Aminopeptidasas séricas humanas
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Enzimas proteoli-
ticos

Enzimas proteoli-
ticos son aquellos
que catalizan la hi-
drélisis de los en-
laces peptidicos. E1
término es bésica-
mente sinénimo a
los de proteasas,
proteinasas 'y pep-
tidasas, si bien éste
tltimo se refiere
preferentemente a
aquellos enzimas
que utilizan pépti-
dos (breves cade-
nas de aminodci-
dos) como sustra-
to, mientras que
los sustratos de los
dos primeros son
proteinas de ma-
yor peso molecu-

Las aminopeptidasas son enzimas proteoliti-
icos distribuidos ubicuamente por tejidos y
fluidos corporales, capaces de separar por hi-
drélisis, aminoicidos cercanos al terminal amino
de pequefios péptidos y polipéptidos, asi como
de hidrolizar sustratos artificiales del tipo de las
arilamidas, nitroanilidas u otros. Debido a su ac-
cién catalitica, no sélo pueden actnar inactivando
péptidos, sino cambiando su actividad biolé-
gica, dando lugar a un nuevo péptido con pro-
piedades diferentes a su precursor. En el pre-
sente trabajo nos centraremos brevemente en
la descripcién de las caracteristicas bioquimi-
cas y fisiologicas de alg aminopeptid

con funciones reguladoras sobre diversos pép-
tidos circulantes y que ademés, han sido des-
critas como fitiles en el diagnéstico de diversas
patologias. No obstante, ¢l objetivo fundamen-
tal se dirige a especular en torno a diversos as-
pectos de la regulacién de estos enzimas a ni-
vel general, pero mis particularmente a nivel
sérico, basdndonos esencialmente en investiga-
ciones llevadas a cabo en nuestro laboratorio.

tos enzimas y a la
aparicién de pro-
teinasas que for-
man parte de com-
plejos multicata-
liticos (proteaso-
mas) (2), deberia-
mos referirnos mas
bien a actividades
mas que a la accién
de un enzima con-
creto, ya que un
mismo enzima pue-
de actuar sobre di-
ferentes substra-
tos.

Las exopeptidasas
que requieren un
grupo alfa-amino
libre se denominan
aminopeptidasas
(AP) si liberan
aminoécidos indi-
vidualmente, di-

lar. Clasicamente estos enzimas se han di-
vidido en exopeptidasas y endopeptidasas.
Los primeros hidrolizan enlaces préximos
(uno o dos residuos) a los extremos de la ca-
dena polipeptidica, mientras que las endo-
peptidasas actuarian en el interior de la
proteina, sobre enlaces distantes a los ex-
tremos de la cadena (1). Debido a la amplia
especificidad de substrato de muchos de es-

peptidil aminopeptidasas, si liberan di-
péptidos intactos, y tripeptidil aminopep-
tidasas si liberan tripéptidos enteros.

Las exopeptidasas que requieren un grupo
carboxilico terminal no sustituido de los
péptidos se denominan carboxipeptidasas,
si liberan aminodcidos libres y dipeptidil
carboxipeptidasas, si liberan dipéptidos in-
tactos.
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Las omega peptidasas son una nueva clase
de exopeptidasas capaces de separar resi-
duos terminales que, o bien carecen de un
grupo alfa-amino o alfa-carboxilo libre (por
ejemplo: piroglutamil aminopeptidasa), o
bien forman un enlace que afecta a un grupo
carboxilico 0 amino no unido a un carbono
alfa (por ejemplo: gamma-glutamil amino-
peptidasa).

Los nombres dados a la mayoria de las AP
se basan frecuentemente en sus preferencias
o requerimientos por un particular amino-
acido N-terminal. Por ejemplo, un enzima
que muestre su més alta tasa de hidrélisis
sobre enlaces alanil N-terminal se denomi-
naria alanil aminopeptidasa. Similarmente,
los nombres aplicados a las carboxipepti-
dasas que liberan aminodcidos simples sir-
ven para identificar sus requerimientos o
preferencias por un residuo C-terminal (1).
En el presente trabajo nos centraremos bre-
vemente en la descripcién de algunas ami-
nopeptidasas con funciones reguladoras so-
bre diversos péptidos circulantes y que
ademds, han sido descritas como ftiles en
el diagnéstico de diversas patologias. No
obstante, el objetivo fundamental se dirige
a especular en torno a diversos aspectos de
la regulacién de estos enzimas a nivel ge-
neral, pero mds particularmente a nivel sé-
rico, basdndonos esencialmente en resulta-
dos obtenidos en nuestro laboratorio.

Aminopeptidasas
Leucina aminopeptidasa

La leucina aminopeptidasa (LeuAP) (EC
3.4.11.1) hidroliza preferentemente, pero
no exclusivamente, enlaces peptidicos ad-
yacentes a un residuo de leucina amino-ter-
minal. Principalmente se ha estudiado en
lente bovina y en higado de cerdo. Es un
zinc-metaloenzima, localizado generalmente
en el citosol y que ha demostrado estar pre-
sente en higado, pulmén, estémago, rifién,
intestino, cerebro, suero y leucocitos, asi
como en otros tejidos (1). Se ha propuesto
que la actividad enziméitica de LeuAP puede
actuar sobre sustratos endégenos del tipo de

las encefalinas (3), dinorfinas (4) o sustan-
cia P (5). La LeuAP humana tiene un pH
6ptimo de 10, es activada por Mg** y Mn**
e inhibida por Zn**, Co**, bestatina y amas-
tatina (1).

La leucina aminopeptidasa es un enzima ci-
tosélico hepatico y por lo tanto, un marca-
dor de ruptura celular hepética. Incluso se
ha sugerido que es un marcador de la he-
patitis aguda, més sensible que las amino-
transferasas. Los mayores niveles de LeuAP
en suero se han encontrado en pacientes
con hepatitis aguda debida a diversas cau-
sas. Niveles relativamente altos también se
han encontrado en sueros de pacientes con
hepatitis prolongada o crénica y cori cirro-
sis. Sin embargo, s6lo niveles ligeramente ele-
vados se encontraron en enfermedades obs-
tructivas hepaticas. Por otro lado, las
actividades de LeuAP, alanina aminopepti-
dasa y Y-glutamilaminotransferasa fueron
mayores en células linfoides que en linfo-
citos normales. Se ha postulado por tanto
que la LeuAP sérica puede ser un marca-
dor de proliferacién linfocitica en infec-
ciones virales agudas (6).

Alanina aminopeptidasa

La alanina aminopeptidasa (AlaAP) (EC
3.4.11.14) (aminopeptidasa M) cataliza la
liberacién de aminodcidos N-terminales, di-
péptidos, tripéptidos, oligopéptidos y dife-
rentes aminoacil-B-naftilamidas (arilami-
das), con preferencia por derivados de la
Ala, Met, Phe y en menor medida, otros
amino4cidos. Se encuentra en gran cantidad
de tejidos y fluidos del cuerpo y su pH 6p-
timo es de 6.8. Varios isoenzimas érgano-es-
pecificos se localizan en el suero (6). La ma-
yoria de la actividad circulante se cree que
procede del higado, mientras que la activi-
dad encontrada en orina, parece que tiene
su origen en el rifién. Sus niveles séricos
estan elevados en ciertas patologias, como
adenocarcinoma de colon y pancreas, sin-
drome nefrético y también en el embarazo
(1). Su actividad aumenta significativamente
en enfermedades hepato-biliares (7). En
quimica clinica la determinacién de AlaAP



en suero se usa para detectar o confirmar
una obstruccién hepato-biliar (8). Ademas
la AlaAP puede hidrolizar bradicinina (6),
encefalinas (9) y también ha sido descrita
como actividad angiotensinasa (10). Se con-
funde facilmente con la LeuAP, sobre todo
cuando se uvtiliza Leu-b-naftilamida como
sustrato, aunque se sabe que son dos enzi-
mas distintos. Puede también confundirse
con la AlaAP unida a membrana, con la
que posee muchas propiedades en comiin.
La AlaAP estd elevada durante la infancia
y disminuye después de la pubertad. Sus
valores son mayores en hombres que en
mujeres y se ha descrito que aumenta con
el consumo de alcohol y drogas, y en fu-
madores (6).

Arginina aminopeptidasa

La arginina aminopeptidasa (ArgAP) (EC
3.4.11.6) (aminopeptidasa B) estd amplia-
mente distribuida en células y tejidos de ma-
miferos. Cataliza especificamente la hi-
drélisis de residuos N-terminales Arg- y
Lys- de péptidos y derivados de la B-nafti-
lamida. Es tipicamente activada por iones
CI", es inhibida competitivamente por la
bestatina, pero no por puromicina ni por
amastatina y su pH éptimo es 7 (1). De-
bide a su actividad exopeptidasa se le ha im-
plicado en el metabolismo de la Met-ence-
falina (11) y angiotensina III (10). Sin
embargo, la ArgAP también posee actividad
endopeptidasica, habiéndose segiin esto im-
plicado en el metabolismo de la neuroten-
sina (12).

Cistina aminopeptidasa

La cistina aminopeptidasa (CysAP) (EC
3.4.11.3) hidroliza los enlaces peptidicos
entre una cistina N-terminal y el residuo
adyacente. En el caso de la oxitocina, su
presunto sustrato fisiolégico, el residuo ad-
yacente es la tirosina. Por la accién de éste
enzima se destruye la actividad biolégica
de esta hormona neurohipofisaria. Exhibe
una amplia especificidad sobre diferentes a
a-B-naftilamidas. Es insensible a la bestatina
y a aminodcidos hidrofébicos, a diferencia

de otras AP séricas. Se ha localizado ex-
clusivamente en el plasma de mujeres em-
barazadas y en la placenta humana y de
otros primates. Sin embargo, el suero fetal
y el fluido amniético estin libres de esta
actividad enzimatica. Sélo se han encon-
trado trazas en sangre de mujeres no em-
barazadas y ninguna en sangre de hombres.
La placenta es una fuente rica en enzimas,
pero la cistinil aminopeptidasa es una de las
pocas relativamente especifica de este te-
jido. Durante el embarazo la placenta li-
bera la enzima en la circulacién materna.
Los niveles permanecen bajos en el primer
trimestre y aumentan progresivamente du-
rante el segundo y tercer trimestre hasta
alcanzar un maximo cerca del embarazo a
término, y declinan después del parto. Se
cree que estos niveles elevados de CysAP son
los responsables de prevenir un comienzo
prematuro de las contracciones uterinas
mediante la destruccién de la oxitocina. En
los embarazos anormales, el aumento de la
actividad de CysAP es a menudo inade-
cuado y errético. Cada vez se piensa mis que
la medida de actividad de CysAP sérica en
mujeres embarazadas durante el curso de
su embarazo, puede servir como indicador
de la funcién feto-placentaria y su desa-
rrollo, y que esta medida podria reempla-
zar otros métodos laboriosos que requie-
ren la determinacién de estrégenos totales
urinarios o de pregnandiol (1). Por otro
lado, se han detectado niveles bajos de Cy-
sAP sérica en la insuficiencia crénica pla-
centaria antes de un parto prematuro. Tam-
bién ha demostrado poseer actividad
angiotensinasa, habiéndose detectado nive-
les relativamente elevados en casos de pre-
eclampsia y niveles bajos en el altimo esta-
dio de una pre-eclampsia grave. En éste
sentido, la aspartato aminopeptidasa, que
también posee actividad angiotensinasa,
muestra un descenso significativo en casos
de pre-eclampsia. La CysAP también se ha
descrito que aumenta en sueros de mujeres
con adenocarcinoma ovérico, pero esto no
estd del todo demostrado (6). Hay que in-
dicar ademas, que se ha descrito la actua-
cién de la CysAP sobre la vasopresina neu-
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rohipofisaria (13), aunque también podria-
mos sugerir su actuacién sobre otros pép-
tidos cuyo residuo N-terminal es la cistina,
como es el caso de las endotelinas.

Glutamato aminopeptidasa

La glutamato aminopeptidasa (GluAP) (EC
3.4.11.7) (aminopeptidasa A) (angiotensi-
nasa A), cataliza especificamente la hidré-
lisis de residuos no sustituidos de Glu- y
Asp-B-naftilamidas y de péptidos. Es tipico
que los residuos glutamilos sean mas facil-
mente hidrolizados que los aspartilos. Tanto
el grupo alfa-amino como el gamma-carbo-
xilo deben estar libres, lo que se demues-
tra por la falta de actividad sobre residuos
piroglutamilos, gamma-glutamilos, o de glu-
tamina. Se inhibe por agentes quelantes
como EDTA y EGTA asi como por la amas-
tatina. También la inhiben Zn?**, Ni**, Cu**
y Hg**. Es activada por Mn** y Ca** y lige-
ramente por Mg** y su pH éptimo es de 7.5.
Se encuentra en suero y diferentes 6rganos
de animales y es probablemente la amino-
peptidasa responsable de la rapida des-
truccién de la angiotensina II. El incre-
mento de la angiotensinasa observado

durante el embarazo puede atribuirse pro- -

bablemente al aumento de la sintesis de este
enzima por la placenta (1). La aminopepti-
dasa A (GluAP y AspAP), parece estar, fun-
damentalmente unida a membrana y muy
distribuida en tejidos corporales pero es
especialmente abundante a nivel renal (14).
La finica aminopeptidasa que ha sido des-
crita.como especifica para aminoacidos di-
carboxilicos es la GIuAP y no hidroliza
derivados arilamidas que contengan ami-
nodcidos diferentes al glutdmico o al as-
pértico, siendo esta actividad extensible a
las angiotensinas naturales (15). Como ve-
remos a continuacién, la actividad de otro
enzima, la aspartato aminopeptidasa, tam-
bién podria ser responsable de la hidréli-
sis de residuos Asp- amino-terminales.

Aspartato aminopeptidasa

La aspartato aminopeptidasa (AspAP) (EC
3.4.11.-) (angiotensinasa), cataliza la hi-

drélisis del aminodcido N-terminal de pép-
tidos y arilamidas, siempre que éste sea un
amino4cido dicarboxilico. Los restos aspar-
tilos son hidrolizados mas rapidamente que
los restos glutamilos y no afecta a otros ami-
nodcidos. Tiene un pH éptimo de actuacién,
de 7.5 y es activada por Mn**, pero, a dife-
rencia de la GluAP, no se afecta por Ca®, ni
es inhibida por EDTA (15). Al igual que la
GluAP, la AspAP parece ser un enzima fun-
damentalmente unido a membrana y muy
abundante a nivel renal (16). Su rdpida ac-
cién sobre los residuos de 4cido aspartico N-
terminales de los péptidos sugiere, al igual
que la GIuAP, una posible funcién fisiolégica
en la degradacién de la angiotensina Il'y su
conversién en angiotensina III (15). Pero
ademis, la AspAP tiene el potencial de ac-
tuar sobre residuos de Asp amino-termina-
les de péptidos diferentes a la Ang IT, como
podrian ser el octapéptido colecistocinina
(26-33) o el tetrapéptido colecistocinina (26-
29). Por dltimo, ya hemos comentado ante-
riormente que la aspartato aminopeptidasa,
muestra un descenso significativo en casos
de pre-eclampsia (6). '

Piroglutamato aminopeptidasa

La piroglutamato aminopeptidasa (pGluAP)
(EC 3.4.19.3), con un pH éptimo de 7.5, es
una omega peptidasa que cataliza la libe-
racién hidrolitica de grupos piroglutamilos
(pGlu-) N-terminales de arilamidas y de
pequeiios péptidos y polipéptidos. Este enzi-
ma estd ampliamente distribuido en la esca-
la animal en los tejidos y fluidos corpora-
les y ha demostrado actuar sobre diversos
péptidos biolégicamente activos como son
fundamentalmente la TRH y la LHRH. Po-
tenciales sustratos naturales pueden ser
también la neurotensina, bombesina o el
péptido anorexogénico. Ademads, actda so-
bre sustratos artificiales del tipo de las ami-
noacil-b-naftilamidas (17-19).

Hipétesis de trabajo

Histéricamente, la ruptura enzimética de
las proteinas se ha asociado generalmente



con la digestién proteica y pronto atrajo la
atencién de fisiélogos y bioquimicos, cuyo
interés se dirigié hacia el proceso de diges-
tién de proteinas en animales y seres hu-
manos. Por lo tanto, las proteasas digestivas
de las secreciones gastricas y pancredticas,
se encuentran entre los enzimas mejor ca-
racterizados y gran parte del conocimiento
actual sobre la estructura proteica y sobre
la funcién enzimatica, se ha derivado del es-
tudio de éstos enzimas proteoliticos. Més
recientemente, la atencién de los investiga-
dores se ha focalizado sobre el papel regu-
lador de los enzimas proteoliticos en una am-
plia variedad de procesos fisiolégicos, entre
los que podemos citar la cascada de la co-
agulacién, el sistema renina-angiotensina,
el sistema de las cininas etc. (20).
Efectivamente, los enzimas proteoliticos go-
zan de un interés muy extendido entre la co-
munidad cientifica debido a que pueden ser
utilizados como herramientas muy valiosas
desde diversos puntos de vista. Para los qui-
micos y clinicos, las proteasas son herra-
mientas o sondas para estudiar la estructura
de las proteinas, o para relacionarlas con
procesos patolégicos. Para los bioquimicos
o fisidlogos, su interés se dirige hacia el es-
tudio de las propiedades intrinsecas de és-
tos enzimas y para el analisis de las modi-
ficaciones que inducen en los sistemas
fisiolégicos. Los enzimas proteoliticos estan
implicados en miltiples e importantes pro-
cesos fisiolégicos que van desde la activa-
cién o inactivacién de péptidos biolégica-
mente activos, hasta la completa disolucién
proteica en sus componentes amino acidos
y han llegado a ser objetivos de un amplio
rango de investigaciones bésicas y también
aplicadas a la terapéutica (21).
Centrédndonos en el marco especifico de las
aminopeptidasas, como ya hemos indicado
anteriormente, son enzimas proteoliticos
distribuidos ubicuamente en tejidos y flui-
dos corporales, capaces de separar por hi-
drélisis, amino icidos cercanos al terminal
amino de péptidos, asi como hidrolizar sus-
tratos artificiales del tipo de las arilamidas,
nitroanilidas u otros. Debido a su accién

catalitica, no sélo pueden actuar inacti-
vando péptidos, sino también, dando lugar
a un nuevo péptido con propiedades dife-
rentes a su precursor. Un ejemplo muy ilus-
trativo de ésta doble propiedad, es el de su
participacién en la cascada enzimatica del
sistema renina-angiotensina (22) (fig. 1),
pero ademds, existen otros miiltiples ejem-
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Figura 1.-Participacién de la actividad aminopep-
tidésica en el sistema renina-angiotensina.
La renina, una endopeptidasa que actiia
en el interior de la cadena peptidica del
sustrato angiotensinégeno, da lugar a la an-
giotensina I. Sobre éste péptido atn inac-
tivo, actiia el enzima convertidor de an-
giotensina, una dipeptidil-carboxipeptida-
sa que separa el dipéptido carboxi-ter-
minal His-Leu, para dar lugar al péptido
mis activo del sistema, la angiotensina II.
Esta es hidrolizada por diversas angio-
tensinasas, principalmente por la gluta-
mato aminopeptidasa, separando el Asp
amino-terminal y dando lugar a la angio-
tensina I1I, que también posee actividad
biolégica. A continuacién, sobre la Ang
III actuarian otras aminopeptidasas, prin-
cipalmente la aminopeptidasa B, para se-
parar la Arg N-terminal y dar lugar a la
angiotensina IV, que también ha demos-
trado poseer actividad biolégica.



plos que ilustran las propiedades funcio-
nales de las aminopeptidasas. Podriamos
citar su participacién en el sistema de las
cininas, la activacién de péptidos opidceos
a partir de sus precursores inactivos, la
inactivacién de hormonas como la oxito-
cina, vasopresina, hormonas hipofisiotro-
pas etc.

Las aminopeptidasas séricas humanas han
sido utilizadas, fundamentalmente en bio-
quimica clinica, como marcadores para di-
versas patologias, como ya hemos podido
comprobar anteriormente. Debido a su es-
casa especificidad, sobre todo de la alanina-
aminopeptidasa, su determinacién se ha re-
legado a un segundo plano. Esta inespeci-
ficidad se refiere tanto a que reflejan’la
existencia de diversas patologias, como a
que actfia sobre diversos substratos. Sin
embargo, en suero no sélo estd presente la
alanina aminopeptidasa, sino que existen
otras aminopeptidasas, como el caso de la
aminopeptidasa A, oxitocinasa y otras, mu-
cho més especificas y que probablemente ac-
tdan sobre un niimero més limitado de sus-
tratos endégenos. Ademds, las aminopeptida-
sas séricas no sélo son un reflejo de la exis-
tencia de diversas patologias, sino que tam-
bién juegan un papel fisiolégico en la re-
gulacién de hormonas peptidicas circulantes.
Por lo tanto, cabe esperar que los cambios
fisiol6gicos hormonales, se reflejen de al-
guna manera en ésta actividad hidrolitica.
Sin embargo, a pesar de su papel regulador,
pocos estudios sobre la actividad amino-
peptiddsica de sueros humanos, se han di-
rigido a comprobar su participacién en pro-
cesos fisiolégicos y a tratar de relacionarla
con el estado hormonal del sujeto.
Tenemos que indicar que, en condiciones
fisiolégicas, el origen de las aminopeptida-
sas séricas es hasta ahora desconocido y no
hay evidencias de que exista una secrecién
activa desde uno o diversos tejidos. La ami-
nopeptidasa A o actividad similar, parece ser
fundamentalmente unida a membrana, se
encuentra muy distribuida en tejidos cor-
porales siendo especialmente abundante a
nivel renal (14). Sin embargo, esta actividad

estd presente a nivel plasmatico, aunque su
origen es afin incierto. Se ha sugerido que
mediante la autolisis del enzima unido a
membrana, éste puede llegar a ser soluble
en plasma (23), como también ocurre con
el enzima convertidor de angiotensina, que
aparece en plasma tras autolisis del enzima
unido al endotelio vascular (23). Por otro
lado, la mayor parte de la actividad circu-
lante de alanina aminopeptidasa se cree que
procede del higado (1), probablemente tam-
bién por autolisis del enzima unido a mem-
brana. Al igual que estos ejemplos, podemos
incluir el resto de aminopeptidasas plas-
maticas cuyo origen es atin desconocido.
En cualquier caso, no parece probable que
la regulacién fundamental de la actividad
de las aminopeptidasas plasmaticas se lleve
a cabo a través de una sintesis y una se-
crecién activa, mds bien podriamos pensar
en una regulacién pasiva, dependiendo del
entorno bioquimico existente ante deter-
minadas condiciones fisiolégicas o patolé-
gicas.

Es bien conocida la dependencia de la ac-
tividad enzimética, de las condiciones de
pH y de la presencia de activadores o inhi-
bidores fisiolégicos, como hemos podido
comprobar en la breve revisién anterior.
En éste sentido, algunos autores no apoyan
el concepto de peptidasas especificas para
determinados sustratos endégenos, sino que
més bien se tiende a pensar en la existen-
cia de un nimero relativamente pequeiio
de exopeptidasas y endopeptidasas, con lu-
gares activos preferentemente de oligopép-
tidos. Estos lugares activos exhiben una am-
plia especificidad de sustrato, que vendria
definida por diversas caracteristicas qui-
micas basicas, como por ejemplo, un en-
torno hidrofébico o cargado, o bien, una
determinada conformacién peptidica. A ni-
vel cerebral, la localizacién de neuronas
que expresen una determinada peptidasa
también seria importante para determinar
la especificidad biolégica y el papel del en-
zima en el control de la actividad del neu-
ropéptido. Esta idea no se compromete con
la amplia especificidad de sustrato de las



peptidasas. De hecho, esto puede ser im-
portante ya que hay evidencias de la se-
crecién de mas de un péptido por una neu-
rona. En tales circunstancias, un péptido
podria regular la concentracién de otro
compitiendo por un determinado enzima. Si
varios péptidos estan presentes simultinea-
mente en una sinapsis, donde también se
encuentra el enzima, la concentracién de
éstos podria ser importante para la activi-
dad del enzima. El péptido que alcance la
Km del enzima, seria el susceptible de hi-
drolisis por parte de éste (24).

A nivel sérico, trabajos previos nos han de-
mostrado la existencia de cambios signifi-
cativos en la actividad aminopeptidasica, a
lo largo del ciclo estral de ratas (fig 2). La
actividad hidrolitica presentaba un maximo
en la fase de proestro, descendia durante el
estro, para finalmente mostrar un minimo

durante el diestro (25-27). Estos cambios

acontecen paralelos a los cambios en el con-
tenido de esteroides sexuales y gonadotro-
pinas observados en suero de ratas (28).
Por lo tanto, tales resultados sugieren una
influencia de los esteroides gonadales, so-
bre la actividad de aminopeptidasas séricas,
lo cual a su vez induce a pensar en la posi-
bilidad de que tales sustancias contribuyan
a crear un entorno bioquimico, que regule
en parte la actividad de éstos enzimas hi-
droliticos.

Resultados posteriores han venido a apoyar
esta hipétesis, aunque de forma indirecta.
En ratas macho, hemos demostrado cambios
significativos en la actividad aminopepti-
désica, durante el desarrollo y envejeci-
miento (16). La actividad peptiddsica de-
mostré ser mayor en ratas jévenes y
envejecidas, que en los animales adultos.
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Figura 2.-Representacién esquemética que indica la evolucién de los niveles séricos de gonadotropinas, es-
teroides sexuales y actividad aminopeptidésica, durante las distintas fases del ciclo del estro en ra-
tas. P, proestro. E, estro. D, diestro. (Modificado de SMITH y cols, 1975 y de GANDARIAS y cols, 1988,

1989, 1990).




Como se observa en la figura 3, en compa-
racién con ratas de un mes de edad, la ac-
tividad desciende a los seis meses, llegando
hasta un minimo a los doce meses de edad,
una vez que el animal ha alcanzado com-
pletamente la homeostasis adulta. Sin em-
bargo, durante el desarrollo inicial, cuando
el animal atin no est4 sexualmente maduro,
asi como en edades avanzadas, cuando de-
clina Ja actividad sexual, se observa un pico
en la actividad aminopeptiddsica. Este mo-
delo de desarrollo es opuesto al de sintesis
y secrecién de testosterona (29), con un in-
cremento en edades tempranas y un des-
censo en edades avanzadas, lo cual nos
vuelve a sugerir que los esteroides sexuales
puedan ejercer alguna influencia sobre la
actividad aminopeptidésica (en este caso en
sentido opuesto al de las hembras). Resul-
tados mds recientes avalan esta idea, ya que
hemos estudiado in vitro la actividad ami-

nopeptidasica en sueros de ratas macho, en
ausencia y en presencia de diversos tipos de
esteroides (30). Los datos demuestran un
efecto inhibitorio directo de los esteroides
sobre la actividad peptidésica (fig 4).

Por otro lado, hemos obtenido otros resul-
tados que, aunque en principio parecen no
estar directamente relacionados con la hi-
pétesis global que estamos discutiendo en
este trabajo, pudieran presentar una cone-
xién, al menos indirecta. Tales resultados se
refieren a existencia de una influenciadela
luz y la oscuridad ambientales, sobre la ac-
tividad aminopeptiddsica. Estos enzimas ex-
hiben cambios significativos a lo largo del
dia (31-36), lo cual sugiere que estan suje-
tos a un ritmo circadiano, que bien pudiera
estar condicionado a la influencia de los
ritmos circadianos de liberacién de otras
sustancias endégenas. Ademas, hemos de-
mostrado la influencia de unas condiciones
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Figura 3.-Niveles de actividad de arginil amino-
peptidasa en suero de ratas macho de 1
mes, 6 meses, 12 meses y 24 meses de edad.
(Modificado de RAMIREZ y cols, 1993).
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Figura 4.—Niveles de actividad de arginil amino-
peptidasa en suero de ratones macho, tras
incubar con solucién de sustrato (control)
(C) y tras incubar con solucién de sus-
trato que contenia colesterol (COL), es-
tradiol (EST), testosterona (TEST) o pro-
gesterona (PROG). ** p<0.01. (Modifi-
cado de MARTINEZ y cols., 1997).



de luz y oscuridad ambientales sobre la ac-
tividad aminopeptidasica (37,38). Como se
observa en la figura 5, las condiciones de os-
curidad inducen a una activacién de la ac-
tividad aminopeptiddsica en suero de ratas
macho, ademads de en otras zonas cerebra-
les. En este sentido, se ha hipotetizado so-
bre la existencia de un eje pineal-hipota-
lamo-hipéfisis que regularia la liberacién de
gonadotropinas. La melatonina actuaria
como un factor inhibidor de la secrecién
de la hormona hipotaldmica liberadora de
gonadotropinas (GnRH). Aunque en seres
humanos esto no se ha demostrado conclu-
yentemente, en animales, una fase de oscu-
ridad aumentada daria lugar a una mayor
liberacién de melatonina, lo que en defini-
tiva inhibiria la funcién gonadal (39). La
gléndula pineal recibe informacién de la
luz y oscuridad ambientales, a través de
una conexién retino-hipotilamo-pineal (40),
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Figura 5.-Niveles de actividad de arginil amino-
peptidasa en suero de ratas macho tras
las a unas condici de luz y os-
curidad constante. *** p<0.001. (Modi-
ficado de SANCHEZ y cols., 1997).

y estd bien descrito el ritmo circadiano de
liberacién de melatonina, con altos niveles
durante las horas de oscuridad y bajos du-
rante las horas diurnas. Un aumento de la
fase de oscuridad durante el periodo in-
vernal aumentaria los niveles de melato-
nina y consecuentemente el animal tendria
inhibida su capacidad reproductora du-
rante ese periodo. Al aumentar el periodo
de luz a la llegada de la primavera, los ni-
veles de melatonina disminuirian, dejaria de

\ t

{{{GnRH |

U
{ eomastonnas§

@

]
i?!
{ Frinopopidasa]

Figura 6.-Modelo en el que se hipotetiza una posi-
ble relacién entre unas condiciones de luz
y oscuridad y la actividad de aminopep-
tidasas séricas en ratas macho. E1 modelo
implicaria bajos niveles de melatonina en
condiciones de periodos de luz ambiental
normales o prolongados, por lo tanto, el
eje hipotdlamo-hipéfisis-génadas, actua-
ria manteniendo unos niveles normales o
elevados de esteroides sexnales. Sin em-
bargo, en periodos de oscuridad norma-
les o prolongados, el aumento de melato-
nina resultante, inhibiria el eje hipota-
lamo-hipofisario-gonadal, reduciendo los
niveles de esteroides y como consecuen-
cia, aumentando la actividad aminopep-
tidésica.
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estar inhibido el eje hipotidlamo-gonadal y
el animal podria llevar a cabo el proceso re-
productivo. De acuerdo con lo anterior, po-
driamos especular en torno a una conexién
entre la liberacién de melatonina y nuestras
investigaciones sobre la actividad amino-
peptidésica. Limitdndonos a nuestros re-
sultados en ratas macho, un modelo hipo-
tético (fig 6) implicaria bajos niveles de
melatonina en condiciones de perfodos de
luz ambiental normales o prolongados, por
lo tanto, el eje hipotdlamo-hipéfisis-génadas,
actuaria manteniendo unos niveles norma-
les o elevados de esteroides sexuales. Sin
embargo, en periodos de oscuridad norma-
les o prolongados, el aumento de melato-
nina resultante, inhibiria el eje hipotalamo-
hipofisario-gonadal, reduciendo los niveles
de esteroides y como consecuencia, au-
mentando la actividad aminopeptidisica.
De acuerdo con todos estos resultados, po-
demos sugerir que, independientemente de
que existan mecanismos activos de regula-
cién de la actividad de aminopeptidasas sé-

ricas, los esteroides sexuales participan en
la conformacién de un entorno bioquimico
que regula en parte la actividad de éstos
enzimas. Esto es importante, ya que cam-
bios, por motivos fisiolégicos o patolégicos,
en los niveles séricos de estercides pueden
modular la actividad hidrolitica de las ami-
nopeptidasas y consecuentemente influir en
el estado funcional de las hormonas sus-
ceptibles de ser hidrolizadas por ellas, lo
cual, una vez demostrado concluyentemente,
deberia ser tenido en cuenta para una va-
loracién global del estado hormonal del su-
jeto. <

M. Ramirez, 1. Prieto, J. M. Martinez,
M.? J. Ramirez, A. Martinez, F. Hermoso
y F Alba, Area de Fisiologia, Universidad
de Jaén.
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