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RESUMEN

Los crustéceos poseen un sistema neurosecrotor anédlogo al e&je
hipotAlamo-neurohipé6fisis do los vertebrados y al sistema ganglio
cerebroide-corpora cardiaca-corpora allata de los insectos. Este
sistema, que en los decélpodos se localiza en el tallo ocular, esté
formado por un grupo de neuronas peptidérgicas (el )lamado érgano
X de la medulla terminalis) y el conjunto de sus terminales
axénicas (conocido como la gléndula sinusal) que estdn en contacto
directo con la hemolinfa. La gléndula sinusel almacena y libera,
mediante exocitosis, hormonas peptfdicas que regulan procesos

fisioldégicos como la reproduccién, la muda y el metabolismo de los
carbohidratos, entre otros.

Con el fin de obtener informacién acerca de: (1) la relacién
estructura-funcién de las hormonas de invertebrados en particular
y de las proteinas en general y (2) 1la evolucién de las
neurohormonas de los crustéceos, se determinaron las secuencias de
amino&cidos, parciales o completas, de la Hormeona inhibidora de la
Vitelogénesis (HiV), la Hoirmona Inhibidora de la Muda (HIM) y dos
isomorfos de la Hormona Hiperglucemiante (HHG~1 Y HHG-11) de un

crustéceo decélpodo mexicano, el acocil Procambarus bouvieri
(Ortmann).

Las hormonas se purificaron mediante cromatografia liquida de
alta presidn en fase reversa (CLAP-FR) a partir de extractos de
glédndulas sinusales aislades por microdiseccién de 1los tallos
oculares. La identificacién de las hormonas se llevdé a cabo
mediante bioensayos homélogos y heterbélogos in vivo e in vitro. Los
residuos de cistefna fueron reducidos y carboximetilados para
facilitar las digestiones enziméticas y para estabilizar a dichos
residuos durante la degradacién de Edman. Los residuos de arginina
fueron modificados quimicamente para alterar la sensibilidad de las
hormonas a la tripsina. En todos los cesos, la repurificacién de
las hormonas modificadas se realizé mediante CLAP-FR. Las
composiciones de aminolcidos se determinaron mediante hidrélisis
dcida, derivacién con fenilisotiocianato y cuantificaciéd4n 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
secuenciacién se hizo mediante: (1) degradaciones de Edman, manual
y automdtica, con identificacién de los derivados de aminodcido de
cada ciclo mediante CLAP-FR, (2) espectrometria de masas y (3)



digestiones con carboxipeptidasas Y y B e identificacién de los
amino&cidos liberados mediante reacciédn con cloruro de dansilo y
cromatografia en capa fina de poliamida.

Las hormonas est&n constituidas por 72 residuos de aminoé&cido
en una sola cadena peptidica y carecen de triptofano, histidina vy
metionina. Los 6 residuos de cistefna contenidos en ellas forman
tres puesntes disulfuro en las mismas posiciones en, por lo menos,
tres de las cuatro hormonas. Los extremos amino y carboxilo estén
modificados postraduccionalmente en forma de &cido piroglutémico y
valinamida, respectivamente. Sus masas moleculares estén
comprendidas entre 8300 y 8400 Ds. |

La comparacidén de las secuencias indica que las hormonas son
proteinas homélogas 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 encontré homologia de ninguna de las
hormonas del acocil mexicanc con las demés proteinas conocidas
hasta la fecha, excepto otras hormonas de crustéceos estudiadas por
otros grupos. Esto confirms la existencia de una nueva familia de
neuropéptidos hormonales conocida s&lo en los crustéceos.

La comparacidn de la secuencia del isomorfo més abundante de
ia HHG de Procambarus bouvieri con las de otros crustéceocs confirmé
las relaciones taxonéPmicas que entre éstos se habfan =stablecido
con base en criterios morfolbégicos. Asimismo, revelé el alto grado
de conservacién de esta molécula durante la evolucidén y sefiald

varios residuos que podrian tomar parte en la interaccidn con el
receptor hormonal,

La presencia de los dos isomorfos de 1a HMG y del péptido que
en las hembras act(a como 1a HiIV, es independiante del sexo.

No hay diferencia significativa entre los dos isomorfos de la

HHQ en cuanto a su accién sobre la liberacién de glucosa del
hepatopéncreas y del misculo. |
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SUMMARY

Crustaceans possess a heurosecretory system analogous to the
vertebrate hypothalamus-neurohypophysis axis and to the insect
cerebral ganglion-corpora cardiaca-corpora allata system. This
system, which in the decapods is located in the eyestalk, comprises
a group of neurosecretory neurons (the so called medulla 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 releases, through exocytosis, a number of peptide hormones
involved 1in 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 1in
particular, and of proteins in general, and (2) the evolution of
the crustacean neurohormones, the partial or complete amino acid
seguences of the Vitellogenesis Inhibiting Hormone (VIH), the Molt
inhibiting Hormone (MIH) and two isomorphs of the Crustacean
Hyperglvcemic Hormone (CHH-| and CHH-l1) 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 extracts of sinus
glands obtained by means of microdissection of eyestalks.
Assignment of the hormone activities to specific chromatographic
peaks was performed by means of homologous and heterologous in vivo
and 1n 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
means of RP-HPLC. Amino acid analysis were conducted by means of
acid hydrolysis, derivatization with phenylisothiocyanate and
quantitation by means of RP-HPLC., Digestions with several proteases
were used 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
determined by means of: (1) manual and automatic Edman degradations
and identification of the phenylthiohydantoin amino acid
derivatives through RP-HPLC, (2) mass spectrometry and (3)
digestions with carboxypeptidases Y and B, and identification of
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the released amino acids by means of reaction with dansy!l chloride
and polyamide thin-layer chromatography.

The hormones comprise 72 amino acid residues in one peptide
chain. They lack tryptophane, histidine and methionine. The 6
cysteine residues contained in them form 3 disulfide bridges 1in
identical positions in at least three of the four hormones. The
amino and carboxyl ends are modified postransiationally, as
pyroglutamic acid and valinamide, respectively, Their molecular
masses are in the range 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 thoss from other species confirmed their
taxonomical relationships based on morphological 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 VIH is not sex
dependent.

There is no significant difference bhetween tha twe CHH

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

12
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INTRODUCC L ON

L8 _neurosecrecidn

El concepto.

El concepto de neurosecrecién fues establecido por Scharrer en
1928 (82) a partir de sus observaciones de la produccién vy
liberacién de hormonas hacia los fluidos circulatorio vy
cerebroespinal por parte de células nerviosas en vertebrados. En el
mismo afo se realizaron estudios que sugerfan la existencia de la
primera hormona conocida en 1los 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 céiulas
neurosecretoras. Al microscopio electrénico, estas células se
caracterizan por la presencia de muchos grédnulos de neurosecrecién,
los cuales son partfculas esféricas, cuyo contenido es
caracteristicamente denso. Estos grénulos tienen generalimente de
100 a 300 um de didmetro y estdn rodeados por una membrana simple.

El proceso de la neurosecreciédn puede ser dividido en varias
etapas: sintesis de las neurohormonas, formacién de los grénulos de
neurosecrecidn, transporte de los grénulos a través de los axones
hacia las terminales axénicas, almacenamiento de los gré&nulos vy
liberacién de las hormonas mediante exocitosis (69).

Cabe mencionar que la distincién clésica entre sustancias
neurohormonales, neurotransmisoras y neuromoduladoras se ha
desvanecido actualmente. Hay evidencias de que ciertos péptidos y
aminas biogénicas, antes considerados como neurohormonas clésicas
tanto en los vertebrados como en los invertebrados, pueden actuar
como transmisores en una regién del sistema nervioso, como

moduladores en otra y como hormonas en algin otro tejido del
organismo (11).

13
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Los érganos neurohémicos.

Para permitir una descarga répida de le secrecién y a fin de
que se alcancen las concentracionss hormonales requeridas, que son
del orden nanomolar, las células neurosecretoras presentan varias
adaptaciones: a) hay un aumento en el nimero de las células que
intervienen en la secrecidén; b) cada célula tiene un nimero muy
grande de terminaciones axénicas; c¢) las hormonas estan muy
concentradas en los granulos neurosecretores; d) las terminales
axdénicas se ensanchan (2 a 30 um de diémetro), se ramifican vy
estén en contacto intimo con el fluido circulatorio, en algunos

casos, separadas solamente de é1 por una membrana basal
(separaciones de 1 a 5 um) (11,69).

Esta unién estrecha entre el fluido circulatorio y las
terminales axénicas ensanchadas, que son el sitio de liberacién de
las neurohormonas, condujo al concepto de "6rgano neurohémico”
(15), que fue establecido aproximadamente 20 afios después del de

"neurosecrecién” y casi al mismo tiempo en los vertebrados vy
crustéaceos.

La neurosecrecidén en los crustéceos.

Los crustéaceos poseen varios sistemas neurosecretores: los
drganos poscomisurales, localizados en la comisura tritocerebral,
liberan varios neuropéptidos cromatoforotrépicos (62,63) que son
producidos por somas localizados putativamente en el ganglio
cerebroide (15); los érganos pericérdicos, que se encuentran cerca
del corazén (6,7) y algunas neuronas localizadas en los ganalios
torécico (28,29) y subesofégico liberan aminas y péptidos (65).
Ademis, el complejo del 6rgano X de la medulla terminalis y la

glandula sinusal sintetiza y libera un gran nimero de péptidos que
regulan muchos procesos fisiolbégicos.

14



El _sistema neurosecretor del tallo ocular de los decépodos.

La glandula sinusal fue el primer érgano neurohémico
encontrado en los crustéceos y fue llamuda asf{ por su descubridor,
Hanstrom, debido a gue su microanatomia, que se caracterizaba por
tener agrupaciones de terminales axénicas ensanchadas adyacentes a
senos circulatorios, sugerfa una funcidén endéecrina (36).

Bliss y Passano, 1independientemente, interpretaron en forma
correcta la naturaleza de la gldndula sinusal de los crustéceos, no
como una gladndula verdadera, sino como un sitio de almacenamiento
y liberacién de las neurohormonas (13,78).

En los crustéceos decépodos, como el &acocil mexicano
Procambarus bouvieri (Ortmann), el conjunto de somas
neurosecretores (el l1lamado 6érgano X de la medulla terminalis,
OXMT) cuyas terminaciones axénicas forman a la glandula sinusal
(GS) se localizan en el tallo ocular (figura 1); sin embargo, hay
terminaciones axénicas que pueden originarse en neuronas de otras

regiones del tallo ocular y de los ganglios cerebroide y torécico
(9,34,78,98).

El complejo OXMT-G5 se considera como el principal sistema
neurosecretor de los crustidceos, por el gran nimero de pirrocesos
regulados por las hormonas que produce y libera. Debido a la
accesibilidad y gran tamafo de las terminales ax&nicas y de los
somas neurosecretores, es también el més conocido en cuanto a
anatomia, fisiologia, ultraestructura y contenido.

E]l sistema OXMT-GS es un an&logo funcional del eje hipotéliamo-
neurohipéfisis de los vertebrados y del sistema ganglio cerebroide-
corpus cardiacum-corpus aliatum de los insectos (21,34), que son
centros reguladores de primera importancia en dichos organismos.

Las hormonas del sistema OXMT-GS.

Varios estudios cléasicos, basados en la extirpacién de la
gldndula sinusal y en la sustitucidén de su funcién mediante la
inyeccibén de extractos de la misma, han indicado la participacidn

15



Figura 1 | |
E1l tallo ocular de los crustéceos decépodos, derivado del ganglio
cerebroide (GC), consiste de los fotorreceptores distales (FR) y de
4 ganglios o neurépilos: la médula terminal (MT), la médula interna

(MlI), la médula externa (ME) y la lamina ganglionar (LG). El1
sistema neurosecretor estd formado por somas neurosecretores
situados principalmente en la MT, denominados Organo X de la MT
(OXMT) v de sus terminales axbnicas ensanchadas gue se agrupan y
forman a la gléndula sinusal (GS). Las terminales de otros somas
situados en el GC 1legan a la GS a través del nervio 6ptice (NO).
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del sistema OXMT-GS en la regulacién de procesos tan diversos como
la migracidon de pigmentos del exocesqueleto y del ojo, los balances
hidrico v electrolitico, la muda, la reproducciédn, la regeneracién
de las extremidades perdidas o dafadas, la locomocién, la digestiédn
y el metabolismo de los carbohidratos (57,58).

Hasta principios de 1991 solamente se habfia determinado la
estructura completa de 4 neurohormonas de la glandula sinusal: 1)
la hormona concentradora del pigmento rojo del camarédn Pandalus
borealis es un octapéptido neutro que tiene sus extremos bloqueados
(31); 2) las hormonas concentradoras del pigmento retiniano distal
u hormonas de adaptacién a la luz del cangrejo Uca pugilator (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
aminodcido, con los extremOs bloqueados y 3 puentes disulfuro (49)
y 4) la hormona inhibidora de 1a muda (HIM) de la langosta Homarus
amer jcanus contiene 71 residuos de aminodcido 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 diabetbégeno"” en
los crustéceos cuando observaron que la inyeccién de extractos de
tallos oculares del cangrejo Callinectes, en animales destallados
de la misma especie, producfa un efecto hiperglucemiante notable.
Este “"factor" fue 1 lamado posteriormente la Hormona
Hiperglucemiante (HHG) de los crustéceos (61).

Se ha encontrado que la ablacién de los tallos oculares o de
las gladndulas sinusales conduce a una disminucidn muy grande en la
concentracion de glucosa de la hemolinfa. En Procambarus bouvieri,
la glucosa précticamente no puede ser detectada después de una
semana de haber amputado los tallos oculares (4). También se ha

17



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
relacién al de los vertebrados (12),

La forma de las curvas de glucemia contra tiempo en biocensayos
homélogos es mds o menos independiente de la especie del crustéceo
y se caracteriza por un aumento répido del nivel de glucosa dentro
de los primeros 10 a 15 minutos después de la ‘inyeccidén, que
alcanza un méximo entre la primera y la segunda horas. Luego, la
concentracién de glucosa disminuye hasta volver a los niveles
basales al cabo de unas 6 h. Cabe mencionar que tanto el tiempo en
que se alcanza la glucemia maxima como la magnitud de esta dependen
de la dosis administrada y de si se trata de HHG pura o de un
extracto de glandulas sinusales (54,59,91). |

La forma de las curvas de hiperglucemia causada por la
inyeccidén de extractos de tallos oculares o gléndulas sinusales
sugiere que el fenbémeno es causado por una movilizaciédn répida de
glucosa a partir de reservas de carbohidratos o por transferencia
desde depésitos de monosacéridos u oligosaclridos en las células

blanco, mas no por cambios de los flujos de las vias metabdlicas
principales (55).

i) METABOLISMO DEL GLUCOGENO.

La HHG podria producir su efecto mediante una accibn
glucogenolitica en los tejidos blanco. Un dato que apoya esta idea
es la observacién de que la inyeccién de la hormona conduce a una
disminucién en el glucédgeno del misculo abdominal y de las gbdnadas
de Orconectes limosus y de las branquias y tegumento de Uca
pugilator (54). También se ha encontrado un aumento en la
liberacién de glucosa radijactiva a partir del misculo abdominal de
Cambarus robustus, marcado previamente con uC-g'lucosa, al tratarlo
in vitro con un extracto de tallos oculares (93); lo mismo se
observé en un experimento semejante hecho con el hepatopéncreas de
Orconectes limosus, al incubarlo con HHG purificada (87).
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Por otra parte, se ha visto aumento an el contenido de
glucdgeno en el misculo abdominal y tegumento de Panulirus
Japonicus (84) vy en el misculo abdominal de Ocypode platytarsis
(75), como consecuencia de la extirpacidén de los tallos oculares.

Con un desarrollo temporal comparable al de la hiperglucemia,
se ha encontrado activacién de la fosforilasa de glucdgeno del
misculo abdominal de Orconectes limosus (50) in vivo por la
inyeccién de extractos de tallos oculares; resultados similares se
obtuvieron in vitro con el misculo de Carcinus maenas y Eriocheir
sinensis (10). E1 efecto opuesto, es decir, la inactivacién de la
fosforilasa, se ha observado después de la eliminacién de los
tallos oculares de Orconectes limosus (50) y Hemigrapsus (79).

La actividad de la sintetasa de glucdégeno se ha encontrado
aumentada en el misculo abdominal de Orconectes limosus (51,85) vy
Cancer (79) después de la extirpacidén de los tallos oculares. En

ambos casos, el afecto fue anulado por la inyeccidn de extractos de
estos Ultimos o de HHG purificada.

Se ha encontrado que los nuclebtidos ciclicos, AMPc y GMPc,
intervienen como mensajeros secundarios de la HHG. En estudics 1in
vivo, varios tejidos (principalmente el corazdén, el hepatopéncreas
y el misculo abdominal, pero también la gldndula antenaria)

mostraron un aumento de dichos nucledtidos después de la inyeccidn
de la HHG (90).

Exper imentos in vivo e in vitro han demostrado que el aumento
intracelular de los nuclebdétidos ciclicos 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 inhibicién de la
fosfodiesterasa que los degrada (23,86).

Como sucede en los organismos superiores, en los crustéceos
los nuclebtidos ciclicos se unen a cinasas de proteinas y las
activan. Se ha encontrado en el misculo abdominal de Orconectes
limosus un aumento en el cociente de actividad de dichas cinasas,
que es paralelo al incremento de los nucledtidos ciclicos; en este
sistema parece existir una sola clase de cinasa de proteinas que se
une por igual al AMPc y al GMPc (20). |
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En el misculo abdominal de Orconectes limosus se ha encontrado
que las ciclasas de adenilato y guanilato estdn reguladas por iones
ca' y calmodulina (89). La HHG podria afectar a las enzimas de la
sfntesis y degradacién del glucdbgeno por medio de la liberacién de

jones .ca' s partir del! reticulo endopléasmico por la via del
fosfatidilinositol.

2) DIGESTION DE LOS CARBOHIDRATOS.

Se ha encontrado que la HHG puede intervenir en el metabolismo
de los carbohidratos mediante la regulacién de enzimas
extracelulares. El hepatopéncreas, que posee receptores para la
hormona, interviene en la secrecibén del fluido digestivo, en 1la

absorcién del alimento digerido y en el almacenamiento de 1{pidos
y carbohidratos (16).

Se han observado cambios en las actividades amilolitica vy
proteolftica del hepatopéncreas como consecuencia de la inyeccidn
de extractos de tallos oculares, inclusive en animales en ayuno
(33) y por extirpacién de los tallos oculares, asi como durante las
diferentes etapas del ciclo de 1a muda (101). La HHG purificada

aumenta notablemente la secrecidn hepatopancredtica de amilasa
(88).

Hasta la fecha se cree que la secrecidén de la amilasa esta
mediada por un aumento de los iones ca' intracelulares y que es
posible la intervencién de nucleétidos ciclicos generados por
ciclasas dependientes de Caﬁ'y calmodulina (16,88).

B) La hormona inhibidora de la muda.

El complejo proceso de la muda de los crustéceos (y de los
insectos) requiere la producciédn de la -~ecdisona en etapas bien
definidas del ciclo de la muda. La -ecdisona es un compuesto
esteroidal que se produce en los llamados O6rganos Y a partir del
colesterol ingerido en la dieta de los crustéceos, ya que estos ho
tienen la capacidad de sintetizarlo. La ecdisona, que puede tener
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efectos hormonales por si misma, es transformada en o)
hepatopéncreas, la epidermis, la hemolinfa y otros tejidos

periféricos a ~ecdisona, que se ha considerado como la formsa
activa de la hormona de la muda (16,37).

La idea de la existencia de un control neurohormonal de la
muda surgié de la observacién en muchas especies de crustéceos,
principalmente decépodos, de que la extirpacién de los tallos
oculares producfa una aceleracidn en el ciclo de la muda. Muchos
experimentos han apoyado este concepto: la eliminacién de los
tallos oculares produjo aumentos notables en los niveles de
ecdisteroides circulantes y los animales entraron en la etapa de
premuda; la inyeccidén de extractos de tallos oculares en ejemplares
destallados condujo a concentraciones bajas de ecdisteroides en la
hemolinfa; la secrecién de ecdisona a partir de los érganos Y 1in
vitro se inhibidé en un medio de cultivo que habia sido incubado con
gldndulas sinusales; los 6rganos Y de animales a los que se habfs
inyectado extractos de gléndulas sinusales mostraron, en cultivo,
una produccidn disminuida de ecdisona (16).

lLa hormona inhibidora de la muda se une a sus receptores en
los 6rganos Y y activa la produccidn de AMPc. Se ha encontrado que,
tanto in vivo como 1in vitro, los extractos de tallos oculares
inhiken la captacién de colesterol por parte de los érganos Y.
Asimismo, algunas fracciones de los extractos de gléndulas
sinusales disminuyen la sintesis de ARN y protefnas; esta 0ltima es
necesaria para la elaboracién de la -~-ecdisona (73).

C) La hormona inhibidora de la vitelogénesis (H!V) u hormona
inhibidora de las gdnadas (H1G).

La vitelogénesis es la (ltima fase para formar un huevo maduro
y comprende la sintesis o captacibdn, o ambos, de la yema o vitelo,
que es el material nutritivo para el futuro embrién (3). EI
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 unsa dHormona
Inhibidora de la Vitelogénesis en el sistema neurosecretor de)
tallo ocular de 1los crustéceos: el desarrollo gonadal precoz
resultante de la ablacidén de los tallos oculares fue observado por
primera vez en el camardn Palaemon serratus; se ha encontrado en
una variedad de crustéceos que la eliminacién bilateral de los

tallos oculares indujo desarrollos ovaricos y testiculares
aumentados (17).

La inhibicién de la sintesis de proteinas ovaricas in vitro
por parte de extractos de tallos oculares demostrd que la HIV puede
actuar directamente en las génadas de Uca pugilator (26,35). Por
otra parte, la HIV tiene también un efecto inhibidor sobre la unién
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 ademds de la vitelogénesis tanto en las hembras como

en los machos, esta hormona se conoce también como ia hormona
inhibidora de las génadas (HIG)(3).
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OBJETiIVO

El objetivo 1inmediato de este trabajo fue determinar Jla
secuencia de amino&cidos completa del isomorfo més abundante de la
Hormona Hiperglucemiante (HHG-1) del acocil mexicano Procambarus
bouvieri (Ortmann). Se determinara&n ademas, al menos parcialmente,
las secuencias del otro isomorfo de la Hormona Hiperglucemiante
(HHG-11) ¥ 1a de Ya Hormona inhibidora de la Muda (HIM)., También se
pretende identificar a la Hormona tnhibidora de la Vitelogénesis e
iniciar su caracterizacién, incluso su secuencia de aminodcidos.

Se compararén las estructuras primarias de las 4 hormonas y se
correlacionardn con los datos de las estructuras secundarias
(predichas y observadas) y con datos fisiolégicos, para iniciar el

estudio de la relacién estructura-funcién en esta familia de
neuropéptidos.

Desde otro punto de vista, las secuencias de aminoacidos
podrian aclarar cudl es el mecanismo que genera a dicha familia de
neuropéptidos (duplicacién génica y evolucidén divergente, empalme
alternativo del ARN mensajero, modificacién postraduccional, o una
combinacién de ellas), lo cual es interesante desde el punto de
vista de la evolucidén de 1las hormonas peptidicas de los
invertebrados sn particular y de las proteinas en general.

La comparacién de la misma hormona en diferentes especies seré
importante para el estudio de las relaciones estructura-funcién
desde el punto de vista evolutivo; se podrian Jlocalizar los
diversos sitios funcionales de cada hormona y confirmar o modificar
las relaciones taxonémicas, basadas en criterios morfoldgicos, que
se han establecido entre los organismos que las producen.

- Se buscarédn homologfas con proteinas de otros organismos,
tanto invertebrados como vertebrados. En caso de hallar homolog{a,

se estudiardn las relaciones estructurales, funcionales vy
evolutivas.
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MATERIALES, METODOLOQIA Y RESULTADOS

Una parte sustancial del contenido de este Tesis ha sido
publicada en dos revistas de circulacién internacional en dos
artfculos que tratan, bésicamente, uno, de la determinacién de la
secuencia de amino&cidos del isomorfo mayoritario de la Hormona
Hiperglucemiante y o1 otro, de la identificacién, purificacién y

caracterizacién inicial de la Hormona Inhibidora de la
Vitelogénesis.

Debido a que cada articulo contiene sus propias secciones de
Materials and methods y Results (véanse dichas secciones en cada
uno de los artficulos incluidos), los apartados sobre Materiales y
métodos y Resultados de esta Tesis fueron agrupados en esta
seccién, que se titulé Materiales, metodologfa y resultados.

Ademés de los dos artfculos mencionados en los pérrafos
anteriores, esta seccién incluye un apartado titulado Experimentos
y resultados adicionales. En este G1timo se presenta informacién de
" importancia fundamental, obtenida durante el estudic de la familia

de neuropéptidos de 1a glandula sinusal de Procambarus bouvieri
(Ortmann).
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Abstract—1. By means of a single step of RP-HPLC on a #Bondapak-Phenyl column, a neuropeptide
with vitellogenesis-inhibiting hormone (VIH) 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 vitre bioassay as the depression of vitellogenin
biosynthesis by cultured Penaeus vannamei's ovaries.

3. The molecular mass was determined to be 8388 + 2 Da by means of mass spectrometry.

4. The N-terminus was shown to be blocked by means of the dansyl-Cl method.

5. The following amino acid average composition was obtained by means of precolumn derivatization
with phenylisothiocyanate: (Asx),y. (GIx),, (Val),, (Arg, Cys, Len),. (Tyr), (Ala, lle),, (Lys)yq. (Phe)y,
(Thr),_y, (Ser, Gly), , (Pro},. VIH consists of 72-74 amino acid residues. 1t docs not contain Trp, His,
or Met.

6. The wryptic peptides of the reduced and carboxymethylated VIH and of the crustacean hyperglycemic
hormone (major isoform, CHH-1) were purified on an Ultrasphere-ODS column and the peptide maps
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 vemarkable resemblance between VIH and CHH-1 confirms clearly that VIH belongs to the
neuropeplide hormone family which includes the molt-inhibiting hormone (MIH) and the two isoforms
of the crustacean hyperglycemic horinone (CHH-I1 and CHH-11, formerly designated CHH-B and CHH-C
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by us).

INTRODUCTION

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

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

Abbreviations—RP-HPLC, revarse-phase high-performance
liquid chromatography; TNBS, 24,6-trinitrobenzene-
sulfonic acid; Tris, tris(hydroxymethyl) aminomethane;
TPCK, N-tosyl-L-phenylatanine chloromethyl ketone;
EDTA, cthylenediaminetetraacetic acid, disodium salt;
PMSF, phenylmethylsulfonyl fluoride; DTT, dithio-
threitol; PITC, phenylisothiocyanate; PBS, phosphate
buffered saline,

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

In crustacean females, the late phase of gonadal
maturation to form mature ova is named vitello-
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 tissucs
(Wallace et al., 1967; Ficlder er al., 1971; Charniaux-
Cotton, 1985) or in the ovaries (Lui and O'Connor,
1977). The inhibition of ovarian protein synthesis in
vitro by eyestalk extract showed that VIH can act
directly on the gonads of Uca pugilator (Gorell and
Gilbert, 1971; Eastman-Reks and Fingerman, 1984),
On the other hand, VIH also has a direct inhibitory
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aetion on the binding of vitcllogenim to its receplor in
the voeyte membrane of the cravlish Mucrobrachium
rosenbergii thugan, 1985 Jugan and Soyez, 1985).

For VIH, no dita demonstrating, or at lenst
SURRCSLINE seN, spectes of group specificity are known
(lor review, see Adivadi, 1985, Kleinholz, 19835).
Bomirski er ol (1981} deseribed the partinl purifi-
stion of VIH from the crab Cancer magister. The
animal used for monitoring the bivactivity  wus
the shrimp Crangon crangon. Van Deijnen (1986)
showed that inhibition of oocyte growth in the
shrimp  Arvaephyvra desmaresti can be used us a
measure of VIH activity in SG extraets of the lobster
Homarus americanus,

Recently, Quackenbush and Keeley (1988) devel-
oped o suitable heterologous bioassay for the VIH of
Penaeus setiferus which measures the in virro Vg
synthesis in cultuved Uea pugilator ovaries using a
polyclonal antibody to crab Vp,

Until now, VIH has been rather poorly character-
ized from the structural point of view., Data from
severat species indicate that it is thermostable and is
dinlyzable through ceflophane membranes (for re-
view, see Kleinholz, 1985). In Cancer magister, it has
a molecular weight (mol. wt} of about 2000, estimated
from its behavior on G-25 Sephadex chromatography
(Bomirski et al., 1981). Recently, van Deijnen (1986)
found in Homarus americanus that VIH was separ-
ated into a heavy (45,000) and a light (7060) mol. wt
form, according to urea-SDS-polvacrylamide gel
electrophoresis. The larger compound could be a
precursor molecule. Moreover, Soyez er al, (1991)
sequenced two isoforms of the VIH from the lobster
Homarus americanus. Both consisted of a chain of 77
amino acid residues, with 3 disulfide bridges and a
mol. wt of 9133,

We are interested in the structural characterization
of neuropeptides from the SG of the Mexican crayfish
Pracambarus bouvieri. We have isolated and charac-
terized two isoforms of the crustacean hyperglycemic
hormone (CHH) and the MIH (Huberman and
Aguilar, 1986, 19882, 1988b, 1989, 1989b).

Since onc of the peptides that we were able to
resolve by means of RP-HPLC was thought to be a
good candidate for YIH on the basis of preliminary
studies of amino acid composition, we employed the
heterologous bioassay developed by Quackenbush
and Keeley (1988) for the identification of the VIH
of P. bouvieri 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 tryptic
mapping. The results demonstrate clearly that VIH
belongs to the crustacean neuropeptide family which
includes the CHH and the MIH.

MATERIALS AND METHODS
Animals, sinus glands and crude exiracts

Adult crayfish (not selected for sex) were obtained from
local fishermen in Uruapan, State of Michoacan, They were
anesthetized with crushed ice and their eyestalks were cut
and kept frozen at ~70°C until used. The SG were dissecied
under the microscape while covered with ice-cold crustacean
saline (van Harreveld, 1936) and kept in a small volume of
ice-cold water (} u1/SG). Each prepuaration consisted of
3000-6000 5G. ‘
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For the preparanion of the vrude extiaet, the protocol
deseribed by us (Huberman and Apuilan, 19801 wan ol
fowed with shght moditivations. Briefly, batches of 100 8G
in owiler, i s Mo polyenrbonate contnfuge tubes
(Beehman), were disintegrated with three 30-se¢ bursts of
o Kontes Micro-Ultrasomie Disrupter followed by centri-
fugetion a1 108000 g avernge) for MSmin wt 2C in o
Beckman TL-100 tabletop ultracentnifuge provided with
o TLALLK.2 rotor. Aller decanting the supernatant,
the precipitute was resuspemded in B gl of water and the
provess tepented twice, The three supernntunts were mixed.
centrifuged at 356,000 ¢ (average) for 30 min ut 2°C and
concentrated to 0.5 #128G in n Savam centrifuga) concen-
trator. The concentrate was adjusted to 21% acetonitrile
and 0.1% tifluoroacetic acid (TEA)Y, and 0.67 p1/SG. Afier
[Smin at 4°C, the last ultracentrifugation was repeated.
Finally, the supernntant was filtered through o centritugal
microfiltration device provided with a 0.2 pm regenerated
cellulose filter (Model M- 1, Bioanalytical Systems, Ine)) at
1800 ¢ for 10min ar 4 C. Batches of 500 8G cquivalents
were submitied 10 HPLC,

HPLC

A Beckman/Altex system consisting of & Model 420
Microprocessor Controller/Pragrammer, two Model 1H10A
pumps, & Model 210 manual injection valve and a
Model CRIA Recorder/Data Processor was used. The
detector was p LK B Uvicord-S provided with o 8 ul cell. The
column for hormone punfication was pBoundapak-Phenyl
(300 x 39 mm id., 10um particle size; Waters, Milford,
MA). The eflluent was monitored at 206 1m. Solution A was
0.1% aqueous TFA und solution B was 60% aqueous
acetonitrile containing 0.1% TFA. A lincar gradient from
35% B to 58% B in 10 min was followed by isocratic elution
at 58% B for 50 min, at room temperature and a flow of
I mi/min,

The carboxymethylated or pyridylethylated hormones
were purified in 2 Novapak-C18 column (150 x 3.8 mm id.,
S pm parlicle size; Waters) using the same solutions as
above. A lincar gradient from 35% B to 100% B was run
for 70 min at room temperature and at a flow of { ml/min.

For the purification of the tryptic peptides, an Ultra-
sphere-ODS column (250 » 4.6 mm i.d., § ym particle size;
Beckman) provided with 2 precolumn (42 x 4.6 mm i.d,,
Beckman) was used at 30 C with the same solitions as
above. After an isocratic step at 0% B for 10 min, a linear
gradient from 0 to 85% B was developed in 100 min, at a
flow rate of | ml/min.

For the amino acid analysis as phenylthiocarbamoyl
amino acids (PTC-aa), one CIl8 Guard-Pack cartridge
(Walers), one precclumn (42 x 4.6 mm 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 at 45°C.
The elution system described by Bidlingmeyer ef al. (1984)
was employed, with only minor adjustments: solution A was
140 mM sodium acetate containing 0.05% tricthylamine
(TEA) by volume, adjusted to pH 5.50 with acetic acid;
solution B was 60% aqucous acclonitrile. A linear gradient
from 15% B 10 62% B was run for 29 min at 1.2 mi/min, The
PTC-aa were monitored at 250 nm.

Protein determination

Samples were hydrolyzed in 5.7M HCl at 145°C under
nitrogen for | hr in calcined fame-sealed Pyrex tubes. The
TNBS micro-method of Hazra et al. (1984) was employed,
with bovine scrum albumin (Signm, St Louis, MO) as
standard.

Bioassay

An fn vitro tissue assay was used for the measurement of
both total protein synthesis and specific yolk protein syn-
thesis. This assay was described in detail for both crab and
shrimp tissues (Quackenbush, 1989, 1991; Quackenbush and
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Keeley, 19881 Ovanes were dissected Trom shnmp, Penacins
rannenier, under perated cold saline (Cooke ¢ af, 1977).
Tissue Dagments 12 3, about G5 mp 1otal proiein)
from the ovary (0 gements sheip) were placed mto § ml
sterile: plistic enltare dishes containimg 2ml ol stentle
incubation wediam (Quauchenbush and Keeley, 19883 The
medium conttined anino acids, sults, sugars, and antibiotics
(Sigma’s M-199C penicilhin and  streptomyein). Solutions
(10U 2} contining harmanes or erude extracts, and ade-
quuie control solutions (musele extricts) were added 10 the
incubation medinm directly,  Rudioactive leacine (4C-
leucine) was udded to the culture medium at the start of
incubation. Labeled and cold leacine were nixed togethier Lo
provide o standird dose ol 10 mixture containing
0.5 uCi:Snmolb lewcine. Tneabation procecded in o sealed
chamber gassed with 95% O, and % CO, at § psi. Incu-
bations for 4 hr at 30°C sllowed about 5600 + 1000 dpm’
mg /hr incorparation into ovarian proteins (Quackenbush
and Keeley, 1988: Quackenbush, 1989}, Alter incubation,
tissues were homogenized and the proteins extracted in i salt
buller (Lui énd O'Connor, 1976: 0.5M NaCl, 0.5M Tris,
S5mM EDTA, 0.001% PMSFE, pH 7.5). The soluble proteins
were precipitated from the extriction buller by the addition
of three volumes of saturated (NH,).S0,. After the salt
precipitation, the misture was centrifuged at 80002 ut 4°C,
The pellet of protein was wished with phosphate bufler
(PBS: 0.0l M NaH,PO,. 0.85% NaCl, pH 7.5) and re-
precipitated with salt, three times. The final pellet was
resuspended in PBS. Aliquots of this saline solution were
taken for the determination of total protwin (Bio-Rad
Protein Reagent Assay) and the determination of Jabeled
ieucine incorporation via scintillation spectroscopy. Results
from these procedures are expressed as dpm/mgihr.

Incarporation ol labeled leucine into yalk proleins was
determined using a slight modification of the in tiro assay.
To the pellet of the protein obtmned by salt precipitation
and solubilized in PBS was added 50 xl of antibody to yolk
protein from Pendeus vannamei (50 p! of a 0.5 mg/m affinity
purified IgG fraction of rabbit serurn). The mixture of
proteins and antiserum wuas incubated for 18 hr at 4 C. An
immunoprecipitate was obtained after centrifugation at
8000 g at 4°C for 10 min. The supernatant was retained and
used as a control for the non-specific inhibition of protein
synthesis (it contains those proteins other than the 97 kDa
antigen of yolk complex). The pellel was washed four times
in cold PBS and then solubilized in 1 N NaOH. Aliguots of
this sofution were used for the determination of total protein
and labeled leucine incorporation as described above, The
pellet contains the antigen (97 kDa) yolk protein and was
thus a specific assay for vitellogenesis (Quackenbush, 1989).
The activity of the peptide hormones tested in this system
was measured using a formula for per cent inhibition:
{Control dpm/mg — Test dpm/mg)Control dpm/mg. Thus
cach potential hormone was tested for its inhibition of in
vitro yolk protein synthesis. Doses of hormone were tested
at 0.1, 1,5, 10, 25, and 50 sinus gland equivalents on ten
separate ovarian fragments. Controls for the hormones were
muscle extract fractions at the equivalent prolein dose
measured in mg/ml.

Mass spectrometry

Mass spectra were recorded on a TSQ-70 triple quadru-
pole instrument (Finnigan-MAT, San Jose. CA) equipped
for electrospray ionization (Hunt ¢r al., 1991). Samples were
dissolved in 0.5% (v/v) acetic acid and an aliquot
(510 pmol) was then injected into the electrospray ioniz-
ation source from a syringe pump.

Cystine residues modification

For reduction and carboxymethylation of the disulfide
bonds, the procedure described by Allen (1981) was fol-
lowed with slight modifications. Thirty-two micrograms of
VIH were dissolved in 100 ! of 0.J M Tris-HC] buffer

continmng 6 M guanidiiom Chand oM EDT A, adjusied
to pH X300 Atter the addition of 250 of 100mM dithio-
thrento DT the tube was flushed with nitrogen for 2 min,
vorteawd for FSsee and ineabated at 37 C for e Then,
T8l of SomM sadivm odoacetate were added o the
reaction minture and the lushing, vortexing mad mcolbation
(in the dark) were repeated. The rengent wdditons oy
rediicon and carboxymethyliion were repeated with inea-
bation times of 60 min and 30 min respectively, Finally, | pl
ol qmercaptocthanol was added, followed by 140 ¢l of
RP-HPLC solution A, For chromatography. the sample was
fillered as described above for the crude extract.

The protocal recommended by Tarr (1986) was employed
for reduction and pyridylethylution. Only minor adjust-
nments were nude. VIH from 30008G was dissolved in
100 £l of 0.5M N-ethylmorphohine bufler, adjusted to
pH 8.3 with glacinl acetic acid, Five microliters of I M DTT
were added and the tube was flushed with nitrogen
for 30 sec. Alter 4 hr at room temperature, 3 jl of 4-vinyl-
pyridine were added to the reaction mixiure and ineubation
procecded overnight. For RP-HPLC the sumple was filtered
as described above. .

End group analysis

For N-termunal amino acid analysis, the dunsyl-Cl
nicthod of Gray and Hartey (1963) as described by Allen
(1981) was used. For identification, the dansyl amino acid
derivatives (DNS-an) were chromatographed on 3 x 3em
polyarnide-coated aluminium sheets (Schleicher and Schuell,
GmbH) employing solvent systems 1 (1.5% /v iqueous
formic acid), 1 (tolueneacetic aaid, 10:1, vivy, 11 (cthyl
acetate/methanol/acetic acid, 20:1:1, by vol} (Woods and
Wang, 1967). When basic amino acids were suspected,
solvent system IV (50 mM Na, PO, /ethanol. 3:1, v/v, Hart-
fey, 1970) was used after the previous three. In the case of
VIH, 0.46 ug were hydrolyzed in the presence of 3%
thioglycolic acid (Matsubara and Susaki, 1969) in 6 M HCI
at 145 C for 1 hr under mitrogen. The same procedure was
applied 10 purified tryptic peptides, but without thioglycolic
acid.

Trypsin digestion

The product resulting from 32 ug of VIH after carboxy-
methylation and punfication by means of RP-HPLC and
32pup of carboxymethylated CHH-1 was suspended in
2004} of 0.1 M ammonium bicarbonate bufler, pH 8.7,
containing 0.1 mM CaCl,, with two 60-scc bursts of an
ultrasonic disrupter. Four microliters of trypsin-TPCK,
I mg/ml in | mM HCI were added 1o euch sample and
the hydrolysis mixtures were incubated for 2hr at 37°C
after flushing with nitrogen. For HPLC injection, 40 p! of
solution A were added and the samples were filtered as
described.

Amino 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 ¢ al.
(1984). Bricfly, aliguots of approximately 500 pmol of
pyridylethylated VIH in 6 x 50 mm Pyrex tubes were
hydrolyzed with 20 ! of 5.7 M HCI containing 0.1% wjv
phenol at 110°C for 24, 48, and 72 hr under nitrogen. Amino
acid standard H mixture (Pierce) and oxidized insulin
B.chain were also processed as standards and controls,
respectively. The hydrolyzates were taken to dryness in
0.5ml Eppendorl centrifuge tubes. Ten microliters of
methanol/water/TEA (2:2:1, by vol) were added and the
tubes vortexed for 10scc. After a second drying siep,
the samples were dissolved in 10 gl 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-an
were taken to dryness and dissolved in 50 pl of 50%
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Fig. 1. Single-siep purification of the VIH of P. bourieri.
Elution profile of a crude extract equivalent to 500 8G.
Column: pBondupak-Phenyl (300 x 3.9 mniid., 10 4m par-
ticle size, Waters). Solvent A: 0.1% aqueous TFA,; solvent
B: 0.1% TFA in 60% agueous acetonitrile. A linear gradient
(dashed lines) from 35% B to 58% B was developed in
10 min. Elution was continued isocratically at 58% B for
another 50 min, at room temperature. Flow rate: T ml/min.
The nbsorbunce of the eivate was monitored at 206 nm.
Peak VIH (black arrow) inhibited viteHogenin biosynthesis
in Penacus rannamei ovories cultured i vitre. The peak
marked MIH corresponds to the nmolt-inhibiting hormone,
whereas CHH-l and CHH-Il are the major and the
minor isoforms of the crustacean hyperglycemic hormone,
respectively,

acetonitrile (v/v). Further dilutions to suitable concen-
trations were done with 5 mM Na,PO,, pH 7.4/acttonitrile/
methanol (19:1:5, by vol).

The presence of Met and Trp was determined on 0.46 ug
of VIH by means of acid hydrolysis in the presence of 3%
thioglycolic acid, followed by dansylution 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.

Reagemts and glassware

All 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
above 10megohm/cm was used. Glassware was calcined
at 550°C for 4hr. Other special reagents were: 4-vinyl
pyridine, thioglycolic acid, dansyl-Cl, sodium iodoacetate,
trinitrobenzene sulfonic acid and trypsin-TPCK (Sigma),
tricthylamine (Fisher), N-ethylmorpholine and phenyliso-
thiocyanale (Pierce, sequencing grade). 4-Vinyl-pyridine
and N-ethylmorpholine were distilled and trinitrobenzene
sulfonate was recrystallized before use.

RESULTS

Single-step purification

Following the protocol developed for the purifi-
cation of the crustacean hyperglycemic hormone,
CHH (Huberman and Aguilar, 1986), with slight
modifications, an aliquot of the crude extract corre-
sponding to 500 SG was cliromatographed under the
conditions described in Materials and Methods.

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

Peptides CHH-1 and CHH-I1 correspond to the
mujor and minor isotarias of the CHH, respectively,
whereas peptide MTH is the moltinhibiting hormone
(Huberman and Aguilar, 198%). Peptide VIH was
collected manually in 1.5 ml Eppendorf tubes, nvoid-
ing the valley between it and peptide MIH. We have
confirmed the reliability of this technique for collect-
ing peptides, so we did not rechromutograph peptide
VIH in order to verify its purily in view of the
reduced nmount of peplide and the high losses ob-
served on rechromatography (Fig. 1).

The combined fractions corresponding to the puta-
tive VIH were taken to dryness for further processing.

Bioassay

Of the 4 peptides tested in the in vitro assay (VIH,
MIH, CHH-1 and CHH-ll), only VIH inhibited
incorporation of labeled leucine into yolk proteins.
As cin be seen in Table 1. one SG equivalent (5.4 ng)
of VIH from Procambarus bowvieri produced a stat-
istically significant inhibition of Penacuy rvannamei
yolk protein synthesis (P < (.05). Higher doses pro-
duced increased inhibition up to the complete protein
synthesis inhibition at 10 SG equivalents (54 ng). This
material was as potent as crude extracts from shrimp
eyestialks on a per weight basis, which implies that
there is no species specificity of this material as tested.

Protein determination

The content of VIH per SG was determined from
the amino acid analysis data. The weights of all the
amino acid residues in the hydrolyzate (cach one
caiculated 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 VIH was
6.0 ng/SG as determined by means of the TNBS
method. Both of the above-mentioned results are not
corrected for losses during isolation and purification.

Mass spectrometry

The vitellogenesis-inhibiting hormone adds 6 and 7
protons under electrospray ionization conditions and
affords signals centered at m/z 1399.0 and 1199.0.
The average mass of the (M + H)* ion calculated
from these values is 8388.0 + 2.

End-group analysis

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

Table 1. Dose-dependent inhibition of labeled leucine incorporalion
inlo vitcllogenin synihetized in vitro by Penacus vannemei ovary
fragments on addition of purified VIH from P. bouvieri

Dose* % Inhibition Student’s t=test Nt
0.1 12 N& 20
1.0 25 P <0.05 10
50 35 P <005 10

10 100 P <00l 20

25 100 P <0001 10

50 100 P <0.00] 20

*In sinus gland equivalents {1 SG eq. = 5.4 ng) of VIH.
tNumber of fragmenis tesied for each dose.
$Not significant: r-test for two percenlages.
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Tuble 20 Ao aend capontion of the VI of 2 bowenen and
comparsan with the miagor peak of the CHH CHEED

Anmme VIl CHH-I
neid Average? resuduest resilues)
ANN 1289 1} 11
GEXNS Ll L] N 7
SER LoV W 2
GLY .o 25 N
His 0 0 0
ARG ORI { $
THR 38 21 A
ALA RS 4 4
PRO 0.64 | |
TYR 49) s 6
VAL .23 7 B
MET* ] 0 0
ILE 3ys 4 4
LEU 6.00 6 6
PHE 2.64 3 3
LYS 369 3-4 4
TRP* 0 0 0
CYSs ND** 6 o
72-74 72

*Average values ol residucs per molecule obisined afier acid hy-
drolysis in 5.7 M HCI 4 0.1% phenol, for 24, 48 und 72 hr based
on u mol. wt ol 8388,

tNumber of residues per molecule of moel. wt of 8358,

{Huberman e al. (1o be published).

§ASX = ASP + ASN; GLX = GLU + GLN.

iThe average value was corrected on the basis of the amino weid
analysis of the tryptic peplides.

*Determined by means of thindayer chromatography ufter acid
hydrolysis (5.7M HCl + 3% thioglycotic ucid. 145 C, | hrjand
dunsylution of 0.46 ug of VIH.

**ND = nol determined. The fina) vulue was assigned on the busis
al the high degree of homology with the CHH-L

identified by thin-layer chromatography on poly-
amide plates, only the «-dansyl lysine and the o-
dansyl tyrosine derivatives were observed. This result

is interpreted as the presence of a blocked N-teriinal
residue,

Amino acid analysis

The average values obtained from the hydrolysis of
3 lats of 5.1 ug (600 pmol) of reduced and carboxy-
methylated VIH during 24, 48, and 72 hr, respect-
ively. are given in Table 2. The results obtained with
another lot of 0.46 g {55 pmol) of VIH hydrolyzed
in the presence of 3% thioglycolic acid, in order to
preserve Trp and Met residues from destruction, are
also provided. In this case, the hydrolyzate was
subjected to dansylation and thin-layer chromatog-
raphy. In the same table, a comparison is made with
the compoaosition of the major peak of P. bouvieri

Table 3. Amino acid compasition and N-terminus of the coincident
tryplic peplides from VIH and CHH-}

Number® Compositiont N-terminus}
T1 RTT.AVC \Y
T2 D.G. R, Y, ! ' G
T3 ALF K A
T4 DE E AV, FKC -4
TS D.D.E.S,R A Y V.FC ]

*As numbered in Fig. 2, in the order of elution {T has been added
10 designate tryptic peplides).

tOne-letter symbol for cach amino acid residue. Determined by acld
hydrolysis, derivatization with PITC and quantitation by RP-
HPLC. The cysteine residues (us carboxymethyl-cysteine) were
destroyed during hydrolysis. They were assigned on the basis of
the homology with CHH-1.

1As determined by dunsylation, acid hydrolysis and thin-oyer
chromatography on polysmide sheels.

§N -terminus blocked.
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Fig. 2. Comparative tryptic peptide maps of the VIH
{middle) and the CHH-I (upper) from P, bourieri by means
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 into an Ultrasphere-ODS
column (250 x 4.6 mm i.d., S um particle size, Beckman)
provided with a pre-column. As a blenk (lower), the same
volume of dipestion mixture was also chromatographed.
Solvent A: 0.1% aqueous TFA; solvent B: 0.1% TFA in
60% aqueous acctonitrile. A linear gradiemt (dashed line)
from 0% B to 85% B was developed in [00 min after an
isocratic step at 0% B for 10 min. Temperature: 30°C. Flow
rate; 1 mljmin. The absorbance of the eluate was monitored
at 206 nm. Peptides which coincide in clution time and
composition are connected by dashed lines and numbered
from 1 to 5 in the order of elution, whereas pairs of peptides
which have very similar composition are grouped by capital
letters A and B. For clearness, the gradient scales are
represented only on the middle chromatogram,

CHH (CHH-I) derived from its amino acid sequence
(Huberman er el., to be pubiished).

Tryptic mapping

The elution profile of 31.8 ug (3.8 nmol) of VIH,
after reduction, carboxymethylation and trypsir 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 arc 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-TS, comprises 33
amino acid residues or 46% of the total amount of
residues (72) of CHH-1. In the second group (which
includes the differences found before in amino acid
composition between VIH and CHH-I, Table 2), the
rest of the amino acid residues or 54% of the total are
found. ‘

Composition of the coincident peptides

One-fifth of each tryptic peptide obtained by means
of RP-HPLC was hydrolyzed in 5.7 M HCI contain-
ing 0.1% phenol and the composition determined by
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pre=column destvintization with PITC and RP-HPLC,
The gquantitutive amino acid composition of the
comeident tryptic peptides from VIH and CHH-]
(peptides T TS) is shown in Table 3.

IHSCUSSION

During the purification of the CHHs (Huberman
and Aguilur, 1986, 19884, 1988b) and of the MIH
(Huberman and Aguilar, 19890) of P. bourieri, we
found another well-resolved, hydrophobie, symmet-
ric peak, which had a qualitative amino acid compo-
sitton very similur to that ol the above-mentioned
hormaones. As our laboratory is concerned with the
structural chavacterization of crayfish neuropeptide
hormones, we decided to subject this peptide to
the heterologous bioassay developed by one of us
(Quackenbush and  Keeley, 1988, Quackenbush,
1989, 1991) in order to correlate the vitellogenesis-
inhibiting activity first described by Panousc (1943)
with a defined molecule. There were indications that
the crustacean VIH was structurally related to the
CHH and the MIH (Kegel er al., 1989). In the in vitro
bioassay, this peptide inhibited vitellogenin bio-
synthesis by cultured Penaens vannamei ovaries. so
it 15 reasonable to refer to it as the vitellogenesis-
inhibiting hormone of P. bouriceri. This result agrees
with carlier studies where no indications of species
specificity were found (Bomirski er al, 1981, van
Deijnen, 1986; Quackenbush and Keeley, 1988).

On the other hand, it should be noted that neither
the CHH isoforms, nor the MIH, displayed VIH
activity when subjected to the same bioassay. Thus,
it was confirmed that in P. bourieri, at least, VIH 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 areas and protein content of
the CHHs and MIH peaks. The amount of VIH is
about one-tenth of that of the most abundant isoform
of CHH (CHH-I). Morcover, VIH is the least abun-
dant neuropeptide hormone in the sinus gland of
P. bouvieri.

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

The amino acid composition confirmed further the
suspected structural relationship of the VIH from
P. bouvieri with the other neuropeptide hormones
studied 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 amso acids appear in the same number in the
four hormones,

One blocked trypue peptide from VIR (Td) co-
incided in composition and ¢elution time with the
N-terminal peptide of CHE-E (Huberman o2 gl o be
published), so a pyroglutamic acid residue is 0 good
candidute Tor the Nterminus of VIH. This fuct and
the tow amount of VIH in the SG has been an
abstacle to the determination of the primary strue-
ture, which is under study at present.

The tryptic mapping enabled us to conlirm the very
high degree of homuology between the VI and
CHH-l. We found § tryptic peptides which coincided
in ¢lution time and amino acid composition, From
the analysis of the tryptic peptides of the two CHH
isoforms, we have found that the peptides which
coincide in chiromatographic behavior and compo-
sition do have the sume sequence (Huberman er al.,
to be published). The number of residues contained
in the coincident peptides accounts for 46% of the
total residucs in CHH-1. It should be noted that the
two peptides from VIH which do not coincide with
a CHH-I peptide (Fig. 2), have a counterpart which
has an almost identical amino acid composition. This
would indicate that the degree of homology must be
much higher than 46%.

It has been shown recently thatin Carcinus maenay
the CHH (Kegel er al., 1989) and the MIH (Webster,
1991) are clearly the products of two genes, as is the
case of the MIH (Chang et al., 1990) and the VIH
(Soyez et al., 1991) from Homarus americanus. More-
over, Tensen et al. (1991) have shown that the CHH
isoforms from Homarus americanus onginate from
two different genes.

It will be very interesting to determine the amino
acid sequence of the VIH from P. howrieri and
compare it with the CHHs and MIH from the same
organism {o get insight into the evolutionary relation-
ship among the members of this family of neuro-
peptides.

At this point, it seems that the VIH from P.
bouvieri will have more homology with the CHH
from P. bouvieri than with the Homarus VIH.

There seem to 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 Carcinus
(Kegel er al., 1989), Orconectes (Keller et al., personal
communication) and Procambarus (Huberman er al,,
to be published), and the MIH from Homarus (Chang
et al., 1990), whereas peptides with a free N-terminus
and 77-78 amino acid residues (mol. wt about 9200),
such as the MIH from Carcinus (Webster, 1991) and
the VIH from Homarus (Soyez et al., 1991) belong to
the second one.

In conclusion, we have added a new member (VIH)
to a family of very closely related neuropeptide
hormones from the sinus gland of the Mexican
crayfish Procambarus bouvieri, comprised also by the
two isoforms of the CHH and the MIH.
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HUBERMAN, A.. M. B. AGUILAR. K. BREW, }J. SHABANOWITZ AND D, F. HUNT. Primary structure of the major
isomorph of the crustacean hyperglycemic hormone (CHE-1) from the sinus gland of the Mexican cravfish Procambarus bouvieri
(Ortmann): Interspecies comparison. PEPTIDES 14(1) 7-16, 1993.—The amino acid sequence of this neuropeptide was elucidated
by means of a combined approach of enzymatic digestions, manual and automatic Edman degradations, and mass spectrometry.
Itis a 72 residuc peptide (molecular mass 8388 IDa). with six cysteines forming three disulfide bridges connecting residues 7-43,
23-39. and 26-52, with blocked N- and (~termini. and lacking the amino acids histidine, methionine, and tryptophan. The
CHH-I of Procambarus bowvieri is compared with the other known CHHs from Orconectes fimosus (98.6% identity), Homarus
americanus isomorph A (83.3% identity), Homarus americanus isomorph B (79.2% identity), and Carcinus maenas (61.1%

identity).

Crustacean hyperglycemic hormone Neuropeptide

Isomorph

Sequence Procambarus bowvieri

Crayfish

THE sinus gland (SG) of the crustacean eyestalk (ES) is 2 neu-
rchemal organ constituted by bulbous axonic terminals of neu-
rosecretory cell somata that are clustered together in the medulla
terminalis X-organ (MTXO) (7,37). The SG-MTXO neurose-
crefory system is a major 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,
molt cycle, gonadal development, light adaptation, and glucose
levels in the hemolymph (27).

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

lecutar 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-I:CHH-II)
(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 most of the crustacean species studied by means of

! Requests for reprints should be addressed to Dr. Alberto Huberman, Head, Department of Biochemistry, Instituto Nacional de lIa Nutricién, **S.

Zubirin,"” Vasco de Quiroga 15, Tlalpan, México, D.F. 14000, Mexico,
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gel blvation (GEC), don-exchange chromatography (1EC),
polvaerylamide gel elechrophoresis (PAGE), or reversed-phase
high  performance Lignd  chromatography  (RP-HPLCY
(4,03,20.23.2528.35,36.41 . 43-4548,51,52). In addition toits
role in the regutation of circulstiog glucose, CHH has a se-
cretagopue action aver the amylase released from the midput
gland (40},

The amino acid sequences of CHHs from several spectes have
been determined (21.22.47). The homology between any pair
of them ranges trom 61% to 81%. Furthermore, they do nat
show signihcant homology to any known peptide, except to the
molt-inhibiting hormone (8,53) und the vitellogenesis-inhibiting
hormone (42), also from decapod crustaceans, With them, CHHs
constitute a novel ncurapeptide fumily that. so far, has no coun-
terpart in any other organism,

We report here the compiete amino acid sequence of the
most abundant CHH isomorph (CHH-1) of the crayfish, Pro-
cambaruy bouvieri, and compare it with the other CHHs known
at present,

METHOD
Aniral Maintenance and Purification of Sinus Gland Extracts

Adult crayfish were obtained from tocal fishermen in Urua-
pan, State of Michoacdn. The procedures for keeping them at
ihe laboratory, and for ES ablation (under cold anesthesia) and
storage, SG dissection, crude extract (CE) preparation, and pu-
rification of crustacean hormones by means of RP-HPLC on a
uBondapak-Phenyt column (Waters, Milford, MA), have been
described (2,13-16).

The average yield of pure CHH-I was 55-60 ng/SG as de-
tenmined by means of the 2.4,6-trinitrobenzenesulfonic acid
(TNBS, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) method (12).

Reagents and Glassware

All reagents were of analytical or sequencing grade. The RP-
HPLC solvents were from Fisiter Scientific (Springfield, NI).
Reagents for the automatic Edman degradation were purchased
from Applied Biosvstems (Foster City, CA). Double-distilled
water was further punfied by passing through a Sybron-Barn-
stead (Boston, MA) NANOpure-A system, and only water with
a resistivity above 10 MQ/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,

Chemical Modification of Residues

Cystine residues were reduced with dithiothreitol after dis-
solving native CHH-I in 0.1 M Tris(thydroxymethylJamino-
methane (Sigma), containing | mM ethylenediamineletraacetic
acid, disodium salt (EDTA, Sigma), pH 8.3, orin 0.5 M NEM-
acetate, pH 8.3, and atkylated 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-I) was purified as described above.

End-Group Analysis

The I-dimethylaminonaphthalene-5-sulfonyl (dansyl) chlo-
ride (Sigma) method (10) was used as desciibed (3). The dansyl
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derivatives (DNS-a) of the amino acids were identified by means
of thin-laver chromamography (TLCY on 3 X 3 em polyamide-
coated aluminum sheets (Schleicher & Schuell, Keene, NH)em-
plaving solvent system 1 (1.5%, v/v, aqueous formic acid), 1
(toluene:acetic acid, 10:1, v/v), and 1 (ethyl acetate:methanol:
acetic acid, 20010, by vol) (54). As the basic DDNS-aa give one
coincident spat after the three previous steps, a fourth step con-
sisting i solvent svstem IV (50 mAf Na,PO,:ethanol, 31, v/v)
(1) was npplied in order to identily DNS-Arg, «-DNS-Lys, and
DNS-His.

Amino Acid Analysiy

CHH-1. Acid hydrolysis was carried out in vacuo at 110°C
for 72 h in 6 A HCI containing 0.1% (w/v} phenol and 0.05%
(w/v) sodium dithiodipropionuste (DTDP, Aldrich, Milwaukee,
W1) (5). Amino acid standard H mixture (Pierce) was processed
identically. Precolumn derivatization with phenylisothiocyanate
(Pierce). and RP-HPLC quantitation of the phenylthiocarbamoyl
amino acid denvatives (PTC-aa) on two Ultrasphere-ODS col-
umns (Beckman Instruments, San Ramon, CA) in tandem, were
conducted essentially as described (6), with only minor adjust-
ments (2).

Enzymatic fragments. Qualitative amino acid composition
was determined 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 A7 HCI
containing 2% (v/v) thioglycolic acid (Sigma) (33). Identification
of the amino acid residues was performed by means of the dansyl
chioride method and TLC (see End-Group Analysis). Quanti-
tative analysis by means of RP-HPLC was performed as
described for CHH-1, after hydrolysis in constant boiling HCl

containing 0% (w/v) phenol at 110°C for 24 h, under
nitrogen.

Enzymatic Cleavages

Trepsin { from bovine pancreas; N-tosyl-L-phenylalanyl
chloromethyl ketone (TPCK)-treated] (Sigma). Carboxy-
methylated CHH-1, PE-CHH-1, and CHD-PE-CHH-] were
suspended in 0.1 Af NH,HCO,, 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 reported (15,16). Native CHH-I was dissolved in
0.1 M Tris-HC! containing 5% (v/v) acetonitrile (MeCN), and
incubated at 37°C for 24 h at an enzyme:substrate ratio of I:
20 (w/w). For the determination of the disulfide bridges, the
tryptic peptides of native CHH-I were purified on a Novapak
C18 column,

a-Chymotrypsin [ from bovine pancreas; N-tosyl-L-lysyl chlo-
romethyl ketone (TLCK)-treated] (Sigma). Pyridylethylated
CHH-1 was dissolved in 0.1 M NH,CO,, pH 8.0, containing |
mM CaCl, and 0.0!% (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 C18 column.

Protease V8 (from Staphylococcus aureus, Sigma). Pyri-
dylethylated CHH-1 or tryptic peptides T4, TS5, and T7 were
dissolved in 50 mAf KH,PO,, 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,

Pyroglhuamate aminopeptidase (PGAP, Bacillus amyloli-
quefaciens, Sigma). Pyridylethylated CHH-I and tryptic pep-
tides T4 and T6 were dissoived in 0.1 M K,;HPO,, 0.01 M
EDTA «4Na, 0.01 M 8-mercaptoethanol, pH 8.0, and incu-



PRIMARY STRUCTURL OF CHH-l FROM P bowvier

Q
TABLLE )
AMINGO ACHH COMPOSITION OF CHH-L AND OF THE SEQUENCED TRYPTIC PEPYIDES

Res. Anul® Comp t 1w T1 T2 1 Td T4 Tt 17 T0-T1 CHIt1
Asx Q.96 10 1.OK 0.93 0.91 210 2.51 4.64 11=13 B4 3
il 681 1.8 .11 1.38 146 7-8 248
Ser 222 2 118 1.2 2 2
Gly 2.50 2-3 (3.958 1.18 2 P
Arg 5.3 h} 0.758 1.00 1.00 1.OO 1.00 5 5
Thr 2.50 241 1.71 0.97 K 3
Als 4.10 4 (.93 1.05 1.02 1.03 4 4
Pro 113 | 1.01 ] l
Tyr 5.95 { .01 0.93 1.72 0.87 0.93 6 h
Va! 7.87 8 0.91 0.92 0.92 1.23 322 7 %
e 442 4-5 0.74 1.00 200 4 4
Leu 6.83 7 0.90 1.21 199 6 6
Phe 1.5 34 0.96 0.80 0.68 3 3
Lysl 3.3 k! l | ] | 4 4
Cyst 5.86 6 I ] | ] ] 5 b
Total 70-74 4 5 9 4 B 9 10 21-23 70-13 n

* From the amino acid analysis (hydrolysis at 100°C for 72 h in the presence of DTDP).

1 Nearest integer frotn the amino acid analysis.
¥ Sum of the nearest integers of all the tryptic peptides.

§ Deduced from the sequence. Glu + Gin and Asp + Asn are listed separately in this order.
Y Reasonably accurate quantitation by means ol RP-HPLC was hindered by coelution with by-products of the Edman chemistry. Nevertheless,

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

bated 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 B |CPB, from hog pancreas; diisopro-
pylfluorephosphate (DFP)-treated) (Sigma). Tryptic peptides
T3 and T4 were dissolved in 0.5 A/ NEM-acetate, pH 8.3,
and incubated at 37°C for | h at an enzyme:substrate ratio
of 1:25 (w/w). The relcased amino acids were identified by
means of the dansy! chloride method and TL.C as described
under End-Group Analysis. An extractidi 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 A Na;PO,, pH 6.75, 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.

Microsequencing

A film method with polybrene (Sigma) (46) for manual Ed-
man microsequencing was conducted with only minor adjust-
ments. The phenylthiohydantoin derivatives (PTH-aa) were
identified by means of RP-HPLC on two 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 Spectrometry

Mass spectra were recorded on a TSQ-70 triple quadrupole
instrument (Finnigan-MAT, San Jose, CA) equipped for elec-
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trospray ionization (18). Samples were dissolved in 0.5% (v/v)
acetic acid and an aliquot (5-10 pmol) was then injected into
the electrospray ionization source from a syringe pump, The C-
terminal decapeptide obtained from digestion with Asp-N
(Bochringer Mannheim. Germany) was converted to the cor-
responding methyl ester following the protocol described (19).

Sequence Comparison 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 Protein Data Bank were
scarched, -

RESUILTS
Mass Spectrometry

Under electrospray ionization conditions CHH-I adds six and
seven protons and affords signals centered at m/z 1396.5 and
1197.2. The average mass of the (M + H)* ion calculated from
these values is 8374,

Amino Acid Composition

When the value for M, (8373) derived from mass spectrom-
etry was used to calculate the amino acid composition of CHH-
I, 70 10 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, confirming previous studies (13-
15) (Fig. 1).
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FI1G. 1. Amino acid analysis of CHH-1 by means of RP-HPLC. Native
CHH (approximately 2600 pmol) and an amino acid standard mixture
(12,500 pmotl of each amino acid) were hydrolyzed in vacuo with 6 A
HCl containing 0.1% (w/v) phenol and 0.05% {w/v) sodium DTDRP for
72 h at 110°C and derivatized with phenylisothiocyanate. The elution
profiles correspond to the PTC-aa of CHH.1 {approximately 85 pimol,
bottom) and of the amino acid standard mixture (200 pmol, top). The
column consisted of one C18 Guard-Pack cartridge (Waters), one pre-
colump (42 X 4.6 mm id., § um particle size, Beckman). and two Ul-
trasphere-ODS columns (250 X 4.6 mm i.d., 5 um particle size, Beckman)
in tandem. Solvent A: 140 mAf sodium acetate containing 0.05% (v/v)
TEA adjusted to pH 4.5 with acetic acid, Solvent B: 60% (v/v) aqueous
MeCN. A linear gradient from 15% B to 62% B was run for 29 min.
Flow rate: 1.2 mi/min. Temperature: 45°C. The PTC-ua 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 full dot (@).

Enzymatic 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 theoretical
peptides (TO to T7) were observed, plus four fragments (T2a,
T2b, T6a, and T6b) resulting from unexpected cleavages of T2
and Té6, and three peptides (TO', TS, and T5%) that resulted from
incomplete proteolysis of peptides T0 and T5.

The amino acid composition and N-terminus of some of these
peptides are shown in Tables 1 and 2. As can be easily seen, the
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TPy were diserinupated on the basis ol thewr amino acid com-
position and N-terminus,

The chromatogrioms of other kinds of enzymatic fragments
that proved useful during the study, namely peptides T-R,
VB, QT QT2 and Q1. are shown (Figs. 3-5). The dat of
their compositional and N-terminal analysis are presented in
Table 2,

Sequence of the Triptic Peptides

No special problems were found during either the manual
or the automated Edman degradations, The observed partial
degree of deamidation of glutamine or asparagine did not pre-
clude the identification of acidic and amidated residues un-
equivocally. A small amount of the previous residue was gen-
crally observed in cach cycle. As an example of the manual
microsequencing, the complete sequence of a medium-sized
tryptic peptide (T2} is depicted in Fig. 6.

N-terminal sequence. When PE-CHH-1 was digested with
PGAP und analyzed for Neerminus, DNS-Val was observed,
thus establishing T4 as the N-terminal peptide. All of the seven
rematning residues in T4 after treatment with PGAP were de-
termined by means of the sequencer, The sequence had been
previously deduced from: '
I. compositional and N-terminal analysis, and enzyme speci-

ficity, and
2. digestion with CPY and analysis of two fragments (T4/V8-

| and T4/V8-2) generated by digestion with V8 (Fig. 7).

71, Both manual and automated microsequencing allowed
the identification of the five residues that comprise this peptide
{positions 9-13 in CHH-I).

Am . 1 I 0 » o BB
i 1\ 1< [/ . 2
0.2 LA
’ 7100
,."" 1
01 I L\ 1
L JY ‘WA«UW\—"J '
_ \ TS i 0
QOL r1 1 N 1 _
0 50 . 75 100
MIN

FIG. 2. Tryptic peptide map of CHH-1. Approximately 10 nmol of re-
duced and carboxymethylated 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§ um particle size, Beckman)
provided with a precolumn (42 X 4.6 mm i.d., 5 um particle size, Beck-
man). Solvent A: 0.1% {w/v) aqueous tnfluoroacetic acid (TFA). Solvent
B: 0.1% (w/v) TFA in 60% (v/v) aqueous acetonitrile, A linear gradient
(dashed line) from 0% B to 100% B was developed in 100 min afier an
isocratic step at 0% B for 10 min. Temperature: 30°C. Flow rate: 1 ml/
min. The absorbance of the eluate was monitored at 206 nm, Expected
peptides are designated by capital fetters and numbered in the order of
elution (see Table 1 and Fig. 7), whereas fragments resulting from un-
expected cleavages are indicated by the corresponding tryptic peptide
number followed by the letters A or B, Peptides TO, TS, and T5" resulted
from incomplete digestion of peptides TO and TS.
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TABLE 2

QUALITATIVE AMINO ACID COMPOSTTION AND AN TERMINUS OF
ENZYMATIC FRAGMENTS FROM CHH-I®

Fragmen Composition
To Lys  (Lew, Ash, Arg)
Tl Gly  (Hle, Tyr, Asx, Arg)
T2 Lys (Pro. Tyr, Val, Ala, Thr, Cys, Arg)
T3 Alu  (lle, Phe, Lys)
T4% pGlu (Val, Phe, Asy, Gla, Ala, Cys, Lys)
TS Val (Cys, GIX, Asx, Tyr, Leu, Arg)
T6t pGilu (Asa. Cys, Tyr, Ala, Ser, Val, Phe, Amg)
T7 Gix (Cys, Leu, Asy, lle, Val, Gy, Tyr, Ser, Gly, Thr)
TS Lys {(Cys. Glx, Asx, Tyr, Leu, Arg, Val)
T-R Gly (e, Tyr, Asx, Arg. Alu, Phe, Lys)
QTI Arg (Lys. Pro, Tyr)
QT2 Arg (Glx, Cys, Leu, Asx, le, Val, Tyr)
QT3 Lys (Leu, Asx, Arg, Val, Cys, Glx, Tyr)

V8t pGlu (Ala, Cys, Lys, Gly, He, Tyr, Asx)

* N-terminal residues are outside the parentheses,
1 Since no derivatives were observed by means of the dansyl chloride

method and these peptides could contiain Gin residues, the presence of

pyroglutamic acid as the N-terminus was attributed to Gln cyclization
in T6 and V8. In the case of T4, pyvroglutamic acid is onginally present
as a posttranslational modification.

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

A, B
ior 1100
’ 450
Jo
75 100

MIN.

FIG. 3. Elution profile on RP-HPLC of a I-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 um particle size, Beckman) provided with a pre.
column (42 X 4.6 mm i.d., 5 pm particle size, Beckman). Solvent A and
B were the same as described in Fig. 2. A lincar gradient from 0% B 1o
100% B was developed in 114 min after an isocratic step at 0% B for 4
min. Flow rate: | 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) T1 + T3, is indicated. The broad

peak eluting from 95 to 100 min corresponded, on analysis, to TPs TS
+ T2+ T6+ T7.
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FIG, 4. Peptide map of a 48-h chymotryptic digest of PE-CHH-! (up-
proximately £1.7 nmol). Column: Novapak CI18 (150 X 3.9 nm id.. §
um particle size, Waters). Solvents A and B were the same as described

in Fig. 2. A lincar gradient from 0% B to 69% B was developed in 78

min afler an isocratic step a1 0% B for 4 min. Flow rate: 1 ml/min at
room temperature. The absorbance was monitored at 206 nm. Peptides
that provided useful information for the alipnment of the tryptic peptides
(after N-terminal and compositional analysis) are indicated and described
in the order of elution (see Fig. 7).

T5' Automated degradation determined the order of the 14
residues (positions 18-31 in CHH-I). This fragment produces
quantitatively T¢'and TS when it is subjected to longer digestion.
The sequences of these peptides were also determined by means
of automated degradation. In the case of TQ', only three residues
could be identified. The fourth residue (Arg) was deduced from
the amino acid composition and enzyme specificity. '
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FIG. 5. Elution profile on RP-HPLC of approximately 13 nmaol of PE-
CHH-I digested by protease V8 for 96 h. Column; Ultrasphere-ODS
(250 X 4.6 mm i.d., 5 um panticle size, Beckman) provided with a pre-
column (42 X 4.6 mm i.d., 5 um particle size, Beckman). Solvents A
and B were as described in Fig. 2. A lincar gradient from 0% B to 87%
B was developed in 100 min afier an isocratic step at 0% B for 5 min.
Flow rate: 1 ml/min. Temperature; 30°C. The absorbance was monitored
at 206 nm. Peptide V8, which on analysis was shown to consist of four
residues each from TPs T4 and T}, is indicated.
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FIG. 6. Manual microsequencing of approximately 1.7 nmol of the tryptic peptide T2, SD = RP-HPLC chromatography of a standard mixture of
PTH-amino acid derivatives (100 pmol each). 1 to 9 = cycles 1 109 from approximately 680 pmol of T2. Column: one C18 Guard-Pack (Waters),
one CL8 precolumn (42 X 4,6 mm i.d., 5 pm particle size, Beckman), and two Ultrasphere-ODS (250 X 4.6 i.d., 5 um particle size, Beckman) in
tandem. Solvent A; 25.6 mAf ammonium acetate containing 10% MceCN, pH 4.5, Solvent B: 25.6 mAf ammonium acetate containing 90% MeCN,
pH 4.5. A lincar gradien: from 15% B 1o 56% B was developed in 12 min afle; an isocratic step at 15% B for 5 min. Then, another isocratic siep at
56% B was run for 10 min. Flow rate: 1.2 ml/min. Temperature; 45°C. PTH-aa were monitored at 254 nm. One-letter code was used 10 designate
amino acids. CO = cysteic acid, CM = carboxymethy! cysteine. Smali amounts of the previous PTH-aa are indicated by lower case letiers. The main
by-products of the Edman chemistry under the conditions employed are indicated by a full dot (@).

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

76. Eight residues (positions 42-48 in CHH-I) out of the
nine remaining in T6 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 CHH-1) were
determined by means of the sequencer. The manual sequencing
of two of its fragments (peptides T7/v8-2 and T7/V8-3) generated
by digestion with protease V8 confirmed 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 + H)' ion for the fragment shifts from
m/z 1009 1o 1037 when it is converted to the corresponding
methyl ester. Since this peptide contains two acidic residues and
incorporates 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-1 was also confirmed
by this technique. It should also be remarked that data from
protein chemistry (end-group analysis, amino acid compeosition,
Edman degradation) complemented the data from mass spec-
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 basis of
their amino acid composition and N-terminus allowed us to
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establish the connections between them, by using only qualitative
compositional and end-group analysis of one TP (T-R, connec-
tion T1/T3, Fig. 3), three QTPs (QT3, connection T3/TO/TS;
QT1. connection T5/T2; and QT2, connection T6/T7, Fig. 4),
and one V8P (V8, connection T4/T1, Fig. 5) (see also Table 2).

These dawa and the identification of Val as the N-terminus
of CHH-! after treatment with PGAP, and the subsequent as-
signment of T4 as the N-terminal TP, implicated the order T4/
T1/T3/TO/TS, because peptide TS, obtained during a short-
term digestion, was shown to consist of TO' plus TS in this order
(Figs. 2 and 7). .

Although QT 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 had 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/T0/T5/T2/T6/T7 (Fig. 7).

Disulfide Bridges

When native CHH-1 was digested with trypsin, five major
peptides were obtained during the RP-HPLC of the product
(Fig. 8). On compositional analysis, they showed to be TO', T1,
T3, T4/T6, and T2/T5/T7, in the order of elution.

Since preliminary experiments had shown that TS 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 this enzyme. Two of the five major fragments re-
solved by means of RP-HPLC were found, 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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FIG. 7. Primary structure of the most abundant isomorph of the CHH of the Mexican crayfish
Procambarus bouvieri. The tryptic peptides (TO to T7), as well as TS, were sequenced. T-R was
identified on the basis of A-terminal and compositional analysis, as well as V8 and QT1, QT2.
and QT3, produced by proteases V8 and chymotrypsin, respectively. For more information

about the frapments, see the text, Fig. 2, and Tables | and 2.

T7 plus the last six residues in T3, respectively. Thus, disulfide
bridges in CHH-I connect Cys residues 1-V, 11-1V, and 111~
V1, which correspond 10 sequence positions 7-43, 23-39, and
26-52, respectively.

Homology 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-I (optimized scores >
308). All other sequences identified in the search had scores that
were < 69, which reflected similarities of small sections of se-
quence from CHH-I with regions from larger proteins. Based
on the low scores, as well as the partial nature of the similantics,
these 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-
I and X54843-1 (83.3% and 79.2% identity, respectively) and
residues 67-142 of the crustacean hyperglycemic hormone from
Carcinus maenas, GENPEPT entry X17596-1 (61.1% identity).
A sequence listed in the NBRF data bank (PIR 3:A35897) as
molt-inhibiting peptide from Homarus americanus appears 1o
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-I!, so far referred to as CHH-B and
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CHH-C. respectively (13--15)], the MIH (16). and the VIH (2)
have been purified and charactenzed biochemically.

Here we report the elucidation of the complete amino acid
sequence of the most abundant isomorph of the CHH, CHH-I,
which accounts for 64% of the total hyperglycemic activity in
the sinus gland (13). Automated Edman depradations of the
complete hormone was not attempted in view of the occurrence
of a blocked N-terminus (13) and of the low yield of deblocked
CHH-1 after treatment with PGAP. The basic approach was the
generation and sequencing of its 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 dodecy! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) had indicated the molecular mass (M,) of CHH-]
10 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 + H)* 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 A,
ranging from about 6000 to 7000 Da, has been found consistently
for most of the CHHs in several organisms (Carcinus maenas,
Orconectes limosus, and Homarus 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 Y-trypsin, an autolysis product of trypsin that may be pres-
ent in commercial preparations (3), whereas a neighboring-
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FIG. 8. Peptide map of approximately 4.2 nmol of native CHH-| after
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 gm particle size,
Watcrs). Solvents A and B were asdescribed in Fig, 2. A linear gradient
from 0% B 1o {00% B was developed in 100 min afler an isocratic step
art 0% B for 10 min. Flow rate: | ml/min at room temperature. The
absorbance was monitored at 206 nm. The composition of the indicated
peaks is expressed as the content of tryptic peptides obiained from reduced
and carboxymethylated CHH (sce Fig. 2 and Tables | and 2). The peak
mnrlked with a full dot (@) corresponded, on analysis, 10 nondigested
CHH-1.

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

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

Prb 1 PEVFDQ Acxég YDRAIL
orl PEVFDQ ACKGI YDRAI
Hoa a PEVFDQ ACKGV YDRNL
Hoa b pEVFDQ ACKGV YDRNL
Cam PEIYDT BCKGV YDRAL
50
Prb I QNCYR NSVFR QCLDD
orl QNCYAR NSVFR QCLDD
Hoa a ENCYS NWVFR QCLDD
Hoa b ENCYS NRVFR QCLDD
Cam BNCYB NLVFR QCHDD

Fl
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It should be noted that the CHH Trom o closely reluted or-
ganism, the crayhish Orconectes limosuy, also lacks all of these
residues (21),

Nao significant sequence homology between the CHH from
the green crab Carcinny maends and any known peptide hos

been found (22). The same result was obtained in the case of

the hormone trom Procambarus bowvieri when investigated by
means of a search using the FASTA program (38), with the
remarkable exceptions of the CHH from Carcinuy maenas, the
MIH trom the lobster Homaruy americanus (8), and two CHH
isomorphs fronu the lobster H. americanus (47). The crustacean
hyperglyeemic hormones and the molt-inhibiting hormone were
confirmed to be members of a crustacean neuropeptide family
when the sequences of the Homarus MIH and CHHs were de-
termined and compared 10 the Carcinus CHH, Therefore, the
significant homology of Procambarus CHH-1 with all the above-
mentioned hormones was. in fact, expected, and confirmed the
proposed membership of Procambarus in the neuropeptide
family that is at present known only in crustaceans.

When we compared the CHH from Procambarus with the
CHH from Carcinus macnas, with the CHH isomorphs A and
B from Homarus americanus as deduced from their cDNAs
(47), and with the CHH from the crayfish Orconectes limosus
(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 craviish differ only by one residue (Val 62 in Procam-
barus is Leu in Orconectes), whereas there are about fifieen amino
acid substitutions (some of them conservative} when compared
to the lobster CHHs, and about twice this number with regard
to the crab CHH (Fig. 9). The lower homology scores between
specics 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 hyperglycemic activity
on an Astacidean, and vice versa (24,28). Also, the CHH from
a decapod crustacean (Carcinus maenas) has no effect on the

20 30 40

FXKLD RVCED CYNLY RKPYV ATTCR
FKKLD RVCED CYNLY RKPYV ATTCR
FKKLD RVCED CYNLY RKPFV ATTCR
FKKLN RVCED CYNLY RKPPI VTTCR
FHDLE HVCDD CYNLY RTBYV ABACR

LLLID VVDEY ISGVQ TV-NH
LLLID VLDEY 15GVQ TV=NH
LLLSD VIDEY VSKRVQ MV-NH
LLMID VIDEY VSNVQ MV-NH

- TR R iy

60 70

2
2
2
2

LLHMD EFDQY ARKVQ MV-NH,

FI1G. 9. Comparison between the CHH-1 of the Mexican crayfish Procambarus bouvieri
with the CHH from the crayfish Orconectes limosus, two CHH isomorphs from the
lobster Homarus americanus, and the CHH from the green crab Carcinus maenas.
Residues that differ with respect to the corresponding one in the hormone from P.
bowvieri are indicated by boldface letters. Residues that introduce, cancel, or change a
charge with respect to the majority of the residues at any position are underlined.
Stretches of strictly conserved residues are indicated by heavy lines below the sequences.
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tervestiial isopad, Porcellio dilatatus (31,32). The bioassays have
shown differences that could not be observed by means of im-
munocytochemical studies, and the specificity emerges at the
infraorder level (30).

There are 10 positions within the CHH molecule where
suppression, introduction, or change of charge occur (Fig. 9).
Four of them (positions 61, 64, 67, and 68) could be important
for the interaction with the CHH receptor because they are con-
sistently the same type nmong the CHHs from the crayfish and
the labster (Astucideans), whereas a remarkable change in the
charge or polarity oceurs in the hormaone from the crab (Brach-
vuran). This finding agrees with the results mentioned concerning
interspecies activity.

Itcanbe seenin Fig. 9 that CHH is a very conserved molecule,
Forty of 72 residues are identical in the five structures known
so far. There are several stretches of conserved residues that
could be very important for the maintenance of the secondary
and tertiary structure of such a small molecule as CHH. On
secondary structure prediction (9) and preliminary modeling,
we realized that some ol these stretches could have the same or
very similar secondary structure and that parts ol them could
be forming oc-helical, g-sheet (parallel and antiparallel). 8-turns,
and coiled structures, which have been detected in the CHH
isomorphs from Procambarus bowvieri by means of circular di-
chroism (17). These conserved regions could account for the

1§

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

It deserves attention that the six Cys residues are included
among the conserved amino acids, Since the connectivity be-
tween the Cys residues is the same type (1-V, 1=V, I1N-V]) in
both the Carcinus (22)and Procambarus hormones, this topology
could be u common feature of all the members of this neuro-
peptide fumily, 1t should be mentioned thut during the study of
the connectivity between the Cys residues, all of the theoreticul
tryptic peptides were obtained, which could imply that all the
basic residues are exposed to the solvent and are accessible to
the enzyme in the native CHH- molecule.

We are at present sequencing the minor crustacean hyper-
glycemic hormone isomorph (CHH-11) from Procambarus bow-
vieri to determine the mechanism that originates two hypergly-
centic peptides within this organism. It bas been found that, in
Homarus americanus, twa isomorphs of the CHH are encoded
by two different genes (47). 1t could also be the case in Procam-
barus.
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EXPERIMENTOS Y RESULTADOS ADICIONALES

PRESENCIA DE LAS DIFERENTES HORMONAS EN FUNCION DEL SEXO

Una posibilidad para el origen 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 glandulas
sinusales de 100 hembras y 102 machos con el fin de contestar esta
pregunta. Se utilizé l1a metodologfa descrita previamente (4,38).
Una situacidén semejante existia acerca de la HIV, que interviene en
la maduracién de los ovocitos, como se mencionéd (Introducciédn).

La figura 2 muestra los perfiles cromatograficos de extractos
de gléndulas 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 funcidén de la HIV.

CGMPARACION FISIOLCGICA DE LOS DOS 1SOMORFOS DE LA HHG

Ya que los dos isomorfos de la HHG son producidas en ambos
sexos y en cada 1individuo, surgidé la pregunta de una razén
fisiolégica para dicho polimorfismo. Esta hormona tiene funciones
miltiples como estimular tanto la liberacidén de glucosa a partir
del hepatopéancreas y del miisculo (principalmente), como la sintesis
y secrecién de amilasa a partir del hepatopéncreas (Introduccién).
Por lo anterior, cabia la posibilidad de gue uno de los isomorfos
fuera mas 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 estudi®d la relaciébn dosis-
respuesta para cada isoformo con respecto al efecto
hiperglucemiante debido a la liberacién de glucosa a partir del
hepatopéncreas y del misculo y se compararon los resultados. Los
isomorfos se cuantificaron mediante el método del A&cido
trinitrobencensulfénico, como se ha descrito (4,38), vy se diluyeron
a la misma concentracién inicial, a partir de la cual se prepararon
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Cromatograffa liquida de alta presidn en fase reversa de extractos
de 200 glandulas sinusales de acociles hembras (parte superior) vy
de 204 gléndulas sinusales de machos (parte inferior). Columna:
uBondapak-Phenyl (300 X 3.9 mm, particulas de 10 um; Waters,
Mildford MA). Solucibén A= &cido trifluorocacético (ATFA) al 0.1%
(p/v), solucién B= ATFA al 0.1% en acetonitrilo al 60% (v/v).
Gradiente de 35 a 55%B en 15 min. y elucién isocrética a 55%B
durante 45 min. Flujo: 1 mi/min. a 30°C. La absorbencia del eluido
se registrd a 206 nm. HIV, Hormona Inhibidora de la Vitelogénesis;
HIM, Hormona Inhibidora de 1a Muda; HHG~-I y HHG-11, 1isomorfos

mayoritario y minoritario de 1l1a 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 & un ayuno de 8 dias. Las alicuotas (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 pg, 2.1 ng y 4.3 ng/g
respectivamente. La glucosa se cuantificéd por el método especifico
de la glucosa oxidasa (Lakeside, Boehringer, Mannheim).

La figura 3 indica gque no hay diferencia significativa en los
niveles de glucosa de la hemolinfa producidos por la inyeccidn de
dosis equivalentes de cada uno de los isomorfos y por tanto tampoco
la hay en lo referente a la glucogendélisis en el hepatopéncreas y
en el misculo; una contribucién a 1a hiperglucemia medida causada
por la accién de amilasa secretada por el hepatopéncreas gqguedd

descartada por el ayuno, ya que no habfa alimento que pudiera ser
digerido y contribuir a la glucemia.

ESTUDIO DE LA HIV, LA HIM Y LA HHG-!I

Dado que diversos datos habian confirmado la existencia de una
familia de neurcpéptidos en Procambarus bouvieri (5,38-42), se
procedid 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-funcién en ellos y a su evoluciébn. Los métodos vy

técnicas empleados fueron los mismos que se usaron con la HHG-1
(articulo No. 2).

MASA MOLECULAR

£E1 primer paso fue la determinacidn de la masa molecular, con
un grado muy alto de exactitud, mediante 1a espectrometria 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 1importante mencionar que la electroforesis en gel de
poliacrilamida desnaturalizante habfa conducido a subestimar las
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Curvas dosis-respuestas de los niveles de glucosa de la hemo1infa'
producidos por los isomorfos mayoritario (HHG-1) y minoritario
(HHG-11) de la HHG en animales destallados 12 dfas antes, sometidos

a 8 dias de ayuno. La primera muestra de hemolinfa se tomé 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 lones Carga Masa calculada Masa molecular
observados del i6n (M + H)*! promedio (Da)
HiV? 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-1" 1,197.2  +7 8,374 8,373
1,396.5 +6 8,374
HHG- 1| | 1,196.7  +7 8,371 8,371
1,396.4  +6 8,373

N W Biu Ay e MRS e R SR WL WS BER OMS SUR WMP SR Sk Gmle Sis wmb Gme S Gme MED Gm SN MG B Omb GE Ons Gmm GED Gmn ik On6 GEn SED GEn Gmn G Sl Gmm UE PR BEE AN Gwn ek ur Gmis Gme et mae MU Mm Saw e A

® patos tomados del articulo No. 1.
b Datos tomados del articulo No. 2.
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masas moleculares por casi 2,500 Da. Este mismo fenébmeno se ha
observado consistentemente en varios organismos, cuando se han
aplicado la electroforesis desnaturalizante y la filtracién 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 determinacidén de la composicidn de
aminodcidos, para cuyos célculos se usaron los valores de las

masas moleculares que proporciond la espectrometria de masas. Se

hidrolizaron lotes nuevos de la HIV (articulo No. 1) y de 1a HHG-
| (artfculo No. 2), mientras que las composiciones de la HHG-11
(39) y la HIM (41) sdlo se volvieron a calcular y se muestran en
la tabla 2 con los de la HIM y la HHG-I.
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Tabla 2. Composicidédn de eminodcidos de la familia de
neuropéptidos de la gléndula sinusal de
Procambarus bouvieri.

RESIDUO  HIV! HIM HHG- I HHG- 1 1}
| AsX 12.89 13 9.91 10 9.96 10 (8+3) 9.92 10
Glx 8.18 8 7.14 1 6.81 T (2+5) T.46 7-8
1 Ser 1.69 2 2.20 2 2.22 2 (2) 2.718 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 0 (0) 0.00 O
Arg 6.36 6 6.70 7 5.13 5 (5) T7.13 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 0 (0) 0.00 O
val 7.23 7-80  7.43 7-8 7.87 8 (8) 7.31 7-8¢
e 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 O 0.00 O 0.00 O (0) 0.00 O
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 & 5.87 6 5.86 6 (6) 5.96 6
Total 14-75 71-74 70-74 (72) 72-176

1 valores promedio obtenidos de las hidrélisis en HC]
5.TM + 0.1% (p/v) de fenol, bajo nitrdégeno, durante
24, 48 y 72 h, a 110%. Tomados del articulo No. 1.
Valores promedio obtenidos de las hidrélisis en HC]
5. 7T M+ 0.16% (p/v) de fenol, durante 24, 48 v 72 h,
a 110°%, bajo nitrégeno. La Cis se determiné como
dcido cisteico. Calculados a partir de los datos de
(239) para la HHG~I1l y (41) para la HIM.

* Hidrélisis in vacuo en HCl 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 Ho. 2. Los valores
entre paréntesis se dedujeron de la secuencia final.
Asn + Asp ¥y Gln + Glu enlistados por separado, en este
orden. |

¢ E1 1imite superior es posible debido a la existencia
de enlaces parcialmente resistentes a la hidrélisis

. Acida entre residuos de aminoacidos hidrofébicos.

s No determinado. Asignado con base en la homologfia

con la HHG-I.
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Probablemente, las 4 hormonas est&n constituidas por T2
residuos de aminodcido, ya que el error en la estimaciédn del nimero
de residuos mediante la composicién de aminofcidos es de *+ 2
residuos; este Ultimo valor se dedujo de la comparacién del numero
real de residuos, 72, de la HHG-I, deducidos de su secuencia de
aminodcidos, con el numero de residuos calculados a partir de la
composicién de aminoAcidos, 70 a 74, (tabla 2).

MAPAS TRIPTICOS

Para comparar con mayor detalle a 1a HIV con las demés
(5,40,41), se desarrolld su mapa triptico mediante la cromatografia
liquida de alta presidén en fase reversa (artfculo No. 1). Para

tener una comparacién mds confiable, se prepararon hidrolizados de
todas las hormonas.

En la figura 4 puede verse 1la 1identidad de 3 péptidos
tripticos entre las 4 hormonas. Los 15 residucs incluidos en estos
fragmentos (figura 6) equivalen al 21% de cada hormona y definen un
valor minimo de similitud entre todas ellas (ver la seccidn
Secuancias de los péptidos tripticos). Cabe mencionar que en los
casos de las HHG el péptido triptico T2b gue coincide con el
péptido T2 del par HIV/HIM [figura 2 del articulo No. 2 (pé&g.36) vy
figura 4 de esta Tesis] es producto de un corte no esperado,
originado aparentemente por la actividad de -tripsina, que resulta

de la autélisis de la tripsina y que est& presente con frecuencia
en las preparaciones comerciales (8).

Al cbservar los mapas tripticos, hechos mediante cromatografia
lfquida de alta presidn en fase reversa, es posible separar a las

4 hormonas en 2 grupos. El primero incluye a la HiIV y a la HIM, que

aparentemente no muestran diferencias perceptibles en sus péptidos
tripticos. Es obvio que debe existir alguna diferencia, ya que las
hormonas intactas se separan satisfactoriamente en la cromatografia
l1fquida de alta presién en fase reversa y difieren claramente en
hidrofobicidad y masa molecular y ligeramente en composicién de
aminodcidos (el error gque se obtiene en esta técnica (tabla 2) no
permite sefialar con seguridad las diferencias en composicién). E]
segundo grupo comprende a los 2 isomorfos de la HHG, que se
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Mapas tripticos de la Hormona Inhibidora de la Vitelogénesis, HIV,
la Hormona Inhibidora de la Muda, HIM y los dos isomorfos de 1la
Hormona Hiperglucemiante, HHG-I y HHG-11 (4 nmol de cada hormona
reducida y carboximetilada, digeridas con tripsina (condiciones
cromatogréficas: figura 2 del articulo No. 1, pég. 29). Los
péptidos estan numerados en la parte superior de la figura (HHG-1);
los péptidos de las otras hormonas que tienen diferente tiempo de
retencién (con respecto a los de la HHG-1) se indican aparte. Los
pares de péptidos que entre cualquier par de hormonas difieren en
tiempo de retencién, pero tienen composiciones de aminodcidos muy

parecidas estdn seflalados con letras mintsculas.,
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diferencian, aparentemente, en un solo péptido triptico.

COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LOS PEPTIDOS TRIPTICOS

La tabla 3 muestra que, entre cualquier par de hormonas,
existen péptidos tripticos que no coinciden en tiempo de retencioén,
pero gque tienen composiciones de amino&cidos muy semejantes
(sefalados con letras minlsculas en la figura 4),

Cabe mencionar que la cantidad de material disponible para el
andlisis cuantitativo de la composicién de aminodcidos de los
péptidos tripticos era muy pequefila. Esto condujo a obtener
resultados cuantitativos no confiables para 1a mayoria de los
péptidos tripticos. Debido a esto se pensd que seria mas real hacer
las comparaciones cualitativamente. Hay que hacer notar gque aunque
los péptidos de tres de los cuatro pares comparados tienen,
aparentemente, la misma composicién, pueden distinguirse claramente
eh los mapas tripticos, por sus diferentes tiempos de elucién.

Dadas las semejanzas en masa molecular, hidrofobicidad vy
composicidén de aminodcidos entre 1as hormonas intactas, las
semejanzas tan altas en la composiciédn de los péptidos tripticos
mencionados implican un grado muy alto de similitud en sus
secuencias de aminoédcidos. Esto sugiere claramente gue el parecido
entre las 4 hormonas es mucho mayor al 21% establecido con base en
los péptidos tripticos que coinciden en tiempo de retencién.

SECUENCIAS DE LOS PEPTIDOS TRIPTICOS

La determinacién de la secuencia de aminodcidos de la HHG-I
requirié la combinacién de la degradacién de Edman, manual vy
automética, y la espectrometria de masas. La estrategia estuvo
centrada en los péptidos tripticos (algunos de ellos desbloqueados
por la piroglutamilaminopeptidasa), pero se produjeron fragmentos
con otras enzimas proteoliticas (proteasa V8 y quimotripsina) y se
modificd la susceptibilidad a la tripsina (mediante modificacién de
los residuos de Arg) para obtener fragmentos traslapantes con los
péptidos tripticos y poder establecer el orden de éstos en la
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Tabla 3. Composicién de aminoécidos cualitativa de los péptidos
tripticos que no coinciden en tiempo de retencién.

PEPTIDO TRIPTICO OCOMPOS ICION

M L M S QU D AR guh eR S G AER ML GED SN ML GED ED BUS L AEE SR G G G Gus Doty Fom AEE NS Wap GEA Gos ovn SbB Guu ik GRS I G50 S M GG SN MG UM TID EN EN ML G LN I GUE VU DS SN0 R GO MR W TS D Bad BER BOR BLb T IR W W W S e D i e -

b=T4=HIV-4, HIM-4, HHQ-I-4 Gl1x, val, Fen, Asx, Ala, Cis, Lis
b=T4=HHG-| -4 Qlx, val, Fen, Asx, Ala, Cis, Lis

d=T5=HIV-5, HIM-5 Lis, Leu, Glx, Vval, Cis, Asx, Tir, Arg
d=T5'=HHG-I-5"" , HHa-1I~-5"" Lis, Leu, Qlx, Val, Cis, Asx, Tir, Arg

c=T6=HIiV-6, HIM-6 Qlx, Asx, Cis, Tir, Ala, Ser, Val, Fen, Arg
c=T6=HHG-1-6, HH3-I 1-6 Glx, Asx, Cis, Tir, Ala, Ser, Val, Fen, Arg
o=T7=HIV-T, HIM-T @alx, Cis, Leu, Asx, |le, val, Tir, Ser, Qi
e=T7T=HHG- -7, HHG-11-T7 G@ix, Cis, Leu, Asx, lle, val, Tir, Ser, Qli, Tre
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' (') indica que se trata de péptidos en los que un enlace Arg-vVal no fue
cortado.

NOTAS: Los dstos cuantitativos eran confiables s6lo para algunos péptidos
tripticos, por lo que se considerd cue serf{a més real hacer las comparaciones
cualitativamente. Los derivados feniltiocarbamilados y dansilados de los
aminoécidos se identificaron mediante CLAP-FR (artfculo No. 1) y cromatografia
en capa fina de poliamida, respectivamente, como se describié (4,38). Las letras
minisculas indican los pares de péptidos que tienen corrposiciones de aminoécidos
muy parecidas (pero diferentes tiempos de retencién)}, segin estd indicadoc en la
figura 3, mientras que T4 a T6 corresponden a la nuneracién de los péptidos

tripticos. HIV-4 es el péptido triptico T4 de la HiV, HIM-4 es el T4 de HIM y as{
sucesivamente.
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molécula intacta (articulo No. 2).

Se postuld que la posicién 4 de la HHG-I| corresponde & un
residuo de Asn en lugar del Asp de la HHG-I (figura 5); esta
asignacién se basdé en el hecho de que la proteasa V8 no cortéd el
péptido triptico T4 de la HHG-{I (datos no publicados) y s{ el
fragmento correspondiente del otro isomorfo. Dado que se observé
solamente Asp durante la secuenciacién manual del péptido triptico
de la HHG-{| (desbloqueado con la piroglutamilaminopeptidasa), 1a
identidad aparente en la secuencia puede deberse a una desamidacién
virtualmente total del residuo de Asn, debido al efecto del

tratamiento con la dicha enzima o de los 3 ciclos de la degradacién
de Edman, o de ambos (96).

Los datos de las secuencias de la HHG-I| y de la HIM fueron
obtenidos mediante secuenciacién manual y digestién con las
carboxipeptidasas Y & B, mientras que los de la HIV provienen de la
secuenciacidén automética. En 1o referente a la HIV y a 1a HIM, las
2 diferencias (posiciones 24 y 26) que se observan en la figura 5
podrfan, muy probablemente, no ser reales, ya que ademas de que se
encuentran en péptidos tripticos que coinciden en tiempo de
retencidén, su asignacidén en la HIV es5 dudosa debido a que 1la

canticdad del péptido triptico usada para la secuenciaciodn
automé&tica era muy bajsa.

En resumen, se confirmé el alto grado de similitud predicho
para los péptidos tripticos que tienen composiciones de aminoé&cidos
muy parecidas asi como la identidad de los que coincidian
virtualmente en tiempo de retencidén (figura 4).

PUENTES DIiSULFURO

Para la identificacidn de los residuos de cisteina que forman
cada uno de los puentes disulfuro de la HIM y la HHG-1I, se
generaron péptidos tripticos a partir de las hormonas intactas, y

se purificaron y analizaron como se hizo en el caso de la HHG-!
(articulo No. 2).

La figura 6 muestra los péptidos tripticos obtenidos a partir
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HHG-1 y HHG-1 I, 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-!, ===; secuencias no determinadas definitivamente, pero
aparentemente similares, -~--; posiciones donde no se observd

ningin aminodcido durante la degradacién de Edman, ?. La asignacidén
de los residuos subrayados es dudosa. TO a T7 corresponden a los
péptidos tripticos de la figura 4. Para facilitar la canparacién
visual de las secuencias y para relacionarlas con los mapas tripticos
se dejaron espacios vacios en las uniones de los péptidos tripticos,
excepto entre TO y T5 de las HHG.

Figura 5

Comparacidtn de las secuencias de los 4 miembros de 1a familia de neurohom\onas'
de la glandula sinusal de Procambarus bouvieri.
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Mapas tripticos de aproximadamente 4 nmol del isomorfo minoritario
de la Hormona Hiperglucemiante (HHG-I!) y de la Hormona Inhibidora
de 1a Muda (HIM) sin haber reducido ni carboximetilado sus puentes
disulfuro. Para detalles cromatogr&ficos y explicacién de la
notacién, ver la figura 8 del articulo No, 2 (p. 40).
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de la HIM y la HHG-I1 sin haber sido reducidas y carboximetiladas
e indica sus composiciones expresadas como el contenido en péptidos
tripticos que se obtienen de las hormonas reducidas Yy
carboximetiladas. En ambos casos, uno de los fragmentos contiene a
los péptidos tripticos T4 y T6, mientras que otro esté formado por
T2, T5 y T7. La digestidén, con la proteasa V8, de los 2 fragmentos
(1 de cada hormona) que comprenden a 3 péptidos tripticos, y los
andlisis de extremo amino y composicién de aminoécidos de los
péptidos resultantes demostraron que, en cada caso, T2 esté unido
a la primera cistefna de 75, y que TT se une a la segunda. Por lo
tanto, las conexiones entre las cistefnas son las mismas en 1a HHG-
Il y Ta HIM y coinciden con las de 1a HHG-| (articulo No. 2), que
corresponden a las posiciones 7-43, 23-39 y 26-52 de la cadena
peptidica. Este tipo de arreglio se denomina |-V, |I-1V, i1l1=VI,
donde los nimeros romanos indican el nimero de una cistefna en la
secuencia con réspecto a las otras, es decir, uno de los puentes
disulfuro estéd formado por la primera y la quinta cistefnas (I-V),

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

BUSQUEDA DE HOMOLOGIAS

Se buscd en la totalidad de 1a NBRF Protein Library y del
GENPEPT Protein Data Bank, como se describié (articulo No. 1).

Ni la HHG-| ni los otros 3 neuropéptidos tienen homologia con
otras proteinas (artfculo No. 2). Una excepcidén son algunas
hormonas de crustéceos, como las HHG del cangrejo Carcinus maenas
(49) vy de la langosta Homarus americanus [isomorfo A e 1somorfo B
(95)] y 1a HIM de H. americanus (17).

CALCULO DE LA SIMILITUD EN LAS SECUENCIAS DE AMINOACIDOS

Ya que las hormonas comparadas tienen précticamente el mismo
namero de residuos, no hubo necesidad de emplear algoritmos
complicados para calcular el grado de similitud. Simplemente se
calculé un porcentaje de similitud, dado por el cociente que
‘resulta de dividir el nimero de residuos idénticos entre 2 & més
hormonas por la longitud promedio de las hormonas comparadas.
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Aunque la determinacidén de las secuencias de aminoécidos 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-| y Ya HIM.
Hasta el momento se ha encontrado s6lo una posible diferencia entre
los dos isomorfos de la HHG, 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 cllculos anteriores se basan en
la suposicidbn poco probable de que todos los residuos dudosos y no
asignados son 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 vy la HIV y la HIM por el otro.

Por comparacidén visual con secuencias publicadas que todavia
no habfan sido depositadas en las bases de datos investigadas, se
encontrd homologfa de 1a HHG-| de Procambarus bouvieri con otras
hormonas de crustéceos, como las HHG del isépodo terrestre
Armadillidium 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)] y del acocil Orconectes limosus [98.6% de
similitud, (48)], las HIM de H. americanus [81.1% de similitud,
(17)) vy 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
grafica los resultados del cdlculo de la similitud entre la HHG-I
de Procambarus bouvieri y dos HIM y una HIV de otros crustéceos

decépodos, mientras que la figura 8 presenta la comparacién de las
HHG de diferentes organismos.

En la figura 7 se puede ver que hay dos categorias dentro de
la familia de neuropéptidos de la gléndula sinusal de los
crustdceos. Un grupo comprende a neurohormonas que tiehen sus
extremos amino bloqueados (excepto la HHG de Armadillidium vulgare)
y formados por 71 a 73 residuos de amino4cido (masa molecular
cercana a 8,500), como las HHG de P. bouvieri (artficulo No. 2), O.
limosus (48), H. americanus (95), C. maenas (49) y Armadillidium
vulgare (72), las HIM de H. americanus (17) y P. bouvieri (figura
5y (41) v la HIV de P. bouvieri (figura 5). El otro incluye a
hormonas con extremo amino 1libre y constituidos por 77 o 78
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Figura 7

Comparacién de la HHG-) de Procambarus bouvieri (HHG- 1-Prb) con
las HIM de Homarus amer icanus (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 estdn seflalados con
1ineas delgadas entre las dos series de hormonas, mientras que las
que, ademds 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) estén

marcadas con lineas gruesas. Para facilitar la comparacién visual

de las secuencias se han dejado espacios vacfos cada 5 residuos.
Los puntos representan los huecos introducidos para permitir un
alineamiento 6ptimo 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 e! primero vy 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 tamafo de un residuo, en la regién comprendida entre la primera

y la segunda Cis de las hormonas de la primera categorfa (figura
7).

La HHG es una molécula muy conservada en el curso de la
evolucidn. Cuarenta residuos (55.6%) son idénticos en las hormonas
de los declpodos y 31 residuos (43.1%) se conservan si se incluye
en la comparacién a la hormona del isépodo; en cualquiera de los
casos, el parecido aumenta notablemente si se dincluyen en el
cdlculo a las sustituciones conservativas (figura 8).

PREDICCION DE LAS ESTRUCTURAS SECUNDARIAS

Se utilizdé el método de Chou y Fasman (19) con las constantes
optimizadas, seglin el programa Antheprot (22), que incluye varios
métodos de prediccién. En célculos preliminares se encontrd que los
resultados de los diferentes métodos producian 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 mayoria de los que los otros producian, se tomd
como representativo. Se considerd que lo mas 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 l1a estructura total de las hormonas.

Aunque la prediccidén de las estructuras “secundarias, en
general, no es muy exacta y pudo ser afectada por las secuencias
incompletas o posiblemente erréneas en el caso de los neuropéptidos
de Procambarus bouvieri, se puede ver facilmente 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 isépodo Armadillidium vulgare,
Arv, difieren aproximadamente en el mismo grado y carecen de la

regién helicoidal en el extremo amino y presentan hélice alfa en el
extremo carboxilo en lugar de estructura beta.
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10 20 30 40
Prb RPEVFDQ ACKGAl YDRAI FKKLD RVCED CYNLY RKPYV ATTCR
ori pEVFDQ ACKGI YDRA| FKKLD RVCED CYNLY RKPYV ATTCR
Hoa PEVFDQ ACKGV YDRNL FKKLD RVCED CYNLY RKPFV ATTCR
Hoa PEVFDQ ACKGAV YDRNL FKKLN RVCED CYNLY RKPFI VTTCR
Cam pEIYDT SCKGV YDRAL FNDLE HVCDD CYNLY RISYV ASACR
Arv RIFDT SCKGV YDRGL FAQLD RVCED CYNLY RKPHV AEACR
50 60 70
Prb QNCYA NSVFR QCLDD LLLID VVDEY ISGVQ TV-NH,
orl QNCYA NSVFR QCLDD LLLID VLDEY ISGVQ TV-NH,
Hoa ENCYS NWVFR QCLDD LLLSD VIDEY VSNVQ MV-NH,
Hoa ENCYS NRVFR QCLDD LLMID VIDEY VSNVQ MV-NH,
Cam SNCYS NLVFR QCMDD LLMMD EFDQY ARKVQ HMV-NH,
Arv RDCYT TEVFE SCLKD LMMHD FINEY KEMAQ MVS-NH,
Figura 8

Comparacién de la HHG-1 del acocil mexicano Procambarus bouvieri
(Prb 1) con las HHG del acocil Orconectes limosus (Orl), de la
langosta Homarus americanus (isomorfos Hoa A y Hoa B), del cangrejo

Carcinus maenas (Cam) y de la cochinilla Armadillidium vulgare

(Arv). Los residuos que difieren de los de la HHG-| del acocil
mexicano est&n en negrillas, mientras que los que introducen,
cancelan o cambian una carga positiva o negativa, con respecto a la
mayoria de los residuos en una posicidén dada, estén subrayados. Las
series de residuos conservados estrictamente estédn sefialadas con
lineas delgadas debajo de 1a tiltima HHG, mientras que las series
que, ademéds 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 vicevehsa)_
estén marcadas con l1{ineas dobles.
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Figura S

Prediccién de estructuras secundarias para los dos isomorfos de ia HHG vy la HIM
de Procambarus bouvieri. Se utilizé 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-1 estén indicados con neagrillas y aquellos cuya
asignacién es dudosa se encuentran subrayados. Las series de residuos que tienen
la misma estructura (c= hélice alfa, /= estructura beta, [= giros beta) en las
3 hormonas estén seflalados con 1ineas delgadas en la parte inferior de la figura.
Dado que sblo se conocen 70 residuos de la HIM y con el fin de obtener datos mis
conparables, no se incluyeron en la prediccidén los UGltimos dos residuos
(posiciones 71 y 72) de la HHG-1 ni el Gltimo residuo corocido (posicién 71) de
la HHG-11; esto estd indicado con la 1inea de guiornes verticales. Debido a que
el programa nc adnite modificaciones postraduccionales, se introdujo un residuo
de alutamina como extreamo amino en lugar del de Acido pirogluté&mico que esté
presente en las hormonas; se considerd que la glutamina es més parecida al acido
piroglutamico que o1 Acido glutémico, ya que los dos primeros no tienen cargay
el Gltimo si tiene. Los tres residuos subrayados juntos en la HIM no se conocen

con certeza, pero la prediccién con todas las secuencias posibles (KPK, KPR, RPK
y RPR) di6 el mismo resultado. -
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Figura 10

Estructuras secundarias predichas, mediante el método de Chou y Fasman (19), de
las hormonas hiperglucemiantes conocidas, provenientes de diferentes organismos:
Arv, Armadillidium vulgare; Cam, Carcinus maenas; HoaB, jsomorfo B de Homarus
americanus; Hoa A, isomorfo A de Homarus americanus; Orl, Orconectes limosus; Prb
I, isomorfo mas abundante de Procambarus bouvieri (HHG-1). Las series de residuos
que tienen la misma estructura secundaria (c, hélice alfa; [, estructura beta)
en todas las hormonas esté&n indicadas con 1ineas delgadas, mientras que las que
son estructuralmente iguales en las hormonas de los organismos acuédticos (que son
todos, excepto Arv), estén sefialadas con 1ineas dobles y las que tienen la misma
estructura sélo en los astacuros (Hoa B y Hoa A, Orl y Prb |) se marcaron con
adnite modificaciones
postraduccionales, se introdujeron residuos de glutamina y valina en. lugar de
&cido piroglutamico y valinamida, respectivamente, que esté presentes en las
hormonas; se considerd que la glutamina es més parecida al écido piroglutéamico
que el Acido glutdmico, ya que los dos primeros no tienen carga y el Gltimo si
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DISCUSION

El primer 1indicio de la existencia de una familia de
neurohormonas en Procambarus bouvieri fue la semejanza relativa en
hidrofobicidad entre 4 péptidos (moderadamente hidrofébicos) que se
separaban claramente y en forma reproducible del resto del
contenido de los extractos de gléndulas sinusales en la
cromatograffa liquida de alta presién en fase reversa en una
columna uBondapak-Phenyl(Waters)(4,38). Dichos péptidos podfian ser
obtenidos puros en un solo paso de cromatograffia si se evitaba
recolectar los valles entre los picos; su pureza fue demostrada

mediante la recromatografia y los andlisis de extremo amino y de pl
(4,38,39,41).

Mediante bioensayos homdlogos y heterélogos in vivo e in vitro
se ha demostrado que los neuropéptidos corresponden, en el orden de
elucidén, a la hormona inhibidora de la vitelogénesis u hormona
inhibidora de las génadas (HIV) (articulo No. 1), a la hormona
inhibidora de 1a muda (HIM) (41) y &8 dos isomorfos de la hormona
hiperglucemiante (HHG) (4,38) (figura 2, pég. 44). Durante aeste
trabajo se encontré que el péptido que en las hembras tiene la
funcidn de la HIV estd prasente también en la glandula sinusal de
los machos. Esto concuerda con estudios que no reportaron
diferencias entre la HIV de las hembras y la hormona inhibidora de
las gbénadas de los machos. Es més, se ha encontrado en otreas
especies que el nlmero de neuronas productoras de este neuropéptido
es el mismo en ambos sexos (56); en los machos, podria tener
también un papel importante en la regulacidén de la reproduccién.

E1 segundo indicio de la semejanza entre los 4 neuropéptidos

lo habfa 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. E!
parecido fue confirmado posteriormente en este trabajo mediante
espectrometria de masas [tabla 1, pég. 47; articulo No. 2] vy

extendido a ta HiIV (articulo No. 1); las 4 hormonas tienen masas
comprendidas entre 8,300 y 8,400 Da.
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Los datos de composicién de aminoécidos de las HHG (4,39) y de
la HIM (41) habfan proporcionado el tercer criterio de parecido
entre dichas hormonas. Estos resultados eran erréneos debjido a que
fueron calculados con base en masas moleculares de 6,000 Da Yy
condujeron a pensar que las moléculas eran de menor longitud (20
residuos menos, aproximadamente) que la real y a calcular que el
péptido triptico carboxilo terminal comprendia s6lo 8 residuos
(41). También se pensaba que las HHG y la HIM contenfan solamente
4 residuos de Cis (39, 41). Sin embargo, las semejanzas qgue se
habian encontrado se mantuvieron cuando se calcularon las
composiciones de acuerdo con los valores para las masas que

resultaron de la espectrometrfa de masas (tabla 2, pég. 48;
artfculos No. 1 vy 2).

La comparacidén de los mapas tripticos de las HHQ (40) y de la
HIM (41) mediante cromatografia liquida de alta presioéon en fase
reversa habfa indicado que la semejanza global en compeosicién
1legaba hasta el nivel de la secuencia de aminodcidos (5). Durante
el estudio de la HIV (articulo No. 1; figura 4, pég. 50) se
comprobd que lo mismo se aplica a esta hormona y que los
aminoécidos contenidos en los péptidos tripticos comunes a las 4
hormonas corresponden al 21% de ios residuos de cada una de ellas.
Se tuvo la certeza de que el parecido en secuencia debfa ser mucho
mayor cuando se encontré que habis pares de péptidos (uno de cada
una de dos hormonas dadas) que diferian en sus tiempos de retencién
en grado variable (figura 4, p&g. 50), pero que tenfan
composiciones de aminodcidos muy parecidas (tabla 3, pég. 52).

Si la hipétesis de que la posicién 4 de la HHG-I|| corresponde
a un residuo de Asn es correcta, los isomorfos de la HHG parecerian
diferir solamente en 1la posicién 4, que se encuentra en los
péptidos tripticos que son diferentes en cuanto a tiempo de
retencidn. La asignhacidn de esta posicién como Asn en la HHG-II| vy
como Asp en la HHG-1 implica que debe existir otra diferencia en
los 3 01timos residuos de 1a HHG-1Il, ya que ambos isomorfos tienen
el mismo pl (39) y la Asn de la posicién 4 de la HHG-I| requerirfa
la desamidacién de otro residuo para mantener el pl. Dada la
naturaleza de 1los Ultimos residuos de la HHG-II, podr {a
considerarse la posibilidad de que la GIn-70 o 1a Val-amida-T72
fueran Acidos en la HHG-11| o que la Tre-71 estuviera sustitufida por
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Asp o Qlu en la HHG-iIIl; esto Gltimo queda descartado por la
presencia de Tre en el péptido triptico carboxilo terminal de la
HHG-1! (tabla 3, pég. 52). Por otra parte, la presencia de un

residuc &cido en el péptido carboxilo terminal de la HHG-! en
comparacién con un residuo amidado en el péptido correspondiente de
la HHG-11 podrfa no contribuir de manera significativa a una
diferencia en hidrofobicidad entre dos péptidos desnaturalizados de
22 residuos pero si afectar la hidrofobicidad de la HHQG-11| 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
americanus (95); podria pensarse que lo Ultimo es més probable, ya
que las HHG conocidas hasta la fecha (17,48,49,72,82,95,100) no
presentan alteraciones postraduccicnales adicionales a la
modificacion de los extremos amino y carboxilo. Como no se han
encontrado uniones intrén-exén en las regiones codificadoras de los
genes de las HHG de C. maenas (99) y Homarus americanus (95),
tampoco es muy probable que el procesamiento alternativo del ARNm
sea el mecanismo responsable del polimorfismo de la HHG.

Con respecto a las secuenciacidn de la HIV, ta HIM vy la HHG-
11, no se juzgd necesario producir juegos de péptidos traslapantes
para establecer 8] orden de los péptidos tripticos en las hormonas
intactas. Se considerd que el orden debia ser el mismo que en la
HHG-!{ debido a la homologia de ésta con cada una de las otras
hormonas, que era evidente a partir de los datos de masa molecular,
composicién de aminodcidos, mapas tripticos y composicidn vy
secuencia de los péptidos tripticos.

Como se mencioné, debe haber diferencias entre la HIV y la
HIM, ya que se separan fAcilmente en la cromatograffia liquida de

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

diferencia(s) se encuentre(n) en el extremo carboxilo, ya que un
s6lo residuo del péptido triptico carboxilo terminal (que comprende
22 residuos y cuya secuencia en el caso de la HIV no se conoce)
podrfa causar la diferencia en hidrofobicidad entre las hormonas
intactas. La contribucién de un sélo residuo a la hidrofobicidad
podria no ser significativa en fragmentos muy hidrofébicos vy

desnaturalizados como son Jlos péptidos tripticos carboxilo
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terminales de ambas hormonas y por lo que dichos péptidos podrian

ser indistinguibles en la cromatografia liquida de alita presidén en
fase reversa,

Las secuencias de aminofcidos conocidas hasta el momento
(figura 5, pég. 54) permiten explicar algunas de las diferencias
que se observan en los mapas tripticos y en las hormonas intactas
de los 2 grupos de hormonas, las dos HHG por una parte y la HIV vy
la HIM por la otra, que forman la familia de neuropéptidus. La Asn-
4 de la HHG~1l en relacidédn con el Asp-4 de la HHG~! concuerda con
la mayor hidrofobicidad del péptido triptico T4 de la primera vy
también podria explicar la mayor retencidén de la hormona intacta.
La diferencia en la posicién 21, Arg en las HHG y Leu en el par
HIV/HIM, puede explicar la hidrofobicidad menor del péptido
triptico T5' de las HHG en relacién con el fragmento
correspondiente, 75, de las otras hormonas; las diferencias en las
posiciones 20 (Asp en las HHG y Glu en el par HIV/HIM) v 24 (Glu en
las HHG y Asp en el par HIV/HIM) pueden considerarse nulas, ya que
son reciprocas. La diferencia en la posicién 41 (Gln en las HHG vy
Glu en el par HIV/HIM) no produjo una distincién clara en los
fragmentos T6, pero la polaridad mayor del Glu podria contribuir a
la menor hidrofobicidad del par HIV/HIM). La Asn-60 en la HIV/HIM
concuerda con la mayor retencidén dei péptido triptico T7 de estas

hormonas en relacién a los de las HHG, en que esta posicidn
corresponde a un residuo de Asp.

Hasta este punto no parece haber explicacién convincente de la
menor hidrofobicidad del par HIV/MIM. Sin embargo, hay evidencia de

que la posicién 34, que en las HHG estéd ocupada por un residuo de

Tir, corresponde a un residuo béasico en el par HIV/HIM; esto se
deduce de la observacidn de que el péptido triptico T2 se produce
cuantitativamente en las digestiones de corta duracién del par
HIV/HIM, mientras que T2b, que es idéntico al T2 mencionado, sélo
se produce en grado apreciable en digestiones muy largas de las
HHG, por el efecto de la ~tripsina, como ya se mencioné [figura 2
del artfculo No. 2, padg. 36]. Por otra parte, un residuoc bésico en
la posicidén 34 del par HIV/HIM estaria de acuerdo con el pi mayor
de 1la HiIM en relacidén a las HHG (41). Con respecto a la diferencia
entre los miembros del par HIV/HIM, la menor hidrofobicidad de la
HIV podria serle conferida por algun(os) residuo(s) 1ocalizado(s)
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en el péptido triptico carboxilo terminal como ya se indicd, o en

la regién que comprende a los residuos 32 a 34 que no se conoce en
ninguna de dichas hormonas.

S1 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 aminodcidos que
se observan en la figura 5, pdg. 54, (Asp-20 y Arg-21 en las HHG
son, respectivamente, Glu-20 vy 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 el los codificaria
las HHG, mientras que el otro dictaria la produccién de la HiV y de
la HIM. En ambos casos serfa necesaria la intervencidén de las
modificaciones postraduccionales para generar a una o a las dos
hormonas a partir del producto primario de la traduccidén; sin
embargo, como vya se menciond, la intervencidén de las modificaciones
postraduccionales como medio para generar a otros miembros de la
familia de neurohormonas parece poco prcbable. Tomando en cuenta
esto Ultimo, es posible que en ambos casos exista otro gen
relacionado que codifique al otro miembro del par. Es bien conocido
que la duplicacidén génica a partir de un gen primitivo y la
evolucibébn divergente es un mecanismo comdn de generacibén de
multiplicidad estructural y funcional en las hormonas (2,74). Este
proceso y la expresidn génica diferencial (468) explicaria la
observacidn de una localizacidén selectiva de los distintos péptidos
de esta familia (24,25,81) v de sus ARNm (56,66,81) en diferentes
somas neuronales, axones Yy terminales axdénicas del sistema
neurosecretor del tallo ocular de los crustéceos. |

Los valores de la similitud entre las HHG de los distintos
crustéceos concuerdan con las distancias filogenéticas entre el los,
establecidos de acuerdo a criterios morfoldégicos (83). Los valores
més bajos corresponden a especies que pertenecen a infradérdenes
diferentes y las diferencias concuerdan con las variaciones en la
movilidad observadas en la electroforesis en gel de po1iacrilamida
desnaturalizante (52) y con los estudios de 1la actividad
hiperglucemiante interespec{ifica. Con respecto al 0ltimo punto, se
ha encontrado que la inyeccidén de extractos de tallos oculares de
braquiuros no tiene (o tiene muy poca) actividad en los astacuros
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y vice versa (54,55). Ademés, la hormona de un decédpodo (C. maenas)
no tiene actividad en un isépodo (P. dilatatus)(71); esto esth de
acuerdo con el grado de similitud entre las hormonas de C. maenas
y el isépodo terrestre A. vulgare (56.6%), que es més bajo que el
de cualquier par de hormonas de organismos acuéticos.

Se encontrdé que de las 10 posiciones dentro de la moléculas de
la HHG de los crustéceos acuéticos donde hay supresién,
introduccién o cambio de carga con respecto a la mayorfa de los
residuos en esa posicién dada, 4 pueden ser Iimportantes para la
interaccién con el receptor hormonal (artfculo No. 2; figura 8,
pdg. 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
podrian estar muy cerca unos de los otros en la estructura
tridimensional (figura 11, pé&g. 70), lo que puede significar que
tales posiciones son responsables de los resultados encontrados en
los estudios de actividad hiperglucemiante interespecifica
menc ionados anteriormente. Cuando se compara la HHG del isépodo con
las de los decépodos, se observa diferencia de carga en 8
posiciones mas (figura 8, pag. 61); alguna(s) de estas posiciones
podria(n) ser lYa(s) responsable(s) de la ausencia de actividad
cruzada que se ha mencionado (71).

Por otra parte, los residuos o series de residuos conservados
podrian explicar la reactividad cruzada que se ha observado an
estudios radioinmunoanaliticos e inmunocitoguimicos (55,56), de los.
cuales es notable la cuantificacidén y localizacidén tisular de la
HHG en un isdépodo mediante un anticuerpo producido contra la
hormona de un decéapodo (70,94). En otro contexto, las regiones
conservadas podrfan ser fundamentales en 1la determinacién vy
mantenimiento de las estructuras secundaria y terciaria. Mediante
la prediccién de la estructura secundaria y del modelaje preIiminar
se ha encontrado que tales regiones pueden tener estructuras (como
hélice alfa, estructura beta parailela y antiparalela, giros hetay
estructuras irregulares) iguales o muy parecidas en las hormonas de
los decépodos [figura 9, pag. 62; figura 10, phg. 63]. Estas
estructuras han sido observadas en las hormonas de P. bouvieri por
medio del dicroismo circular (42).
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DHl,HII/EV,H

RHI,HH/LV,H
61 DHI.HH/NV,H

Figura 11
Modelo preliminar de la estructura terciaria de la HHG-1 (HI), la
HHG-11 (H2), la HIV (V) y la HIM (M) de Procambarus bouvieri

(Ortmann). Basado en las conexiones entre las cistefnas y en la
prediccidén de regiones con estructura helicoidal alfa y de hoja
beta plegada segiin el método de Chou y Fasman (19), mediante el
programa Antheprot (22). Las posiciones absolutas de las cisteinas
estédn seflaladas con los nUumeros arébdigos 7, 23, 26, 39, 43, 52, vy
el orden de las cisteinas en la secuencia estd indicado con numeros
romanos (1, 11, 111, tv, V, VI). Los residuss que difieren entre
las distintas hormonas de Procambarus bouvieri estdn indicados con
el subindice de la hormona correspondiente. Las posiciones donde
hay diferencias notables de carga entre las hormonas de los

astacuros y las de los braquiuros (figura &) esté&n sefialadas con
ndmeros encerrados en circulos,
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La correlacién entre la cantidad de la estructura de hélice
alfa calculada a partir de los datos del dicrofsmo circular [HHG-I,
27%; HHG-11, 33% (tabla 1 de (42)] y la predicha (figura 9, pég.
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 cbservacidén de que los dos isomorfos de la
HHG tienen el mismo grado de actividad hiperglucemiante (figura 3,
pdg. 46). Sin embargo, las cantidades de hélice alfa y estructura

beta predicha para la HIM son précticamente iguales a las de las
HHG ]

La semejanza estructural predicha entre las HHG vy 1a HIM no se
contrapone necesariamente &a la diferencia en sus actividades
biolégicas. 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 pequefas expuestas de dichos péptidos (figura 11, pag 70);
diferencias de esta naturaleza han sido encontradas entre las HHG
y la HIM (figura 5, pdg. 54), como ya se discutib.

Hasta el momento, los diferentes miembros de esta familia de
neurochormonas en un organismo dado pertenecen a4 distintas
categorias (padg. 58 de esta Tesis). Es decir, las HHG de Homarus
americanus y de Carcinus maenas pertenecen al primer grupo,
mientras que fa HIV y la H!M de dichos organismos,
respectivamente, se clasificarfan dentrc del segundo grupo. Sin
embargo, en 21 caso de Procambarus bouvieri todo indica que tanto
la HIV como la HIM perteneceran al. mismo grupo que la HHG-I.

Es 1importante mencionar que 6 (40%) de los 15 aminoécidos
conservados en las 9 hormonas de la familia corresponden a
residuos de Cis. El tipo de puentes disulfuro |-V, II~1V y 11{=-VI
es el Unico que ha sido encontrado en l1os péptidos de C. maenas
(49), Armadillidium vulgare (72) y P. bouvieri [figura 6, pag. 55;
articulo No. 2], por lo que esta conectividad podria ser comin a
todos los miembros de esta familia de neurohormonas y constituir
una caracteristica fundamental de sus estructuras tridimensionales.
La presencia de 3 puentes disulfuro en moléculas pequefias como las
hormonas mencionadas fimpone restricciones conformacionales muy
grandes en sus estructuras (figura 11, padg. 70). Los integrantes de
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esta familia de neuropéptidos son las Unicas hormonas de crustéceos
gque poseen residuos de cistefina y puentes disulfuro (53). Es més,
dentro de los artrépodos, el arreglo |-V, lI=-IV Yy tl1l-Vl sélo se ha

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

pertenece a un grupo taxonémico muy cercano a los crustéceos, los
insectos.

—
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CONCLUSIONES

- Se identificd, se purificd y se caracterizd parcialmente
a la Hormona Inhibidora de la Vitelogénesis (HIV) del
" acocil mexicano Procambarus bouvieri (Ortmann).

- Se demostrd 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, vy
minoritario, HHG=-11).

- Se determiné la secuencia de aminodcidos completa de
la HHG-| y, parcialmente, las de la HIV, la HIM y HHG-I1.
Todas las hormonas consisten de una sola cadena peptfidica.
La HHG-1, y posibiemente las otras tres hormonas también,
estd formada por 72 residuos de aminoécido. Las estructuras
incluyen € cisteinas que forman tres puentes disulfuro
entre las posiciones 7-43, 23-39 y 26-52. Todas las |
hormonas tienen un residuc de 4cido piroglutédmico como
extremo amino. E1 extremo carboxilo de la HHG-I, vy

probablemente el de los otros neuropéptidos, es un residuo
de valinamida.

- Las masas mcleculares de las cuatro hormonas estéan
comprendidas entre 8,300 y 8,400 Dsa.

- Se correlacionaron los datos fisioldgicos, y estructurales
Yy se propusieron explicaciones de las semejanzas y

diferencias, en dichos aspectos, entre las cuatro hormonas.

- Existen por 1o menos dos genes que codifican a esta familia
de neurohormonas.



- Se confirmd que el elevado grado de similitud que se habia

observade entre todas las hormonas mencionadas se extiende
hasta la secuencia de aminoécidos y tiene valores de por lo

menos 83.3% entre los isomorfos de la HHG y mayores al
94.4% entre la HHG-1| y la HIM,

Se encontré qgue esta familia de neuropéptidos no tiene
homologfa con ninguna protefna cuya secuencia hubiera sido

depositada hasta mediados de 1991, excepto otras neurohormonas de_

crustéceos estudiadas por otros grupos. As{i{ pues, las cuatro

hormonas representan una familia de proteinas conocida sélo en
los crustéceos,

Se compard la secuencia de la HHG-! de Procambarus |
bouvieri con las de otros organismos y se relacionarocn con

los datos fisioldgicos e inmunocitoquimicos de la literatura. Se
comprobaron las relaciones taxondmicas establecidas con base en
criterios morfolbégicos y se propusieron cuatro residucs que |
posiblemente interactian con el receptor hormonal.

Se encontré que, por sus caracteristicas de eluciéon en
cromatografia liquida de alta presiéon en fase revarsa,'el
péptidc que en las hembras tiene la funcién de la HIV esta
presente también en los machos, en los que probablemente
regula alguna(s) funcicn{es) reproductiva(s).

No se encontrd diferencia significativa entre los dos
isomorfos de la HHG en cuanto al efecto hiperglucemiante

debido a la glucogendlisis en el hepatopéncreas y en el
misculo.
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