de C. maenas 

y el isópodo terrestre A. vulgare (56.6%), que es más bajo que el 

de cualquier par de hormonas de organismos acuáticos. 

Se encontró que de las 10 posiciones dentro de la moléculas de 

la HHG de los crustáceos acuáticos donde hay supresión, 

introducción o cambio de carga con respecto a la mayoría de los 

residuos en esa posición dada, 4 pueden ser importantes para la 

interacción con el receptor hormonal (artículo No. 2; figura 8, 

pág. 61). En las posiciones 61, 64, 67 y 68, la carga es del mismo 

tipo en las hormonas de los astacuros, mientras que hay un cambio 

notable en la hormona del cangrejo (braquiuro). Estos residuos 

podrían estar muy cerca unos de los otros en la estructura 

tridimensional (figura 11, pág. 70), lo que puede significar que 

tales posiciones son responsables de los resultados encontrados en 

los estudios de actividad hiperglucemiante interespecífica 

mencionados anteriormente. Cuando se compara la HHG del isópodo con 

las de los decápodos, se observa diferencia de carga en 8 

posiciones más (figura 8, pág. 61); alguna(s) de estas posiciones 

podría(n) ser la(s) responsable(s) de la ausencia de actividad 

cruzada que se ha mencionado (71). 

Por otra parte, los residuos o series de residuos conservados 

podrían explicar la reactividad cruzada que se ha observado en 

estudios radioinmunoanalíticos e inmunocitoquímicos (55,56), de los 

cuales es notable la cuantificación y localización tisular de la 
HHG en un isópodo mediante un anticuerpo producido contra la 

hormona de un decápodo (70,94). En otro contexto, las regiones 

conservadas podrían ser fundamentales en la determinación y 

mantenimiento de las estructuras secundaria y terciaria. Mediante 
la predicción de la estructura secundaria y del modelaje preliminar 

se ha encontrado que tales regiones pueden tener estructuras (como 
hélice alfa, estructura beta paralela y antiparalela, giros beta y 
estructuras irregulares) iguales o muy parecidas en las hormonas de 
los decápodos [figura 9, pág. 62; figura 10, pág. 63]. Estas 

estructuras han sido observadas en las hormonas de P. bouvierl por 

medio del dicroismo circular (42). 
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Figura 11 
Modelo preliminar de la estructura terciaria de la HHG-I (Hl), la 
HHG-II (H2), la HIV (V) y la HIM (M) de Procambarus bouvieri 
(Ortmann). Basado en las conexiones entre las cisteínas y en la 
predicción de regiones con estructura helicoidal alfa y de hoja 
beta plegada según el método de Chou y Fasffian (19), mediante el 
programa Antheprot (22). Las posiciones absolutas de las cisteínas 
están sehaladas con los números arábigos 7, 23, 26, 39, 43, 52, y 
el orden de las cisteinas en la secuencia está indicado con números 
romanos (I, II, III, IV, V, VI). Los residuos que difieren entre 
las distintas hormonas de Procambarus bouvieri están indicados con 
el subíndice de la hormona correspondiente. Las posiciones donde 
hay diferencias notables de carga entre las hormonas de los 
astacuros y las de los braquiuros (figura 8) están sehaladas con 
números encerrados en círculos. 
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La correlación entre la cantidad de la estructura de hélice 

alfa calculada a partir de los datos del dicroismo circular [111-10-1, 

27%; HHG-II, 33% (tabla 1 de (42)) y la predicha (figura 9, pág. 

62, 27% para ambas HHG) es buena para el caso de los dos isomorfos 

de la HHG, que en ambos casos presentaron un parecido muy grande. 

Esto concuerda con la observación de que los dos isomorfos de la 

HHG tienen el mismo grado de actividad hiperglucemiante (figura 3, 

pág. 46). Sin embargo, las cantidades de hélice alfa y estructura 

beta predicha para la HIM son prácticamente iguales a las de las 
HHG. 

La semejanza estructural predicha entre las HHG y la HIM no se 

contrapone necesariamente a la diferencia en sus actividades 

biológicas. Es posible que dos péptidos muy semejantes en sus 

estructuras secundaria (y terciaria) puedan ser distinguidos por 

sus correspondientes receptores debido a diferencias de carga en 

regiones pequeñas expuestas de dichos péptidos (figura 11, pág 70); 

diferencias de esta naturaleza han sido encontradas entre las HHG 

y la HIM (figura 5, pág. 54), como ya se discutió. 

Hasta el momento, los diferentes miembros de esta familia de 

neurohormonas en un organismo dado pertenecen a distintas 

categorías (pág. 58 de esta Tesis). Es decir, las HHG de Homarus 
americanus y de Carcinus maenas pertenecen al primer grupo, 

mientras que la HIV 	y la HIM de dichos organismos, 

respectivamente, se clasificarían dentro del segundo grupo. Sin 

embargo, en el caso de Procambarus bouvieri todo indica que tanto 

la HIV como la HIM pertenecerán al• mismo grupo que la HHG-I. 

Es importante mencionar que 6 (40%) de los 15 aminoácidos 

conservados en las 9 hormonas de la familia corresponden a 

residuos de Cis. El tipo de puentes disulfuro I-V, II-1V y III-VI 

es el único que ha sido encontrado en los péptidos de C. maenas 

(49), Armadillidium vulgare (72) y P. bouvierl [figura 6, pág. 55; 

artículo No. 2], por lo que esta conectividad podría ser común a 

todos los miembros de esta familia de neurohormonas y constituir 

una característica fundamental de sus estructuras tridimensionales. 

La presencia de 3 puentes disulfuro en moléculas pequeMas como las 

hormonas mencionadas impone restricciones conformacionales muy 

grandes en sus estructuras (figura 11, pág. 70), Los integrantes de 
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esta familia de neuropéptidos son las únicas hormonas de crustáceos 

que poseen residuos de cisteína y puentes disulfuro (53). Es más, 

dentro de los artrópodos, el arreglo 1-V, 11-1V y 111-V1 sólo se ha 

reportado en la hormona de la eclosión de Manduca sexta (47), que 

pertenece a un grupo taxonómico muy cercano a los crustáceos, los 

insectos. 
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CONCLUSIONES 

- Se identificó, se purificó y se caracterizó parcialmente 

a la Hormona Inhibidora de la Vitelogénesis (HIV) del 

acocil mexicano Procambarus bouvieri (Ortmann). 

- Se demostró que la HIV pertenece a la misma familia de 

neuropéptidos que, en Procambarus bouvieri, incluye a la 

Hormona Inhibidora de la Muda (HIM) y a dos isomorfos de la 

Hormona Hiperglucemiante (mayoritario, HHG-I, y 

minoritario, HHG-II). 

- Se determinó la secuencia de aminoácidos completa de 

la HHG-I y, parcialmente, las de la HIV, la HIM y HHG-II. 

Todas las hormonas consisten de una sola cadena peptídica. 

La HHG-I, y posiblemente las otras tres hormonas también, 

está formada por 72 residuos de aminoácido. Las estructuras 

incluyen 6 cisteínas que forman tres puentes disulfuro 

entre las posiciones 7-43, 23-39 y 26-52. Todas las 

hormonas tienen un residuo de ácido piroglutá.mico como 

extremo umino. El extremo carboxilo de la HHG-I, y 

probablemente el de los otros neuropéptidos, es un residuo 

de valinamida. 

- Las masas moleculares de las cuatro hormonas están 

comprendidas entre 8,300 y 8,400 Da. 

- Se correlacionaron los datos fisiológicos, y estructurales 

y se propusieron explicaciones de las semejanzas y 

diferencias, en dichos aspectos, entre las cuatro hormonas. 

- Existen por lo menos dos genes que codifican a esta familia 

de neurohormonas. 
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Se confirmó que el elevado grado de similitud que se había 

observado entre todas las hormonas mencionadas se extiende 

hasta la secuencia de aminoácidos y tiene valores de por lo 

menos 83.3% entre los isomorfos de la HHG y mayores al 

94.4% entre la HHG-I y la HIM. 

Se encontró que esta familia de neuropéptidos no tiene 

homologia con ninguna proteína cuya secuencia hubiera sido 

depositada hasta mediados de 1991, excepto otras neurohormonas de 

crustáceos estudiadas por otros grupos. Así pues, las cuatro 

hormonas representan una familia de proteínas conocida sólo en 

los crustáceos. 

- Se comparó la secuencia de la HHG-I de Procambarus 

bouvieri con las de otros organismos y se relacionaron con 

los datos fisiológicos e inmunocitoquímicos de la literatura. Se 

comprobaron las relaciones taxonómicas establecidas con base en 

criterios morfológicos y se propusieron cuatro residuos que 

posiblemente interactúan con el receptor hormonal. 

- Se encontró que, por sus características de elución en 

cromatografía líquida de alta presión en fase reversa, el 

péptido que en las hembras tiene la función de la HIV está 

presente también en los machos, en los que probablemente 

regula alguna(s) funcion(es) reproductiva(s). 

- No se encontró diferencia significativa entre los dos 

isomorfos de la HHG en cuanto al efecto hiperglucemiante 

debido a la glucogenólisis en el hepatopáncreas y en el 

músculo. 
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