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Neuropéptidos

La comunicacién
intercelular es una
funcién esencial de
todo organismo vi-
viente y esta me-
diada fundamen-
talmente por men-
sajeros quimicos.
Hasta muy recien-
temente, se pensa-
ba que la transmi-
si6n sindptica se
llevaba a cabo ex-
clusivamente por
monoaminas (no-
radrenalina, adre-
nalina, dopamina
y serotonina), de-
terminados amino-
acidos excitadores
e inhibidores (Asp,
Glu, GABA, Gly) y
por la acetilcolina.
A finales de la dé-
cada de los 60, sélo

1 descubrimiento de los neuropéptidos a co-

mienzos de los afios 70, supuso una autén-
tica revolucion en el terreno de la neurobiologia.
Su-existencia a nivel cerebral, no sélo amplié,
sino que diversificé las posibilidades de trans-
misién y modulacién de la comumicacién si-
ndptica, limitadas hasta entonces a un escaso nii-
mero de neurotransmisores. Mientras se consta-
taba la existencia de numerosos péptidos con pro-
piedades neurotra as y/o neur dulado-
ras, asi como de sus receptores a nivel cerebral,
los investigadores también dirigieron sn aten-
cién hacia la regulacién de su actividad. Puesto
que los neuropéptidos se sintetizan exclusiva-
mente a nivel del soma neuronal y no hay claras
evidencias de su recaptacién tras su liberacién
al espacio intersindptico, parece evidente que
su principal mecanismo de regulacién se lleve
a cabo a través de su inactivacién mediante la
accién hidrolitica de peptidasas cerebrales.
Dentro de ellas, las aminopeptidasas representan
el grupo mas abundante a nivel cerebral. La
presente revisién describe con perspectiva his-
térica, el conocimiento mis significativo que
hasta ahora tenemos de las aminopeptidasas ce-
rebrales, incidiendo en sus propiedades bioqui-
micas y en la accién que ejercen sobre sus sus-
tratos peptidicos.

ser evidente que
los neuropéptidos
estaban implicados
en una amplia va-
riedad de funcio-
nes. Se demostré
también que mu-
chas acciones pep-
tidicas tenfan lugar
lentamente, que
existian  incon-
gruencias entre la
localizacién de los
péptidos y la de
sus receptores en
el cerebro y que
muchos neuropép-
tidos coexistian con
otros transmisores
€n una misma neu-
rona.

El concepto de
neuromodulacién
incluye un tiempo
lento de transmi-
sién, un lugar de
accién mds difuso

la sustancia P se habia descrito simultane-
amente en el cerebro y en el tracto gas-
trointestinal (GI). Sin embargo, antes de
que los péptidos fueran extensamente es-
tudiados en el sistema nervioso, ya se pen-
saba en ellos como una nueva categoria de
neurotransmisores. Posteriormente, llegé a

y la capacidad de alterar las respuestas se-
cundarias en la unién de un transmisor. Por
lo tanto, los anteriores descubrimientos, su-
gerian que los neuropéptidos podrian servir
como neuromoduladores y/o neurotrans-
misores. Sin embargo, el término neuro-
modulador tiene un uso ambiguo y es ne-
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cesario delimitar ain més su concepto. Este
término implica el que la sustancia en cues-
tién no tenga un efecto directo sobre el sus-
trato o que el efecto sea independiente de
la modulacién directa. El sustrato cuya res-
puesta se mide, puede ser una organela sub-
celular, un nervio, una célula endocrina o
muscular, un circuito neuronal, un sistema
transmisor, o un 6rgano. El efector, cuya
accién directa sobre el susirato es modulada,
puede ser un neurotransmisor clisico, un
péptido o una estimulacién eléctrica. De
acuerdo con esto, una respuesta puede ser
un cambio en el flujo iénico transmem-
brana, actividades neuronales, liberacién
de transmisores u hormonas, reflejos o con-
ductas.

En la actualidad se han descrito un amplio
ntimero de péptidos en el Sistema Nervioso
Central (SNC) de los vertebrados y su es-
tudio estd aportando nuevos e importantes
datos para el conocimiento de la funcién
neural.

Las concentraciones de péptidos cercbrales
e hipofisarios son varios 6rdenes de mag-
nitud inferiores a las de los neurotransmi-
sores cldsicos y aminoédcidos neurotrans-
misores. De los péptidos inicialmente des-
critos en el tracto GI, sélo la colecistoqui-
nina (CCK) parece encontrarse en el ce-
rebro en mayor concentracién que a nivel
GI. Pero estas bajas concentraciones no mi-
nimizan su importancia funcional. El con-
tenido glandular de las hormonas pepti-
dicas es alto con el fin de permitir una gran
difusién en la.circulacién. Sin embargo, en
el SNC los péptidos actiian en cortas dis-
tancias con mucha menor dilucién (1, 2).

Bioquimica de las neuronas peptidérgicas
Biosintesis

Existe una amplia variedad de péptidos ac-
tivos cuyo tamafio oscila desde el dipéptido
carnosina (Ala-His) hasta polipéptidos tales
como la hormona liberadora de corticotro-
pina (CRH) que contiene 14] aminodcidos.
Se acepta que todos los péptidos cerebrales

conocidos, excepto la carnosina, se originan
a través del procesado de grandes molé-
culas precursoras sintetizadas en el cuerpo
neuronal. En tales moléculas, las secuen-
cias activas estan habitualmente flanquea-
das por pares de aminoécidos bésicos, los
cuales representan un claro objetivo para
los enzimas proteoliticos.

Almacenamiento

Los neuropéptidos, son almacenados en ve-
siculas secretoras y transportados hasta el
terminal sindptico. Estudios inmunocito-
quimicos han demostrado la coexistencia
de aminas y péptidos dentro de la misma
neurona y, en algunos casos, en la misma ve-
sicula.

Liberacién

Los neuropéptidos se liberan a partir del ter-
minal nervioso mediante estimulos despo-
larizantes por un proceso Ca2+-depen-
diente, al igual que la liberacién de neuro-
transmisores clésicos.

Existen evidencias de que las monoaminas
pueden regular la liberacién sindptica de los
neuropéptidos. Por ejemplo, la dopamina es-
timula y la serotonina inhibe la liberacién
de la hormona liberadora de tirotropina
(TRH). Tales observaciones indican que la
disfuncién de determinados sistemas ami-
nérgicos podria tener importantes conse-
cuencias en la actividad de un sistema pep-
tidérgico relacionado funcionalmente. El
caso contrario también hay que tenerlo en
cuenta.

Receptores

La interaccién del péptido endégeno con su
receptor, al igual que los neurotransmisores
cldsicos, dara lugar a cambios en la per-
meabilidad de determinados canales i6nicos
o actuard a través de la generacién de un
segundo mensajero intracelular. Los re-
ceptores de neuropéptidos cerebrales se ca-
racterizan por tener bajas densidades (en
torno a 100 fmol/mg prot) pero muy alta afi-
nidad, aproximadamente dos érdenes de



magnitud superior que la que presentan los
neurotransmisores cldsicos por sus recep-
tores. Existen miltiples subclases de re-
ceptores peptidicos, esta heterogeneidad re-
fleja la diversidad de los procesos impli-
cados. En algunos casos, como el de la sus-
tancia P, la distribucién de receptores es
paralela a la distribucién de los terminales
nerviosos que contienen el péptido. Sin em-
bargo, en el caso de la neurotensina y de la
TRH, existen importantes discrepancias
entre la distribucién del péptido y la de su
receptor. Por ejemplo, existe una gran den-
sidad de receptores de TRH en la corteza
cerebral, sin embargo, hay una baja con-
centracién del péptido. Esto podria sugerir
que el metabolismo del péptido en esta re-
gién es mis alto que el que cabria esperar
de la medida de sus niveles en el tejido.

Inactivacién

Generalmente, se acepta que la mayoria de
los neuropéptidos, si no todos, son inacti-
vados por peptidasas extracelulares unidas
a membrana. Sin embargo, no debe recha-
zarse el posible papel de peptidasas solubles
liberadas a partir de neuronas o células
gliales. Diversos estudios han demostrado
que los sinaptosomas son capaces de de-
gradar una serie de neuropéptidos. La ac-
tividad peptidésica a nivel sinaptosomal es
fundamentalmente soluble pero existe una
proporcién significativa de actividad unida
a membrana.

Neuropeptidasas

Definicién y clasificacion

Se podria “definir a las neuropeptidasas
como peptidasas activas cerebrales o como
enzimas que degradan neuropéptidos, hor-
monas peptidicas o neuromoduladores pre-
sentes en el cerebro. El metabolismo de los
neuropéptidos es muy rapido y los altos ni-
veles de actividad degradativa cabria es-
perar, en principio, que se correspondieran
con bajos niveles del péptido hidrolizado.

El sistema nervioso, al igual que otros te-
jidos, contiene un determinado nimero de
endo- y exopeptidasas implicadas en la de-
gradacién de largas cadenas de péptidos,
dando lugar a otros més pequeiios con la
posterior separacién de dipéptidos o ami-
no#cidos libres. La nomenclatura de estos
enzimas es compleja debido entre otras
cosas, a no existir un alto grado de especi-
ficidad de sustrato. En general, varios en-
zimas son capaces de hidrolizar un solo sus-
trato y muy pocos sustratos son metaboli-
zados solamente por un enzima especifico.
La distincién entre exopeptidasas y endo-
peptidasas no es absoluta y algunas exo-
peptidasas exhiben actividad endopeptida-
sica y viceversa. Por ejemplo, la arginina-
aminopeptidasa presenta tanto actividad
exo- como endopeptiddsica (3).

Las exopeptidasas se dividen, de acuerdo con
su especificidad, en aquellas que hidrolizan
aminodcidos individualmente a partir del ex-
tremo amino de un péptido (aminopepti-
dasas) (E.C. 3.4.11.-), aquellas que hidro-
lizan amino4cidos individuales a partir del
extremo carboxilo, exhibiendo su méxima ac-
tividad a pH 4cido (carboxipeptidasas) (E.C.
3.4.16.-) o requiriendo cationes divalentes
para su actividad (metalocarboxipeptida-
sas) (E.C. 3.4.17.-), aquéllas que hidrolizan
dipéptidos (dipéptido-hidrolasas) (E.C.
3.4.13.-), o aquéllas que separan dipéptidos
del extremo amino (dipeptidil-péptido hidro-
lasas) (E.C. 3.4.14.-), o del carboxilo (pep-
tidil-dipéptido-hidrolasas) (E.C. 3.4.15.-)
(4). En la presente revisién, nos centra-
remos exclusivamente en la descripcién de
las aminopeptidasas cerebrales.

Aminopeptidasas cerebrales

La primera aminopeptidasa en conocerse y
caracterizarse en el Sistema Nervioso Cen-
tral fue la Leucina Aminopeptidasa (EC
3.4.11.1). En 1963, BRECHER (5) comunicé
por primera vez la existencia de este en-
zima en la fraccién soluble, mitocondrial y
microsomal de cerebro de buey, demos-
trando su capacidad para hidrolizar los sus-



tratos Leu-, Tyr-, y Phe-NH2. No es, sin
embargo, hasta 1991 (6), cuando se estu-
dian las propiedades de este enzima puri-
ficado a partir del cerebro humano. En el
proceso de purificacién se consiguié separar
completamente su actividad de la de alanil
aminopepti-dasa soluble, demostrandose su
pH éptimo de 9.5 y su requerimiento de
Mg+ + para obtener la maxima eficacia. El
enzima es poco activo frente a sustratos sin-
téticos del tipo de las aminoacil-7-amido-4-
metil-cumarinas, pero muy activo sobre las
encefalinas. Sin embargo, otros péptidos
biol6gicos son, o poco hidrolizables (cole-
cistoquinina, angiotensina), o nada en ab-
soluto (somatostatina, vasopresina). Como
sucede en otros tejidos, se inhibe por bes-
tatina y amastatina, pero no por puromicina.
La leucil aminopeptidasa, por tanto, pre-
senta propiedades similares a la detectada
en otras localizaciones y, debido a su capa-
cidad de hidrolizar a las encefalinas, de-
beria tenerse en cuenta como posible inac-
tivador fisiolégico de éstos péptidos. No obs-
tante, la alanil aminopeptidasa posee mayor
actividad sobre estos sustratos. Ambos en-
zimas, de localizacién citosélica, se consi-
deran con pocas posibilidades de acceder a
los neuropéptidos sindpticamente liberados,
¥ por tanto, a no ser que exista un proceso
de recaptacién peptidica, su importancia
fisiolégica es atin poco clara.

La actividad enzimdtica de alanina ami-
nopeptidasa soluble (EC 3.4.11.14) en el
SNC y SNP (sistema nervioso periférico)
fue detectada en ratas, utilizando amino-
acil-B-nafiilamidas (Leu-, Ala-, Phe-B-naf-
tilamida) como sustratos, por ADAMS y
GLENNER en el afio 1962 (7). Dicha acti-
vidad, determinada colorimétricamente, se
obtuvo a partir del sobrenadante de ho-
mogeneizados centrifugados a 700 g del
nervio cidtico, nervio éptico, cuerpo calloso
y 16bulo frontal del cerebro de rata. La hi-
drélisis de las aminoacil-B-naftilamidas co-
rrespondian a aminopeptidasas distintas de
la leucil aminopeptidasa detectada en rifién
utilizando como sustratos dipéptidos y leu-
cinamida, y a su vez distinta de la catepsina

C detectada en bazo. Debido a sus propie-
dades, resulta ser la primera descripcién
en ¢l SNC de la actividad que hoy cono-
cemos como alanil aminopeptidasa soluble.
Durante la misma década, otros grupos de
investigadores estudiaron las propiedades
y localizacién de este enzima en el SNC.
ELLIS y PERRY (8, 9), centraron su estudio
en la hipéfisis de cerebro bovino, determi-
nando la actividad aminopeptidasica en
fraccién soluble con distintas aminoacil-f3-
naftilamidas. Confirmaron que el enzima
se activa por compuestos tiglicos tales como
el mercaptoetanol, el cual sirve para su con-
servacién y reactivacién, y que tal actividad
se manifestaba también en otros tejidos.
Ademis describieron en hipéfisis otra acti-
vidad aminopeptiddsica, que denominaron
arginil aminopeptidasa, especifica para los
aminoécidos Arg y Lys (posteriormente co-
nocida también como aminopeptidasa B). La
primera requeria compuestos tiélicos para
su activacién, se inhibfa por puromicina y
mostraba ademds actividad hidrolitica para
otros aminoacidos bésicos y neutros. Poste-
riormente va a ser conocida como alanil
aminopeptidasa soluble.

El grupo de investigadores encabezados por
MARKS (10), realiza una serie de estudios de
estos enzimas en el SNC. A partir de ho-
mogeneizados de cerebros de ratas (presu-
miblemente fraccién soluble), purificaron
parcialmente con DEAE-celulosa (dietil-
aminoetil-celulosa) tres distintos picos de
actividad aminopeptidédsica. El primero de
ellos resultaba especificamente sensible hacia
el tripéptido Leu-Gly-Gly, y no hidrolizaba
las aminoacil-B-naftilamidas (leucil amino-
peptidasa). El segundo era especifico para
los aminoacidos Arg y Lys (aminopeptidasa
B), y el tercero era activo tanto con ami-
noicidos basicos como neutros (alanil ami-
nopeptidasa). Sélo se encontraron activi-
dades muy pequefias para aminodcidos
dcidos. Tanto el segundo como el tercer pico
requerian compuestos tiélicos y eran inhi-
bidos por puromicina, pero sus cinéticas
enzimaticas y pH 6ptimos eran diferentes
entre si y ademas diferentes de la tipica



leucil aminopeptidasa de rifién, no sensible
a la puromicina.

Estos mismos autores demostraron también
(11) que la actividad aminopeptidésica se en-
contraba predominantemente a nivel so-
luble, aunque podia detectarse asimismo en
el niicleo, en las mitocondrias y en las mem-
branas, pero no a nivel ribosomal. Una con-
centracién especialmente alta fue obser-
vada a nivel de las terminales nerviosas, lo
que hizo sugerir a los autores la posible
participacién de estos enzimas en el meta-
bolismo de péptidos o proteinas involu-
cradas en la funcién sinaptica.

Ademés de su requerimiento de grupos tioles
en estado reducido para su completa acti-
vidad, estos enzimas necesitaban la pre-
sencia de un metal en estado i6nico tal como
zine, cobalto o manganeso, puesto que los
agentes quelantes como el EDTA ocasio-
naban pérdida de su actividad.

Un nuevo estudio sobre la distribucién sub-
celular de alanil aminopeptidasa se Hevé a
cabo por BECK y cols. en 1968 (12), en la
médula espinal de rata, confirmando la pre-
dominancia de este enzima a nivel soluble
y su presencia en otras {racciones en menor
proporcién. Encuentran, ademds, que una
parte considerable de la actividad enzima-
tica se localiza en la mielina. Asimismo, me-
diante un estudio electroforético en gel de
poliacrilamida y siempre utilizando alanina-
B-naftilamida como sustrato, consiguieron
separar la actividad enzimitica en dos
bandas en todas las fracciones subcelulares,
incluida la fraccién soluble.

La alanil aminopeptidasa soluble también
ha sido estudiada en cerebro de primate.
BRECHER y SUSZKIW (13, 14) purificaron en
la fraccién soluble del cerebro de mono un
enzima capaz de hidrolizar aminoacil-B-
naftilamidas de aminodcidos neutros y ba-
sicos y con poca actividad para aminoa-
cidos dcidos. El enzima no exhibia actividad
dipeptidasica, tripeptidésica o amidésica y
resultaba inhibido por puromicina. Sin em-
bargo, a diferencia de MARKS y cols. (10),
no pudieron demostrar la existencia de iso-
enzimas en su preparacién. Posteriormente,

HAYASHI y cols. (15, 16) purificaron nue-
vamente alanil aminopeptidasa soluble en
cerebro de mono que mostraba resultados
coherentes con los previamente conocidos.
El enzima se inhibia con puromicina y
EDTA, no poseia actividad endopeptida-
sica, se estimulaba por DTT y se inhibia
por bestatina reversiblemente. Los péptidos
tales como la LHRH y TRH (ambos con pi-
roglutdmico en sus extremos N-terminales),
la sustancia P y la bradikinina (cuyos ami-
nodcidos N-terminales son prolina), no re-
sultaban afectados por el enzima. Sin em-
bargo, péptidos con un aminoacido N-ter-
minal neutro como las encefalinas, resul-
taban rapidamente hidrolizadas. Asimismo,
y sorprendentemente, la preparacién hi-
drolizaba secuencialmente angiotensina I y
II (cuyos amino4cidos N-terminales son as-
pértico).

Un nuevo impulso al estudio de las amino-
peptidasas y otros enzimas proteoliticos, se
produjo tras el descubrimiento de los pép-
tidos opidceos, particularmente los penta-
péptidos Met- y Leu-encefalina. El hecho de
que estas suslancias mostrasen un efecto
analgésico de muy corta duracién, dirigié las
investigaciones hacia los enzimas que las
degradan. HAMBROOK y cols. (17) demos-
traron que la exposicién de las encefalinas
a homogeneizados cerebrales producia una
répida hidrélisis del primer enlace del ex-
tremo amino-terminal (Tyr-Gly). Poste-
riormente se estudié la localizacién subce-
lular de esta actividad hidrolitica en ce-
rebro de rata, detectandose una gran acti-
vidad en la fraccién soluble en comparacién
con el resto de las fracciones estudiadas,
asi como una apreciable actividad a nivel si-
naptosomal (aunque menor que la anterior)
que los autores consideraban compatible
con el hipotético papel neurotransmisor de
las encefalinas. Un elevado nimero de tra-
bajos de investigacién confirmaron poste-
riormente la degradacién de las encefalinas
por efecto de aminopeptidasas solubles pro-
cedentes de distintos tejidos (18-22) asi
como la capacidad de los extractos de mem-
brana cerebrales de degradar también las



encefalinas por su extremo amino-termi-
nal (23).

Durante la década de los ochenta, el estudio
de las aminopeptidasas en general y de la
alanil aminopeptidasa en particular, se hace
cada vez mas complejo y diversificado de-
bido probablemente a la introduccién de
nuevas técnicas de determinacién de estas
sustancias y al descubrimiento de un nimero
cada vez mayor de péptidos cerebrales con
probable funcién neurotrasmisora o neu-
romoduladora. Asi, por ejemplo, SHAW y
Cook (24) desarrollaron un método histo-
quimico para la localizacién de aminopep-
tidasas en el SNC basado en la visualizacién
microscépica de la hidrélisis de aminoacil-
B-naftilamidas mediante acoplamiento de
la B-Naftilamina a un colorante. Los au-
tores mostraron una distribucién no uni-
forme de la actividad enzimdtica que se con-
centraba especialmente en distintos tipos
neuronales, asi como en las paredes vascu-
lares. Esta desigual distribucién de amino-
peptidasas en el SNC ha sido recientemente
confirmada en nuestro laboratorio mediante
métodos bioquimicos (25).

Experimentos posteriores contribuyen a
crear una situacién cada vez mds compleja
en relacién al proceso de inactivacién de
los neuropéptidos. GUYON y cols. (26), uti-
lizando una técnica de HPLC para separar
los fragmentos de las encefalinas, descri-
bieron la existencia conjunta de actividad
aminopeptidasica soluble (atribuible a alanil
aminopeptidasa) y unida a membrana en el
estriado de cerebro de ratén, asi como una
dipeptidil carboxipeptidasa unida a mem-
brana que a partir de entonces se conocié
como «encefalinasa» y que actualmente se
ha identificado con la previamente cono-
cida como endopeptidasa 24.11 (27). Las
referencias de que una aminopeptidasa no
unida a membrana y sensible a puromicina
podia hidrolizar Leu-~ y Met-encefalina en
cerebro de rata, han sido confirmadas poste-
riormente por diversos autores (22, 28-30).
Tal aminopeptidasa posee propiedades que
la identifican como alanil aminopeptidasa
soluble. Dicha actividad es distinta y sepa-

rable de la detectada a nivel de las mem-
branas, incluida la membrana sinaptosomal
(28), circunstancia que ha dado origen a
una controversia sobre qué enzima es res-
ponsable de la degradacién fisiolégica de
las encefalinas presumiblemente liberadas
en la terminal sindptica .

La alanil aminopeptidasa soluble no sélo
tiene capacidad para hidrolizar las encefa-
linas, sino que es también capaz de degradar
otros neuropéptidos, tanto opidceos como no
opidceos. Ya en 1980, HERSH y cols. (31)
demostraron que los homogeneizados de ce-
rebro de rata poseian actividad aminopep-
tidasica capaz de hidrolizar, ademas de las
encefalinas, las a-, B- y y-endorfinas, libe-
rando la tirosina N-terminal comin de los
tres péptidos. Estos mismos autores purifi-
caron posteriormente alanil aminopepti-
dasa soluble en cerebro bovino, y la iden-
tificaron por sus propiedades con las pre-
viamente descritas en otros laboratorios
(32). Asimismo, la capacidad de este enzima
para degradar distintas dinorfinas (familia
de neuropéptidos que comienzan por la se-
cuencia del pentapéptido Leu-encefalina)
ha sido puesta de manifiesto por BERG y
MARKS (33) en cerebro de rata. Otros pép-
tidos que pueden ser degradados por alanil
aminopeptidasa soluble son las kininas 10
y 11 para rendir kinina 9 (bradikinina)
(34, 35).

En relacién al nimero de aminopeptidasas
capaces de hidrolizar a las encefalinas, un
trabajo parcialmente clarificador ha sido
llevado a cabo por HUI y cols. en 1988 (36)
en cerebro de rata. Los autores purifican si-
multdneamente actividades de aminopepti-
dasas solubles y unidas a membrana, y
pueden caracterizar al menos cuatro en-
zimas distintos (SI, SII, MI, MIT). SI y SII,
ademas de degradar a las encefalinas, hi-
drolizaban el sustrato arginil-B-naftilamida.
SII también hidroliza alanil-B-naftilamida,
por lo que en principio podria ser anilogo
a la alanina aminopeptidasa soluble, mien-
tras SI resulta similar a la aminopeptidasa
B. Existen sin embargo, discrepancias en
cuanto al efecto de los inhibidores. Las ami-



nopeptidasas de membrana se discutirdn
posteriormente.

La alanil aminopeptidasa ha sido purifi-
cada recientemente (37) a partir de la cor-
teza de cerebro humano, y se ha corrobo-
rado su capacidad para hidrolizar encefa-
linas y péptidos relacionados. Aunque ge-
neralmente se asume que la inactivacién de
los neuropéptidos es mediada por la pepti-
dasas unidas a membrana, existen otras al-
ternativas adicionales que estos autores re-
saltan en su trabajo y que plantean la po-
sibilidad de que las peptidasas citosélicas
tengan un papel en la degradacién de estos
péptidos: en primer lugar, los neuropép-
tidos pueden ser internalizados como parte
del complejo péptido-receptor, como se ha
demostrado para algunas hormonas pepti-
dicas; por otra parte, existe la posibilidad
de que las peptidasas solubles puedan ser
liberadas en el espacio extracelular.

La primera referencia sobre la existencia de
una aminopeptidasa especifica para ami-
noécidos bésicos en el SNC (4Arginil Ami-
nopeptidasa soluble; EC 3.4.11.6) fue pro-
porcionada por ELLIS y PERRY en 1966 (9)
en hipéfisis bovinas. Independientemente,
SCHNEBLI y cols., (22) purificaron una ami-
nopeptidasa en la fraccién citosélica del ce-
rebro de rata que mostraba una alta acti-
vidad por las aminoacil--naftilamidas con
aminodcidos basicos, aunque se mostré tam-
bién sensible a aminoécidos neutros, pero
no en presencia de aminoédcidos dcidos.
Segtin los autores, las propiedades del en-
zima diferfan de las aminopeptidasas cere-
brales previamente conocidas, aunque no
comparan dicho enzima con el descrito por
ELLIS y PERRY (9) en hipéfisis bovina.

La actividad de este enzima ha sido espe-
cialmente estudiada en relacién a su po-
sible participacién en el metabolismo del
sistema renina-angiotensina cerebral. Para
ello han sido de importancia capital la uti-
lizacién de inhibidores de los enzimas im-
plicados en este sistema. Concretamente, la
sustancia denominada bestatina (38) ha sido
utilizada como inhibidor de la aminopepti-
dasa B, que parece corresponderse con la

arginil aminopeptidasa soluble. WRIGHT y
cols. (39), la inyectaron intracerebroven-
tricularmente a ratas hipertensas y ratas
normales junto con angjotensina II y ITI. De-
mostraron que el pretratamiento con éste in-
hibidor potenciaba y prolongaba la eleva-
cién de la presién arterial producida por la
angiotensina IIT en ratas hipertensas. Los
autores sugirieron que eslas ratas podrian
tener una deficiencia de actividad amino-
peptiddsica a nivel central que permitiria
a las angiotensinas endégenas permanecer
en forma activa mds tiempo de lo normal,
circunstancia que justificaria la existencia
de hipertensién.

Tanto la bestatina como la amastatina, un
inhibidor de la aminopeptidasa A (40), no
parecen producir efecto alguno en el ce-
rebro (41) cuando se aplican iontoforética-
mente en el mismo, y se registra la actividad
eléctrica en neuronas del niicleo paraven-
tricular del hipotdlamo. Tales neuronas son
mucho maés sensibles a angiotensina III que
a angiotensina II, y ambas actividades se
potencian dramaticamente cuando simul-
tdneamente se suministra bestatina (inhi-
bidor de la aminopeptidasa B). Por otro
lado, la amastatina (inhibidor de la amino-
peptidasa A) reduce o bloquea los efectos
estimulatorios de la angiotensina II a este
nivel. Debe tenerse en cuenta que la ami-
nopeptidasa B tiene capacidad para hi-
drolizar la angiotensina IIT (Arg-Val-Tyr-
Ile-His-Pro-Phe) y que la angiotensina IT
(Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) es sus-
ceptible de ser hidrolizada por la amino-
peptidasa A.

Tanto la angiotensina IT como la ITI poseen
actividad dipsogénica e hipertensora cuando
se administran intracerebroventricular-
mente. La bestatina (inhibidor de la ami-
nopeptidasa B) administrada intracere-
broventricularmente induce un conside-
rable incremento del consumo de agua en
ratas que no produce la amastatina (un in-
hibidor de la aminopeptidasa A) (42). Por
tanto, la bestatina induce un incremento de
la vida media de la angiotensina III impi-
diendo su inactivacién por parte de la ami-



nopeptidasa B. Dado que la bestatina in-
crementa ademads la respuesta presora de la
angiotensina III, mientras que la amastatina
suprime la respuesta presora de la angio-
tensina II (43), se ha llegado a la conclusién
de que la angiotensina Il debe ser conver-
tida en angiotensina Il para que sea ac-
tiva en el cerebro y que esta tltima es inac-
tivada por la aminopeptidasa B.

La arginil aminopeptidasa soluble ha sido
purificada en cerebro humano postmortem
y resuelta en dos isoenzimas estrechamente
relacionados, ambos activados por Cl” (3).
Curiosamente, ambos poseen ademds acti-
vidad endopeptidasica capaz de hidrolizar
varios péptidos biolégicamente activos, entre
los que se encuentran la neurotensina, bra-
diquinina, angiotensina I, sustancia B, LHRH
y somatostatina. Sin embargo, la actividad
endopeptidésica no se estimula por Cl™ ni
se inhibe por bestatina.

La actividad de aminopeptidasas unida a
membrana detectada tanto en el cerebro
como en otros tejidos, siempre ha sido muy
inferior a las altas actividades medidas a
nivel citos6lico. Pero dicha actividad ha me-
recido una especial atencién por parte de
los investigadores (sobre todo a nivel del
SNC), puesto que por su localizacién, son
los candidatos a participar en el proceso de
degradacién de los neurotransmisores li-
berados al espacio extracelular. Ya en 1977,
MILLER y cols. (23), utilizando una prepa-
racién de membranas de cerebro de rata,
demostraron que la degradacién de las en-
cefalinas se realiza primordialmente por
una aminopeptidasa, al parecer presente
en extractos crudos de éstas membranas.
Tales resultados han sido confirmados poste-
riormente en numerosas ocasiones. En este
sentido resulta curioso que la lipotropina 61-
91, cuya secuencia aminoterminal se co-
rresponde con el pentapéptido metionina-
encefalina, es resistente a la ruptura por la
aminopeptidasa de membrana del cerebro
de rata (19). Los autores atribuyen este fe-
némeno al hecho de que este péptido y otros
similares, por su longitud, posee propie-
dades conformacionales que protegen su

extremo amino-terminal de la degradacién
enzimética. Tal fenémeno, junto con otro
parecido que afecta al extremo carboxilo-
terminal, aporta una explicacién para la
larga duracién del efecto analgésico de los
fragmentos largos similares a la lipotropina
comparado con los efectos de corta duracién
de los péptidos mas pequefios de la misma
familia.

La degradacién de las encefalinas por ami-
nopeptidasas de membrana parece encon-
trarse acoplada a la interaccién de estas
sustancias con su receptor, lo que acele-
raria su velocidad de degradacién (44). De
este modo, la unién al receptor opidceo po-
dria servir como un mecanismo de concen-
tracién que asegurara la eficiente inactiva-
cién de las encefalinas por medio de una
peptidasa situada en su vecindad. Dicha ac-
tividad enzimiética es potentemente inhi-
bida por el antibiético puromicina.

Hacia 1980 se conocia que la degradacién
de las encefalinas se llevaba a cabo por una
aminopeptidasa, predominantemente cito-
sélica, y por una endopeptidasa unida a
membrana que constituiria el mds firme
candidato a la consideracién de inactivador
de estos péptidos si se considera que son li-
berados al espacio intersinaptico como men-
sajeros intercelulares (45). Sin embargo,
durante ese mismo afio se descubre que la
inactivacién de las encefalinas puede lle-
varse a cabo por tres distintos enzimas
unidos a las membranas (46): una amino-
peptidasa, una dipeptidil-carboxipeptidasa
(encefalinasa A), y una dipeptidil amino-
peptidasa (encefalinasa B). La contribucién
de cada uno de estos enzimas a la inactiva-
cidn fisiolégica de las encefalinas era des-
conocida.

La actividad aminopeptidésica unida a mem-
brana ha estado sometida durante la dé-
cada de los 80 a un exhaustivo estudio (que
aiin conliniia), cuyos resultados parecen
concluir que a nivel de membrana existen
varios enzimas con actividad aminopepti-
dédsica. Un resumen de los trabajos publi-
cados mis relevantes sobre esta cuestién se
expone a continuacién.



En 1981, HERSH (32) separa dos amino-
peptidasas unidas a membrana (MI y MII)
en cerebro de ratas capaces de hidrolizar
a la Met-encefalina. M1 y MII pueden ser dis-
tinguidas porque la primera hidroliza ar-
ginil-B-naftilamida 17 veces mis rapido que
alanil-B-naftilamida, mientras que la se-
gunda muestra mayor afinidad por las ami-
noacil B-naftilamidas en general, pudiendo
hidrolizar naftilamidas tanto de aminoa-
cidos basicos como neutros, es decir, muestra
menor especificidad por la naturaleza del
aminodcido sustituyente. Tal patrén de ac-
tividad ha sido también descrito para las
aminopeptidasas solubles, y los resultados
fueron confirmados posteriormente por el
mismo autor (47). En este dltimo estudio
se examina la distribucién regional de ambas
aminopeptidasas, llegdndose a la conclusién
de que MII, que hidroliza a las encefalinas,
se distribuye de manera parecida a la de los
receptores opidceos.

La aminopeptidasa M II ha sido también
purificada en cerebro de mono por SHIMA-
MURA y cols. (48) y nuevamente en cerebro
de rata por Hul y cols. (49) y por ULRICH y
HERSH (50), demostrandose que se inhibe
por puromicina, bestatina y amastatina (51).
Hul y cols. (52) también han purificado una
aminopeptidasa de membrana en cerebro de
rata que muestra la interesante propiedad
de coeluir con el receptor para los opia-
ceos. Los autores propugnan que ésia es
una aminopeptidasa distinta de las previa-
mente conocidas. Estos resultados necesitan
posterior confirmacién.

En 1985, a raiz de los trabajos de GROS y
cols. (53), surge la posibilidad de la exis-
tencia de una tercera aminopeptidasa aso-
ciada a las membranas celulares del SNC.
Estos autores separan dos aminopeptidasas
unidas a membrana en el cerebro de rata,
una de las cuales se inhibe por puromicina
y la otra no. Esta segunda fue identificada
como la aminopeptidasa M (EC 3.4.11.2)
descrita en otros tejidos. Ambas actividades,
sin embargo, son inhibibles por bestatina y
capaces de hidrolizar a las encefalinas. En
un trabajo posterior (54) los autores re-

saltan la similitud existente entre la ami-
nopeptidasa M cerebral y la MI de Hersh
(32), aunque las constantes cinéticas de
ambos enzimas fuesen diferentes. En el
mismo sentido se intentd identificar la ac-
tividad aminopeptidésica de membrana res-
tante (mas sensible a puromicina) con la
aminopeptidasa MII de Hersh. Estudios
posteriores (54) han aportado més detalles
sobre la localizacién precisa de esta enzima.
En primer lugar (55), la aminopeptidasa M
se identificé como un enzima vascular unido
a las membranas de miisculo liso y células
endoteliales de vasos periféricos. Poste-
riormente, esta misma actividad se detecté
y purificé a nivel de los vasos de la micro-
circulacién cerebral (56) y, finalmente, me-
diante técnicas de inmunizacién histoqui-
mica (57) se llegé a la conclusién de que el
enzima se encontraba exclusivamente (segtin
los autores) localizado a nivel de los vasos
sanguineos en todos los tejidos examinados
incluyendo el cerebro. Puesto que es capaz
de degradar diversos neuropéptidos, in-
cluidos las encefalinas, se propuso que su
especifica localizacién podria estar dise-
fiada para limitar la difusién de péptidos a
través de ciertas barreras. Un argumento a
favor de esta funcién es su amplia especifi-
cidad de sustrato, lo que le serviria para hi-
drolizar un amplio espectro de péptidos.
En los vasos sanguineos cerebrales concre-
tamente, el enzima podria servir para li-
mitar el contacto entre las neuronas y los
materiales transportados por la sangre. La
actividad de aminopeptidasa M constituye
alrededor de un 3% de la actividad total
obtenida mediante la extraccién de mem-
branas de cerebro de rata con Tritén X-
100. Ademas, el antisuero anti-aminopepti-
dasa M no interacciona con las aminopep-
tidasas MI y MII de los trabajos previa-
mente citados.

CHAN y cols. (58), han estudiado una ami-
nopeptidasa asociada a la membranas si-
naptosomales de la corteza cerebral de rata.
Encontraron que el 40% de la actividad de
aminopeptidasa total medida con leucina-
B-naftilamida estaba unida a membranas, y




podia solubilizarse con Triton X-100. Los au-
tores no probaron con otros sustratos, pero
si demostraron que era capaz de degradar
el péptido Met-encefalina. Ademis, el enzima
mostraba propiedades diferentes a la leucil
aminopeptidasa y resultaba inhibido por
EDTA y puromicina.

En 1986, GIROS y colaboradores (59), re-
capitulan sobre las tres aminopeptidasas
unidas a membranas de cerebro de ratas
que han sido hasta el momento descritas. Las
tres son sensibles a la inhibicién por bes-
tatina. La primera, llamada aminopeptidasa
MI, posee muy baja afinidad por las ence-
falinas (32, 47), mientras que las otras dos
poseen mayor afinidad. Una de ellas ha sido
designada aminopeptidasa MII (32, 47),
aminoencefalinasa de membrana (4, 49,) o
aminopeptidasa sensible a puromicina (53,
60), puesto que, a diferencia de la tercera,
denominada aminopeptidasa M (53, 60-62),
es ademas sensible a dicho antibiético. Uti-
lizando bestatina, puromicina y anticuerpos
anti-aminopeptidasa M, los autores con-
cluyen que ambas aminopeptidasas parti-
cipan en la degradacién de las encefalinas,
pero que es predominante la actividad de
la aminopeptidasa M, a pesar de que se en-
cuentra en menores concentraciones que
las dos anteriores.

Aunque se consideraba que la aminopepti-
dasa M restringia su localizacién a los vasos
sanguineos, un estudio posterior (63), uti-
lizando andlisis mediante centrifugacién di-
ferencial, demostré que también se locali-
zaba en fracciones que contenian mem-
branas sindpticas, con lo que ademis de su
papel en la prevencién del acceso de pép-
tidos circulantes al cerebro, se proponia su
parlicipaci6n en la inactivacién de los neu-
ropéptidos liberados por las neuronas ce-
rebrales.

Finalmente, se ha descrito una nueva ami-
nopeptidasa a partir de la fraccién mem-
brana del cerebro de mono, al parecer dis-
tinta de las tres comentadas anteriormente
(64). Este enzima posee un peso molecular
menor y unas constantes cinéticas diferentes
a las anteriores. Sin embargo, el contenido

de este enzima en cerebro es muy bajo, y su
caracterizacién e importancia fisiolégica
est4n por determinar.

La aminopeptidasa M que se utiliza comer-
cialmente procedente de la casa Sigma,
puede ser utilizada para hacer descender la
presién arterial tanto en ratas normotensas
como hipertensas (65). El efecto es blo-
queado por los inhibidores actinomicina,
amastalina y bestatina, con lo que parece de-
mostrado que el sistema renina-angioten-
sina-aminopeptidasa juega un papel pre-
ponderante en el mecanismo del control
central de la presién arterial.

De las aminopeptidasas capaces de hidro-
lizar a residuos N-terminales de cardcter
4cido (Aminopeptidasa A; EC 3.4.11.17 y As-
partil aminopeptidasa; EC 3.4.11.), ya des-
critas en tejidos periféricos, sélo existe un
caso en la literatura donde se describa algo
semejante en el SNC. KELLY y colabora-
dores (66), aislaron en el citosol del cerebro
de ratén una aminopeptidasa dirigida es-
pecificamente hacia péptidos con residuos
amino-terminales acidicos (aspartico y glu-
tdmico). El enzima es también capaz de hi-
drolizar dipéptidos y tripéptidos, aunque su
actividad por los sustratos artificiales as-
partil y glutamil-B-naftilamida es muy es-
casa. También lo es para otros sustratos de-
rivados de la -naftilamina. Las propie-
dades del enzima son diferentes a la ami-
nopeptidasa A y a la aspartil aminopepti-
dasa resefiadas previamente.

Aunque no se ha descrito una verdadera
oxitocinasa en el SNC, si puede detectarse
actividad hidrolitica sobre el sustrato cis-
tina-B-naftilamida, e incluso actividad de
cistinil aminopeptidasa (EC 3.4.11.3). Sin
embargo, queda por demostrar si esta acti-
vidad no es idéntica a la detectada con el sus-
trato leucina-B-naftilamida, lo que corres-
ponderia a una de las aminopeptidasas pre-
viamente descritas (alanil aminopeptidasa
soluble y de membrana). Segtin HOPKINSON
y HOOPER (67), la distribucién subcelular
de oxitocinasa hipotaldmica medida con los
sustratos cistina- y leucina-f-naftilamida
es prdcticamente la misma en el SNC del



perro, pero sugiere la posible existencia de
una aminopeptidasa especifica para oxito-
cina y vasopresina sensible a los niveles de
estrégenos. Curiosamente, segtin los tra-
bajos de PLISKA y cols. (68), los enzimas
que degradan a ambos péptidos se encuen-
tran precisamente en el sitio de almacena-
miento y liberacién de los mismos y, en cual-
quier caso, la actividad proteolitica mds
abundante corresponde a una actividad
aminopeptidasica.

La arginil aminopeptidasa lisosomal, tam-
bién llamada catepsina H (EC 3.4.22.16), es
una aminoendopeptidasa poco estudiada a
nivel del SNC. Sélo se ha purificado a nivel
del cerebro humano y bovino (69) y com-
probado que posee propiedades similares al
purificado en otros tejidos. Se inhibe por pu-
romicina y requiere compuestos ti6licos
(DTT) para su maxima actividad. Su mejor

sustrato es arginina--naftilamida y su pH
6ptimo es 6.5. Es capaz de hidrolizar los
péptidos Leu-encefalina y tuftsina con su ac-
tividad aminopeptidasica, y bradikinina con
su actividad endopeptidasica. Existe cierta
similitud entre éste enzima y la aminopep-
tidasa MI purificada por HERSH en 1981
(32), que hidroliza preferentemente nafti-
lamidas de amino4cidos hdsicos. Aunque
queda por investigar la naturaleza de ambos
enzimas, constituyen los dos tinicos ejemplos
de aminopeptidasas cerebrales no citosé-
licas con especificidad de sustratos simi-
lares a la arginil aminopeptidasa de la frac-
ci6én soluble.

E. Alba, C. Aguirre, A. Aguilera, M. Ra-
mirez, Departamento de Bioquimica y Bio-
logia Molecular. Universidad de Granada
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