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ª Duran~• 111. bid.r6liaia do una protoS:na, loa grupoa amida do loa 
raaidu.oa de Aan 7 Gln aa hiilrolia&n al miamo tiempo qu.o loa en 
laoea poptídiooa y producen Aap 7 Glu.. Coaao conaocuanoia de eS 
to, no ea poaiblo aabor ou4ntoa 7 cuáles da aatoa dltimoa, oti=" 
aervadoa en el an4liaia da am1no4oidoa, ea encontraban amida
doa, por lo que ea designan como Aax 7 Olx. 
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La gl4nduln ainuaal del tallo ocular de loe o.ruet&.oeoe ea el aitto de al

-oanaiaiento 'T liberacidn de varias nalll'ObonlOna• importantes • .Doa da laa aot!. 

Yid.adaa btoldgj.caa looali~adaa en la glándula aont (1) la Hormona Inhibidora 

de la Iluda (BIK), qua tieno un at'aoto ropraaor aobro la atnteaia y eaoreotdn 

da oodiataroidaa a partir da loa ~rganoe T durante loa pariodoa da intermuda 

7 (2) la Hormona BipargluoGllli&nta (BBC) qua aumenta loe nivoloo da Bluooaa de 

la ha111olint'a. 

Durante lae pruebas praliminarao da la purit'tcaoidn da la BBG do Procn.mba

~ bouviari (Ortma.nn) mediante oromatogra.t'{a liquida de alta preai6n en raaa 

ravoraa (Cl.JJ'-FB), un pico aat1116tr1co oontaofa toda la actividad biporgluco

mianta da loa extractan de gl!ndulaa ainufM.laa. Se obtuvtoron trae pópttdoa hi

cirot'dbicoa al rra.ootonar dioho pioo par medio de un.a aegwid.a cclWllllll oro.111&to

ar4r1ca. Bl primero, que no tenía actividad biper~luoelaiante, domoatr6 aer la 

BDl en un bioonaayo heter6logo !!!. ~· li:l ••8\1ndo 7 ol teroero tuvieron efo..2, 

to• bi~orglucomianteo en el bioenaaJ'O 7 fueron no•bradae BHO-B (la 1eotorma 

m&a abundante) 7 BHO-C (la meooa abundante). Cada uno de o•toe trae neuroplp

tidoa fue aom•Janta a loa otroe en lo referente a bidrofobioidad, oompoa101dn 

de amino4oidoa 7 peeo molecular. 

El objeti~o de eote trabajo fue obtener 1ntormaoidn ootruotural f'Unda.iiien

tal aoerca do loa troo neuropGptidoa, quo po.rmitiara definir la aatratogia ad!_ 

ouada para la datenainacidn de sua aecuenoiaa oomplataa de ••inoáoidca. Al 

miBIZlO tiempo, aotoa da.toa podrian aBr dtiloa para deeoubrir la na.turaloza da 

laa aamajonaao 7 diteronciae ontro lao hormonas. Con aeta fin, oe purificaron 

7 c&raotoriaaron bioqu!mioamante la HlX 7 laa BBDa a partir do extractos de 

sl4ndulae sinuanloe. 

A pasar de que mostraron diterenoiaa en sua gradoe do hidrotobioidad, PU!!, 

to 1aoel6otrico 7 contenido de ostraatura 11eound.aria beliooidal, ba7 eomajan

zaa notablaa entro ollao en tod.11.o lan d-=4a propiodadea eatudiadaa. 

lo ae enoontraron diterenoiaa importan.tea entrs todas allae en relaoidn 

& pe.110 molecular (6.1-6.4 kDa) y &%treinoa Amino (bloqueado) T c.a.rboxilo (Ilo). 

La compo.11ioi6n de amino4oidoe dio reaultadoa intereeanteaJ (1) laa treo 

bormon&a oarooen do lli•t Met T Trp y doce reaiduoa aparecen en l& •111111& canti

dad (•1 ndmo.ro de ruaiduoa lUll.idadoa aa deaoonooe). na,. a6Io una diterenota do 

~oo reoid.uoa de amino!oido entre cualquier par da bormonaa. 
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Loa napas de loa p6ptidoa tr!pticoa indican que1 (1) ~ o6lo un plpttdo 

diferente entre la RHO-B y la BBO-C. Los eeia paras raatantoa do p6ptidoo 1d6.!!, 

ticoo contienen el 85~ do la compoaio14n de ILllino4otdoe de la• BHGa. (2) ~ 

5-6 p6ptidoa id6nttooa entra la JlXK 7 la B.HO-~ o la WlG-C. Los reaiduoa oonte

nidoa en alloa oonati'tuJ'an ~l 57:' da la ccmpoeiot6n da las hormonas, mientras 

que loa p6ptidoa que faltan aon JaU7 aaaejantaa en oompoatc16n. 

Loa raau.ltadoa iodioa.n ola.ra..manta que la• trua bon:ionaa pertenooan a una 

ta.milla do neuroplptidaa de oru.at.áceoa • 

.Laa traa boraonaa podrían eer el producto da un gen, mediante modtrtca

otonoa poatraduooionaleo o do treo sanea originadoe por dupli0&oi6n s6nica 7 

evoluo14n divergente a partir do un gen anoeatr&l. Otra poaibilidad •• qua 

•• originen a partir da un gen por ••dio de emp&lme alternativo del JJlJ(m. pri

mario. La reepueata a eata intarroganto •• tendr& cuando •• oonozoan laa ae

cuenoiaa da aminoloidoe completae de la HDI T da l&a HHOa T ea oorrelaoionen 

con la estructura de au(a) gen(os). 
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Tb.e ainua gland ot tho oru.ato.ooan 07eato.l;k ie tbe aite ot storage and re

les.ae ot aevero.l important neurohormonea. Two ot the bi~lo!Ji:t?al ,o.o~ivi tioa lo

cated in tbe gl&nd o.re1 (1) tbe Uolt-Inhibiting Borai.ono (Kief ,;,bi
0

oh ha.a ar
Proaeing ottoot on tbo ayntbeeia and oeorotion ot oodyotoroida trom tbe Y-or

gane during the intormolt poriode, and (2) tbe Cruatacean Byperglyoemio Hor1110-

ne (mm.) wbiob raines tba glucooe lovol ot tbe homol,.mpb. 

During tbe earl7 attempta ter tbe purifico.tion of tbe CHR trom Proolll!1ba

E!.!. bouviori (Ortma.nn) by meana ot revoraed-pbaoo bigh proooure li~uid obroma

tograpb7 (RP-HPLC), an aeymmetrio pe&k did oontain o.11 et tbo byporglyoomic 

aotivity ot tbe einue gland extracte. On a aocond ohromatogro.pby colwnn, tbie 

peak •ao traottonatod into three bydrophobio peptidee. The firet ono, •hicb 

does not b&YS byperglyoomio aotivity, later wae abown 1o be tho KJ;H by mee.na 

ot a botorologoue .!!!. ~ bioo.osay. The eooond &nd tbe tbird had bypergl:yoo

mio ottoote on bioasoay, and wero named CllH-B (tbe moet abundant ieotorm) and 

CllH-C (tbo loee abundant ono), Eo.ob one ot tbeee tbreo neuropoptidoo "8.a simi

lar to the othor with roopoot to hydropbobioit.y 1 amino aoid co~position and 

molecular woigbt. 

Tbe aim of tbis work wae to obtain tundamontn.l otruotural information 

o.bout tbo throe nouropoptidoe, whioh. would. allow to dotormino tbo adoquate 

approaoh tor tbo d.otermination ot tbeir oomP.lota amino aoid aoquenco. At tbe 

811.1118 time, thoso d.a.t& could bo uoetul to unoover tbe natura ot tbo roeemblan

ce_a and di.tte,-enooo e.mong the bormonao. For thio purpoao, tbe MIB a.nd th• t"° 

UBB• war~ ruritiad trc• •inu• glando •~traota a.nd were p&rtialJ..7 char&otarised 
trolll tbe bioobniioal ~oint ~r·:.i.:ow. 

Although tbey ohowod ditteranoeo in tbeir dogreo ot h)'dropbobioity, iDD•

lootrio point and holioal oontent, tbore are ro111&rkable aimilaritioa among 

tbea in all or tbo otbar propertioa atudied. 

Ho import&nt ditteronoee ware tou.nd iimong all ot tbom witb raepect to mo

lecular waigbt (6,1-6.4 klle.), and N- (blockad) and C-tara.inua (lle). 

'l'bo &1111110 &Did oompooi tion loada \o a·triking tindinge1 ( 1 ) tbe tbraa hor

mon•• laok: Ble, Ket and Trp, &nd twelva reaiduea appaar in tba ea.me number 

(ih• numbar ot amids.ted raoiduee io unknown). Thare ia only a di!terenoe ot 
two amino aoid residuos bat•een any two ot them. 
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Tb• trJ'ptio peptid• aapping ebowa that1 (1) there ia onl7 ona dift•reat 

paptid• bet.een tbe CBB-B and tbe CltR-0. The remaining aix paira ot idanttc&l 

peptidea aooount tor 65~ ot the CHKa' ruaino aoid oompoaitton. (2) Tl:!.ere are 

5-6 identical poptidea bet.een the ~ and tbe Cllll-B or tbe CHH-C. Th• reai

duea oontained in tbam aocount tor at leaat 51~ ot tbe bormcinea 1 OO•poaition, 

•hila tha reat ot the fr&&Qlenta are V•%7 oimil&r in oompoaition. 

~ha roaulta olear~ abo• that tbe tb.ree horlllonea belong to a oruetaoaan 

neuropeptide tam117· 

Tbe thrae ho:n:zonee oould be tba produot ot one gene •itb poetranelatto

nal modilioationa or ot tbreo genaa, •hioh originated by gene duplioation and 

cliTergent eTolution tro• an anoient gene. A.notber poaatbili~ ta tha.t tbe7 

originata trom one gene b7 alternativa aplioing o! tbatr ~BHA. The an8'11'er to 

tbie quoatton will be round wbon the complote aoquoncoo or tba UIH end tbe 

CBHa are known and aro correlated •ith tbe atructure o! thetr gone(a). 

• 
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L EL COJITHOL BBUBOlilíDOCJUHD Ell LOS CBUS1'4CEOS 

A) :n 11i•tua n•uro1111c.retor del 6r,gano X 7 la gl4ndula 11inuaa1 (ox-os) 

za. 1011 oru.sU.ooo•, un 01111tro de control metab611oo •UJ" importante •• •l 

ooa.stltuida por el drgano X de la m6dula teminal 7 la d'l4ndula einueal. 

• la11 eapeaiee dec4podaa, •ate oomplejo oa loaaltza en la porotdn neural 

de loa talloe oaularae (que aon e.z.tenalon1111 del cerebro) y oonaiate d111 (1) un 

OOnj1lD.t.o de o6lulaa neuroaaoretorao (al órgano X) que aint•t1san bonaonae en 

aua sa.1114a 1 (2) un tracto tonaado por 1011 a.xonoa do dichas neurona.a, por medio 

del cual a• transportan laa aeoraoionea (empaquatadaa en gránulo• da n111.1roa

oraot6n ca.raotar{atiooa) ha.ata (3) al órgano neuroh6mioo (la gl4ndula atnu

aal) ~onaado por laa terminalea a..zdnioaa abultadaa qua oat!n en oontiaa~ ínti

.a con la be!M)lin1'a (J'i.suraa 1 7 2). 

Figura 1. El tallo ocular da loa oruet4ceoe dec&podoe, derivado del ganglio 
oerebroide (OC), oon•iat.e de lo• tokirreceptoree dJ.atalea (FB) :t d• 
4 ganglioa o neurdpilo111 la m6dula terminal (KT). la m6dula interna. 
(lll), la ••dula externa (ME) :t la 14mina ganglionar (LO). Rl eiate
aa neuroaeorat.or eatl formado por aozae ne11roaaoretorea •ituadoe 
prtnoipalmont.a an la KT, denoaJ.n&tloa 6rgano X de la K1' (oncr) 7 de 
eua tenain•laa iu::dniaaa ensanohad.a• qua ee agrupan 7 forman a la 
gltndula ainuaal (os). Las tarm.inaleu de otros eomaa eituadoe en el 
oc lle,¡fa.11 a la OS a travia del nerTio dptico (HO). Koditicado de 
Clu.rniaux-Cot.ton 7 Xleinholz, 1964. 
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Pigu.r& 2. JU •i•t•llla nauro11ooretor d•l 'tallo ooular. Se obaarv& l& oontribu
oidn d• o6lulaa neurooaoretoraa laterales (CL) a la gl•ndula ainueal 
(GS) adam.Aa de la plll'tiofpaoidn de loo tipoa celulares del órgano X 
da la m6dula terminal (OJQIT). Tambl6n a• ven loa az:onaa de o6lulaa 
1ooalizadtt.a hlpothtioa.m•nto on el ganglio oorobroido (AOC), lao cua
laa oat'n rapreaentad.ao con linaaa puntoadaa 1 aai como oolatoralee 
~uo ~an hacia la m6dul11. externa (CllE) y ha.ola 111. ~6dula terminal 
(CK~) y una neurona no nauroaooretora do la ~6dula terminal (M). Laa 
~leohaa indioa.n oonoooionaa con dandritau pootain!ptioao. Tomado de 
Oupta, 1983. 

B) Aotividadea bioldgioao 11.aoolada.11 al aioteaia OX-OS 

Loo eatudioa baaadoo en la extirpaoidn de loa talloo oculares 7 la ouet1-

tuoi6n de sua tunoionoe ~odianto la 1n,yeooi6n de extraotoe de loe miamoe, ind.!. 

can la partioipaci6n del oiato11U1. nourooocrotor OX-CS en una cantidad grande do 

proceaoe t1oiol6giooe oomo1 oonoontrao16n y diaperai6n do loo pigmentos do loa 

oromat6toroe y do loa pigmontoe retinianos dietalea de adaptación a la lu• y a 

la oaourid.ad1 hiperglucomia e bipogluoemia1 inhibioi6n 7 acoleraoi6n de la mu

d.a.J eotimulaoi6n y ropreei6n de lee g6nadao¡ promooidn e inbibioi6n del craoi

~iento de laa extrB111idadoe en regenoraoi6n1 aumento y diaminuo16n de la reepi

rnoidn mi tooondrial 7 ti11Ul&rJ modula.oi6n de la actividad looomotora eepontl

nea.1 etc. (vAaee la revie16n de Kleinbolz, 1985). 

C) Hormon1t,a del aietema OJC-GS 

Solamente ee ha logrado asignar treo mol6culae oapeo!tioae a laa notivi~ 

des !ie1ol6gtcae que eatAn roguladne por lae eeoreoionoa do la as. La bormona 

oonoontrndora del pigi::i.ento rojo de Pandaluo borealia (Parnlund y Joaeteaon, 

1972) 7 lae hormona• conoentradoraa del pi;;mento retiniano distal u bormonaa 

de adaptao16n a la lus da Pand.aluzs boresli• (Fornlund, 1976) y de~~-
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.!!?!:, C&aa.6a-Bao .!!,. &•, 1965) 1 han aido earaoteri1111d.ao an t6rminoa do la ao

cuenoia de ..ino¡01i1aa. 

Laa otra• hor.oaaa de cruat4oeoa •ajor eatudiad.aa aon la Hor.ona Hipar

Blucemiante (HHG) 7 la Hontona rnhibidora de la Muda (HZ.W), que •• conocen 

ha.ata el ni•al da isu oompoetoidn de aain.o&oido• (v6anse laa rav1a1onaa da 

JCeller ~·, 19851 rallar T Sodlaaier, 19681 Chang 7 O' Connor, 1988). 

II. U IWDA. B!f LOS CllO'S'!'A.CIDS 

A.) Deaortpoidn general 

B.l axoeaqualeto o cu.tíc:ula da 1011 cruat&o11toa tiene doe !'uncionea prinoi

paleaa (1) airYD do coporte para loa 6rganoa internoa T (2) as una cubierta. 

protaotora de todo al orpn.Jant0. Sin -ha.rso, d11bido a eu rigidaa, oonatit1J.70 

un obet,oulo para el =-ecta1ento 7 1 en algun.oa oaeoa, para el dau&.rrollo de 

loa adul toa a partóir de laa lazTUa. 

Paxa ra.ol•er al problema del oroai•ionto, loa oruat&oeoa cuentan oon el 

racurao da la 1mrla. Z.t. pturd.a daf'iniraa, en tlrminoe au;r gttrlaral•a1 OOlllO la 

ranovao16a per16d.1oa dal e.V>e9<1ualeto a implica1 (1) la daa1ntagrao16n paroial 

7 raabaor0:16n da latJ capa.a 1114• int•rnaa de la cut!cula que va a eliminar••• 

(2) la a!ata•i• iaioi&.l de Wt exo•aquel•to nua?o 1 debajo del anterior, (J) el 

daaprandiaianto de la cut.iotl& -.n.tisua, 1 (4) •l aumento da volw.•n (Ol"eo1•1•n

to) del cuerpo 7 (5) la ~n.a.oidn d• la oíntoeia 7 al endurooimiant.o de la 

oubiar\a raoifin p.rod.noida (:B.11••• 1982). 

La ••~otura g.,neral. del axoaaquelato da loo o.niatAoeoa •• muae~ra en 

la J'igura J. 
le oapa aztartor ea la eptcxttfoule. 1 que t18Z1'1 pooo •aPeaor T ••U OOaltUD.!,. 

ta por p.ro\e{naa1 1:1pidoa 7 ealaa d.a oaloio. Lo• aatrato1111 11111811i•flt••• la 9%0C!!, 

"tiwla, la ea.dooatf:Oll.la 7 l& aa.pa ._br .. noaa (•n eea orden), aatin oonat1 tui

da.a prjnoipalaant.e por qui"ttna, protGfnae 7 1 excepto en la capa mambra.noaa 7 

en laa ra~onea de 1ma aombrzuiaa &Z"tródioao, a.alea da oalcto. 

'º 
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71gura J. Bsqu•ma de un corte del tegumento 7 uxoeaqueleto de un cruat6.oeo en 
la etapa do anecd1111a. Laa cuatro oapaa aoelularaa del exoeequaleto 
aoni SP, opicut!cul.A¡ EX, o.xocutlaula¡ Ell, endoout!oula1 Cll, cap• 
membrana.a. Bl tejido te~antario eat& campueato des B, ep1dena1a¡ 
CL, o6lulaa da Le7di8J OT, ~l&ndula tegumentari&f CLP, o6lulae car~ 
da• da lipoprotelna•1 CR, o6lulaa de reaerva1 SC, einuaoide oizoula
torio. Koditicado de Scinnor, 1962. 

Debajo del oxoeaqueloto ae looalien el tejido tagumeotar10, tonaado por 

cAlulaa eapeoialieadae diversas (de Le1dig, pigmentariaa, de reserva, oargadaa 

de lipoproteinaa, de tojido coneottvo, etc.} :r ln epidermia. Bata últi111a con

aiate ea un estrato simple do o6lulaa caraotorizadao por una actividad aeore

tora intonaa1 producen la opicuticula, la a:zoout!oula, la endooutloula 7 ol 

rluido do la lllllda. En algunao re1I1ones y debajo do la epidermis, ae localia&n 

lao glAndulae tegw1tentariao, que contionen ronoloa T wia oxidaea de tenolea 

que piaedon utilizn.ree on la wt1cula para BU ond.ureoim1snto y otraa funoionea 

como adherencia do huevos y f1Jaoi6n del onaatdoea a un ouatratoJ taiabi6n ha.)' 

on ollas mucopoltaao&ridoa, poeiblomonto para lubrioao16n (v&anae la& revio12_ 

nea do Stevenagn, 1985 7 Bkinnor, 1985). 

b) Bl oiolo d& la muda 

Ta qua la muda. ea un prooeoo que aa produoo per16dicnmanto en lo vida da 

loa cnaet!oeoa, ao doaoribo, t6cnioa.mente, como un 01.olo que oonata de las 

etapas aisulantea1 proeodiala o pramuda, eodtoia o muda, matoodieie o pootmu

da. 7 W1oodieio o intenr~da. Brov&monte1 (1) la prooodtola es una etapa de pr.!. 

p,•.:r'1ol6n para la muda quo tnclUJ'o eucoaoa como la aoumulao16n de agus; la di

aolua16n, mediante ol rluido de la ~uda. 1 do la capa membranoea 7 l~ reg16n 

,, 



máa int•r.r;i.a de la andoou.t!cula 7 au roabeoroi6n por la opidermio¡ la apoliaia 

o a_op&raoidn do la epidarmi• de la endocut!oula. dagradada1 ol almaoeaam~onto 

da oaloio, en roras. oonoentrada. o saatrolitoa 1 a partir del medio 7 de la cu

tlcula disuelta paroial.aonte1 7 la e!nteaio inicial del 8%0•equeleto nuoYO. 

(2) L& ecdiaia conaiate da la apertura da la cut!oula Tiaja en la aona da la• 

mombranaa artr6dica.a1 1a axpana16n del ouorpo por abaorot611 de agua1 7 la el!, 

m1naot6n del exoaequelato antiguo, que ea inicia en al oof'alot6ra% 7 tonaina 

en el abdomen en la llUl.J'Or:I& do loq oruatáoaoe, inolu,rendo a loa deo&podoa. 

(J) la metaodiaie oonaiete en la torminacidn de la a!ntoaia de la aut!aula 

nueva 7 au. ondureoim.tento por caiotrioaotdn. (4) la &neodtaia os un periodo 

d.• repoao en lo ret'are~ta a loa Cll.lllbioa metab6licoa, tiaiol6giooa 7 .ort'old~ 

ooa, relaoto114doa oon l~ ¡¡uda. (v&aae la reYieidn de Steveneon, t985). 

i. PiBUra 4 mu.eatra loa cambioa en el exaoequeleto y teBUlllonto de un 

oruat&oeo durante el olclo de la muda. 

BCDISIS 

JJBCDISIS PBOBCDISIS lrarBCDISIS 

/ I \ 

J'igu.ra 4. Carabloa en el tejido tasumonta.rlo da un oruetácac 1 duranff •l ciclo 
de muda. ap, epioutlcula1 e:r:, exaoutloula1 en, endocu.t!OUlaf t, gl'-!!_ 
dula tegw11entar:ta1 01 1 c6lula de Le7diB1 •• alnuaoide oirculatorio¡ 
lp, ollula cargada do lipoproteina. Koditioado de 31cinner, 1962. 
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B) Deaorip~16n bioquímica 

a) Cambios matab611ooa en la muda 

De la diaoua16n anterior, muy aimpliticada, del ~an6meno de la muda, ea 

E&oil cla.roe ouonta, sin embargo, da qua tal prooeeo implica una actividad ma

tab611ca mu7 srande, o.ntaa, durante 7 daapu6a de la aodiaia. Aaimiomo, no as 

dltioil percibir que loa auoeaoa molacularoa involuoradoa en la iauda misma 7 
an eu regulaot6n oon nwtiaroaoa y m11.7 oomplajoo¡ da hacho, a6lo oa oonocan 

parcialmente. 

( 1 ) Dluo6gano 

n.tranta la aneodieis T la proaodiala aa alaaoena gluo6gono en la aplder

mla, mdaoulo, tejido conoctlvo oubepid6:n:11ico, ato. La. glucooa oa utill~arA en 

la afntaeia de la quitina de la exocut!cula 7 la endocut!cula del ozooaquale

to nuevo (v6aaa la rev1al6n da Stavanaon, 1985). 

(2) Protalna• 

So sabe quo el patr6n da e!nteeia do las prote1nao tegumaotariaa cambia 

durante el ciclo de la muda. Eatudioa !!!. !.!!!:!?. han mostrado que es posible 

ola&irioarlaa en oinco grupos de acuerdo a lo anterior. Uno de elloa (errupo I), 

que inclu,-e p6ptidos de peaoo moleculerea mu.y variados, ae produce con una ve

locidad caei constante, por lo que eua miombro3 fueron considera.dos como pro

te{nao de mantenimiento. Algunoo p6ptidoo del grupo antoricr, que aumentan no

tablemente én la proecdisia, cuando hay rormaci6n de epicut!cula 7 exocut!cula 

del exoesqueleto nuevo, conotitl.Q'en el grupo II. La tercera categoría (grupo 

III) ae produce intermitentemente a pllrtir de la proecdieia temprana, cuando 

ae inicia la degradnci6n de la cut!cula antigua 7 continúa beata ol final de 

dioba etapa. Loa miambroa de loo grupoo IV :r V se conoideran componenteo del 

exoaaqualeto nua~o1 al grupo IV ae genera cuando b&T a{nteeia de epicut!cula 

7 exoout!cula :r ocneta de eapeoi~a de poaoa molocularoo mUJ" diverooa1 on la 

cate~or!a V, donde hay prote{n.o.a lllUJ" grandes, la a{nteaia ocurra durante la 

meteodiaia, contempor&nea.:nente con la produoci6n da andccut{oula para la tor

m1naoi6n del exoeequaleto nuevo (Stringi'ellow 7 Sltinner, 1988). 

Se han deucrito actividades onzillA.tica.q detinidaa que aumentan durante 

alBWta etapa del ciclo da la muda. La quitinaBB 7 la quitobiasa. (v6aea ln re

vinidn de Stevenaon 1 1565) es! como lau proteaoaa &oidae (0 1 Drien 7 Slc.inner, 

1988) 7 laa prote&BB& &lcalina.o de ciatetna, que degraden prote{nas da la ca-

1) 



pa membranosa (0'Br1en :r Sk.inner, 1987) oorroapondan al grupo III menotonado 

antea, mtantraa que laa enaimaa que iatarYianon en la a!ntaaia de la quitina 

da la outtoula nueTa, aaf como laa protalnaa axcoutioularaa 7 andocuticula

rea, aata.rtan dentro da loa grupoa II, IV 7 V. 

Durante la intarmud..o. aa produaa un p6ptido inhibidor de.oinaaaa de pro

ta1naa dapond.iantao do .lKPo T OJIPo, laa cualaa aon activas durnnta la pramuda 
7 poataud&1 la tranaortp016n T la traduooidn dal gen da diobo p6ptido aa re

priman durante la premuda (Chriat 7 Sadl.Jaeier, 1987). Ea poatbla qua laa oill!. 

aaa manctonadaa regulan a an~imaa involuoradaa en la dagradaoidn da la cu.ti~ 

la viaja o an la a1ntaa1a inicial del axoeaqualato nuevo, o a amboa tipoa da 

an•imaa. 

(J) Lipidoa 

Bl tejido oonootivo aubapid6rm.ico contiene o6lulae cargadaa da lipopro

toinaa que parecen aintatiza.r 7 proveer lfpidoe a la outic:ula en daaarrollo, 

durante la prceodtaia 7 la mateodtoie (v&aee la roviaidn da Stavanson, 1985). 

(4) in• 
Durante al inicio de la prcecdieia aa ha encontrado un aumento considera

ble on la elnteaia de A.DY en el to,gumento. Eato aa correlaciona con la ~aaa da 

diviaidn oelula.r qua ocurre en la epidarmia, la cual tendrá que inoreman~ au 

actividad metabólica durunto la proecdieie y la meiaodieta, eegdn 80 ha manci!?. 

nado ya (v6aaa la revieión de Stavanson, 1985). 

(5) ..... 

La alntaeia do Alill varía durante al oiolo da la muda. En general, aw:aenta 

en la proecdlai8 7 dieminuy-a a partir da la matecdiaia (v&aae la raviaión de 

Stavenaon, 1985). Rato 8& relaciona lnti=smente con loa llam.bioa en la aintaaia 

da proteinae. 

(6) Tranaporte btdroelaotrolitioo 

Taab16n hBT que conaidarar el gaato enarg6tioo invertida an la abeoro16n 

del agua qua 8B usará para la azpanaidn del ouerpo durante la aodiaia, aal oo

mo el qua ea haca para captar ionaa de calcio 7 conoantrarloe para au utili•a

oldn poatertor en el anduraot•iento del exoaoqualoto nuevo. 
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~) Bosulaci6n del otolo de l• muda 

(1) Hol"lllona de la muda 

A P••&r de direrenaiae pequeilae entre laa eepeoieo de oruet&oeoe, en ~·".!. 

ral, •• ha podid.o dietin6Ui.r una variao16n caraoter!atioa de loe niveles de 

eodleteroidea (lae eatruoturae de alsunoe de ellos se muestran en la lisura 5) 
en la heaaoli~a, durante el oiolo de la muda (Pigura 6a). 

ecdiaona 1 R-ti, R'•OH 
20-hidroxieodieonai R•OH, R'·OH 
ponasterona ÁI B.OB, R1•H 

Pigura 5. Betruoturoe qu!mioae de ln ecdioona, 20-hidroz.ieodtaona r ponaatero
na 4. 

Tambi6n ee ha encontrado una rolaotdn directa entre las oonoentraoionea 

otroulantea de eodiateroidee y la actividad eint6ttoa T oeoretora de eatoa 

oompueatoa a partir de loa drlJ!ltloa Y (Ptgura 6b)1 la preaenota de eatoe ülti

moa ea un roquiaito indiopenaable (aalTo en algunos oaaoe m11.7 eepaotalaa, to

davía no entandidoe) pCl-t'& qu• puada llaYareo a cabo la guda. Aa1mlemo, an ge

neral, la adJDin1atr&c16n da eodiataroidas ax6sanoa on doai• bajaa, fracuoatee 

y da 11barao16n lenta, produce mudan antioipadaa. Toda• eotaa obaarvaolonoa 

han generado el concepto del drguno Y como l~ fuente de la ho:niiona de la muda 

(v6aaa la revte16n de Cba.ng y 0 1 Connor, 1988). 

! 
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• • ~ 
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(a) Bivelos do ocdioteroidea durante el oiolo de la muda de un Oru.!!, 
t&c•o adulto. La oonoentrao16n de ecdiotoroidaa aa deter111in6 por m.!, 
dio d• radioin.m.unoart&liaia •n mueotraa da hemolinta. 
(b) J.otivldad aeoretora d• ecdiaterotdea de loo 6rganoa Y in .!.!.!!:2. 
de un orua't&.oeo adulto. Xodit'ioado de Cbang 7 o•Connor, 19mf. 
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Bl producto d• sacraci6n da lee 6rsa.nc• T1 la aodi.an& ( oc.-acdiaona), no 

ea ron.Imanta l& torma. &Oti'f'& de la hormona d& la mula.. La actividad. promotora 

ea o.dqu.ior1111 cu.ando la ct-1111odiaona 1111• oonTertid& a 20-bidro:.:iaodi.ana. ( {J-acdia!:!. 

na) •n el hapatop4.noreae1 epidar.1•• b-.olin.t'a 7 otroe tejidoe parit6r1ooe. 

De beobo 1 un aumento en los niv~l1111• de eata ~ltim& (daeenoadanad.o por tactorea 

o.m.blontale1111 ooao temperatura, totoperiodo, etc. 7 tieiol6g1ooe oomo o.ctivida.d 

reproducwra', tena16n, etc.• todarla no entendido•) •1111 produce durante ln pre

muda 7 deuapa.raca ju111to antoa d• la. eodiei•• 

Sin -ba.rgo, ellate un equilibrio antro la c:t- 7 lafl -•odi•O~ an cada ·~ 
pa del ciclo da la muda. R&T evidanoiR d• qUe laG\-aodi•ona pueda actuar OO•O 

bormcna (a• han encontrado receptora• para. ell& en la hipoder111ia)1 durante la 

anacdiaia, la C(-aodiaona prodomin& aobra la,8-acdl.ana (•6aaa la raviaidn da 

Buberlllan, 1969). 

Loa acdiateroidoa circulan an la bN10linta ain uniraa a protalna• 'J' ejer

cen aua acoionea en loa tejidoa bll'l.l1CO (epideniaia, gl!ndulaa tagu.mentariaa, 

ato.) al parecer mediante receptoras o1topl4um.1coe 7 nucleo.rea (v6aao la revt

a16n do Cho.ng 7 O'Connor, 1968), ateotando la act1Yao16n 7 repreaidn de genea 

eapeo{ticoa (como aucode en otroa organlamoe como 1naectoa 7 11a111treroe) qua 

ooditico.n a laa enzjmna 7 prota1naa qua lntar'f"ienan en el roo6menc de la muda 

(Bielateld .!..!. al., 1986). 

(2) Bor111ona inbibldora do l~ cu.da 

La idea do un control neurohorman&l de la muda eurgid da la obaerv&Ci6n 1 

on mucbaa eapaoioa de cruatá.cooe, principo.l=onta d~cápodoe, da que la extirpa

ción do loa t.alloa ooularaa producía una aceleraol6n en al ciclo da la muda. 

En el ta.lle ocular oa localiza un ale tema neuroeocretor oonati tuido por ln.a 

neuronas paptid6rg1oae del drgano X 7 au.a termino.lee a.i::dnion.a, laa cuales ~or

man la llamada glándula ainuaal, qua ea un órgano neurob6mioo & partir dal 

cual laa aoorec1onea son doocargadaa en lo. boarolinta. 

Otroa ezpari•ontoa apo,...ron.e•t• concepic>r (1) lo. eliminaoidn de lo• 

talloa oo¡¡J.araa procb.lo1~ ·.:1.l.111.tont.oa ,;olablea en 1011 "nivelo• d.e aod.ietaroidaa oi!:_ 

oulantao 7 loa anima.la• antrat:.n en la etapa de pre.u.d.aJ (Z) la 1n,yaooi6n da 

extracto• d.e tallo• ooul&re• en eJ-plare•- Uetalltaad.oa oonduo1a ·• oonoantra

cicnea bajas do acdiateroidee en la h~linl•• (3) la aaoracidn de aod.ieona a 

pa.rtir de loa 6rga.noe T ~ ~ .. inhJ.bia en un •adio de culti•o qua habla 

eido inoubado con gllndu.la• ainu11al••J (4) loe 6rga.aoe Y de animalaa a loe que 



11 

••babia iftT&Otado eztraotoo de gl!ndulaa ainuaalea aoatra.ronfon cultivo, una 

produoo16n dicainuida de eodiaona (vlaee la roviai6n de Chang 7 O'Connor, 1988). 

Batoa raaultadoa han llevado a poatular la axiatanoia de una Hormona Inbi

bidora de la liuda (BDC) en la gl&ndula ainuaal. Se han alelad.o variaa ..ol6culaa 

peptidie&• que poseen dicha activid.a.d. 

Baata la ~echa, la HDI de Caroinua maenae (Webeter 7 Keller, 1986) 7 Bo

~ aiaericanua (eti...nS .!.!!.!.4' 1987) ae han caraoteri•ado en t6r111tnoa da aue 

paeoa moleoularea, compoetotonea da a111ino~otdos 7 extremos &111ino. Se aoapeoba 

una semejanza entre la HllO 7 la HD[ do Caroinua maanae. 

La liborao16n de la BDI, que ocurre durante la m.a.yor parte del ctolo de la 

aud.a, ezoapto en la proecdieia, eat& mediada por la 5-bidrozitriptamina. Adem4o, 

eetá aujet.a a retroaltmentaoión por loa nivelo• do •Cdintoroidoa, la• ooncentr.!. 

clone• elevada• de IX-ecdiaona tavorooen la oecroc16n de la HDl1 mientra• qua el 

aumento dG lap-oodiisona la inhibe (llattecn r Spaz1an1 1 1986ai v6aae la rev1-

a16n de Huherman, 1989). 

La HDI ae une a aua reoaptorea en loa 6rganca Y 7 activa la produoc16n de 

JJtPc intracelular. So ba encontrado que, tanto .!!!,. vi tro oomo in :!!:!!!_1 loe ex

traotoa da talloo ooularao inhiben la oa.ptao16n da colaaterol (que ea al n~oleo 

para la nfnteaia de loa eodiatoroidaa) por parte de loe 6rganoa Y. Aaiaiamo, 

alguno.a tracoionoe de extrsotoa de gl!ndulao ainuaalea di.ainuyan la aíntaaiu 

do ABlf 7 proteinaoi eata áltima oa neoaaaria para la elaboración de la ecdioo

na (lfa.ttaon 7 Spaziani, 1986b). 

El erecto inhibidor da la llDI eobro loa órganos Y ea 114 en !unción do la 

doain aplicada, aa t1oiol6gica•ento directo, reveraiblo 1 eapec{tioo en cuanto 

al tejido blanco, no eapeoftico en lo referente a la oapeoia de oruatA.ooo 7 

11e manit'!aeto. a oonoentre.oioneu aubpi00111olarea del nourop6ptido (vlaae _le. re

Tie16n do Buberman, 1989). 

III. LA. OLUCDlIA EN LOS CRUSTACEOS 

A) J>o•oripo16n general 

a) Loe nivele• de glucoe& •n loa cruet4ceoe 

Ta que lo• oruat&ceoe eon animal•• ncoturnce, no ea extraño encontrar qua 

11u gluoami& ea be.ja durant• al día y alcanza 11u mitx1mo valor en la mad.rugad4 

(Pigura 7). Sin embargo, loa oruat&ceca tienen niveles do glucosa circulante 

au,r b&joa en relao!dn oon loa anime.lea euperioroa. 



Por otra parte, a• han enooilti-ado ourvaa·a.8lifPiigltú:ié.mia e:zporimental PA 

reoidao a la del bombre en cuanto al aumento y oaida bruuooe T a lae oeoilaoi2, 

nea levea del nivel baaal de sluooaa deapu6a da la inyeootón de un& doui• ~ 

FiBUr& 1· 

" .... 
Hora 

Conoontraoión de ~luaoaa. de la be~olinfa de un oruotdceo durante 
el d!a, en animales inta.otoe (linea continua) 7 deatallisadoo 
(linea de suionee). Toa.a.do de Ramann, 1974. 

de da 6ata. Bata balla•go llaY6 a la oonoluatón do que debía e.zJ.atir un maoa

niamo resulador qua mantenía oaai oona~te la C(Jnoantraoión de glucosa da la 

baDIOlinta, el cual podía actuar median to ol dopóei to da la trlucoaa on el glu

cógeno o en alguna otra torma de al.ID.a.oeniuaiento de oarbobid.ratoa (Hamm:J.ngaon, 

1924). 

b) Condioiona• que a..t'eotan la g1Uo"101a 

Variaa tormaa do tanaión ttaiológica (~ipulaoión prolongada, tempera~ 

:ra elevada, a•fixia, 11D10ntonamtanto, eto.) T algu~a• euutanoiaa (glucagon, 

adrenalina, serotonina, etc.) prod.uoen biparglucamia en lo• cruat4oeoa inta~ 

toa pero no en loe d.oetalli•ad.oa. Roto i11d.ica que su aoc16n ea' ind.ireota T B.!!, 

tA mediada por algdn raotor looali•ado T libara.do sn el tallo ooular (~bramo

wi ta et al., 19441 (leinhola .!! al., 1950¡ Leinen 7 Ko Wbin!e, 19711 Berdeja, 

19121 Teldrord., 1974) • 

.B) Ileecr1poi6n bioquiciioa 

a) Regulao16n notll'Oend.6orina do la glucemia 

La exttrpac16n de loa tallos ooulara• (T0.11) (J(leinbolz 7 JCaller, 19731 

Huberaan .!!. al., da.toa no publicados) 7 de las gl&ndulaa ainuaal•• (OSa) 

(Hamann, 1974) conduce a hipoglucemia. 

Ahra.o•itz .!.!.!.!.•(19~4) deaaubriaron que la 1~aooi6n de extractos oru-
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do• de 'lO• de C&llinaotea aapidua aUQentaba laa auatao.oiaa reductoras totalee 

de la hamolin!&J al 0011pueeto reoponoable del eteoto tue denominado 11.taotor 

diabet6gano". Los miamos autores demoatraron qua la mol6cula activa ae local!. 

•aba en 111. Gs. 

Betudioa poateriorea demostraron que al "taotor diabet6geno" produola una 

bipergluoemia verdadera. Beta ooneiato en un aumento rápido del nivel do gluC2_ 

&& en 10 a 15 min 7 un miximo on 1 a 2 b, deapu6a da la ia,yecoi6n de loo •%
tractoa orudoa1 luego, la glucemia diamlnu10 rápida~enta 7 al cabo da unaa 6 h 

ao vuelvan a alcanzar loa niveles baoaloa (Kleinbolz .!! al., 19501 Keller y 

Andre•, 19731 Skorkowski !..!. al., 1977). En Prooa.mb11.rua bouTieri, el oteo to ea 

m&a prouunoiado en loa ani11ULlea intactos que en loa deatalliaadoo (Bordeja 1 

1972). B:n 1967 eo sugirió el nombre do Hormona Hiporgluoom1anie (l!HO} para la 

auotanoia reoponeable de la hipergluoomia (Xleinholz .!.!.!!.•r 1967). 

De bocho, oo han purificado y oaraotoriaado mol6oulao protoíniOAa que 

tienen la aotividad biológic• do la HBO (Huborman y Aguilar1 1986), 

La HDO do varioo aopeoioa ea oonoao paratalm.anto. So trata do un péptido 

(Klainhol• tl al., 1967) y ao sabe qua ea ospocítiaa. del gn¡po taxon611aico (J.:
ller, 1969' Kloinhalz y Kollar, 19731 1!!1.rtin .!,!. a.1., 19B4r LouYon et &l., 19821 

Keller, 1977) 7 que hay vi:u-iae toni:.aa moloaularoa do olla en una misma eopecie 

(Cleinhols .!.!!!.!.•• 19671 ~ollar, 19691 Kloinhola 7 1'eller, 1973J Kaller, 19771 

Buborman .!!. al., 19741 Nowcomb, 1963¡ Skork:owelci !!..!. al., ·1977, Trn.uaoh 7 Bau

ohau, 19821 Andr~w y Saleuddin, 19791 Btuonkel, 198J, 19661 Van Wol"lllhoudt .!.! 
.!!.•r 1984, Keller y Sogel, 19841 1'allan .!!..~., 19861 Van Doijnen, 1986). 9a 

tionon algunos dntoa oatruoturaleo do laa hormonaa de Caroinue ~ (Koller 

7 lrunderor, 1978), Orconectee ~ (1'oller, 1981), Ce.noer magietor (Klein

bolc, 1915), Poroellio dilatatua (llartin .!! &1. 1 1984) 1 ProC11111b!lrlla bouviori 

(Huberman 7 ASU1lar, 1986). El 4ltimo aatudio ea al mio co~pleto on la aotua 

lidad • incl~ot poso molocule.r m!nimo, punto ieoellotr1oo, oompoeioión de 

amino,oidoa 7 oxtremoo amino y carboxtlo. Sin embargo, no ea ba dateniiinado 

todavía la aoouoncia do amino4oidoa de ninguna HBO. 

b) Aooioaea de la hormoaa hiper~luoomianto 

La forma. de las curva.a do biporgluoem.ia O&Ueada por izqaooión de extrao

toa orudoa do TOa o do GSo augiora que el fanómano o• oo.uaado por una movili

~•Oión r4pid.& do gluooaa a partir da reaervaa de a&rbobidratoa o por tranata

¿·enoia doodo de¡X\ei \ce do monoeao4ridoe u oligoeacfLridoe en lae o6lulaa blan

-:i'' :; oc. por oa=~'i.:.:o ~" l'.'lujor¡ entre laa v!aa 111etab6liaaa l)rtnoipala•. 
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( 1) llet&boli.-o del gluo6g11no 

La HHG pod.r!a producir •U eteow ••41ant.e una aooi6n gluoogenol{t.ica en 

loa tejido• blaa.oo. Bvidenoia que apo)'a eata idea ea la obaerTaai6n da que la 

1n:reooi6n. de la bonDOna oond.uoa a W\& diuinuoi6n on el gluo6geno del m:1aculo 

abdominal 7 da laa góna.dao do Oroonaotea limo.u• 7 de laa branquia• 7 toguJll•!l, 

to do Uca pugiator (ICaller 7 A.ndr-, 1973). Tambi6n •• ha anoont.rado &U.111ento 

an la libarac16n de glucoaa radiactiva a pa.rtir del mdaculo abdominal da 

Cambarua robuatua aarcad.o pniYiamante oon 14 c -gluoo-. ;r tra\ado !!!. ~ 
oon axtraoto de 'l'Oa (Teldtord, 1975)1 lo miemo aa obeerv& an un experimento 

ae.majanta hacha con al bapatopilnoreaa da Oroonaotaa ltmoaua incubado oon BB.O 

purificada (Sed.1meiar, 1987). 

Por otra parta, ae han Yiato aumentos en el contenido da gluo6gano en al 

múaoulo abdominal 7 tegumento do Panulirua japoniouo (Sobwab• !.!.!!.•• 1952) 7 

en el m>l11culo abdomin.a.l do~ plntttnraiu (Parv11LtlQ', 1972) como oonaeoue~ 

ola da la e:tirpao16n de 1011 '?Oe. 

Con un deaa.rrollo W.¡t0ra.l. coapar&ble aJ. de' l& bJ.perglucem.ia, no h& en.

oon.tr&do, in rtTO, aottTILoi6n de la t'oaforilas.a de cluodgerto dal m1eculo a~ 

ainal de Orooneolea limoaus (Eeller, 1965), por inJ'•Doi6a do extraotoa de T011¡ 

re11ul\adoo •imil&r•• •• obtuvieron oon al múaoulo de Ca.roinu11 ianenaa 7 ~ 

.!!!!!!:. oinonuiu, in vitro (llauoha.u .!..!.~·• 1968). lll etaoto opuaato, ea daoir, 

la tnacttvaotón d.e la. f'oa!orila!Ul, so ha obaorva.do de11pu611 de la eli•inao16n 

4e loa TOa do Orconaotes ltmocue (Xaller, 1965) 7 Be~igra.pBU• (llaaAlaurthi 

!! al., 1968). 

Como ao esperaba, la actividad da la ointetaaa de gluo6gano ae ha enoon

\rado aumentad& deapu6a do la e:tirp&o16n do loa talloa ooularea, en el Die~ 

lo abdominal de Oroonaotee liaaoeua (Xeller, 1966, Sedhieier, 1982) T ~ 

(Bam.amurt.b.1. !!. al., 1968). Brl amboa caaoo, el et'eoto f'ue anula.do por la 1n-

7eooi6n de ext.raotoo de '?Oa o de HHG pu.r1ttcada. 

En cuanto al meoo.zi.iDlllO de aocii6n 1 •• b.& enoontrado que lo11 nuolo6tidoa 

o!olicoa, AllPo 7 OllPo, int.arYienen oomo men.-ajoroo aooundarios do la IDIO. Rzl 

estudios !!!, rtv1;1, vario• tejidos (principalmente coras6n, hepatopbor-• 7 

m~•culo abdominal, pero te..mbi6o tegumento 7 gl'-ndula antenaria) mootraron un 

aumento de dicho• meneajeroa intracelula.re• d•opula de l~ 1nyeoo16n de la 

BRO (Sed].-.eier 7 X:ellor, 1981 ). 
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Bzporimantoe in ~ e !.!l ~ han m.oatrad.o que el &U.mento intracelular 

de loe nuole6tid.oa oioliooa, produoid.o por la HU.O •n lo• tejtdoe blanoo, •• 

debe a ua lncromento de la actividad de lao oiolaaae r•epeotiT•• que loa pro

ducen 7 no a una 1rthibioi6n de la Coat'odieateraaa. que loa degrada (Dieberg y 

Sedlaeier, 19841 Sadlmeiar, 1985). 

Como auoedo en loa organlamoo auporioraa, en loa oruotioeoa loa nuole6t.!. 

doo ofoliooa ea unan a otnaaaa de proteinaa 7 laa aotiTan. Se ba encontrado en 

el mdaoulo abdoatnal da Oroonaotaa limoaua un aumento en el ooolento da aotl

Tidad de diohaa oinaeae, qua ea paralelo a1 incremento da loa nuola6tidoe ol

olioaa¡ en eata aiatama, parece oxiatir una aola olaae da oinaea de prota!naa 

qua f'lja por igual al AllPo y al GllPo (Chriat, 1984). 

Bn al máaculo abdominal de Oroonootaa ~ ea ba encontrado que lao 

oiolae&s d• adenila~o y de 8Ullllilato eot6.n roguladae por ionee de oaloio 7 

oalmodaliDll. (Sodlc.oior; Dieborg, 198J). La BBG pgd.rfa al'ootar a lae en~1maa 

do la ainteaie T degradación del gluoógono por modio de la liberación de iones 

do oa.loio & partir dol ret!oulo ondopl60111ioo por la yfa del toatat1d111nooitol. 

En reeumen, el meoaniBOQ de aoo16n do la RIIO podría aer ol aiguionto1 (1) 

la bo1'!!1ona ao uno a reooptoreo eopocit1con en loe tejidos blanoo1 (2) por me

dio do estoo reoeptoroa activa a lae cinaoae de adonilato 7 do guanilato 7 oo

•o resultado del ft..Wllonto do loo niveloa intraoelularea de· loo nuole6tfdoe ci
olicoa ee produce esttmulación de cinaaao de protoinae1 aelmtU110 1 activa a la 

!ootolipaoa C T el tnoettol tri!ootato productdo oe une a reooptoroa oopeciti

cou en el rot!culo endopl&~~ioo 7 favorece el aumento do la conoontraotdn de 

ionee de calcio citoplaomáticoo, qua on combinación oon la calmodulina activan 

a las ain&a_ae d• adenilato T guanilatot (J) lao oinaaa• da prot•i~~e dopondio~ 

t•e de nuolodtidoa c!olicoa inhiben, por tont'orilación, a la a1ntotaea do glu

cógeno 7 activnn a la foaCorilaa& da gluc6¿rono1 (4) el etooto ooQbinado sobre 

oatae doa onsimaa produce un aumento de glucosa en la ~omoltnca, nl aecrotara• 

aquella doado lae c6lulas ~lanoo. 

(2) D1geeti6n 

Se b!l encontrado que la HHG puedo interTonir en al metabolismo de loa ca_:: 

bobidratoo mediante la re¡¡ulfto1dn do enzima.a oztracolulares. lU bopatop!noreau, 

qua poaae receptores parn la hormona, intorrieno en la aeoreoidn de rluido di

,.;-.110o'=i'i<P1 111. l;. a.~~l·1:én del alimento digerido Ten el almaoenlllllil!lnto de lipt

•>J~ I -::~ ¡•bahi::'..r .. ~· ~ ("~'!'•· la r11Tltti6n da Cha.ns Y' O'Connor, 1988}. 
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Se han obaervnd.o oa.111.bioa en laa aotivtdadea a.mtlolitioa 7 proteolítioa 

del bepatapAnoreaa por in,yeooidn de extraotoa de 'l'Oe, inolua1ve en anim.alea en 

a,runo (Fingerman !1 !.!.•• 1967) 7 por extirpaoidn de loa 'l'Oa, aai oomo durante 

laa diterantee etapaa del otolo de la 1111da (Van Wormboudt ~.!!!·r 1976). L& 
HBO purificada. &Wllanta notablemente la aecreoidn bupatopanore,tioa de aatlaaa 

(Sadlaaier, 1988). 

Raeta la techa, ae oree qua la aecr•oidn da la aailaea aat' •adiada por 
s.umento de loa iones de caloto intraoalularea 7 qua ea poaibla la intarvanotdn 

indirecta de nuole6tidoe ololiooa generadoa por oiolaaaa depandtentaa da oal

oio 7 calmodulina (v6aaa la reviaidn de Chang 7 O'Connor, 1988). 

A peear da qua tanto la daiJ1"adao16n muaoular da gluodgano, oomo la a•Cl'.!. 

oidn bapatopanora!tica de anilae& produc•n aumento o~ la gluceflf&t no •• b& 

ocmprendido todavía •l •1gn1~ioado !ieiol6gioo de la aoo16n d• la rmo &obro 

la aot1vidad a.m1lol!tioa del bepat.opdnoreaa. 
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Kl oetudio de la llllO tiene un inter6a bioquimioo general. El oonooimiento 

de la •atru.otura da lae BHOa de variaa eapeoiee penlli.tiria oomp&rarlaa antro 

oi, en buaoa do homologías, alteraoionea evolutiTaa 7 del aitio aottvo. SU ºº!!!. 
paraoi6n con horaooaa da organianaa 11Upariorea que tienen actividad hiperglu

oemi&nte (1a ooa primaria D aocundaria) oonduoiria a la obteno16n de inlorma.

oi6n aoeroa de la relación eatruotura-tunoión en proteinae 7 an borai.onao, en 
partioula.r. 

Por otra parto, rooultar& interesante deeoubrir el meoaniamo que ha. oond,!!. 

otdo a la exiatonoia de varia• HB.Oa en una ai .... eapeoie 7 au aignitioado ti
atol~gioo. ~ variae poaibilid&dee que no eo exolU)'en mu.tua1tiente1 duplioaot6n 

g6otoa 7 evoluoi6n divergente, .-pa.lme alternatiTO del A..allm primario 7 moditi

oaci6n poatrad.uoatonal. 

1•1miis=o, al estudio da au aooaniBEDO do aoo16n y do au regulao16n podr!a 

t•ner i•plio&oionao en la tiaiolog!a hwlla.na. 1 partioulan:iante en lo que ea re

!iera a la oa=prenoi6n do loe meoaniemoe t1a1opatol6giooe da la diabatea. 

El oonootmianto da la estruotlll'a da la Hll( ta.mbi6n aportaría intormaot6n 

b~eioa muy T&lioaa on loe OaJ!lpoa da la evoluo16n y de las relacione• eatruot~ 

ra-tunoi6n de prote!nas 7 en aepeoial, da honnonau de invertebradoa. 

Bl objetivo da eot~ Toais de Maestría •• baoer una aaraotarizaoión ini

cial (paeo molecular, punto 1aoal6otrioo, oo~poeio16n da amino!otdoa, axtro

•Oa amino 7 oarboxilo 7 oontenido de ootruoturao eaoundaria•) da las HllDa 7 
da la HDl de Pro03lllbarus bouv1ar1 (Or'blul.nn), aaí ooi.o un oetudio oamparatiTo 

aodiante 'Cllapae pept{diooa, pa.ra obtener 1ntor=aoi6n qua aer! !unda.111.ontal pa

ra da!inir la oatratagia qua ea uoará en la date:tttinaoJ6n de lao o•truoturaa 

oomp1~taa de las tras hor=onaa 7 para explorar la natural••& de laa aemajan

zae 7 ditoranoiae entra autoo neurop6pt1do• d• la gl{Lndula ainusal del tallo 

oc~l~r da loa oru•t,ceoa. 
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OJOS.ot'll¡tl SllJl•OOO 
l'npmo11 f'tno plo 

A NEUROSECRETORY HYPERGLYCEMIC HORMONE 
FROM THE SINUS GLAND OF THE MEXICAN 

CRA YFISH PROCAMBARUS BOUVIERI (ORTMANN)-11. 
STRUCTURAL COMPARISON OF TWO ISOFORMS OF 

THE HORMONE• 

ALBUTO llUllf.R!tl,\N and MA,NUl.L B. AOlJIU.R 

~nmrnl of Diochnnimy, ln1tl1ulo Nacio.,.] de lo Nutrición -sa!~ador Zubirfo."' 
Vuro de Qui"'µ No. 15, Tlall"ln. 14000 Mélico D.F .• Mhico 

Alauact-1. ~ hypn¡l)ccmic •~livny of • crude tUrac• of p,..,<"'"1>tm.• bo,,.w,, (Üftll'lllnn) únus 
¡l.ind1 •111 ruol\<Ul inlo two UV·aMo1bin1 l""'h by me.on1 of • Un¡le •lq> of tt\'CnC'"plusc hi~ 
rcrform.ni;e ~quid chromaln1upby (RP·lll'LC) nn a p•llond•pa•·Phcn)l mlomn. Thcx r•ta-k1 ha.-e 
beeti dnignaled Cni•u.ou.n ll)PCl'al)o:mic: llarmo11..., Ollf·D .and Cllll·C in lhc arder of elution. 

l. Tbc ratio CHll-D;Olll-C "'111 apprn11ma1ely 3:1, both in U1'a undtt llic C'llne •nd in protcin 
C<1nten1. 

l. A 11n1C1unJcnmpo1rioon oflhc l'wo itoform• aft!.., Cltll obO<O'<'d 110!>.11111;.1 homoloty numfntcd 
h1 molecular "'Ci¡ht (l>CJ00.-,6ioo¡, pi t•.79), number or rnid.,.1 (52-5)). nwnh<; ofq11rin.n (4), nwnbcr 
oí acid miducs. inclt>Jina 1Mir amidn (ll). number or buic rnidun fR), mouin¡ amino acidt 
(lllC'lhionino. hiotldinc and ll)p\npti.no), amino cml fhlockN] and carb<J•yl ond {1ooloucino). 

'· Tho on!y de:u d11lúo~ bot .. ttn tho \'"<> irnfottn• uf !he dlll il tllcir ik~tt of hydrophnt,;,;,1y 
"h!ch mi¡ht be dui: 'º minor J1fl"croncn 111 thc numbc-r of neu1ral h¡drophobic r .. iJuc1 •nd/or 
po<lnnolallona] mod1fica1iont of tho l)f'O •mufali<ln dnmid11ion of ae><l rotHiun "hich anno1 be 
dctocted in •<id h)-.lrol)-Ula. 

l!'iTllODl:CTIO"' 

11 hu fri:qucntly hocen ob$crvc:d th.al 1hc Crwtocc'ln 
Hypcrglyeemic llormonc (Cllll) i'Olatcd from crudc 
c11racu of Wn u1 gl.and1 nf diffcrrnt doc:ipnds, con1i111 
ofmore than onc mnlecu!ar specics and thu• r•=n11 
•n almou Ct:1nil11n1 dctuft oí hctcrn~cnci1y. 

Thus, Klcinhnl111nd Kdler (l!HJ) found in Canctr 
magl.lltr and in Pmula/llS jard.Jnf, by mean• of gel 
fihruion and ion .. x~hancc chrnm'ltography, 11 kut 
IWO peah oí 6000-7000MW with h)pcr¡l)ttmic 
11ciivi1y. Kclkr (1977) hu íound, by mc.•ns of PAGE, 
1hu 1inu1 gbnd curacts from PadfaJ/aou lrn1wm
OO and Or(on;,(/ts limo•w show I'''º bands ofhypcr· 
glyccmic a.:li,ity. "'hilc in C<1rctmu m<'ltn'11 nnly onc 
band \lo-ns ob~n'Cd, ali of 1hrm oí 6000-7000 MW. 
Skorkow1ki t'I al. (1977) found by means of gol 
flltr.uion oían e)Cstalk ntract nf Cran¡rrm "ª"''""· 
11110 peab or h}'J'lerglyetmic n.:tivity. but of '"''>' 
difrcrcnt MW. 20,SOO and 7300, reipcctivoly. Andm.· 
and S.lcuddin (1979) found, by mCJ1ns oí \\loO

dinu:nsiomil PAGE in 11 CaHintt:tn p:pidus cyntalk 
uL1;oi.:l, llmoc pc:puJ~ uf iúUú MW "'llh hff'<'I• 
gl)'CCmic activity. Ne,..romb {19113) 1nd S1uenkd 
{198J, 1986) h.;r.vc found in CurdiJ<>ma (.wt/frx. by 
mean1 oí RP·llPLC of a i.im.n ¡;land cdrJct, t"''º 
rqitidn of 6000 MW \Oiilh hypcr¡¡Jyccmic actívity. 

•Pf1:Jintiiury ll'¡>Ortl ~omrtilin~ ru1 oí thi• "'gtl ""'" 
pttoenlcd 11 1hc XXX N1uo11.1I Con~rrt• of Ph),io
lc¡inl $dri.cc1 lX•!1po., Jul;· 19al) •nd u the XXII 
M••~n e,.,.,,,,... of P..1< ,.,,,¡ 1,?f!lHJ Cli~m1my 
'.'-'"·' ...... ~-¡::, -~ll) 

'" 

V1rn Wonnhoudl r/ al. 11984) ha\c found in Pal<H· 
nwnrltJ ~•rralUJ thrcc pcptidn of 20,000, 11000 and 
::ooo MW v.ith h)·pcrgl)'Q'mic activily. Kclkr 1nd 
Kc¡d (1984) b .. c 1h0>•m by mun1 of RP-llJ>l.C o( 
tinos gland utracu uf Carcinw murna.., Orc0'1tr1t1 
lúnanu and Eriochr1r Jint111/1 t"'o pe;iks of hypcr· 
gl)""m1c '"li\·itY nf 6000-7000 MW. Kallcn rl al. 
(\986) hllVC ihown, by mean1 of RP·lfPLC of 11 
sinin gland u1111e1 nf AJ/acw ltpl<>Jacty/uJ, '"'º 
J'C'plitlc• nf 71)Q(l MW v.·ith h)'per¡!)ccmic acti•·ity. 
Van Odjncll (1986) hu found, by mcans of RP· 
HPLC of an utrJel of llomarof Ulrlt>tiranus sinu• 
slant.!s, two J'C'plidn of 7000 MW v.ith h)rcrgl)urnic 
activity. 

We ha•c •hown in a prov1ous "'°'k Olub<:nnan 
and A11uilar, 1986), by means oí RP·llPLC, lhal in 
a 1inu1 ¡land u1raet of l'mcamhrma boudc'1, thci-.: 
are lwo u.v.-absorbing pcakl that hne hypcrgl)'temic 
aciivity ;1nd that thne pcpdiks ai-.:oí6000-6500 MW. 

On !he othcr hlnd, Martín et u/. (1984}, "'·hile 
11nalyUn1111 sinu1 ¡l.and c11ract ofthc iwpod Porcr/Uo 
díl.:::.::i:a by rr.:a;;~ oí RP· llPLC. ,,...,¡J.....: .,u]) 1.mc 
peak of h)pcr1.1lycemic acti~ity. 

In \'lCW of the o.-.:rwhdming cvidcncc in favor of 
more 1han onc pep1ide v.ilh hyperglyccmlc llctivity in 
Cilch cru11acean •pccin hithcrto inV'Cstiptc:d, "''e de· 
c:idcJ to íunhcr characli:riz.c: thc 111.0 hypc:r¡;lyeemic 
peptidu oí Pre>cl.lmbanu bow:itrl 11.hkh wc h.;¡\~ 
dciignJttcd u CHH·B and CIUl·C in !he ordcr of 
clution from a ¡.l·Ilondapalr.·Phcnyl column. Our aim 
is to clu.cidatc ií thac are lhc pru.!ucLs of oni: ¡ene, 
with 11 po1lranUatlonJtl modi6ca1iun of 11 fraetion 10 
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¡i~ lwo hyp:rgl~ic hormones, or ir thcy are 1hc 6JOO Amino Acid An:ol:r>c". NOl'!Ntine (llj(JpntC>J/.SOl'll 
produets ortwo genes. .... ... tUed ao ln1~1 ... :nJ ... d 

&J.,,.,..,. .....,,)ll.I 

An-..11 
Adull crayfühn of both oc•n. ,....., nhtainrd ftom !<>al 

l'Wiermm in U1W;pon. St.11c oí Micho..acin. Uod1 sin: 
1 ± 1 Qn; w.riat11: W ± $ 1. Tllt) •ne krpl in 1>l11Hc ...,n. 
taincn •Uh tap -•n u •Dom 1em¡>C1'>1111•~ 1hrouJh •hich 
eomprcaocd air ..... bubbled continuuutly. lky ~ fn! 
dliJy ..,lb cnyfuh rncat. 

5¡,,...,1"""'1 

Ani1n.1J1 '""'" wld·U•nt~lill:d anJ thm •)'t1talh (ESJ 
nil ..;1h !Jla'l' or;:iuo~. Thc ES ....,,,. ~rpl at - 7CIT tmlll 
.....d. 'Tf)O linu• &bn.!J (SGJ ,..,,. d111a:1td undct ~Id 
ctustacnn 1o1Jinc l~•n llurncld. 19}6) anJ krpl •n •'"'-U 
vohur~ oflce<ald d1mtkd "ª'« (l l'tSG¡ 

c,,,,¡,.nm.ci 
lbc! pn1tocol ~t...l by Jlubcman and Aiu1I., (lqw(>J 

..,., íolfoacd "llh i.l•iht "''PI"'.....,"''- Rndly, 2000 SG in 
qtn ~ dilinttcnl.od ..;1h onc '-IO<cc hllfll of ti.. 
fi:onte.. "'"'º"htaJOnic Cclt Onruptt:r íollo•'C'd by <TI11f1f· 
11p1ion at 107,000• c .. ctalt") for Bm1n ot l C •n a 
Bttkman T\..100 Tablclop U1tniccnrrifur;r pr<»idcd •ilh • 
TLA-100.l mtar. Afler da·.an11ng •he 1u,...m•!>r.1. rhe 
ptl'ciriu1e "'U rnu,ptnded in JOOµt oí "•ter •nJ the 
proc .. n trp<•IC'd l">ee.1·,....ny. 1/ie th•.c '"""'""l•n" '""" 
m•~N. coll«'!lnue'd 1a 0.3111 SG, eni1rifur<d at J<6JiO'l.t 
f1~r.~) for JOmin H 2 C. llie 1upema1anr "" (¡Jlerat 
ll'irau1h 1 <>;nlnfupl m1erolil1no1ion 1k•11:1: rrn .. JC'd '"'h a 
0.2pm ttJmcruC'd ullulo<c lillcr IMoJd Ml'·l. ll"'" 
analy1ic:ll S)1lmu. lnc.).•I JSO-Jr an<l ~-e for J(}m1n 

hoUtJt <klnmAt://on 

S..mrln -.we- h)drol)sat '" l.7 M Ha•• 14.S'C undtt 
N,. tor 1 hl ill al...'illtlcd llamMcalnl f'Yn:.• rubc:s. The 
m1C1ruiie1hod "' 11.uu r1 d. (198--11 ...,,, =rlo}'t'd 

lll'LC 
A Bcckm.on/Alln 1¡-.1cm "ª' Llloe'd. U eonUolC'd of a 

Mod. 4XI M><:ruproo::wor C<>ntrolkT/Provam.-..er, lwu 
Mod. llOA pum¡>1.1m1n~1J1nie<iion .. l>e Mod. 2W•od 
1 Mod. CRJA Rccutdtt1D•ll ~'"'"· The d,1a1or ,. .. 
1 LKB U.-icotd·S •-ilh •n 11µ1 a;U_ The coh>mn •u 
p-Bouo.fap.ak·l'hcn)I fJ.'11< JOOmm, ia,.,,. pandeo. 
W.aicrd. Th• effluonr "'"' monUottd al ~ nm. Sol""º" A 
••• O.I~\. 1q•ieo111 rnl!uoro~tie acid fTí ,\) •nd 1'1/ufü,n 
B.,. .. 60"/, 1qutout Cll,CN eonl.aining O l"to TF"A. Thc 
tohunn ••• "'luiJ,burcd """ H'-'• B 1nd an 11Jquo1 oí 
40050 i11.ie<1oJ 10 1 ><•lume or 2SOµI. A hnar ttadl<'nl 

f::,~~·-~u~: .!6i; .. ~ ~nr:~f'~~- ;;:~~0~.b~:~ 
cclkct<d .,...ouall)-, a...,k.l,~1 ""tt!'uJJ7 th~ •o.JI<')"> b.t-..un 
adjaaml f'Clk•. •nd "ero cut'IOefllrat<d in a S.>&nl ,--.n1rifu· 
pi n"l¡>Orator. 

A-o <K1J lllW/¡Jit 

hpb.Sc-. OUl·li «liOµr;; llOnmo!n) 11><1 "°111 
(6.711mcb) <>Í pc-pti<.lc Cllll.C ""=<' di>k!<d lf.I<> ~•e lol¡ 
nf :U,.¡, (l.6111D<>I) •n<i ~l'I (IJ nmal), rnl'(Ctl,..Jy. ni.. 
lim Uitte 1o11 lll'erc h)dt11!>-W in' 1 M na +0.16'0 l"/~J 
pbcftol •I llO"C fot 2<1, ~! •nd 72ht. The founh ka 
•·al <1údi&cd .i1h l'C'rf<>rmic M:id (Moorc, 1961) and 1hni 
hydtolyoed •• &bo>--.. Tbe tif'th lol "" h)'dro/,-! ln 3 1 M 
110 co1111Jnin1 H~ thio1hai!ic &<:id (M&11ubua. 1969) 
S.:.mp'" ~ t.a~en "' df}ncu in ltl-: ~.-.n1 centrifupl 
•·•¡>ontor and rnu•prn<lcd in 2llllµI ur ik,;knun'1 lli1h 
l'."ffortnauce Amino Aad S..mplc O.!::.uon D~lkr (N.a. 
:;,~). rih)' r.i!crc .. ,:n ,,..,... ¡,,_;~. intu • fWdmtn 

T'tlrO nmol oí e&eh pq>tide ,..u daiuylalnl accctnl1n1 10 
Ora y 1od lhrtlcy (196JJ u de\Cribed by Afien {19!1J. "Tbey 
"'<TC h)'dtolyoed •od dirom.u.,,,.,.phed nn pol)'llmi<k 
J w l cm lhm1.C11bo111"'P•ldaK y....,, u....J for 1hc dc1n-
m1n•1ion o( lhc- ai1bo1yl.1crmm.al 1mmo •C>d on l .j nmol 
or rcd..a:d 1nd ca•bo•~h1lated ¡:q>tidc. Thc p<oduct 
•u daftt)laled aod chtort1.1t111¡i:r.a¡>hnl u 1"""1:. 

h<Ylttttk '""'""l 
lñi• ...,,, ,.....rorm...i D111 •n LKB MW1i11hor 1 •Pf"ltaltr1 

..;1h 1 O :I" mm l'f•f~.-.S pol)IQJl&mxk tri ront.aininr a 
\Ol<legradi...,r of Am~~ne(pll J.$.9.,.J. To.m17m1Cl1>111cr 
Mmpl.-. _,. •f'l'llinl in fther p.oper f'lld• 1 cm rrom 1hc 
a!hOOc. f"oc...,nr •u períormed •I 4 C •iU1 1 ¡>o...., hmil 
cr~ W and • '™•lfnum u>1r11c OC! 11 1500 V fur l.l hr. n.. 
ptl ¡r.ad....,1 ,.., d~«mir>cd b)' cu111n1 2 mm ttP""lllt oí 
• ¡>.1r1tkl >1ri¡> oíscl. lclc:hlnr ""' thc Amphol1nes 11 '"""" 
lcmpeca1urcitt? mi of...,,te-r in ""'l"""tilUr num!.....-J ru!>n
•nd ,,,...,.,,;., 1lic rH <lf uch 1ubc a!ltt 18 hr. 

SDS-pol)<JHJlantJ<k rrl ~lrrtmf>l>o<T•U fSDS-P.fGE) 

The mcthod dncnbtd b)' S.Mucr no/. (198SI. uulinn¡ 
SDS-pol~(t)lairudc/~<>1 pl1 ... u..t •'>lh o.lr¡hl 
mud:íic:o11ons. llnri>onl&/ s.lab ec"l• ...,,e 11w24.1""' 1od 
1 mm lhkl •Uh PftÍ•>rnied lµJ •cllt_ Tht "')lamidt 
<:on•:~n!t&11on of 1ht um¡>l¡: p:I •u 4'0 and 111.:11 of lhc 
"'l"••lin1 _ icl ,,... 16~. !n h<>1h. rhc r11io Acryltimidr1 
bn . .a<J}lamidc...,,t ~:/. Thc hcidu uf1he """'t•llnf J:Cl "ª' 
!.S cm "" LKB l>luhi¡>hot 11 IJ'P&tllUI ¡>ro~idoJ .. ,ch 1 
!-hcro.Jn.--. S Po...., SuPJllr ,.., u.-.! 11 lO V for 2 hr aod 
•t •~o V for rhc fo!ln"'"' 6 hr. •! 20·c. Cllll·H •nd 
Cllll·C '""" arpJ;nJ .11 • rnnttr11r1liM1of1.3 l'I in,.,., uf 
..,m¡>Jc bu!frr. A •t•nd&rd uf &pr<>tln>n (6.j k01J ., .. , .,mul· 
t.ancously nin. 11'1<- sel,..., t1.11ncd •i1h Coo!n&J.1.tt /lnJJ,.n1 
8/uo 0-250 

RN{"'ll IZ1><i ¡lau~·a,~ 

AJJ ""~11 "'tn' of1na!y1iea! r.•d<. lil'LC whctllJ '"ne 
írom l'"htt. C11bo•>l'trtid•o.: Y,.,., f1om Siptll. Doubr,,.. 
d.toulJ.J "'•ter ""'' funhct p•inf>ed by r>&"'"' lhrou1h • 
5}bron·l4rnotcad 'NANOputt·A •Jtlrnl .nd ot>ly ...,,,.,. 
'"'th • ret111<>iO abo~ JO l>IQ cm...,,, uocd. Olu,,...rc ""' 
alcuu1rd al ~50'C for 4 hr. 

RfSl-lT!; 

As c.1n be ~nin Fis. 1, pep11des Cllft·B fl.luc 2) 
"nd Clffl·C O.anc 3) mi¡1ra1cd uacll)' !he samc 
dut.:111..:e dunn¡ thc SDS--/'AGE/¡:l)t'.efOI da::lro
photclOis. Lioc 1 .:ornopo1>ds 10 peptidc A flluf>cT. 
m:in and Aguilqr, 1986) •hir:h il puriticd in lhe 
umc column, bue u it docs nol h.:i1c h)'pcrgl)'l;Cfnic 
aai•i1>· 11 ...;u t...'"" '11~j':'C'I oí ~r ... aJ...:t p¡opcr. lly 
.:omp.:inson ,..j1h the band ot 1protJnin (6.5 kDa). -
cx1cnd for thc thl'Q: po:plidcs !he prc-vious condu1ion 
arri~cd at by 111 lhal ttu: m~jor htrerslyc:o:-mic hor
monc (CHll·8) b;,1 an MW bcl\I'"º 6000 lnd 6SOO. 
Mon:o\'Cr. lhty an: lhown to be f1a: from any 
conl:iminant. 

Tbe amino :icid 1nal)'1i1 of pcpcido:s OIH·B and 
CllH·C show 1 n:marUblc s.imilanty (Tqhle IJ. 
\\'hile 1h.,rc i• coinciden~ in thc numb,,r o( rnid"o:s 
PCT mol«ulc <1f6.0 kDa in 1hcc.a..., of 16 amino 1cid1, 
on/y lwo. lcllcinc :ond phenybl•ninc. lhow a iJigh1 
d.is<n-pancy. Thc tut.:11 numbcr of ttsid"cs is 52-!il 
in both enes. GJ)'rine is tale-u u 1-2 on aa;ount of 
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Fi~. 1 SOS-rAGí'i'&l)'<'.n"<>l •b:Uurhornn oí p<¡>lid .... A, dlll·n a!>d Cllll.C. lloritonlaL .Ubre!• 
111 ,. l~ 1 ~ O.l =l..,th J"fd"<>fTIICd SJlL -ii.~ -U. Aayl&nudtcon<Tlllntiun oí1hcumrlc¡d ••• 
~~- •l>tl 0(1hc srpuating ad...,., 16%. Tbc •OJl&mltlc1lnuoa}'llmid<! nlio ,..., lO.l. Tbc M1&1>1 or the 

=~,~~ ~.=:..~~:';. 1;7:tz ~n; ~:: ~~~~1! 1~~ ~;:i~tnª<'tfffit': ~:~1;!;,'1:7n1!.~ 
Run cordnion• •ac JQV Íl>f lhr and IMIV far thc fo!la..;n¡ 6hr. Al :o·c. S1.a1nocd ""h Cou,,,..nic 

Unlhan1 Oh11: G.25-0 

lhc high f~ucncy uf cont11minaLion of n:agent1 
and "alc:r wilh Ibis amino aci.J. Bolh po:ptidn !ad: 
lhc s.:imc 11mi110 Kids: mcthionine. histidin<: anJ 
tryrtoph::inc:. T1>ae l:ittcr dal• wcre confirmcd by 
acid h)drolyi.i• in 5.7 M l!Cl in the rr= of 
3'/o 1h1oglyculic aóJ anJ l>y d;in1)l .. 1iun anJ 
lhin !ayer chmmatography on l'Olyamidc shccts 
(Mahub:ara and S.u.:ilr.i. 19MI). The numba of ;u¡>ar· 
tic acids+;upangina (ASX) and of gluwnic 
a.cid•+ glu111minn (GLX) ;,, the ume in bo1h JICl"" 
lides, bu1 u !hes.e nli= wcn: obLl.incd by ai;ld 
h)·drol~is. '"~ ignon: thcm if lhc numbcr ofamidatctl 
~ducs is !he 1-&mc or not in bo1h QSC!i. From tbc 
abovc data. tbc n.lculatc:J MW oí both f'Cl'lidn is 
6000-6200. "bkh ~in ag1ccmcnl with !he gel ck<;!.rl)
phon:si• r-csults. The ¡il obWncd by Booolcctric 
f~ng wn \he: s:amc for both p:¡i1idcs. 4.79. 

Aíra: 11mmo md .. :i.s not íound and botb JICJllidcs 
are cotuidcred to be bloclcd. Thc ...,,rbo•yl cnd was 
íound 10 be isolcw.:inc in 1;.>1b pc¡itidcs. hui u thc 
cuzymc i.-:d.1. .. U\>ol)'P..t'~ Y. h.:s :unid.:.~ l!cti.,.. 
ity, it is not l'O'-.;blc In úatc al pn:>ml ifthc carbo•)I 
lcrminal amino 11cid i$ amida~ °'" nol. All lhc: 
structunil data found for pcpli,Jn Cllll·D and 
CHll-C is givcn in Table 2 

Drscu.."'llO!'t 

Wc """" n:o:ntly lho.,n thal it is pouihlc to isoluc 
in onc ~lc¡i frnm a C11Jdc otnC1 nf 1hc sinm. glands 
oí thc Mc1kan CTlll)fu.I• Procvm.~onu b<-r~rl {On· 

r.~i.. 1. °""""'"''"' ...,,.., ""'d """'!'"''""" or ""' .... ,... 
COllt h) •o.I 1hc """"'" (0111-0 ~Yl""•iJ,..,..,.><: """"""""f""" 

ti>< "n~• 1Uod pf h..-... ,,,_.,.., IOtUnann, 

""'- C111MI C:Hll.C 
""~ .......... 11.....i .... • ..... ,.,... ~-· 
;::~--,-,-,-- ·1·-- .. ·-7:¡¡-----,--
Tllll. IU l ,..., 1 
SUI 1.7' 1 199 2 
Gl.X- ,_lJ ' 'H ' 
Pilo 0~7 1 loo 1 
<ilY"' 1.n 1-l 1.97 1-1 
Al.A JOI J J IO l 
C:YS"' ••1 • •11 • 
YAl' ,29 ~ l.:• 6 
MET' o O 
llE J.31 l %.1• l 
lEU •1<1 S !'>O 4 
TYll. 107 l 2.l-1 l 
PllE l.ll l lU l 
lll"i" o D 
lYS l.7J ) ll-1 l 
AllO 470 S S.11 S 
Tlll'" o o 

Jl-U 

'A>ft'111" •o.l- ~ olltt K>d h,.trull"I" "' S.lM 
Htl to 16'~ C•;ol ~ t<>< :4. ü ood 711>t. 

'"""'""' or,.....,_"" - or6tDa. 
·A~'C •.O.SI'• A5N. CllX - OlU + 01.N. 
•To~.,. u l·l o<i _,,,PI lu•ll ínq"""'f ol ..,.......,..,..,_ ol 

""lftlU ond •ola" w\111 iJ¡.....,. 
'24 tu .ad hrdn>l'r»> {u obo .. I onn ......i.,.,... ohc .. ..,p1o ...U. 

paf-'<..>d. 
'Nut luahtt In....,. of ll>r 7lhr ...;.¡ hrdn>i}'M•c. 
•Vmr...! t.,,.ad lrrJ•ol,-usU. S.1"' 110-t l"" tb.usl-bc 0<..t. 

.i. ... ,i.,,.,., l>f "" •t.q- <A IM hy<ho>lr>a<c on.! lhoB·lo,., 

'"'""'"''"'••f'ltJ - po/1omMk """"' 
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AL.aDITU lh:BUIU.N •lld MAl<l.'EL b. A<1t.1LA• 

Table l. SU...."1al ....,,punan ol tbo najor tCllll·B) •"4 U.. """""" tCIUl-C> 
~~'"""""' lw>nno<>oo (,....,•he .,nuo liando ol ,.,.,--.., ~(On.,.nal 

Molocul.u...,;p1 
N-bcrollald
N•"'bcr ol «>o:!......,,.... 
N""'btt olbooic rn><I"" 
NumbcrolC)"tl<i.,.. 
Mi..,n•--• 
~~ ... 
Cart.>ol mol ,_....,pr'lftl 

mann) 1wo {ICptidcs wi1h hrreri;l)ccmic acth·i1y 
which wc havc designatcd CHH-8 anJ CllH·C in 1hc 
ordei- in whkh lhQ° are c/uto.1 fmm .in RP·HPLC 
,11-Bondapak·PhCllyl column. A thirJ pcptidc. tcnncd 
A, whkh dutcs ahcad o( CHll·D anJ CllH-C. is 
dcvoid ofh)'p:rglya:mic activity and wHI not be dca!t 
wilh in lhi1 papr:r. 

Wc have: mdea~on:d in the ¡>resent work to do a 
compar.tli\'C panllkl 1tudy of both pcptidc1 CHH-11 
and CHH-C'. The re111h1 •hown here point 10·.•:1.rJ :1 

~markablc homnlogy br:twecn them in molecular 
wcigh1 (6000--6200), number of residuct (S2-5JJ. 
number of cyslcincs (4). numbr:r oí acid 1c~1duC"S, 
includin~ thcir amidct ( 12), numbr:r oí b.uic re•iducs 
(8). rni¡,¡ins amín.> aciJ1 (mclhionin.,.. his11d1nc and 
uyplophar.c), blocletJ amino cnd. iS-Olcurinc u C· 
Lcnninal amino acid and isoclcctric poiul (4.79). E~""" 
in a liio.tuay. both pc¡11idcs h.i•·c a •ery limi!M 
•peafie hypcr¡:l}t.emie 11~t1~ity (lluhcrm"n and 
A11uil.ir, 19~6). 

Thc only dcar J1!Tcrencc bct"'crn 1hem 1• thdr 
relali\'C degrcc of hydrophohici1y. r<T'hde CllH·C 
bcing more h)drophohic iban pcplidc Clll!.B. This 
cou!d be duc to a d1!Terencc in 11-.c numhcr oí 
hydrophobi" llt'U!r~l amino adds :mdiur in thc 
m1mbcr uf .imiJa1cJ 11~1.i rniduc• 

NC\>comb (198)) luu also found an cll•n•i•c ,;n,i· 
Li.1il)' in !he .. mino ac1d cumpos•tmn of tv.o J>cpUde• 
v.ith h)J>Cr¡;Jyccmie ac1i~ity iwl.ited (rnm 1~e "mu• 
gfands of C<Jrdi.•onr., """"Í•'X 

We do not know .lt pincnt "hat i• thc ph;.sio· 
!ogic.J 1i¡;nifiunce or h.i•ms 1 ... 0 h)pcr¡:lyce,,mic bor· 
menes Íll the Mtnc dním.il but "'"are'"'" tlus i< not 
an <11XÍd<"nl<11 finding httaw.c: {a) "''e huc alway• 
found thcm in thc oame approum~le r.1t10 oí J:I m 
fa~or oí Cllll·B; (b) reµn.lless oí thr m~1hod of 
eur.sclion or prq>amtion. b)' 11.1 or by othcr authors 
(!.cr lnlroduction}. thcrc are 1lmosc 11h,,.y1 1wo 
pcp1idcs 111o·i1h h}'r>ergiycnnic :icti'.·11y in pract1.-ally 
ali d«;'lpcxb 1tudicl in this respcct; (e) n:chrom4• 
lo¡¡n¡phy or thc pun: rqitide proJucn !he o,amc 
~ptidc with no inlcrron\frlion. 

In th: r~"" .;.,¡_"'""in "hi..h <1nly "ne h)¡>c1~IJttm1c 
pcptick. wu found •. il could N: d11e to imf"'rfccl 
S<'Jl<1r.lll<.m. low scnsithll)' or 11~ bioa.suy anJ/or 
poor rewl'l:ry oí 1hc minor pc;ltiJc. 

Thc 1wo h)'Jlerglycemic hormones couJJ tic: thc 
prod\ICI of onc gene, "ilh a p.u1n.nsl;:ition.1! modili
c.:uion of a fra..iion. or 1hc rrOOucu of two ¡enes 
ariscn hy gene duplication. fn thc lint case, a doublc 
1uiproeal moJific,.uon oí 1he typ: 11mldation/ 
dcam!c!a1ion roulJ tAl.c place .. ;1bou1 it br:ms dc
tr~o:-J ir..~·· rtid b}óo!;:.-•· Tni• would be n«:n• 

OIH·B Ctlll.C 

fJOOG..11..'0CI ~ 
5l-'1 s:-n 

11 u • • • • 
MET·llli-Tlll' MET.lflS·TllP 

Noc:hd blochd 
ILE /LE 
4.79 4.'Y 

ury in arder 10 maintain 1be pi Invariable, hui a 
changc oí gluiamic a cid In RIUlaminc would l"C<ldcc a 
pcptidc more hydrophobic 1han an amid1tioo oí 
asp.:inic acid to upanigine. This reaooning could 1lw 
•pply 10 thc IC'COnd case wi1hou1 prccJudin¡; a dilfer· 
en~ in ihc numbr:r of neutral hydrophohic amino 
acids, . 

lt i• obvious lhat an an1.,.u to thesc qucs1ion1 will 
he founJ only whcn !he two peptldcs are compktdy 
i<:Q,Ucncccl. Ju prdimmary compansons of lhc lryp!lc 
pcplidcJ oíClfll·B :Uld CIHl-C WC havc íound onl)' 
onc pcptidc "'ilh a markcd chan¡;c in hyJrophob1cit)' 
in pc:p!idc CHll-C (unpubli•hetJ). 

11<b1v~/r.tg<""""-Tlt" "º'l "ª' nude po1.11blc tiy ¡nnt• 
10 A.11. (101111ho ConKjo Nado""I de Ciencia~ Tecn~lo¡i• 
•nd írmn ll:e ron.Jo de FC>r.l<'nlo Ed...:.atho 1.1.C.ll We 
thank Dr AU,No U!!C>.1, frnm thc 0..ponmrnt of R~o
.Jyc"'º lliolon. 1 N s.s.z.. fot tbc pafomunc:c of thc 
11t>Clc.:troc (<1<1"'"' Tlte •mtn<> acid an1))1CS -n: pn• 
formC'd a1 the Unn ofChrnu11ry and S1ru<1un: of rro!C'l/I" 
C"""" ele ln1 .. 1j~ai:·u',n ~ fat1'<lu>• A••n,..Jot tld J.r N.-
COSNET·SFP. Tho 1k1lfol u"'l•ncr- oí lrnu. 11 Mltfc ;1 
~ra!<Íully •dn<>"lcdr<d 

11nair.i.tu 
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chrom&!Dpaphy. In &o.)'flll.nb. M~•dholwrr MJ Motk 
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CllROMSVMI'. U02 

SINGLE-STEP PURIFICATION Ol' TWO HYPERGLYCAEMIC NEURO
HORMONES FROM THE SINUS GLAND OF PROCA,\IBARUS OOUVIERI 

COMPARATJVE PEPTIDE MAPPING BY MEANS Of lllGJl·PERFORM· 
ANCE LIQUID CllROMATOGRAPHY• 

ALBERTO llUllERMANº anJ MANUEL B. AGUILAR 
lkpa11ntnt1 <>f Di«NmiJ/ry, !1U1i11<t<> /';¡1d""41 ok /¡1 N1midi"' ''S..fr"'1<>T zw.;,.;,,··. l'a.11" ok Q~ll"t" IS. 
twr-. uaoo Ali~'"'- n.F. t Mldi:oJ 

SUMMARY 

A crudc aquc:nus C:lllratl frum 2000 sinus glands ofthc: Mcllic.:in craylhh Pro· 
camhar11s houi·ü:ri (Ortmannl wa~ fractionJtc:d on n ¡1Domfopak-Phc:nyl column. T"'n 
is1'forms ofthc cruslaCCóln hypcrglyc;ic:mic honnonc. dc~igmuc:d CHtl·D ami CHH-C 
in onkr ofclution, 1.1.o.'fC: iwlatc:d in purc fonn. Thcir biochc:mical charactc:ri1.ation 
showcd a n:markabk dcgn:e oflmmology. A tryp1ic digcst ofc;sch isohonnonc was 
fractionated on an Ul!ra~phc1C·ODS c-olumn. Only onc trypti<: pcpLide in CHH·C 
was cluled falcr tban its homologous pcptidc in CHH-B. On acid hydrol)·sis both 
lryptic pcp1idcs h;id tbc samc composition hut, :1s thcy com;sin Asp and Glu, v.c 
suspcc1 that 1hc diffcrcncc resides in n douhk reciproca! amidation-dcamid:uion of 
two acidic rcsiducs. 

INTllOOUCTIO~ 

Abramov.it1 et al.' fin.t <k$Cnbcd thc prc":n~"C or ;s "diabctogcnic" f.ictor in 
thc cyc~ulk oí thc crab Cullit:.·r;tc~. "'hich, v.hcn injcctcd into dcsLllkcd animah. 
proJu~-cd n subtuntial hypcrrJyc;icmic cffcct. TI1i' factor. now rrnmeJ thc cnmaccan 
hyp.:rgl)C<tcmic honnonc (CllH), b syrithc~in·d by .i group of pcptidcrgic ncurnns 
in thc medulla tcm1innlis X-org:m. In thc form nf ncurosccrclory granuks, it b a~·· 
cumulatcd in thc sinus gl:md, thc most consrkuous and ª~"cssibtc neurchaem11l ~·r· 
gan of crusLla:ans, írnm which it i~ ~rdcd dircctly into the haemolymph by a 
proa:ss oí cxocytosisl.~. 

We havc isola1cd 4 from ;u.¡ueous. ulracts oí :moo sinus glaud~ two nruropcp· 
tidr;s with hypc:rglycacmic: 11ethity (<leiignatcd CHll-B and Cllll-C), which show a 
r .. m.uJ • .ibk dc¡;ic..: .,fh,.inwl.;;¡;; ;\l,-=n .:.;~j;.:t~<l t.i a poa:iJI b:od;.::mlcal diara.:::cr· 
iza!lon 1 : molccul:ir wcig'11. 6000-lí200; number oí l'C'>idurll, '52-53: number of 9s· 
tcines, 4: numbcr oí acidic residues (including 1hcir nmhksl. 12: numbc:r oí ha,ic 

• rre!imin.uy n¡>0n1 comrruin¡¡ p.nt oí1hi• ""'l "'ere rrnnu<d ~11h~ XXX N•l1on•l Con¡rna 
oí l'hysioluP.:,.l s.:k~ (X•bf'o', J~ly \'JS7) ~r.! •t the XXII Mc~ian C'on¡:ros oí l'urc •nd Aprlicd 
CbnnUuy (VmiaU1, Scru:mt>or, 19~7) 
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iniduc:s. 8; missing amino ncids, mcthioninc, histidinc 11nd tl'}'fltophan; amino ter· 
minus. blod:.L"ll; c.arbo1tyl tcnnínus. lsolcuc:inc:; and p/, 4.79. 

As thc only tlear dilTcrence bcl~cn thc two irohonnoncs is thcir rc\:itivc dc
¡;rec oí hydrophobicily, wc dccidcd to di~st lhcm with trypsin (l=tted with L·I· 
tosylamidc-2-phc11ykthyl 1:hloromc:thyl kctonc (TPCK)) and purify \he lryptic p:p
tidcs on an Uhrasphcrc-ODS 1;0\umn in arder to search for pcptides with dilTercnt 
mobilitiCJ. Oí a 101111 oí nine pcptidc:s for cach isofonn, on\y onc pcptidc in CHH-C 
was clutcd la ter th:m its 1;Um;-spondin¡; pcptidc in CH H- O. lloth had thc samc com
position on acid hydroly1i1 :md u blockcd amino tc:nninus. Wc suspcet lhnt thc dií· 
fercnce in hydroplmhicity bctw.:cn thc: two peptidcs resides in o rttiproe:1.I 
11m1da1ion ·dr-,¡mid.itinn nía rair of ncidic rcsidues because thcy both cuntain A~p 
a11d Glu and 1hc1c i~ no dirrcrmce hetwc:en thc: p! ,~,dues of CllH-n anJ CHlt-C. 

r:.xrr:RIME~TAI. 

,fo(m<l/S 
AJull cu~füh of bolh se1~ ,.-ere: ubtaincJ from hx.'111 fishcrmen in llruapan, 

Statc: oí Micho"d.n. Thc: bot.ly ~ilc w;1s i ± 1 cm and the .. dght 20 :! 5 g. Thc:)' 
wcrc lc:pt in p!.lStic cuntilmC:rs fil!cJ v.ith t:tp \\;itcr al room tcmpcraturc. thrnut:h 
...,hich compres...:d air .,.as huhhled cuntinuuu~ly. Thcy y,.crc kJ d.:iily "ilh crnyfoh 
mc:at. 

Rr11¡u111.1 1.mJ g/L1..111<•1rr 

All rc.i¡¡cnh ·.;ere: of an.1lylical-rc:;i¡:c:nt grade. Soh·cnts for hi¡:h-pcrfonna11cc: 
liquid chromato¡:r;iphy (llPl.CJ "'ere: obtainC\l írom Fishcr Scicnlific U'itt~burgh. 
PA. U.S.A.). Tr)p•m-11'CK was pun:ha•ed frorn Sigma (St. Loui$, MO. tJ.S.A.). 
Douhly dislil!cd water was furthcr purilicd by pas~ir1g it through a S) hron-Elamslcad 
(Brn.tnn. MI\. U.S,/\.) NANOpurc-A ")'S!cm, ;ind onl} WJter "'ith a 1c1is1ivi1y ab<wc 
10 MQicm was U<.c<I. Glas.warc W;1s cakinccl at 550'C for 4 h. 

Si11us >:land.1 und rrid.- .. xtmct 
Anim.1b v.cre cold·Jnaesthe,i1cd and their C)c~t.all.5 (ES) cut .. ith ~h.1rp r..:is· 

wrs. TI1c ES .. crc lcpt al - iO"C unli\ u...:d. Thc ~inu~ gbnd~ (SG) V.ere di>s.cctcd 
unJcr thc mkrol<:('pc v.h11c covc1cd with icc~olJ crustai:t'an salincG a11d kcr1 iu a 
small \·alurni: ofÍL'c--('.old v. a ter ( 1 ¡I\ per SGJ. For thc: ¡>rcp..1ration uf thc cruJc c::<tracr, 
lhc protocul dc>erihcd ear\icr' wilh subsct.¡ui:nt impro\crncnt•' wa~ fol!o .. cJ. Bricl1y. 
ZOOO SG in v..itn v.crc: di$intcgratcJ wilh one 5-10-s burst of a KonLcs (V1nc:l;1nd, 
NJ, U.S.A.) Micru-Ultrawníc Ce\\ Disroptcr, fol!ov.cd b)' cc:ntrifuS<1tio11 al 107 000 

;:. {aver;igc:) far 15 minal 2ºC in a Bcd.:man (Palo Alto, Cr\. U.S.A.) TL-100 table· 
top u\tracc:nlrifLlgc:. providcd with a TLA·I00.2 rotor. Aft.-r d~unti11g thc supc:ma· 
lanl, thc prc:cipitate was rc:>ll.ipc11dod in 100 µI of water anJ thc procc:ss rcpeatcd 
hwiccl. FinaUy. thc thrcc: supcmat.anls .,.·ere mi~cd. ct"nlrifugcd a1 356 000 g (a\c:tage} 
fur JO mln al 2"C and Ctlnccnlr.itcd to 0 . .5 µl ¡,.,;1 ::iG. Tii~ cor:1;~n!r<!tc w:t~ttntrifuP'C'-1 
at 12 0-00 g (Mic1ofu~c 12. D«lman) for 5 mín ;:r.t room 1cmpc111lurc:. Thc: supcma1on1 
W3.\ filtui:d through "ccnuiíugal microliltralion Jcvicc pro\·idcd with a 0.2-µm rc:
gcncralc:J i:e\\ulosc: filler (Modcl MF·I; lhuanai)IÍca\ S)Stc:ms. \l,'cst Laía)Ct!C, IN, 
U.S.A.) al 1800 N at 4ºC for IO 1nin. 
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rUIUFlCATION OF TWO llYrllRGLYCAEMIC Nl:UROllORMONrS 

Proftill dt!1crmlnotfon 
Samplcs wcn: bydrolyz.ed in 5.7 .\{ hydrochloric acid al 14s•c undcr nilrogcn 

for 1 hin cak:ined namc·scaled Pyrc"' 1ubcs. Thc micro.mcthod or llazrat'I uf. 1 was 
cmployed. 

llPLC 
A Beckman/Allcx (San Ramon. CA, U.5.A.) systcm consililing oí a Mm.Id 420 

Microproccswr Controllcr/Programmcr. two MOOel 1 IOA pumps, a Mot.ic\ 210 
manual injec1ion va\~·c anda Modcl CRIA Rttordcr/Dat:t Proces.sor was uscd. Thc 
dctcclor was an LKB {Bromma, Swe<lcn) Uviconl·S with an R·¡d ccll. T11c c;olumn 
u~d for honnone ¡mrilication w11~ ¡18ondapak-l'hcny\ (300 x 3.9 mm l.D .• I0-¡1m 
pnniclc si1.c: Watcrs Auoc., Milíurd, MA, U.S.A.). Tlic c!ílucnt was monitmcd ot 
206 nm. Solution A wasO. l''/o uqucou~ lrifiuoroacctic acid (TFA) and so\ution B was 
60o/o nqucous m;clonitrilc containing 0.1 º/0 TFA. For lhc purifkation of thc lryptic 
pcptidn an U\lr.t$phcrc.QDS column (250 x 4.6 mm 1.0 .• S.¡1m partic\c si1c: Bcck· 
man{Altcir.) wa~ U\.Cd. Solution A wns O.\~:. aqucous TFA and sotution R was acc· 
tonitrilc con1.1ining 0.1 ~• TFA. Dciails of thc elulion programmc ;irc prnvidcd in thc 
ltl!cnds to Figs.. 1 and 2. 

Tryp1irr d1>:•·.11iur1 
1\ l03.2·¡ig (17.7-nmu\) .1mnunt uf p.:pli,le CHll-B a11d 61.2 µ¡; {10.2 nmo\) of 

p.:ptidc CllH·C wcrc rcduccd anJ carbn•)'l11cthyla1t:d aci.:unling to A\Jcn• and thcn 
rcpurificd in a Novapak·C 1 ~ culumn (!.5(1 >< l.9 mm 1 D.; Water.; AsH><.:.). Solution 
A was 0.1 G,~ aqueous TFA aml sulution ll was (,()~'.. aqueous accwnitrilc contnining 
O.l~o TFA. 1\ linear gradicnt from 15% !o 100º/• B w~s run for 70 min. Pcptidc· 
con1aining pcaks "'ere cotlet:tcd and cvapnratcd to drynn;\ in l .S·ml Eppcndorftubc"s 
miomas Scientific. Swcdc-;horo, NJ, U.S.A.) and thc rciiduc Y.as rcsuspcnded in 1~ 
¡d of hydrogem:·.arbunatc bu!Tct (O. I ,\{ ammonium hydrogcncarhnnatc. 0.1 .lf ca!
dum chloridc, 0.02'% 2,2'-thi<"l<licthanol, rli 8.7). Tryp<iO··TPCK "'IH ds~~oh'ed al 
1 mg/ml in 0.1 J.I hydroch\oric acid «nd Wa'I added to thc pcplid~ in a ralio of cu. 
1:50. Pcptidc Cilll·D n:c.:1vcd 2 J•I and pcplidc CHH-C 1 µ1 of thc c111.)mC ~ulu1ion. 
1\f1cr incubatinn at 37"C for 2 h, 1hc ~.ame amount uf c117ymc "'ª" adllcd and thc 
incuhatlon w;ts contim1cd for a furthcr 2 h. The incubatfrm mi:i;turcs v. ere c~aporatcd 
to dr}ncss. 50 µI ofwatcr wcrc addcd and !he Mllulions werc c-vaporated to drync!i.5 
ª~"in. lñcy v.cre thcn rc-;u~pcndcd in 25-0 ¡1\ of solution ,\ and injeclcd <lircctly into 
thc Uhrasphcn:·ODS culumn. In arder to compcnsatc for thc largc drlTcn:ncc in 
hormonc C<.lntcnl in c<1ch SG, thc amount of CUll-C C(lrn:spondcd 10 JO'IO gl:md~ 
(from two prcrarations). 

Amino /crnrinrH una/pis 
A 500.pmol arnount 11f cad1 CBlf·B tryp!ic pc-ptide and 4:!0 pmol of l."ach 

CHH-C tryptic pep1idc v.crc <l<1nsylatcd .is describcd by Allcn'. The pcptidcs wcrc 
hydrolyzcd in 5.7 ,\( hy<lrochloric acid \."Ontainin~ O. Jó~Q ph..,nul .and chrom.aw· 
¡;raphed on 3 >< 3 cm polyamidc pla!es. 

Amino urid analyJi.s 
A 500-pmo\ amount of cach CHll·R lrYf!tic pcptidc and 420 pmol of C'.ich 

)) 



·'º 
r----

r-----J 
1 • 
' : ¡ 

• • 

• 

• ; 

... 

.. 
•• 

A. llUBERMAN. M. D. AGUILAR 

fi,._ l. OnC'-1lq> Jl<lriÍ•Oti<•n .,¡ •ho: '"º Uoínrm~ or ti"' cn .. ••a::mn lr)p:rJl)'Ca<m;., l>ormn~c. Cllll-11 .. nd 
Cllll.C. CruJc amon ftom ~I tinus P.,11d• .. r r, .... ,,,.,,_.,. """'árrl (230 ,.1) ,..._, ít11<t1<.1ru1cd on • 
11 11ondap.:ok·Phc'1)'1 rolumn (JilO ~ l.".' mm LO~ IO·pm parnck .. ,..)•ilhnut • prc....,lumn Solution A 
,. .. 0.1~;, (w.'><J ;11¡un>us Tl'A and •olution 11 ""''flll~• •q""""" •cct<>n,.nlc wn1aining O.t~• (w/YI TFA 
The cm ... m '*U monih>tcd ~1 "°'' '""· l1'c column "';u <qui!ih,...1cd ..;1h J''-' 11 •nJ. ~íkr 1nj<>..1.ion. a 
hn.,.r e.r~d .. nl frnm JS~> 10 '4 ''~ ll .-u d~l<>pnt m IS min. folloMd by u.cw::r•li.: dullon •I 3"1.S~ó D 
for JO min. U... cnn.:mtntum or B w.u incrcucd lo S6.Có in :? min •nd ..,.,1inl*l ;...,..,.c;.;..lly at 1hio 
k•cl for 2S min.. thc pcah '"•lh hypas))Urnu<= acuw1ty in • hiouwy are D (.W.~ mmJ 1nJ C (t.4 4'J 
min). Thc umc oalc (•boou.I) ha• hxn ...,mptff>Cd ict .... 1 rpm:I; 1 mm/min Í<lr 4' min, 2 mm/min íor 
2S min). flo.,•tal~. 1 ml/min 

CHH·C tryptic pcptidc ""ere hydrolyt.ed as abo~·e, cvaporalcd 10 drynes..s in a Sav:rnt 
(Fam1ingdi•k. NY, U.S.A.) ccnlriíugal ev11poralor, n:su~pc:nda.i in 200 µl oí Bcck
man lligh-Pc1fürmancc Amino Acid Samplc Dilution Buffer (Na• system) nnd 50 
µI wcn: injec!cd in10 a Ueckman 6300 Amino Acid Analpcr. Nor!cucinc 1125 pmol 
pcr 50 ¡dJ was usal asan intemal standard. 

RESULiS 

Fii:. 1 shows the re5Ult oí thc one-stcp íractionation oí a crudc e.uract of 500 
SG írom Prvcam!mn.i.T l10uvh-ri on a ¡dlondapak-Phenyl column. A linc;ir gnidicnt 
írom 35% to 54.5~'• D in 15 min dimtnated mo~I oí thc hydrophilic componcnts of 
lhc cxtrai:t 11nd the rcmaimkr was dutcd during :lll isocratic 30.min run at 54.5"/a D. 
In arder to spccd up lhc c\ution of !he hydrophohic pc:ptidcs, 1hc concc11tralion of 
B was incrcnsal to 56.4•/. in 2 min and continued i$0Cl'lllically íor 25 rnin. Thrcc 
pcptides wcrcclu1ed al SS.29, S'J.29 and 64.49 min,and thCK wercdesigna1ed pcptides 
A. B and C. rcspeclhrcly. Whcn h:steJ in a bioauay". only pcptides B and C had 
hypcrglycacmic activity and they werc 1hcn n:dQigmuctl LHH·U and CHH-C. l'cr>
tidc A did ·nol ha ve any hypc:rglyi;acmi.: ;ictivity anJ will be <leal! with scpar.uelyº. 
lt is noteworthy that the CHH-R 10 CllH·C ratio is almon 1;onstan1 at 3:1. bolh in 
arcas under thc curve and in protcin conlc:nl, and !he spc:cific: hypcrgl}-cncmic uctiv· 
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PURIFICA TION Of'TWO llYPEROLYCAEMlC NEUROl!ORMONts ,.., 

"' 
rlg. l. Compor•ll•e l<yrti<" rcrh<lo ni;I" dhoh.,m¡on..-. Cllll·n ;on.t Ctlll-C Cllll·D !10.l l ¡1¡: - J 7.l 
IUtlUI/ anJ Cllll-C (61.2 "' - I0.2 nm1•:J ""'º tcJucd •n~ <atl>>•~mcth)l•lcJ. Aíl<r purif.ation. lho1· "«• .J1g ... 1c.t .. 11h trir-un-n'CK. c••P<";'!"I '" Jr¡nn1. r<"'u:rcn<lnl in 2~µ1 <>f•oluuon ,\ anJ inja;1:d 
Jircclly in to on L'hr•sphc1c·Ol>S •c!umn (~~O • 4 <>mm l .D .5·~m po.r1ide liu:/, "ilhoul • pl'C-i::olumn 
Solulion A "'al 0.1~0 ("/') a•¡L><nus TF!\ and "'lu!lnn U '4U a«tcnllrilo =nlaining 0.l~'• TFA. Alkr 
injn.1lon. w!uti<1n A wu f'.l<llCJ lh"'u~h fur ~.,,in. 1hm a •lo"" lm~r i::r•d>ml frnm MO rn w•,;, a ""' 
iktclo¡>N 1n 120 n1in al a tlnw·••te oí 1 tr.l,'m1n. Tlic cm•cnt "u mon110...,.i at ~06 nm. Ftol ckarncu. tl>t · 
J111dim1 anJ "°''"'are lq>r=nt<d "'1\) nn tloc ~~ .. u ch,.nn.o.l<>~roni. Only 1hc rc~l< !11,11 on ac1J hy
druly1i1 and •n~t~i•"""" 1hu .. -n Co l>c r<fllid .. ha>c l""n num¡,,,r<>.1 ín <>rdtr or oluti~n 

ilies of the two pcptides are \Cry sin1ilar". In urdcr to cnsurc rhat thcrc was no 
cros~-coniaminatiun ofthe pcptidcs, dueto thc hmitcd ~cparation obtaincd bctwecn 
them, they were conccntriltcd a11d chromato¡;r;iphcd :1¡;ain in 1he same 1•Dondapak
Phenyl column aml thc smal! amounts of contaminants climinatcd by manual 0.11-
lcctiun of thc main pc:iJ..s (not shown). 

Thc rcmarJ..ablc similarity of 1hc bioclicrl"lical charactcri.1!ics of OOth pcptidcs 
CllH-D 11nd CHH·C (scc lntroduc1ion) \.\lnlc manifcsting an oh;·ious diffcrcm;c in 
hydrorhobieity led us to .earch f<1r a h1>mol11gous peptidc or pc:ptides \.\ilh diffcrcnt 
mobilitics in the two ncumhonnnncs. fig. 2 ~hows the results offraetioruting on an 
Ultrasphcrc-ODS column the lr)ptic pcptides oí 103.2 ¡1g (17.2 nmol) of CllH-íl 
from 2000 SO und 61.2 JlC (10.2 nmol) ofCllH-C from 3000 SO. Only peaks \.\hich 
on acid hydrolyiis werc shown lo be peptides are numbered in ordcr oí clution. 
Taking into account that thcre is 40% more pqitide material in CHH-D than in 
CHH-C, it om rc<illily be sn:n that lhere is a pcrfel;t correlalion bc1 ..... een them in 1he 
cluliou lime oí cad1 p111r :md in thc rclative proportions betwccn thcm. 11 is notu.ble. 
howcver. than rcrtklc Cllll-!l-1 i~ mí,;,ing from l1ormonc CHH·C. When thc com
position oí ali peptldcs was 1:ompletcd, we rcalb:i:J that peptide CJIH·C'·fi h::id !he 
&ame 1:omposi11on ns CHH-D-4 on acid hydrolysh;. f.c., Ala, Cys. Asp, Olu (2 >< ). 
Phe, VuJ, Lys. Dnlh oí thcm h;wc n blockcd amino tcnninus. As thcy both contain 
Asp nnd Glu, we com:ludc lhat lhc di!Tcrenec in mnbility is pmb:tbly due 10 11 re-
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ciprocal amidalion-dwmidation oí two ucidic rcsiducs in Ollt-C-6. n:ndcring it 
more hydrophobi..: than its. homologous pcptidc Cllll-B-4. The amtd:ation of Glu 
would render a pcplide more hydroplmbic than thc amidation of Asp. 

PISCUSSION 

Thc Cllll is polymorphic in ulmosl ali crustaccan ,..bcrc: its purifx:ation has 
b.:cn u1tcmpteJ 1 • Morcovcr, it is usually composed oí a ma.jor 11nd a minor peak. 
\Vith Pror:umharu.t houni.•ri1hcrc is nn a\most constnnt ratio ofJ:I betv.un CllH-8 
and CIHl·C, both in thc urca undcr thc ..:urvc und in protein conlent. Wc do not 
1.now yct thc physiolo¡;i~·.al signiflcancc oí havin¡; two i!.Ohonnones wl.th hyrc:rgly
CllCmic acli\ÜY in thc snmc organism. 

In un ancmpt lo cstablish whclhcr thc two isofonn1 ofthc Pruc-on~ /HJu
•·irri Cllll are tlu: products of onc gene with 11 postnansb.tional modification of u 
fraction of lhe initial product to ¡;ivc two isohormones or whcther thc:y ;irc thc prod-
111.:ts of h~O ~enes. proh.1hly C'lolvcd hy ¡;coc Juplicalion lo fÍV'C two products with 
a ¡;real dcal of homology, v.c havc culllinucd to char:icterize thcm. 

\Ve havc sucr~dcd in applyin¡; uur onc:.step purification of thc two iwhor
monc~~ with an improvement in thc yicld from 30 to SS ng pcr SG for Cflll·B and 
from 16.S to :!O ng pcr SG for CHH-C. From c;u;:h fr.ic1ion.::1tion of 500 SG we 
rccon:rcd approximalcly '.'10 ¡1¡; oí Clll 1-D and IO ¡1¡; of Olll·C. which allowe<l us 
to carry out c:xkn~hc comparati\'c work on thc micr=lc. 

AppJrrnlly, thcrc is onc peptidc: mi~~ing in CllH-C compan:d wtth CHH·D, 
ci¡;ht instc:1d of ninc, h111 carcful compariwn of the lwo pcptidc: maps lc::uis us to thc 
com;lu~ion !ha! thc position uf CIUl·C.(1 is oo.::upied abo hy a very small amuunt 
oí a honmln¡;ous peptide lo Cllll·U-6 hui which is o~·c:rL:ipped by the formcr. 

·n1c cornp!clion ofthc prirnary structure of both iwhorrnonc::;; ofthc o;;rusta<::can 
h)'pc1).'l).:;1cmic honnonc: wil1111iswcr many of thc quc:stioni rai~ hcn:. 
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A NEUROPEPTIDE WITH MOLT·INHIBITING HORMONE 
ACTIVITY FROM THE SINUS GLAND OF THE MEXICAN 

CRAYFISH PROCAAIBARUS BOUVIERI (ORTMANN) 

J\Loai.m HUBlll.MAH and M.\Ntln. B. J\Gl!ILAk 

nq,.mnait or Di<><hmústry, lnitillllo Nacional de la Nutríc;On "S•lv..dor Z..bir;\n", 
Vuco de Qui1op No. U. Tulpon. lolOOO Muk:o D.F., Mhico 

Abur.rt-1. by man. <>Í n.,..,...,.pr..u.. hiih-perform.in<e tiquirl chmmuo~rhy (Rr.JIPl.Cl nn • 
pllond.ii¡-.k-l'bn>yl C%>lumn. •~id< "'11h m<>IHnh1hi11n1 h<1tmcne IMlllJ •Cll>11}' '''"'' iU>b•ed 
rrom a auJc a.1rac1 nr 2000 tim11 r.Undt fu•m thc ~ayfi>h r'"'""ml>ana ,.._.;,.,¡ (Onmannl "'lh a y•dd 
or lSn¡/SO. 

:Z.. n.. .ct,i,.j¡y ••• lerlcJ in a bdnul<>t<><U;,. riuo uuy .. th<: dq"C"!•iun oí n"d1·11croid bi.,.1-n1hn1< 
by cuhuro.J o~.:u• (.,,..,,,.,. Y-<>rµm 

). 0n SDS-rAGE. !he r><;>liJe mi1:1"'1N •• a ting.lc Nn<i of •rr""'m~i<ly 6000 P1. 1nJ on ll:F. u 
iniV11tcd .. a single hond 10 :i pi of s sa. 

4. n.., N-tn1ninu• '""' ,¡...,,.,, 10 t>e ¡,;,~h.i t>y "'"~' .,¡,1.e ,!,n"I a m<lh·! ,.h,lc 1he C·tn-rnmm 
,...,. ""''"" W be isolruane by rr.ar:1 oícul"''lf'<i>l><!Aie-Y <!o¡:,...uon 

S. lbc fono,..;n1 ''"'°" ae>d 4"'""'!"' corr.ro•i1,nn <>f ~UH ""' 0N.11n<:J· {,\u) •• (\o'•IJ.., 
tGh. L<"- Ar1J,,(Cp. L~•),.\Alo, lk, T)T, f'M),. CS<'rJ,. ITI". GlyJ, ,.(Pro),. Miii h•• H-SS amir.o o.:>J 
1nid""" anJ '" 1:1.ini=I mto:ecubr ,,.~,.. ioe>ku1.>1'°J u 614) "-In Do lt J, ... , Mt «mt•in T'1'. !!11 '"" 
M<1. 

'" ll 1 µc (6.) nmu~J oíihe mol•·•n!ul>ol tf ~.,,.,,,,,,,< ().ltf/) on.! 7'17 "' {ll ~ r.r:ll'll <•Ílhc moj"'pc•k 
d tt.e ewt11<un h,....1tJtcerr...: hu<1nnr.o \Clll 1-11) """'º r<Ju.:a!. c.o:OO•;mc!h)!.>!"1 •nJ J•¡;ci1cJ "''h 
lr)'inin. Th< tl'}-¡>lic ~lo<l<• nf ••<h .,r I~< f,orm~r:u ,.,,,. r~nfiM nn •n Ul:r,,.r-!><rt.ODS culumn onJ 
I~< p:p11Jc lr.>.I" .-umr•n<d ..,,h rr>pcd "' ,,,,..,,,;.,,, um<> and the cnmf"""I"'" <>f <.>c:h pc.:1k _ 

7. S7.~~- oflh:: toul ar.101.1111 <>Í ""'''·" a<..:l 1M1d""' "'ne a:roun•ed Í<'f 1n fiH ¡q>!i..!<> wh1d1 tu1r.cid<d 
in dutiun lime ar.d cvmru<it1on 
~.As 'O.Cha.., founJ a dur..:t.11 ,J,~;«<T~--,, e( on!y tw1> ''"""'"""' l>rt,.'Ccn J.!111 and C'lllf·[I (v.llh<>ul 

L>kir.1 i:>ta oa;;ount U>e antidn oí "'f"'l"ic 1nJ ''ut>trnJc •<l<i•). thc r•=r.t 1ttulu C<mfann that !h• '"º 
bur.non~ t>elon1 to •fa mil) oí n:wlO¡<¡ll;.b "'""'r<;,ing OI lcu1 or.c mo!Hnh1tritin¡: honnor.c •nJ t>0<> 
h)'T'C'flfl.,,,...;,, hctmor.o 

9. C•:J~i:u u r•c..:::nc.i for tht: c.iuw·•:r ~r "''''"h:w~rer-•ity '" thc muc11nc d c:idt of 1h= 
hormolle'I 

IN'Tll<IOllCTIO"I 

1111: proqou cfmohins in crunlli:c;:iu ;~ con<i~tn:'J 10 
be n:gulalcd by ~urohonnon:il foctou in !he C}°t'· 
ualk (ES) .sincc Z.:!ai) (1905) :ind McguJ.11r (191~) 
dctcribeJ lh:ot ES rrmo~:il rcs;uh< in 11.n 11.ccdcntc.J 
moll cydc. ~ tindin&' v.ci= rcdiscovncd llnd 
conlirmcd by llanrtróm (19)9) and by At>ramowiu 
and Abramowiu (1940). 

Thc role DÍ lhe X·orpn 1md oí ti.e sin111 r,!:ond 
(SO) in molt control was cst:oblishN by ruuno 
(1953) v.·ho alm diownl Iba! thc factor "''ª in
hibi1cry. Sincc lhrn il hu bcen lcnn('tl lht molt
inhibitin11 hormonc fMIH). 

Pr<>ec'dyM-1 and molting are positl"l'Cly corttbti:d 
1'ilb ina~ !neis oí cir;:ul~tin¡;: e::dy:tc:-oidi 
(Slr.inncr, \985),.hi.;h ~ synth«izi:d in 1he Y-org;rns 
nu.inl) u :r..-a;:d¡wnc (Ch.tnr. and o·connor, 19TIJ 
th.at is lo.ter cvnvc:rted to zo.ou..,ru}'10ne 
(Jf-«dyumc:) In 1be pc:riphcml l:uRCt liuues fK.ing 
3Dd Sidd&U. 1969; Ch:lng 11r..J O'Connor, 1977; Jegb 
fl al., 1983). 

Thc 5G oí il=tr•:>ds cuna;.,,: foc10r "'hich can 
:-rr~= 1hc r.11: in ''"~'º"'~ ,c:.:,.-:.~~r"i•!s Bftcr ES 

ai:.!31i"11 in i!llcnnoh amm~h (Kclkr and O'Connur. 
!~~~; Ilruce and d1ang. 19S4). This ri"" m ccd)
stcroii! litre~ <loes not occur in Y·orpn ~dtcicnt 
animal>. On lhe other hand. il ha• h.:en sho"'n '" 
.-iua (Soumoff .1nd O'Connor. l'J82; Matt,,•n :ind 
Spuiani. 1985) that an c>.lract ur brad1yur~n SG 
.,,;u rcprcss ecdylleroid l>•o>)n!h"IÍ• by cuhurcd 
Y-orc:on1. 

Weblter and Kclkr (1986) 11..nc i•nla!ctl, purilicd 
and ch:iractcrittd :o pcptidc ..,jih moh-inhibiting ac
tí~it)' írom 1hc SG oí Cardnu.r mar"'u which is 
61 1mino acid rcsiducs lonr. and h¡n a mínimum 
mo!CC11br mau of7200 Da. Chanu n "'· (19K7J h11•·e 
purilicJ 1nJ characterizc:d ¡,.-o do..,Jv rda!ed pcp
udu wi1h mo!H,,h1biung ac11vi1r from the SO of the 
lobstcr /lvmimu LUJ1ak="1 of arr10,lrn;udy 70-110 
amino 1u;:id res.id~ aTKI a minimum molecular m:i.n 
oí 8~00± IOúO D:i.. 

Whik uudying the crusi:occan hypcrR]ya:mic hor
mones (CHH) oí Procambanu bourkrl, wc isola1cd 
th= b)"drophohic pcptidcs írom nn SG cx1ract 
(llubcrm4n and Aguil:ir, 1986). Two oí 1ho: rcp1idcs. 
tcrmtd CHH-D and CHH.C (lbi: major 11nd tbe 
minor pc:i.kl oí CHU. rcs~•....,Jy). h.:id h)'l>CT-
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glyccmic: a1.1ivity whcn l.CflcJ úr .,;.., in thc 14mc 
animal and "-C:R 1ho"'n lo be 11ruc:111nlly clm.cly· 
rcl;ilal (Hubcnrum and Aguil:lr, 1988a; llubcrman 
and A11uilar, 19Kllb). A lbird pcptillc. 1cnncd A. 
which did nol h:1.ve hyper'gl)'CCmic a<:1ivity has been 
~hm•·n to ha~c moll·intubiling honnonc: llL"tivity 
(mt.nurcd ,,, ""º u thc tkpr~on or ccdy11n-oid 
hi1H)'nthais by culturcd Y-t1rp111 of Or<orircUs :.,,.,. .... ). 

Wc: rc-port herc thc isobtion, puríf1eation and 
f"lr1ial biochanical ch .. r.sa<"lilation or thc put:itive 
molt-inhibiting hormonc oí P•r><ornharus /'lourltrl, 
antJ wc: prcscnt a comp;iriion oí lhc: lrypiic: reptidc 
maps oí MJll ami CllH-8. 1ñc com11<>•ilion or thc: 
pcplido 1h.1\ f;(lincidc: in tci=tion tim ... point to. 
"'"'"h thi: ,onclw.io<> lh1tl tha.c: 1"'0 ncuropcpudc• 
bdnns to the umc family of cru1t:i'"""n nc:uru
hommnO'I. 

A""'"'"- J/~ltJ zlas:J• .:rr..!'"""'" r>Ua<I 

Adod! Cf~)fi<h !n<'1 "'hl<"I f,,, "="') ""'" ,,~,,.~"<i ("'"' 
loe.al fi>hctrn<n ln Cm•p.•tt. SUlte nfMo<:b<t;i.i..ln. Thry ...-ne 
ane<1~e1irnl .. 11h """hnl ""' onJ theor eyutalh (ESl "'"re 
nit and k'1"1 rroren al - 7U e un!il uled. TI-.c Un u a gl.>.r.d< 
cSG¡ '"<1" d,..a;t<t! un•fr• thc m•u<>•<<>r< ,.,,,: • ..,,,.,ro 
·••Uh ,.,..,"~' <ru•tace.in ..,,,,..., l~n 11.rrr••id, 191'>1 an.J 
k"J'l 1n 4 <:r.:ill >r>lume o('::.....:,.,:·•"""' (l µ!,SG) FN 11>: 
preP"••lior> of l~.e """1c nlrx-1 {CE), che impro•cd rruto

"cul dc...:n~I b7 us tlluhcnn..n ;mJ "'"'In, l~g!•) ""' 
fo1lo .. ru. Dmíly. W•XI SG in ""°' "'""' duin!•rra1od .. uh 
ane ~- IO ~•bum uf• Kot>I<> M•:T<>-1Jhru,,n1c Dnrwrotr. 
follo.,.ed b) tcnlnfoptmn :11 llJ1l.Utl01 (avrfa¡;c) fo1 15 nun 
•I 1 C m • 11..•lmon T\..-100 ta~ktop u!u•ccnmfuc<'. 
prn•i<lN .. uh a TLA·I00.1 "''º'· Afler drcanun; lh< 
supcon~un1. the l'fcdpuatc -• tttUSf""'dod 1n 100,.1 or 
'"•ter anc! lhc pm<cu .-epa.In! (h•>a:). Fmal!). !he 1Jutt 
•ur<m•••n" "~'" m1ud • .....,,.,ru,N .i )~.oO(I;: (a>"Cnt•) 
for ~Om1n al :·e anJ ª""''''uratcd l" º'"l'SG. Th.: 
ain.,.,n1u1r .... <"rntníu('."'11 •I l~.000~ 1n ~ Do<krr.~n 
Mo<:rofuie ll. for 10m•n ar'""""' ••mrc1aturr and lhe lut 
u!C.,...,,,1nÍU~•Unn ~tell. 1llc Juf'<"fna1an1 ""•• fil1cro.! 
th11>u¡h. <"rntroíu¡~J ,,,;,·1ofoltr.li..m .i ..... ;.,., rrov•<!cd .... h. 
0.2µm res<<l<,...lcd cdlul.....- fl!ur 1"-'<>•kl ),.ff·I, n,,-,.. 
•n•l~uc•I s"'"'"'· loc l ª' lrol.l.t. 4·r, for ro m1n 

lll'LC 

A llo:dmar.',.!l<~ •¡">trnl ~º"'"""11 n( a MO<ld ~20 
M1;;ro¡iroxeu<>• Conuo!kr¡f'rn¡r••n=. ,,.., Model llOA 
rumpt. • Modd 210 =nu.ol in-""1"'n vol.., onda Mod:I 
CRIA Rernrdcr;Data f'r°""""'r ...-,. u=t. Th< dc1«1ur ""' 
on LKB U•X<l•d·S r•m1id"'1 witb an M pi a:n. The <:0lumn 
ulCd for honnane rurií1aUon ....,... 11fk>nd•r•k·PbC1lYI 
UOO,.J.9mm i.d .• L0¡1m partide lizr. Wn1tr1). Tbe 
dllucnt ,. . ., monicon:d ni 21l61"'" S<>luUan A "ª' 0,1,~ 
•qucou1 mnu.,toa1;<1ic aaJ CTFAl •lkl .,,!uhon D ..-&160% 
aq11COuo """taMnle ro1m1in1nio. l~ó TFA. Thccolumn ...... 
oquihbto!nl •ilh J~•-;. t>f.,,l,.h<>n f\ "¡;...,.,,.,.,.d'"'' from 
J)~:, U lo 5K':, U m IOnun ""'' follm•'C:d by iJ.D<ntic clullon 
at ~·-;. D for ~m:n 

Thc 1educrU and arba1yio.-tb71.&1od harmonn ..,,.,, 
ruri!kd ir:• !>.'<>n!"'-k·C,. colu:rnn (l!-0" l 9mm id .• ~ ""' 
partic:le lir:. Walm). ining 1he Ame oolutions uª""'°"· A 
linear sr:iJ""1t írnm JS':, Ü lo 100". O .... ru.11 íor iO min. 

Fo1 !he rurif1cuion ol lhe t')"f'lic f'<Pli<h. •r> 
Ullra•rhctt-ODS eol""1!1 (230" •-61n<a l.d~ S.pm parti.;k 
<iic; ll«linun/,.hn) wa1 u..d. Solullun A ,.., 0.1~• 
1q11COu1 TFA 1nd l<•hrlion O wao •=onunle ronLainíng 
0.1~;, TFA. Dct;u\.o oílhe dutioo J"""I"'"' are r<o...lded in 
tlle k-¡¡rnJ 1u n~ J. 

T>Jp•in "'~~"'"'' 
A J7.7111 (6)nmo1) •mounl of MIH and 70.7µ¡ 

(11.1 nmol) or Olll·ll "'tte reduccd •nJ arbo•ymcth)l· 
uod acconling la Allrn (1981) and lhc:t n:purirled 1n 
• NO"npiok.C" column. Pquide-conl1inin11 pcah Wff>< 
collcdod 1nd c•-o¡>nral.:d 1a dryneso i11 l., inl EM"""fnrr 
1ubco alld the ,....i<Jue ..,., ,....n•pcnd<J Í11 100µ1 oíh)'<lr"S'n 
arbonale lnlfkr (0.1 1m1nonium bydrocm arh<>nace. 
0.1 M caldum chtoridc. 0.02~;, 2.l lhiadicth.anol. pll B.7). 
Tf)psjn-Tl'CK. (L· l·tDOyl.&midc·2·phcnclh)I chlof<ln>elh) 1 
kttolJ<!),... dusol>"Cd 11 1 matml in 0.1 M llC 1nd ,... 
adi.lcd ta !he peptlda in a rallo of ca I '~· l'.ach Mlll 
l'Cf'lldc: rcoei'<nl 1,.1 o( the cnqrnc sotuunn, .,hile acb 
OUl·D prptidc ...:ri-S 2 pi oí 1hc l<N)"me oolu1ion. Afia 
;,.....,i.tion at lTC ícr 2hr. thc 11..,..1moun1 ofenzymc wu 
addcd 1nd thc IOl;\lb.atiOfl .,..., <:0nlinucd for • fur1hc-r 2 hr. 
Thc lt><;ub.atian miuuros -tt c;.porolW h> d<)J\CU. rtny 
mkroliua oí "'llU -tt addtd and \he oolutiom "'Ctt 

<"'>rc-nt..:l !n dryncu a pin. They """"'~ th<11 re•u•r-mdc.1 in 
~Ylpl nf oolut1on A ~r:J irv«t<d dittal; rnto thc 
l1!1nupt>cre-OPS co!1unn 

l'•Ne/lr <l<Wn~V."""" 

Samrln '"""" hydiolprd '" 51 M HCl •I l~~ C ~n.l<r 
::;t;"¡;c" for 1 ~'in :..ib~c<! ~>:r.: .~):.! /')1<• 1~''"'- r.....
ntiag.rr.ol!:ud uf lt~n• et a:. (191'.4) wu c,.,..ployed. 

"''""" .,, •• 1 .. ~,;1), .. 
For thc •n•!;1" ar ~lllt. J~ 1·~ I'' r.m.,I) "-et< d1'1Jed in'" 

~ k>I> of7) ¡1¡; (1 l nmol) <aó. TI"«" !nts """' h)dtT>!)t.:J 
"' l.7 M l ICI ""r.1am1r.~ O lf'';. ,.,,,¡ rhcnol, •I l lll C f,,, 

• l4. 4K an.J n hr AnMh......- 101 ..-u ,,.,J,n:J "'"h pc:f<>nmc 
~:id (Mo-mc. l'!~J) ar.</ ohm hy•lr"l;.uJ •• •I<"<· Thc fü!h 
l<>t "''"' h)drolyx<"J In '1 M lln u>n••onm.: l'o ohi<•f;).JhO 
•••d (Mauubu• anJ S..uH. 1%ll S..mr"'• nf1l.c J.,,, r~"' 
h}"dmly .. ia. ""'" lll.rn '" <lrJl'<•I m lhc S.1>l~I :>.'t•:'1fo.:.1l 
'"'•l"'J•~lor •nJ rc<u•penJ,,J "' :¡;.; ¡.I oí &..ürr.~1.'. l!;~I,. 
i'crfomur= Aminn Ac><I S.unp!c Sulu:iou l!uJfcr (l'-:3• 
SyiL<m) f',ny m;.,r.,liuc..1 .. -et• 1n}<'-10«i 1nto a lkclrr..:in 
6l-OO Amino Aod Arul):•r. No;rloucine (l~~IJpn"·I 50p.ll 
.. a. uocJ •> interna! oundord Thr f1flh /,)Jr<i1;..,!< .,.a> 
d.an>yl.ucd and chromatographcJ u ••rl~1n<tf b<!o· .... 

l'ur lhc ana!)>u of1he lt)pUc pcptL<Jr.. 437 pc"'1 or nch 
Mlll pcpl><k •nd 400pm<>l ufe-:1<h C-11/f·ll !"'f'lide "'""' 
hydrolyrcd 1n S 7 .'-l: Ha+ 0.16~'• {wilo) phrnd u dcl<:nhcd 
•tx:m•. ~•pon1<d lo drynen 1n 3 :;.->ni .....,lnfupl e••¡>
<>t>lor •nd <ern1pcnd<d m :w µ! of lk<:LuU1n'1 l-l•¡h l'><r· 
Í!mnanct: "'"'"""cid S..mpkDdc!Lo~ Dullor (NJ·SJU<rr.). 
1"1Íly miau!mn ""'e ir.j<.;1cJ 1n!o 3 lkclm...n 6)00 "mmo 
ACJ<l An.olyttr. Ncricuc"'" (1 lS pm"l¡'.)(I p.IJ wu u....i u nn 
lnl<mal >1anduJ. Add•li<>n...!ly. J17pmo! cf u.:h Mlll 
lf)f'l>C l><"f'11<lc and SOOpmo! nf uch Cllll·B 1tw11~ r<'l"i<k 
""'" hy<lrnlyrrd rn 5.7 M 11(.1 +)'lo l~.m~l;mli<: acid. Afl~r 
<".1'¡>nr.ilinJ IO dryn~ lh<) "<'~ d.ln>}la!~ ll <l"""n!xd 
hy Alkn (L9lil), and ~hrom•h>¡"phcd on l ~ l•;m po!y
•mide pU.lcs. 

1-:nJ •K'<"'i' .,,,,,¡_, '" 
MIH ,,. .. rro....w ond '""'"°'ymclhy1.&1od •=•dons to 

Allen (198\1 For N•tnmin...l 1rn.ir10 ~cid oMl)U1. 12µ¡ 
I? ..,.....!! o(l"'T'!~!~ _,. .,,......,,n .... 1 '" ,..,,. o:;,.,,y 1~·• l'•'"l!ry 
(196)) danl)l-0 mcthoJ ,... dcKnl>c:d by "llm (1951) 
C.art..uyrcJ!lilisc-Y ..,.._. uocJ for tite c;;ar00~1 !-tammaJ 
•mino •e>d 011 '1 pj (t .5 nmol) cr Mili. F<lr iJ<nlifo:::uion. 
t~ dan•1I amino ~~• """ ~hrum.&tu¡¡rarhnl "" l ~ l cm. 
polyami<Jr obc.:11, ..,,,plo)'ln¡¡ ..,h-nit t)'ltcm 1 {l.5~óv/v 
oqucuu• fotmi; acid. 11 (loluc.,../oatic 1<id 10: l. v;v). 111 
(tlhyl aa:•~t~/n>e\lunolJatthC acid. W:,, l. by •DIJ {WonJ1 
and Wan~ 1967). Whcn N1ic amino a<itl• •-cre 1uopcc1ro. 
1nhm1 1rot= IV ..-u uoed .n.,, lhc r<nio"' '"'"' 
CIOmM Na, PO, in 2~~~ 1q1reeu1 e1!1:1nol) Ul•rtky. 1970). 

For the dc•crminauon of cach N·lerminal ""'""" acid. 
Jnpmol ofC<1ch Mlfl Lt)plic prpodc •llJ Mpnool oícao:b 
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Moll>inhibiLin¡ hormonc oí /'roe~ ""'4·~/ '" 
Cl\ll·B uyptí<: rq>1idc: ....... dantybt~ and tbcn hyd10-
lynd •1 abmc. TIIC oamc: (hro11111<>1rarhk r1ortdo,..,. _,.., 
i.ncd for td<111i&atioo. 

ls«lttltlt: focwlrlf (tEFl 
11 was pcrfcmned on 11 U.:B Muhiphor l ap_p.ant11a "'11h 

a 1 mm r~formcd polyacrylamidc ~¡ conta1Nt11 a ..;Je 
pad1C11t or Ampholinc (plll.$-9.5). A umplc ar 51'B 
UUlnmnll In 2111'1,..a •rrlicd ln a filltr l"'f'Cf ('Id al _1 an 
Ít<Kll ti>< calhodc. Foo:imn1 .... rc•fonM<i at .t C. with a 
p<>'""" limi1 of"7W anda ma•imum ~o!t.oro ..-1 al ISOOV, 
fot 1.5 hr. 1bc pi! padim! ..,..dcccnnir><d by cullin1 Smm 
lqm<'JIU ar a pan.lle! 1uip of ro~ ltaching out !he Ampho
linc al room temptt11u1c in lml of "'ª'º'in oequmtial!y 
numbc:red 111beo anJ mea1uri~1 thc pll or cach 111be aflcr 
18 hr. Local1iatfon ofch<! p:ptidc ,..., do.'I: hr con>n.1ion•I 
Coomaulc DI"" 1t.oinin1. 

s,...,,,,,, 
11 "'ª' pai'onnc:d eucnual17 u descnb<d I>) Wt\>llcr 

1191161. bu! u 111N16ed b)' R<natc Fcnri<h for • ..,.,. 
;., on: ........ •~s '"""""' tl'cnl><h, 111~7). 1b• i11CUb.at1un 
mcdi1un coni.o1r>N rcr 100 mi: tOml of Mcdoum \99 (Xrva. 
10~ co"""t1•1ed1. <4nm1 lla'ES, 2.!~m¡ N10. 
2JBm-C.01·lll,0. Jll.lmgM¡0,·61110 ('-"lmO.moll. 
T1ic plt "ao &Jj1,.1od I" 7.S •Uh 1 N N1011 •nd 1 mi oí 
C,1!'«1'• ontl!'I<>!;., •nliln)Ctll¡., co.::~uil ""' oddrd r=r 
100 m1. The m~•um ''''" 01cnlc !ihcn:d üuuu,h o U ll µlt> 
M1tlipo1c flltcr. y..,,,,...,, ,..,. incub.otcJ in Zl:flµI <'f 
IMdoum and 1hc conllal•tcra! Y-<it¡an o( r•d1 ¿n1m1\ 
........N u conuot lncub.ouon ""' Í<>f 211hr ot 1~· Cm LOO'.;, 
humiJ•1y. The rr.cdium ... u u...! du<ct!y for RIA. To 1hc 
<•prnmcnu1 Y-0rpn, 11.I """' F)an<I cqu1»lcn1 uf P•<>• 
"""""""' Niin:~I pocp!Íd< A '"ª" addod. RIA fot ecdy
•1<1<>1do ,. ... rctfonn<:<l 1u.cir~10¡ I<> Ch..n¡ an<J O"Cnnnor 
0919). úd)Uctoid •=<l1on by Y-or¡•M ,.,. norm~l11ed 
apinn pntcín conLcnt oí lhc or.;•n or><l ti><! f'Onctll.l~c 
inhibilion of 1«1<llor1 ca\..,.lated •«<>nl1n11~ Soumoff and 
O"Connor {\9!2). F11rlbcr •l<!•1\• c:o.n be fourul in W<bnrr 
1nd Kdlcr (l'n61. 

lf""'""" ,,,,.¡ ,1,,,,....,,.. 
Ali '"gcntf"ct• of •nal¡ll<lll ~r.oJe llPLC i.cl•.-nl> •n< 

from FW>ct Scicntifoc. Daubk-dimlJcd .. atcr "'"' furthcr 
purilled by ('lluin¡ 1hrouah a S)bron·ll.arn•lnd 
t<"ANO(lure-A m1cm. and ,,,.iy .,.., .... wnh a <=•li•ily 
above IO MO/cm wu ...ro. (;llllwarc wu cakincJ •t 
S!oO'C íor •hr. 

ltJ:SliLTS 

Sinf//t•$1tp pur(/kal/"'1 

Following lhc: protocol dc:veloped for thc: purili· 
cation of thc: crust:uxan h,,,...glyi;cmic: honnon..s 
lClUI} (ll11bc:rnun ;md Acuitar. 1986) uith 1light 
modifkations. an aliqu"t of thc cmde cxtn1c1 of 
468 SG in 250 ¡11 oí water werc: chromatographcJ on 
a ¡.o Uondapal:.-Phcnyl colomn, cquilibratc:d with JS~ó 
oí Solulion B. A linear graJicnt írom JS~~ to 58~0 n 
in IOmin was followcJ by i",.;nitic clution, at SSº/o 
B for ~min. In thit "'ªY IFiM- \J. th1...: highly 
hydrophobic pc:ptidn.. <k<ignatcJ A, B. nnd C in thc 
arder or c1ution, uc .c¡>anilcd in a •ingle chrom:ilo
gr:iphic 11cp. Pcptidtt B and C cormpond to thc 
ma¡or And mln"r peaks or the CtlH, respcc1hcly. 
Pqaidc A it dcvoid of hyf'Orglyccmic ª"i•·ity. lt w:11 
collcct1:d manuaUy, avoidmg th1: .,.,.Hcy bc:t"ccn f"'r>-
11Jn ,\ ~nJ D. In order to vnify th"! it wa• not 
c:ontaminatcd witb pcp11dc U. iL ,., .. , cou~c1>t1olkJ 
and chromatog1aphcd en 1hc samc co!umn and undcr 
thc s.:imc c:ondiLion1 u bcforc: !Fig. ~).A ~ymmctr..; 
peak "'ll• obtainc:J in the J>Olilicm of pcptidc A 
(41.Smin) whhout appar1:nt cont:iminanb from 
:idjoining pcaks. 

nlnauay 

Tui' wu pcrfonni:d in thc laboralory of 
Prof. R:iincr Kcller. Un1\cr1ity of IJonn, by Rm:itc 
Fcn1i<;h. Pcptidc A. inhibitcd tbc l)nthesis of .-.;dy
•lcroiih by Y-or¡;an1 of Orr.,,,..c1t1 /imoTUS cuhurcd 
m dlro u dci.<:nbcd in Mat~rial1 and Mcthods. 
0.1 SG equivalen\ of rcplidc A from rroccm/>aru.1 

" t _,------------------· ~ 

jcu ' , ~ 
--1 .. i,A o 

• < 
~ 

o 'º 'º ~ ~ ~ 

"" 
fi¡. l. 1'1irifa1io11 of Miii bJ llP-Hl'LC. fJ11uo11 pro4ic ef a alllk a1no:1 from .i6ll SG Colmnn· 
Jllk>l:ldapU·Pbcn)l (300 >< J.9 mm i.d~ IOpm putlcle .UC. Watrn). Sol~eal A: 0.1% aqUMm Tf'A.. 
SolVC'lll B: O 1% TFA In 6()% aqueo.u MeCN. The coJumn ...a.1 cqui~hnllod ..;11> 35% n. anJ •Íln' 

:=!t:c~·;r~~; ~;1";";~ñJt.:;1.~~:5;; ~n~!;• ,:te:~ mt:'i~~~ lº(~~·k ~~'~ :: '"°""' !ry ~' ·,. •, ID ,i:_;,;¡,;¡ <ul"1tcnrld bir>')'n1hcsi1 in Orn-~f~J ¡,,,.,.,.,.• y..,.pm aill111td lrt ti/ro. 
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" 'º ...... 
Fil· l. Ri;c""""-to¡n,rhr oí peak /\. rrom Fí¡. 1. Outia11 pro111" o( 274 SO c<¡ui•·alcnts .ria eollectia¡¡: 
and cuncc1111a1i111 peak A. Elutioa dfocud 11ndCT n..1dly lhc U.IN! ocmdi1i11o.t and 111 lhc same c:olumn 

H in l'lg. l. Thc ab<mee nr ld;olnin¡ co11wniM11t.. ;. ..-idc-nt. 

bo111"1trl inhib11cd t~ i)'nth.:si1 of ccdyltcroidt by End-¡:rr>up an11(1'<U 
V-organ1 from Otcoru:ctn by 37'1~ (N •8) "''hich is Upon dJll•)l:ttL<>n oí l'!p& of P"plidc A, only 2 
indicati•t of moh·inhihiting hormonc: a.>\ÍVity. IL spots "'"n: obscr>cd after llciJ hydroly1i1 and poly-
1hould be mcntioncd here th;it in homologou~ lest•, . am1dc: chromatogrnphy, th;i;t eorn:,.p.ondcd to Q... 
thc highest inhib111on of o:dy•l<:rOid 1ynth~i1 o!J. da1uyl·l)'!'Osinc and c-d~ns)l•l)iinc. Tui~ r<:"Ull 11 
t11incd hu b«n 60~;. cProf. R.. Kfllcr, personal 
communication). In ..,¡cw ofthi1 ri:sult, pc.ll A ... ;n be 
dc:i.c:ribcd :u thc: mnlt-inhibiting hormonc tMUU of 
rrofumbarw bmn·/ui. 

Proirrn ikl~rmma•/on 
Onc hundrcd SG cquhaknt1 oí peak A wc~ u.,.d 

for quanlific.ition. Tlle conicnt oí Mlll was found lo 
be 2~ng¡SG .... iihout corm:uns for loucs during 
isu\alinn 11nd purifo;ation. 

ls~kcmc fun<Jirt¡: 

An aliquot oí S¡•s Off'<'ptidc A w;i• fo.;u>ed far 
l.5hr. Af1cr 11:iining (Coom:iuic) ;ind dcst:iinin~. 
on\y onc b;tnd W3J ICC" :ita position corrcspom.!ing 
lo ;i pi oí 5.SO. This prOttdurc dw ocrvcd thc 
purposc oí•criíying thc f'UrÍly ofthc f'Cplidc, ber;ausc 
pcpndc B would w:pu:>tc al a pi oí 4.79 {confmncd 
With 5 µg of pcrtidc n (Cllll·Bl run iimultancousl)} 

Amíno .,c:(J analyslJ 
Thc ;ncr11gc valucs obtamcd from thc 11.cid hy· 

drolysÍi of 3 loH of rcptidc of7.l 1.1g e11ch. during 24, 
48 and 72 hr. rup:cti~cly, 11~ givcn in Table l. In thc 
s.:unc table 11rc included thc R"SUl\S obt;iincd with 
anolhn- lol of 7.2 µ lt oí pcplidc A. oUdizcJ ••álh 
pcríonnic acid and hydrolyzed for 24 hr, fo1 Lhc 
dctc:rmin;ition of cyitcinc 3• cyitcic acid. •nd abo thc 
rnult ofhydrol)'Zing 1no1hcr lot oí 7.2 µg oí pcptidc 
A 1n 5.7 M 110 containin¡ l~'• thioglywhc xid 
for 24hr, for thc dc1cnnination of lryptophan (u 
dani)l·lryplophan) by lhin-la)cr chromato¡nphy on 
polyamidc dicct1o. 

In thc i.amc 111blc, a comP"ri..,n ti n111dc with thc 
comp<Hition oí thc rnajor peak of !he Proralfllx:na 
bo1<ukrl hypcr;i.l)UllliC hormonc (CltH·ll). 

T•t.:o 1 """n" u:i.J <.,...r-><i''°" of MUI tr<U AJ r,.,,,, r...,. 
,_,_,._.,,,, ar>d «""l"'""'n -.,11, .,,...I""-',...,. of 1!.e ,...¡.,. 

r<•~ of Cllll (Cllll·IW 

~UH Olli·D 

""!~;:'4~ "·~r---~-·1~!~--'c""=, ~"'-·-
n.. 1J~ 1-2 2 
S.• 1 l~ 2 2 
.;1,• l.16 ' ' 
p.., o 11 1 l 
Glt' 1.~ 1-1 l·l 

~~· ~-~: ~ ~ 
Val' 111 6 6 

'"''" 000 o o 
ti< !IJ J l 
lu 4911 l l 
Trr J.l9 l l 
!'toe :.o J : 

Ttp' Ot(t O O 
11... oC:O D O 
l11 •02 4 l 

"'• ·~ ' s 
T.-1 ~ -""F-i) 

Mol .. , l.24)-6.>0l l064!-01l6 
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Molt·lnhibilin¡ honnonc oí l't~ l><>l<f'lnl 
,., 

intcrrrcted as thc prncna: oí• bl<xLcd amino acid 
rniduc lll the N·l«f!linus of pep1idc A. 

Wbcn 7.2¡.ig oí teduccd 11nd carboxymcthyl.:ucd 
p:pllde A 111~rc digcsted with arboi)pcptidasc-Y 
and thc product d:msylalcd 11ml 1ubjectcd to poly· 
nmldc chromato¡;niphy. dansyl-iwlcucinc "'º dc
tcctcd and that est11b\i!.bes i.olcucinc u thc C· 
tcmdnal rcsiduc or thc pcptidc. lt is no1 pOuihlc 10 
lr.now ¡r this 1crminus is iunid.o.ted bccausc 
carbo1ypcp1id35.c-Y has 1tmidai.e actívity. 

/tfoltriJ/ar wrfglit 

As 1<:en in Table 1, wc ha.ve cikufatcd írom lhc 
amino acid ,;omposition analy1is a minimum mol«t>· 
lar v.eighl oí 624J-6.W2 for p:ptidc A. This wu 
o:onñrmcd by SOS-polyacryfamidc sd cla:t10-
phoresis in thc prcscnce of ¡lya:rol (lfobc:nm:.n and 
Asuilar, 198Sa). 

Tr>plfc ptpt/.kJ 
Fi¡urc: J dcpicts thc chrom111ogniphic scp;iration of 

1hc tryptic f"fllÍJcs of MIH nnd CHll·B gn •• 
Uhr~phcro:-OOS column. f'cptidn "hkh coinciJc in 
ch>Uon time .ne connei;tcd wuh duhcd Jmc& 11nJ 
num~rcd 1 lo S in thc ordcr nr clution (!hcy .,.¡11 t>e 
rtfcrn-d lo 1H rl to TS, 11.'Spe<;livcly). O!hcr U}pli~ 

"~ •• 

" 

• 
" 

pcptidcs which do nol coincide in clutlon lime but 
whi<;h h•ve vcry simil•r but not ldentical com· 
po1i1ions Ju.ve bcen deti¡ni.ted •. b, o;. •nd d. •nd will 
be n:fcrrcd 10 u T•, Tu, Te. inií fd. -

The fint group, i>cpiI<la-TI to fs, comprii.c 31 
residucs or S7A% or thc 10131 3mounl o( rcsiducs of 
Mili (&vcragc or 54). In the 1CCOnd group. which 
includcs thc diffcn:m;cs found bcfore ln amino .,;id 
compoiiuon bctwccn MIH and OUl·B (Table 1), tbc 
res! or thc amino acid rcsiducs or 42.6% oí the lo tal 
are found. h &bould be notcd tba1 tbc amida corn:· 
spondins to upanic and gh1tamic aeid1 •re nol 
known bco:;au"' 111! lhe •nal)tic;i.l 1!<'J>' include an a cid 
hydroly•Í• oí thc pcptidcs. 

C1>mpnslll<m of c1>mcidm1 tryptlt ~p1/.U1 

four hundn:d and thircy.¡,e,¡cn pmol ora.ch Mili 
J"'plidc 11nd 400pmo1 of cach CHll·B pcptide wne 
h)l!rolyzai in S.1MHCI+0.160,'• phenol 11.nd thc 
compoiition dctcrmincd In an •mino ..::id •nalyzcr. 
Addi!ionally. 371 pmol of cu:h MIH pcp!idc 1111d 
SOO pmol of each CHll-B peptide 'NCf'e hydrolyzrd in 
~.7 M HO + 3~~ thio¡lyco!;c 11cid. In thls ca~. d:m
syl;lllon ""ªs foUowcd by thin·l.l)cr chromatoi:;naphy 
on pol)·amidc platcs. 

Table 1 shows the compo1ilion of pcptides TI 10 

'º ..... 'º -

~· •• 

•• 

• ... 
Fl¡. 3. Comp¡inti•c lf)plic pc¡:lidc =l'I oí MIH :ind Cltll·B. 37.7111 {6.3 MIO!) oí Mili •nd 70.1 flt: 
(11.!r.mol¡ oí alll·B .,.cic m!u<i=d. i:arbo~)mctnJUud anJ rqn¡nfio.I i11 .. l"oupacl:..C,. "':.mon. Af\a 
dogation "'1th 1ryps; ... TPCK (udncribo.l h1 M•1.triab •nd Methodt)tbe dricd fl<"l>lldn ._rc ""uspc:ndod 
in 2!!0 111 oí Sol~tion A "" ln.J«led diimly loto an Ultn.ipbcre-ODS colwnn {2!IO " -4.6 mm l.d., j ,im 
(l'lnlclc Wc. llecl:.man) witho~I :1. prccolwrm. Solotion A..,.., 0.1'4 aq.....,111 Tf'A and Sohuicn D.,.... 
0.1% Tl"A in MtCN. Aila'ia.p:r;úon, 11<>lutlnn A.,..,. nin for Sinln •!Id ll>Cfl •t.l"""Unear ""dic:nl írom 
O"lo 10 111% D '"•• dc\'clopai in 120 min •I • llow r•k or 1 mltm.ilt. Tbc d!l..nt wa. monlton:d •1206 n.rn. 
r,., ~!•..-.-..cu. :~e "".t~in-1 -"~ , ...... ¡.,. uo n:prcscz:!<'d only on l1ic lo......- ch:om.atov-m. Or.~1 th• pcall 
>1:.1.: cm •cid ~¡~Mi"''"'•' • • jr .. -. "'"" 1ho"'n 10 be rcp1.dclb"' bun nurnbcfed 111 Ú"-" <>fd'1' ofclotion. 
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"'-"' liu•IJl.lolAI< •nd MAl<\:u. o. Amm_ ... 

Table l. º""r-""" ..rt11~"'""'°'"""f,_J.Ull 
•nd cun.11 .. kd> ....,.,... .., -- ...,... 

r.i.,.tocr• C-1 
TI (T.T.A.-V.C.-R) 
T1 11. o. Y. O. RI 
Tl 11. A. f. 1q 
T4 [l'.E.C.".D.F.v,1q 
H ILLL.Y.Y.0.(ll.IJ 

'A••"'"bn"' fi ... J.."'<K""d<tofW..-{lll.U 
btcll oJ<W ... d<>opalc lJ711llC ~} 

10...-ltll<l•J'l"bulfoo<a<i>-""""
IU..,.,.~...d <nduoo ,..., te• -.......n._ 

f5 "'hi,;!1 ,1rc coind<kn' in du1ion time. l'cptidc T5 
""nn¡><md\ to the C-1a1nin111 bcarw>o: il UUC!o not 
cun1o1m a b:l\ic amino acid =it!ue and il indud~ 
ILfo "'hich wc have •hOV<n lo be lhe C-tenninal 
1mino a1;1d midue by mans or <;afbolYPCfllid.is.c·V 
di¡\1"\tion (llubaman ai>d /\¡:m~r. 19!l6). 

Unfor1un•11cly • .ame oí 1h: l"'f'lidC$ ob13incd by 
lf)J1Ue di¡:'-"'tinn h1"c bcl:c1re blncl:rd al thc N· 
tcrminus. This c:in be duc 10 ~'"f'.·hn.Liun ..,r ¡;lut.imin~ 
or of carbolymclh~l<-y~'.;,,., ~iducs if they happen 
to be: in 1his pmi1inn. but thc <>V!;nlll n:>ul\ is an 
addcd diflicuhy in seq..,.,ncing theso: hormnn•a which 
are original!)· blucked ::\ tb: N·IC'fminus. 

,\f/rwlrr1rr<•r_~Mrl1 

Tlie 1'-1rtio1I coinc1dern;c in .:nrnp;"ilion uí peptidtt 
TS IF.. L. L. V • ., •• !J. Q. 1\ ;i.nd T~ !E. L. L. V, V, 
1). P. Q, ~. I]. luntlCTh<IÑ r=idUC1 nmld k 'ºn· 
tarninanhl. induce. us 10 1hin'< dw1 Mili .ind Ciltl-
8 {and tnO•I prob.&hly ah., Cllil·Cl .OOw wmc 
degn:c uf rn1cruhe1crug.:nr:i1y. 11 is intc=tlnc 10 note 
lhll "'C h1"'e ah".!)', fuund lwO C ·t=inal peplidc-; 
in cach hurmonc. "'uh D i.lishtly Uiffcten1 corn
positiun in c:ach c:ne, and VC'f'/ ditkrcnt n:lativc 
cnncentr .. \ion• F<Jr c13mplc, in Mili. p;:¡>(idc T5 is 
more Dt111nd;i.n1 .... )u\~ m Cllll·U {arnl ahn in Cllll· 
C), rcriide Tg Í• thc mo11 abundirnt of thc 1wo. 

ll~'><-'\'!'.."KW-

Arthrupodl are ublr¡;cd lo -.hed pcriodic.i!ly 1hcir 
cnnl\ning uu1kclchln 1n ordcr IO g¡ow. and llli1 
pro<:cs\ il l1ormom1.!1) ··ontrul1N. The mc:Jiatur ufthc 
multin¡; prOCC\-1 is 1hc hurmnr.c 2il-Oll<l:dywnc, 
syn1heii1ed a1 11 p•c1:u""'r by 1he stcruidogcnic V
organ ur mulling gbnd. 11 has bccn Jl'O'lubtcd 1hat 
lhe raLC of J.C<:relion uf «d~tcrlli.U by \he V-<1rgan 
is undcr negativc t;Onlru\ by ,1 muh-inhibiLing her· 
monc loC\."lcted by lhe Jiniu gllln.d. 

Wc h.11\·e ii.ol3\cd in a single HPLC nep, from 1 
o;rudc u1r .. ,1 <>Í .:!JOQ SG C'Í thc Muican o=rayfub 
l'r<>n:mbar,,, h<>,,..·ral. a f'Clllidc th;al is apablc uf 
inhibhing «dy•ICToid binsyn1hcsi1 (Mall.on and 
Sp.ufani. \?SS. 19~6) by culiun:d Y-otg:r.ns in an 
hctcrolug<1u1In1·1/ro a.say dc:Yclop:U by Wcbsta .. nd 
Kcllcr {Wcb11er, 19116; Wcbsta and KcllcT, 1986). 

Thc: Mlil oí P. b•..,.rkri is 1111 ac:idic, hydrorhobie 
pcritidc of 6243--6-11.llmol. "'1. wilh n-ss amino acid 
rcsidun, hs N-tcrmin111 ¡., bl""lr.cd 11nd iu c. 
tcrm11111s i1 i..olcucinc. U ru., 4 cys.1ci11<" resid11e1, 
prub.ih1y fonning two di•ulrhide bond1. lt docs nut 
contain 1hc amino ª'-ids ll'J'I'IO!"lu.n. l!>dhioninc nor 
hlsiidine. 

lt is most intcratins that thc composition oí Mlll 
bo:an a grc;i,t rcsc:mb1ancc: to th111 or thc crnslll(tlrt 
hyp:rglyccmie hormones iso\alcd frurn thc aame or
pnim'I (llubennan 1nd Aguilar, 1986). A1 an be 
w:n in Table I, thcrc 1rc only 2 diff~ in thc 
composition oí r~nylabnine and l~ine. •nd a 
dilTercncc in pi U.SO and 4,79 for MlH ond CHH, 
n:>r«th~ly). Thc Jtruetural dmibrity bctwrm thc 
1 .. ·o hormones illi.o m:inifesu it.clfin a comparat!YC 
tryptic m3p itnd in immunologii;al ~-l'Cllctivity (lo 
be: pub\ilhcd). 

Wcbllcr ond Kcllcr (1986) h.a'Vc 11\w found Iba! in 
C"rdrrus ,.,.,,."'11, MIH 1nd CllH are stru<;tura\ly 
n:btcd. Therc i1 alw 1 IP'RI Jimilarity bctween thc 
'urnpo1ition of 1hc.c h<1rmun~ and 1"°5c oí r. 
/>o"1·W-rl. 011 \he(lthcrhand, Chang n ,,J. {l'}S7J 11<1,c 
fl:O:rttly isofatcd frurn the SG uf Jfornurus ani~rfrunus 
;i. p:p1idc with moll·inhibiling 11ctivi1y. bu1 lhcn: is a 
di'><."ltp;uicy bc:twecn Íh aprarcnt rno\. "'' dctcnnmed 
by SDS-PAGE ((,800) 3nd iu minimun1 mol. wt 
'-:lkub\C<J from the amino acid ~\lmv<>sition 
(~7~)11 :!: \f)(l()). A lhu:o·i~h n:\l'Ícw of the cherniul 
nature of vari<:1u• MIH '"'" bo fo.inJ in t""!n;: ~~.i 
O'Cnnnor {\<1~8). 

Thc Mili frorn P f,..~i·i~d i1 not cntirdy •pccíei-
1rc~11ic be.: a u..: il Clcrtcd 1\s inhihiüun of F-d)Meroid 
s)nlhtti• un 1hc \'-orpns o( Orr,.,,urn /11n • .,ia. 
Da,·11 and Cu.1lu .. · (1974) ha'c ~hown 1lul "" C)e-
11;1.lk extn'1 C1om lk.i .,,;u prolon¡ prc-:ctl)"'l in 
Balan,,,. bnprurlfus. In ¡a prcviollJ p;ipcr {llu~n 
and Aguihlr, \')~Sb), "'e ha ve 'hown tha~ a Wffi>'-lf:!.· 
li~~ tryptic ¡>Cplide m:1p or both hn..:rgl)<Xmic hor
mones of P. be,,..¡,,,¡ unwn:n only onc f'Of'llik with 
diffcrcnl m<1bility In CllH·C with rn("'Ct to CIUl-H. 

In \hes rapcr we compare thc tryp11c p:ptide mapa 
oí Miii and CllH·B and find that mun: 1han halíuf 
the \o tal amount uf 1.:sid"n are i;ontaincd in (M'ptidcs 
.,,'h;,h ha'~ lhe 1.:1rnc cluliun time and compotiliun. 

l! Í\ <1b•·iuus tiut CHH and Mili ~omrrise a family 
uf hurmunuo in r. brnsrir'I (~nd rnost pruh:ibly in 
othc:r cn: .. 1accan1 u "'cll) ll< c'idcnccd by 11,.: ,1m1nu 
acid compo1ltion, by lhe U)'pllc pcp1;dc maps and by 
immuno\ogial crou-rca,(1•i1y. The diffacncn m::y 
be more importan! al 1hc s.c.:undary ;:i.nd tertiar) 
1lf\le!\1ral lc'-i:h. 

Thcrc is 1hc po .. ibilily thal tbe lhrcc bormoflCI are 
the produc11 of one rene w11h f"l!lranslatioMI 
modificati<1ns thal determine thcir spccific11y. or that 
lhcn: has bctn gene dupllcation and di•crgent r;o
lution of 111 ancient primíli>e gene. (!.i•ing ris.c to a 
c1oscly·rdatcd íamily u( ¡>eplidcs. 11 is 1!so kno"'n 
lb.al 1 rll«.hanimi th<lt i:c~rates farnitics or c\0t.e!y
n:lalled pr<1tcin1 i1 a1Lcmalive 1plicin¡¡ (Andrcar.lis ti 
al., 19117). Thc •111.wer tn t~ pouibilltics will conu:= 
hum t.':: l:now1!'(\c-e nf the complcle amino :.c.d 
~uc~ oí Mllt and CHH and ol Lhe •1<u~Lu1~ ur 
lhcir gene(,). 

Ao\...,,./,~11-Thi• '"'º't wa1 madc f">Ulbk b1 
gn,1111 lo A.U. Íl"111 !.he Caiutju Nac>onal de Omci.:i y 
Tedinalqjl.o tCO?>IACYT) 1nd írom ~ fondo de 
FO!nenlo Edll<'lllÍ>o P.Cll. Wc tmnk 0n Alfredo UllOI 
•nd Femando i..rtU, íu•m !he lkp&r\lnml of P..,P.-o
duct1..., boolol)', l.N.N.S.Z., far hclr In thc rnfof111.111<T uf 
tM l.E.F. lb<: amino~ •n•li,.... ,.ne puforn.N al 1ho: 
Unu oí O.....,illry and Snuctun: of t'r<llrins. Ctntru d~ 
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ln~es1ipciiln y t.111<1;.,.. A•~nndo1 del l.P.N.
C:OSNET-SEP. Special 1h.onh a1c d"" In Prnr. Rai...,.. 
Kcllcr and h> Rc11atc f'c1u1<h. or 1hc Unittnil~ or Bonn. 
for thc pnfonnana: nr 1hc b~U. .... )"'1. TI><! •lu!ful •U1olancc 
o( frm.:i R. Miuc it patcfull~ •Ünn .. ln!gcd. 
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ABSTRACT 

HUBERMAN. A. 1 A. HERllANDEZ-ARANA 1 M. B. AGUILAR ANO A. ROJO
DOMINGUEZ. Secondary structure or a crustacean neuropeptide 

hermane family by rneans of en. PEPTIDES. Three hormonal neuro

peptides have been purifled from the sinus gland of the Mexican 

crayfish Procambarus bouvieri by means of a single-step HPLC 

method: The Molt-Inhibltlng llorrnone (MIH) and two isoforms of 
the Crustacean Hyperglycemic Hormone (CHH-B and CHH-C), Compo

sitional analysls and partlal chnractcrlzation of the three 

neuropeptldes revealed such a high degree of homology that we 

conslder them to be members of a farnlly. Circular dlchrolc 

spectra of the three neuropeptides showed that the secondary 

structurc of both isoforms or the Cl!H are very similar, but 

that there are important differences in sccondary structure 

betwccn MIH and the CHHs 1 cspecially in hclix content and in 

disordered rcgions. 

KEY WORDS: 

neuropeptide hormones 

crustacean 

peptide family 

sinus gland 

CHH 
MIH 
CD 
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We hnve described recently a sincle-step HPLC method for the 

simultaneous purificntion of three neuropeptide hormones from 

a crude extract of sinus glands of the Mexican crayf1sh f!:2.
cambarus bouv1er1 [7.BJ. One of the peptides (peptide A) has 

Molt-Inhibiting Hormone,activity [lo]. as shown in~ by 
the 1nhib1t1on of ecdysteroid synthesis and secretion in in

cubated Y-organs of heterologous crustaceans. and the other 

two peptides are isoforms of the Crustacean Hyperglycemic Her

mane (CHH-B and CHH-C). as shown in an in vivo test consisting 

of the injection ar pure hermane to eyestalk-less animals of 

the aame species (f. bouvieri) and quantitating the increase 

of glucose in the hemolyrnph vs. time (7]. While characterizing 

these neuropeptidcs. we realized that there was a high degree 

ar homology nmong them wlth rcspcct to o.mino acld composition 

(only two differences betwcen any two of them. without taking 

into account the amides of aspartic and glutarnic acids), mo

lecular mas ses, blocked t1r:iino ends, lle as carboxyl ends and 

tryptic peptide maps (9,10). In arder to understand the dirfer

ence in phyoiological nctivity bctween MIH and the two CHHs, and 

their affinity far dirferent receptors, we studied their confor

mational charncteristics by means ar circular dichroism (CD). 

METHOD 

Adult crayfish were ancsthetized with cruched ice (30 min) and 

their eyestalks were cut and kept frozcn at -70ºC. The sinus 

glands (SO) were dissectcd under the microscope whilc covercd 

with ice-cold crustaccan online [11] and were kept in a small 

volume 01" ice-cold water ( 1 µl/SG) •. Far the preparation of the 

crude extract [B], 2000 SG in water were disintegrated with one 

5-10 sec burst of a Kontes Micro-Ultrasonic Disrupter, followed 

by centrifugation at 108,000 x g (average) far 15 min nt 2ºC in 

a Beckman TL-100 tabletop ultracentrifu¡;e, provldo:J wiLh u_ TL;,_ 

100.2 rotor. After decanting the supernntant, the prec1p1tate 

was resuspended in 100 µ1 of water and the process repeated 

twlcc. Finally the three supernatanta were mixed, centrifuged 

.J.t 3569000 x g (ave~·age) for 30 min at 2ºC nnd concentrated to 
~,-:ltrnte wa!; centrifuged o.t 12000 x g in a 
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Beckman Microfuge 12 for 10 min et room temperature and the last 

ultracentrlfugat1on repcnted. The supernatant was filtered through 

a centrifugal microfiltration dev1ce with a 0.2 µm regenerated 

cellulonc filtcr (Modcl MF-1), Bioanalytical Systems, Inc.) at 
1800 x g, 4ºC, ror 10 min. Far the purification of the three 

neuropeptides, a Beckman/Altex HPLC system was used. It connisted 

of a Model 420 Microprocessor Controller/Programmer, two Model 

llOA pumps, a Model 210 manual injection valve and a Model CRlA 

Recorder/Data Procesnor. The_ detector was a LKB Uvicord-S pro

vided with a 8 µl flow cell. The column was µBondapak-Phenyl 

{300 x 3.9 mm I.D., lo-µm particle size; Waters), The effluent 

was monitared at 206 nm. Solution A was O.l% aqueous trlfluoro

acetic acid (TFA} nnd solution B was 60% aqucous acetonltrlle 

conta1n1ng O.ll TFA. The column was equllibrated wlth 35~ or so

lution B. After 1nject1ng the !lample, a linear grudient from 35% 

B to 58j B in 10 min was followed by an isocratlc clutlon at 58% 

B fer 50 mln. The three peaks corresponding to the Molt-Inhiblt

lng Horraone (peak A), the majar 1.soform of the Cru!ltacean liyper

glycemlc Hermane (peak B) and the minar 1soform of the CHH (peak 

C} were collected manually and concentrated. Thc purity of each 

rraction was ascertained by means of HPLC (7) and polyacrylamide 

gel electrophoresls (8). Far protein determlnation, the mlcro

method or Hazra ~ !!.!• (4) was applied to samples hydrolyzcd 1n 

5. 7 M HCl at 145°C under u 2 for 1 h in calcined flame-nealed 

Pyrex tubes. Amino acld nnalysis was performed in 5 loto of each 

hermane as descrlbed [7,B). CD spectra wcrc obtalned in a Jasco 

J500A spectropolarimetcr at room temperature with a 1.0 cm cell. 

Hormones were dissolved in deionized and neutral1zed water. 

RESULTS AHD DISCUSSION 

The compnrative nnnlysis of amino acid composit.lous of t.lu:: thrcc 

neuropeptldes MIH, CHH-B and CHH-C shows a high degree of homology 

among them. Twelve residues appear in the same number in all (the 

number of amldated residues is not known yet and are listed as Asx 

and Olx) and they all lack His 1 Met and Trp. Each has ~ Cys 1 pro

bably forming two dinulfide bonds. The1r molecular masses lie be

tween 6.1 and 6.lt kDa, nnd they all behave as acidic peptides. 



Their amino ends are blocked and all have lle as carboxyl end. 

When the tryptic peptide maps or the two isoforms or the CHH 

are compared, only one peptide is found to migrate differently 

on HPLC (9). When thc tryptic peptide maps of the majar peak 

of the CHH (CHH-8) and the MIH are cornpared in the same fashion, 
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1t is found that 5 peptides that coincide in elution time and 

composition, account far more than half the total nmount of·amino 

acid residues of the two neuropeptides (10). When the composit!on 

or the three neuropeptidcs are compared, there is only a difference 

of two amino acid residues between any two of them, without taking 

1nto account amidated residues. The main differences among them 

are the isoelectrlc polnts (4.79 for both.CHHs and 5.50 for MIH), 

thelr relatlve hydrophob1clt1es, and thelr biological actlvity. 

If we sum up all the prevlous data, we come to the conclusion 

that thc three neuropept1de3 be long to a new famlly of hormones. 

As the high apec1f1city of a peptide hormone for its receptor is 

due in pnrt to its conformation, which is also a determinant of 

its blologicnl actlvity, we dccldcd to study the three neuro

peptldes by m~ans of CD in arder to visualizc the differcnces 1n 

their secondnry structure. Fig. 1 shown the corresponding CD 
spectra recorded nt room temperature. The negative bandn nt 220 

and 208 nm, togethcr with the pos1t1vc bnnd around 190 nm reveal 

the presence of helical structure in tl;esc hormones (2). However, 

the larger magnitudc of the mean residuc ellipticity indicates 

n greater contcnt of helices foJ• peptidcs CHH-B and CHH-C in 

comparison With MIH. In arder to estimate the structural differ

ences among the three hormones, we analyzed their CD spectra by 

a least-squares fitting to the basis spectra of Hennessey and 

Johnson [5]. using a mod1fied version ar the program REGRES [1] 
adaptcd to run on a !!c~:lc'::t-!'::.cl::i.rd P.P-3000 cc'"1p'.ltc!". Thc analy

sia was don~ with and without the restriction of a total sum of 

structures equal to 100%. In the firs~ case• the rt!str1ct1on was 

introduced through a Lagrang1an multiplier, as suggested in (6). 

Far CHH-B and CHH-C • both methods of analysin gave vcry similar 
computed structure contcnts (Table 1), which adds confidence to 
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Fig. l. CD spectra of MIH ( •••• ), CHH-B (----) and CHH-C (--) •. 

Spectra were recorded in a Jasco J500A spectropolarimeter at room 

temperature and aqueous solutions at neutral pH, in a 1.0 crn ccll. 

Concentrations ar the hormones were (µg/ml): MIH - 10.44; CHH-B -
29.87; CHll-C - 25.60. Mean residue ell1pt1c1ty (9), was calculated 

using a molecular weight or 116,73 per mean amino acid residue. 



Table l. Secondary structure of MIH, CHH-B and CHH-C, estimated 
• from circular dichroism • 

Hormone H A p T o Total rms 

( 1) 13 11 2 10 19 55 416 
MIH 

( 2) 13 23 9 18 37 100 521 

(1) 21 19 3 16 22 87 528 
CHH-B 

(2) 27 22 5 16 26 100 534 

( 1) 33 19 1 17 23 93 600 

CHH-C 
(2) 33 21 2 18 26 100 604 

• The content of each structural type is expressed as per cent. 

(1) Prom an unconstrained analysis. 

(2) From an analysis in which the sum o!' structure contents was 
constr&.1ned to 100%. 

Abbreviations: H, helix¡ A, antiparallel /-sheet; P, parallel 

,,8-sheet; T,¡B-turns; o, other or irregular structures; rms, 

root mean square error (in deg cm2 dmo1-l}. 
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the reoults obtained. Purthermore, the root mean square (rmn) 

errors of the best-fit analysea were within the range reported 

for nevcral protc!ns (5). It is evident that these hormones differ 

only slightly in their secondary conformations, It is also re

markable the high conten.t of helices in these peptides 1 which is 

comparable to that found in glucagon in basic concentrated so

lution (3). On the other hand, the spectrum of MIH was poorly 

analyzed, since in this case the results were markedly different 

with and wlthout the Lagrangian multiplier. However, the helical 

content wan similar by both methods, suggestlng that the cstimatcd 

value far thia structural type is accuratc. Although rms values in 

Table 1 apparently 1ndicatc that the fitting or the MIH spcctrum 

was as gocd a5 those of CHH-B and CHH-C, it should be rcmembered 

that this cr1terion only shows that a partlcular CD curve wo.:;. 

adequately expressed as a linear combination of the basis spectra, 

irrespcctivc of the physical meaning the results may have. In any 

case, our results indicate that, from the point of view of zecond

ary conformation, MIH differs importantly from CHH-B and CHH-C. 

The present results could explain the differcnt biological activ1-

t1es of MIH and of the CHHs regardless of thcir compositional and 

sequential similar1t1es. 

·work now in progress also shows that the sequenccs of the tryptic 

peptidcs of thc three· neurohormones havc an important amount of 

homology, which reinforces the conccpt of a family of peptides 

(to be publishcd). 
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D I S C U s I O B 



UJlJ. FAIULU DE NWROPEPTIDOS DE CRUS'l'ACEOS 

J.) bitooedent•e 

D.iraate 1011 intontoa inioiale11 do puri:t'1ca.oi6n de l& hormona biporgluo

mianio.~(íIB:o) de Prooambarua bouTieri (Ortmann) por medio da oromatograt'ía lí

quida do alta. preaf6q en tau• reversa (CIJ.P-PB), ae enoontr6 un pico b1drot6-

bioo 7 aatm6trioo que oontania toda la aotlvid.ad hipargluoamianta da loo 0%

traotoa crudoa da la glA.ndula einuoal1 oon otra oolumna analítica, ea pudo d.!_ 

Tidir el pico &nterior en treo ~raooionae bien eeparodaa (plooa ~' B 7 e, ee

giln al ord•n do al~ci6n), CUJ'"BD pureaaa ruaron oonfil'lllad.ae por m6todoa oro111&

toar4t'iooa, olectrof'or6ticoa y qu!mtooa. Bl bioenaqo oorritepondiento demoa

tr6 que Gnica.mente loe p6pttdou D T C tenían actividad bipergluoomiiuita. 

Dad& la predominancia de una do lao bon=onaa biper~luoemJ.antea (pioo B, 

HBO-ll), aa proaigui6 con au earo.otari1:aci6n bioqu1iuica en cuanto a peao mol

cular (PK), punto 1eoal6otr1co (pI), compoafo1dn da !l.!Zino!eidos (CompAA.) y e!. 

tremoa 11.111.ino y ca.rbexilo (Jb::trN y RxtrC, raapectiTiu:tanto). Debido a aua par.

oidca oon la HHO-B, en cuanto a hidrotobicid.&d 7 Comp.lA preliminar, loa pfooa 

J. :t C (HBG-C) tueron puriticadoii aimult&.noamante :t aO'.J.llJUladoa para au estudio 

posterior (Aguila.r, 1986, Bubarma.n 7 J.guilar, 1986). 

B) Reaul tal.loa 

Con loa antecadontao da la betorogeneid&d de la BBO an varias eapooiea 

da oruotloeoe (lluberma.n y Aguilar, t98Ba, in~roduooión) T da la extetonoia da 

otroe naurop6ptidoe boruionalee en la gllndula ainueal (T6aee la raviaión da 

KleinholE, 1985) • ea procedió a caracterizar en paralelo a loa p6pt1doa A, B 
y C. Un bioenaayo heter6logo .!!!. ~ moatr6 que el p6ptido A tiane la aotiv,t 

dad biol6gica oorraapondiente a la bot'lllona inhibidora da la muda (HDI). La ti. 
nalidad del estudio rue Caracterizar bioquímica.mente a loa trae neurop6pttdoe 

para obtener la 1nrormac16n eetruotural neoeaarta oon •1 ~le de elegir la es

trategia adecuada para la determ1naci6n de la oecuencia de waino!cfdoa da laa 

hormonas 7 al m1Bmo tiempo, ~btaner datos que revelaran la naturaleza dal po-

11mort1e.mo de la HHO y d~ au relao16n con ia HDI. 

Estos trabajos mostraron oeQOjanzaa mu~ notables entra loe trea neurop6~ 

"ticl.oe1 

1,1) f.a •1.•c·:-~·~eo:::-~ni• 1:1n gel de polfacrilll..l!lida daanaturalizante 1nd.1o6 el m1.!. 
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IDO peno molecular p&ra la li.DI, la HRG-» 7 la REO-C, comprendido entre 6.1 Y 

6.4 kDa (Hub•rBUt.n y Aguil&r, t988a, Pig. 1). 
(2) i:l anAliaiB autollllltico de am.1not\o1doa (i.na.Ul.) rove16 q,ue 12 tipos de reo!_ 

duoa ea encuentran en la aie1t1a oa.ntidad en laa treo bo~naa (el nilalero da 

reaid.u.oa tu11idndoo en cada honoona se deuoonooe) 1 que todaa ellao carecen 

de Ria, Ket 1 Trp. Eo m!s 1 entre loa miembroa de cualquier par de bol'lllonao, 

l& diferencia en e¡ Anal.A..l eat! en 2 reeiduoa aol11111ente1 &in tomar en CUB.!!, 

t. laa poeiblea diterenoiaa en loo residuos amidBdoa (Hubenaan y A.8uilar, 

19BBa, Tablas 1 7 21 1989 , Tabla 1). 
(J) La dan.oilao16n, seguid.a de bidr6li•ie !oida 7 oromat.ogra!'ia en ~pa tina 

de poliamid& (CCF), ~oatr6 que loe trae nolll"Opgptidos tienen bloqueado el 

extrea¡o amino¡ la identi~d de dicho reaiduo aa ignora. La. diseati6n con 

oa.rboxipeptidAea Y (CPY), oeguili.n. da dane1laoi6n y CCF indica que lle O& 
el ltr.trC da lae trae bor;aona•J no oo eabo ai aate rooiduo oati amida.do o 

eateri!icado (co~o uuoeda on IIlllCban bot111onao), 7a que la CPY poaee aotivi

da.daa Bllid&aioa 1 eoter&aieo. (Huborman 7 Aguilar, 19BBa, Tabla 2¡ 1989). 

(4) El iaoeleotroenf'oque en gelaa da poliaorilamida con gradiente da antolinaa 

damoatr6 qua lao treo bol:"IDOnaa aon p6ptidoa !oidoa. Laa BHOa tienen un pl 

de 4.19, miantraa quo la HDI. poaee un pl do 5.50 (Uuber=an 7 Aguilar, 

198Ba, Tabla 2¡ 1969). 

Loa datoa anteriorea indican clar8.lllonte qua eataa troa neurobortnonaa con.!. 

titUJen una taruilia de nouropéptidoo mur pareoidoa entre e1. 

Para locali:ar la• di!arenoiaa poqueñaa eoperadaa, ae compararon loa ai.a

paa popt1dicoo •n CLA.P-PR da la digestión de cada bor111ona con tripaina-TPCK. 

Un aolo p6ptido tr1ptioo tuvo movilidad di!arente en lao doa lilJOa¡ al J.halAl. 

indicó la 111.iema CompU p11.r& aetoa dos p6ptidoa, uno de ca.da boriaona (Hubonl'Uln 
1 Aeu1lar, 1']88b, .Fig. 2). Al oomparar loo mapaa do la. BDI 1 la lnlD-B ea •n

contr6 que bit.Y 5 p6ptldoo triptiooe qU.iil coincid~n "" inovili.dnd 7 CompA.J. (Bu

berm.an 7 Aguila.r, 1989 1 Fig. 3 y Tabla 2)1 en loo dc=Ao fr11.ginentoa, para cada 

uno de elloe en lo. HDl ha.y otro en la Hl!G-B con l.lnG. CocpAJ,. IDIQ' oemajanto, n. P.!. 

~sr de di!erenoiaa vari~bloa en loe tiecpoa do retenci6nJ la cantidad limitada 

.i.,, :~11 ¡>1:.;¡t•doc 11.1 ., .... '!liti6, en o.lguno::1 "ªºº' determinar en fon:ia. totallllente 

,-.,·."~"'bj~ !"'" 1-:·--~_..-:-;r.n.ie r.,lativa.o de e.lgunco rcoiduo1,. 
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De lo• estudios do COmpA.A. 7 de loo !llapas triptiooe, puede Terae fdcilme~ 

te qua la hoMolog:{a entre loo miembros de aeta ftuaili& de neurop&ptidoe ea 

lllUJ' alta. Loa aeie p6ptido11 trlpticoe (PTa) que coinoidieron en el ¡iar UHG-B/ 

BBO-C (Pig. 2, Rubeno.an 7 Asuilar, 1988b) contienen ol 85~ del tota.l de roei

duoa de cualquiera de 011aa doo bormona.01 si tomamos en cuenta que el i.nnlAA 

ind.1o6 q,uo los PTa de HHG-lÍ 7 WIO-C c¡ue no coincidieron en "tiempo de roten

oi6n tienen la millillLB ComplA, entonoea el porcentaje de homolog:{a ea todavia 

mil,J'or. Bn la p&reja HDl/HBO-B loa oinco frogmentoe coincidentes (Fig. 3, Hu

berinan 7 Aguilar 1969) conetitul'on el 51:'i ooco en este caso t.ambilln h&Y pa

rea de PTe (uno da cada bor111ona) que eo comportan diferente en CL.U'-FR, poro 

que tienen una. Comp.&A ml.lJ' p'J.l"eotda, es cloro ~ue la bo~oloJia real en aeouen

oia oa r:Dl13"0r al 51~ 

Ka i•portaa.ta •enoto11&r qua algunos eatudioa preli~inarao do la oeC\len

oia da a=ino&oidoa bAn oorú"irt:Mlclo qua loa P?a qu0 ooincidiaron en tta•po da 

ratenoi6n aon, de hecho, idlu1ticoa. 

Bn cuanto a lao dtferonoiaa antro laa tren neurohoMl)Onaa, las prinoipn

l•a eat~ an la bid.rotobioidad, el punto 1aoel6otrioo y la estructura aacun

dtl.ria. 

La.e di!•renoiaa en comport.r..miento cra=atogY&tico y en punto tuoel6ctri

oo ae podr1an ozplic&r por laa diaorapano1aa pequeña.a un oua Co=pA.J., ea de

cir, en loa tipoa 1 proporotonoa relattvaa da aua raotduoa b~a1coa, ·Acidon, 

aztdadoa o h1drot6biooa. En al par HHO-»/lIRO.:-C, la ditarancia en bidrotobio1-

dad debo ••ta.r da.da por loa reetduoa amidadon o bidrof6bicoa o por alguna •o

ditic&oi6n poetraduaoional neutra o por embao cauana, ya que al punto 1aoal6E, 

trice eo al mi8'XJ. Lae Compl.A. parooon indioar qua la hidrotobicidad •ayer de 

l& liB.0-C ea daba a qua pooae un roaiduo de Fen en lugar do uno de Lou on l& 

lillO-D. Sin embargo, ya que al Anal.JA de loe dntcoa PTe de las HHOe con tiempo 

de retención di!aronte (Buberman 7 Aguilar, 1c;88b¡ Pig. 21 p6ptidoe 4 on 

BHG-D ~ 6 en BllO-C) 1ndic6 la mi~a Co~p.lA y dado qua dichoe tra«montoe con

tienen reeiduoa do Aep/Aen ~ do Glu/Cln, la m&J"Or bidro~obicidad da la IIBG-C 

puada e1plioarae ~or una nu•tituot6n de una Gln en la WIG-C on lugar do una 

Aen en la aHO-l!. 

?::.!aten .,,._rlit.ll opoionaa ¡iara a1plica.r la di!ereno!a. an al PI da la llIM 7 

la• µI!Ge. La. Comp.LA 1ndio:s. que pod.ria ser conaacuenoia. ~e un re»id~o ~dicto

n.al de L1a en l~ E!K en r9laci6n a la.e liHDo¡ oat.o a au vez volvaria llláe hidi:i_ 

;"!11.J" -. 1s. ;r!1C. C'°:- - ~ 1 'l•rn!!I. t.iva na· un.a diferencia. en lft. proporción de loa 
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reaiduoa &cidne/amidadOft on~ro a111boo tipop ~e borc.onao. A~ui, t1U11bién en pco_i 

ble que laa modi!ioaoiontio poatroduooionnlee 7 un~ comb1nao16n de loe troa P~ 

eibilid..adee contribu7on a lB diferencia de p¡. 

lll ••<\Udio da d1oro15lllO otrcular (Fig. 1 7 Ta.bla 1, !lub&ri:an ~~ nl., 

1989, envi11.do po,...-:s. publicso16n) indica que, on c...:.anto a !a 111etrue1.ura >1"'<":' .... 1d~ 

ria, laa d.o• taotol"Slaa de la J!RQ oon cru:r eo=ejantee y que h8.J' diterenoioo llil

porta.ntee entre eate por 7 lo iIIll (aobra todo on al oontenido de b611co 7 

&Glt"uQturas irregulares) .. Bst• reeultado eJ:plioa lo aottvidad bio16gica. dit

reute en la BDl y laa BHGa, tndependienta=ente de laa aemeja.n•ao y di!eren

ctfta en CompAA 1 eecuenoia de am.inoiotdoo. Kl hnlla~go !u• &Uio bien el ooP•r.!. 

do, 7a r.ue ea eobe que la actividad !1eiol6g1ca do uno bonoon& dependa da su 

int•r&oci6n oon raoftptoraa oapoc!rico• 7 6ut& dltima. es conaacuanoia parcial 

do l& oonrormaoi6nf loa tipoa y proporciona• da laa oatruoturaa eeouodariaa 

determinan a s.i vez la con!ormnoi6n molecular. Bn el eaao de laa ill!Gs •• es
peraba encontrar que auo estruo~r&o socun~riae ruor~n muy parecidau 7a que 

la• aot1vidadea hipergluoOlloionteo eon igu&lea pr!ot1c.amente (Ae;Uilar, 1986J 

llubor111..an 7 Aguilar, 19d6) y la ho111ologia oompooicionl\l 7 aooueno1al ao Sll.'tJ'Or 

al 85:' (Huberman y Aguila.r, 1~88a¡ 1988b). En cu~nto a l& comparación do l&a 

BllOa con la HDI el reault.Rdo tt1J11poeo ea inosporad.o, 7a que a posar do di!o

rir aparentemente en o6lo d.oa reaiduoa da cuaino,oido 1 do eziotir uri& homolo

. gfa ••cuanoi&l euJ"" alta (CQ"or dal 57") (Bllbenaan 7 A8Uila.r. 1989), un cambio 

mlnimo en la oocuanoia de am.inoácidoe de mol6~l&a rela.tiTamenta pequoñao PU.!. 

de ocaoionar una di!eronoia conoidor,,.blc un las eatruoturaa secundaria. 7 ter-

0111.ria y t1n l" o.otivida.d biol6gica miBm&• 

C) Perap•ot!va" 

llny Tariaa posibilidad•• para el origon de •ata ta..m.111& d• neurop6ptid.oe, 

podr19. aer q_ue la.• traa horaonaa aaan el produo\O d.• un aolo gen 1 modtt'i'G&do 

poatranooripoionalmente por eapa1-e alternativo del ARHm priaario (Tiaae la 

reviai6n de Br•l tba..rt .!.! .!!!.•, 19611 BllO.t .!!. al., 1969) o poatrad1,1.ooionalment• 

(Tiaee la r•vlai6n da Hubarman, 19 ). Otra opción oer~a l& de duplicaoidn o 

trlplicacl6ft g6nica {~&anee laa r••leionea do Aohor, 19b1 7 de Ni&ll, 1!182), 

ovoluo16n J.ivorgenta 7 axpresi6n g6nica dirarencial (~ita. !.!. ~-, 1$82). 

Ta q_ue eata t'Alltllia conata de tr•• miambroa por lo manca, t&1abiin •• t'&otiblo 

que au origen aoa la oonaocuanoia de una comblnao16n de la poaibilidadae enu!l 
Ci~~~a IU\ter1ormente. 
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En lo 1•e!orent• al polil3.ortiaao do l& HRO, 011peoit1oamonto, bllJ" variao 

altornativao poeibleo1 (1) a expreei6n de una u otra de lae iaotormao puado 

aotar ralaeion~da al aoxo. La. purificac16n de las bo:rnionaa a partia da ex

traotoo de QSo do maoboa y hembras por ooparado conteataria aeta interrogan

te. (2) ae doa teotoniiaa pueden eor el producto do genoo alelos, dominantes 

o codominanteo. La. proporot6n do la teoform11. m!o abundante (Bl!O-B) en rola

ci6n 11. la. otra (HBG-C) ea atompre do 311 QU&ndo 1JO obtiene el 01t.ra.oto crudo 

do muoboe animalaa¡ oato concuerda. con la fracuanota oaperada para gonoe ala

loo dominantes. Pa.ra aclarar aeta posibilidad aorta nooeoario obtener lae 

horconao da un solo Dnisal 7 ver ei ocnti•ne la• do• HHOa¡ adn en el oaeo do 

qu11 tuorAn aloloe oodominant•• pod.r!an ob•erT&r•• animal•• oon una sola 

iaohor9ona. (3) Si 111.e teotonii.aa eon •l producto de do• gen••• eurgen pro

gun\a11 oon reopeoto a la locali1aoidn oromoe61r1loa de dicboe ger:u•• 7 a au r.

gulaoldn. 

lle.ata el momento, la oaraotoriaaoi6n •11truotural de la HI.Y: 7 de le.o HHOa 

da Prooambarue bouvi•ri no paruite oaber cuál da le.e poaibilldadae acarea del 

meoao18111.0 qua origind lB fnnilla de neurop6pt.ldoa ea la verdadera. La reepue_!. 

ta para aeta interrosante oe tond.r' cuando se hayan determinado loo eatruotu

raa primariae oomplat..o.a de 111.a harwona&J tai voz eoo nooooorio comporarlao 

oon la.e oecuonciae deducidas a partir de eu{e) gen(eo). 

Bl paao aiguiente hacia la diluoidaoidn de la estructura primaria aerl 

caracterizar oompletlll:l.ente a loo PTe (CompA.A, aoouencia)J en el caoo de loa 

tragnientoo bloquoadoa 1 oor& naceaario gonera.r (por m6todoa qulmicoa o ensi=ó.

ticoa) un ExtrN que pen:11tta la oecuanciaoidn manual o ti.utomAtioa. Poeterior

monte1 ti.abr' que producir (qu{~ica. o anaim6.tiC&111ente) otro juego diferente do 

p6pt!doo 1 car"ot~ri~Rrloe en loB m1P10e t6nrdnoa que a loe antarioree, con 

al !in da onoontr~r uecuenoiae traolapud&•.Y poder eotRbleccr el orden de loa 

Pre en lau horuionao y con ello la secuencia do nmino~c!doe completa. 

Otra ton:ia de detonllinar el orden de loa p6ptidos trfptloos en lae hor

monas intaotan conaiete en limitar la bidr6lia1e trlptioa mediante el bloqueo 

de laa lioin~• (con &nb{drido euocfo100, por ejemplo) o de lao argininae (oon 

3.11tae de la digeat16n con la tripein•~ 
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Baata la aotualida.d •o ha dotormtnsdo lA aeouenoia comploto, Da~ualoonto, 

on sólo 3 de 1011 1 p6pttdoo trípticow de la. llllü-ll. Rl 1111poditionto para conooor 

la oatruotura de loa p6pt1doe reet~ntoo bn aido el bloqueo do nu.o oxtrcmoe 

Amino, al parecel" por Wl reaiduo do Aoido ptroglutAmioo¡ 6sto puodo producirne 

ouando una glutwnina queda n:1 la posici6n i:u:tino terminal col'llo cor.9ocuor,ci:>, ·-~ 

un& ruptura quimi<a o unaim4tica do lo. •ol6cul" intacta. Bd.oten c6todoa "!_U.!1111-

co• 7 enailllátiooo para. "o.brir" o cortar el ra11iduo otolico de ácido piroglutá.

satoo (algunos de loa cual•• h.an aido probadoe 7a en el laboratorio) qu• •• 

aplica.t'án a la mol6oula intacta o o. aua tragmentoa trlpticoa. 

Como 7a ao 111anotor:i:6, •• putiidon utili11ar otras en.&1.11.a.a en esto oatudio, 7a 

aoa para apltoar1ae a la RB.O direota.aonta o & aua ~ragmontoa qUÍ$1COa o onei

m&tiooa, con el !in de obtener p6pt1doe que aean auao•ptiblea de Gomatorae a 

la aacuenoiaoi6n ~ual o au"tom!tica. liada.e la• 00111poaic1on11e de amino&cidoa 

de lo• plptido• t.r{ptioo11, podrían u-.ar•a ln. quimot.r1pu1na 1 la pep111na 1 ln. 

teraoliaina, la prateaea V8 do aeta!ilocooo, la endoprotoaaa Arg-C de lo gl4.n

dula 11u'l:ea~ilar del rat6n 1 ato. 
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Qµeda tambi6n el recur•o de la e11peotro111etria de ..... , que •1 bion en ol 

eatado aotual de ln. tecnología no ea capas da resolver aetruoturae del t~o 

de la Bll0 1 puede aplicara• al estudio de tr&4P11an\oo quiatcoe o ensisJ.ttooa de 

Aeta. Ra aido •Bll•Oiahtent,. 0.til en al oaao de p6ptidoa bloquead.o• on el e:z:t.r

-.o a111ino (Parnlund, 1972t Scarborough !! ~·, 19B4). 

&ooiante~enta, ae ha deterfllina.d.o 7& la aacuanota oonpleta de la HBa de 

Carainue ~ (lCegel et al.., oomunicaot6n par.anal.) .. Con loa da toa pa.rotalea 

da la hormona de Proo8lllbarua bouvi9r! puede varea ola.raa:ente una homologia 

oonaiderable on la aeouanoia general 7 •n l~ <poaio16n da laa oiateinaa, a po

aar de que la bormonn del animal europeo oontien• careo. de un& dooan& m!a d• 

raaiduoo •n el extr .. o carboxilo. 
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