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Soluble and membrane-bound aminopeptidase activities in eleven regions of the
rat brain were assayed using L-leucine-2-naphthylamide as a substrate. In addition,
two metabolic enzymatic activities were compared: lactate dehydrogenase and as­
partate aminotransferase. All enzymatic activities showed significant regional dif­
ferences when the data were analyzed statistically. Soluble aminopeptidase and as­
partate aminotransferase activities were significantly lower in cortical than in sub­
cortical areas. Membrane-bound aminopeptidase activity levels were higher in cor­
tical areas. Lactate dehydrogenase activities did no differ between cortical areas and
the rest of the zones studied. However, while no wide regional differences were
found for the other enzymatic activities, membrane-bound aminopeptidase varied
markedly across brain regions: a 5-fold difference was observed between zones. The
differential distribution of this enzymatic activity is consistent with the hypothesis
that it is responsible for the enzymatic inactivation of some neuroactive peptides.
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Los peptidos cerebrales involucrados en
la transmision sinaptica parecen ser enzi-
maticamente inactivados tras su libera-
cion. Durante los ultimos anos, gran nu-
mero de publicaciones han tratado de la
identificacion, localizacion e inhibicion de
las peptidasas responsables de tai inacti- 
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vacion (7, 15). Las aminopeptidasas (APs;
EC 3.4.11) podrian regular la actividad de
estos neuropeptides y nan sido implicadas
en el metabolismo de algunas de estas sus-
tancias (14).

Una estrategia muy utilizada para lo-
calizar y aislar aminopeptidasas es el uso
de sustratos artificiales, como las L-ami-
noacil-2-naftilamidas, que liberan produc-
tos facilmente detectables tras su nidroli- 
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sis. Un sustrato comunmente utilizado es
la L-leucil-2-naftilamida (Leu-2-NA) (4,
12).

Un mode de dilucidar el papel funcional
de la actividad de APs en el SNC puede
llevarse a cabo estudiando la distribucion
de estas sustancias en distintas regiones ce­
rebrates. Sin embargo, aunque se conoce
desde hace tiempo la presencia de estos
enzimas en el cerebro, los escasos estudios
bioquimicos publicados hasta la fecha so-
bre su distribucion regional, ofrecen re-
sultados contradictories: mientras Mal-
froy et al. (11) y Sullivan et al. (17) han
encontrado una distribucion homogenea
entre regiones cerebrates de aminopepti-
dasas unidas a membrana, Hersh (6), ha
observado que las purificadas por el, de-
nominadas MI y Mil, estan desigualmente
distribuidas en el cerebro de rata.

Nosotros hemos estudiado la distribu­
cion regional de aminopeptidasas solubles
(APS) y unidas a membrana (APM) en el
cerebro de rata, y las hemos comparado
con la de dos enzimas del metabolismo
energetico: lactato deshidrogenasa (EC
1.1.1.27; LDH) y aspartato aminotrans-
ferasa (EC 2.6.1.1; AAT) medidas simul-
taneamente en las mismas localizaciones.

Material y Metodos

Se utilizaron ratas Wistar, machos (peso
medio: 250 g), que fueron anestesiadas
con equitensin (3 mg/kg de peso) y sus ce-
rebros perfundidos con solucion salina
tamponada a traves del ventriculo izquier-
do. Los cerebros, incluyendo la medula
espinal cervical, fueron rapidamente di-
secados, enfriados en nieve carbonica, y
seccionados en rodajas de 1 mm de espe-
sor. Se seleccionaron muestras de corteza
frontal, corteza parieto-temporal, corteza
occipital, caudado-putamen, talamo, hi-
potalamo, mesencefalo, puente, cerebelo,
hipocampo y medula espinal cervical. Las
muestras, (de peso medio de 20 mg), fue­
ron homogeneizadas en 10 volumenes de 

tampon Tris-CIH (pH 7,4) y se centrifu-
garon (100.000 g) durante 35 min a 4 °C.
Los sobrenadantes se usaron como fuente
de fraccion soluble para medir las activi-
dades enzimaticas (APS, LDH y AAT) y
protemas.

Para obtener la fraccion unida a mem-
branas, el precipitado fue rehomogenei-
zado en el mismo volumen de tampon
Tris-CIH, al cual previamente se habia
anadido Triton X-100 (Sigma) a una con-
centracion final del 1 % (v/v). Tras una
nueva ultracentrifugacion en las mismas
condiciones, se utilize el sobrenadante
para la determinacion de APM y protemas
unidas a membrana.

La actividad aminopeptidasica se deter­
mind fluorimetricamente, por triplicado,
utilizando Leu-2-NA (Sigma) como sus­
trato, segun el metodo de Greenberg (4)
modificado como sigue: se incubaron 10
pl de la muestra durante 30 min con 1 ml
de solucion de sustrato (1 mg/100 ml de
Leu-2-NA, 10 mg/100 ml de albumina
bovina, 10 mg/100 ml de DTT (Sigma), en
tampon fosfato 50 mM, pH 7,4) a 25 °C.
La reaccion enzimatica fue detenida me­
diate la adicion de 1 ml de tampon ace-
tato 0,1 M (pH 4,2). La intensidad de
fluorescencia de la 2-naftilamina liberada
se midid a 345 nm de excitacion y 412 nm
de emision. Los resultados se expresan
como nmoles de 2-naftilamina liberada
por minuto por miligramo de protemas
(nmol/min/mg). Las actividades de LDH
y AAT se determinaron espectrofotome-
tricamente, por triplicado (1, 8). Los re­
sultados se expresaron como miliunidades
de actividad enzimatica por mg de protei-
nas (mU/mg). La concentracion de pro­
temas se determine por triplicado (2), uti­
lizando albumina bovina como estandar.

Para la deteccion de diferencias signifi-
cativas entre zonas cerebrates se llevo a
cabo el analisis de la varianza de una via.
Las diferencias entre las actividades enzi­
maticas corticales y subcorticales, consi-
deradas en su conjunto, se determinaron
mediante el test de la «t» de Student.
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Tabla I. Niveles de activldad de aminopeptidasas solubles (APS) y unidas a membrana (APM). de lactato
deshidrogenasa (LDH) y de aspartato aminotransferasa (AAT) en regiones de cerebro de rata.

Cada valor represents la media ± EEM de 18-20 experimentos.

Zona APS
(nmol/min/mg)

APM
(nmol/min/mg)

LDH
(mU/mg)

AAT
(mU/mg)

Corteza frontal 21,1 ± 1,2 0,76 ± 0,06 3,20 ± 0,23 0,84 ± 0,03
Corteza parietotemporal 21,8 ± 0,9 0,90 ± 0,07 3,29 ± 0,19 1.06 ± 0,03
Corteza occipital 23,6 ± 1,1 0,77 ± 0,12 3,27 ± 0,25 0,89 ± 0,03
Caudado-putamen 25,1 ± 0,4 0,65 ± 0,06 3,19 ± 0,17 1,09 ± 0,03
Tdlamo 24,3 ± 1,1 0,51 ± 0,05 3,65 ± 0,24 1,16 ± 0,03
Hipotalamo 23,6 ± 1,4 0,24 ± 0,06 2,65 ± 0,21 0,93 ± 0,05
Mesencdfalo 25,1 ± 1,3 0,43 ± 0,09 3,25 ± 0,25 1,20 ± 0,04
Bulbo 24,0 ± 1,6 0,17 ± 0,04 3,91 ± 0,35 1,21 ± 0,03
Cerebelo 24,0 + 1,3 0,69 ± 0,08 4,19 ± 0,29 1,29 ± 0,04
Hipocampo 26,5 ± 1,5 0,73 ± 0,09 3,03 ± 0,21 0,83 ± 0,03
Medula cervical 21,2 ± 0,9 0,47 ±0,14 3,11 ± 0,18 0,91 ± 0,02

Resultados

Las actividades especificas de APS,
APM, LDH y AAT en las once zonas ce-
rebrales estudiadas, se muestran en la tabla
I. El analisis de la varianza indica que exis-
ten diferencias significativas entre regiones
para todas las actividades enzimaticas es­
tudiadas.

La actividad de APS muestra sus mas al­
tos niveles en el hipocampo y los mas ba-
jos en la corteza frontal, aunque la varia-
bilidad entre las dos regiones es solo del
25 %. El analisis de la varianza detecta di­

ferencias significativas entre zonas, siendo
las regiones corticales las que muestran
una actividad de APS significativamente
menor que las subcorticales (fig. 1, APS).

La maxima actividad de LDH se en-
cuentra en el cerebelo y la minima en el
hipotalamo (58 % de variacion), no de­
tectandose diferencias significativas entre
los niveles corticales y subcorticales. Para
la actividad de AAT se encuentra una va­
riacion del 55 % entre el cerebelo y el hi­
pocampo, regiones de menor y mayor ac­
tividad, respectivamente. Ademas, las
areas corticales poseen una actividad de

Fig. 1. Comparadon entre los niveles corticales (C) y subcorticales (S) de las actividades de aminopep­
tidasas solubles (APS), unidas a membrana (APM) y aspartato aminotransferasa (AAT).

* p < 0,05.
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AAT significativamente menor que las
subcorticales (fig. 1 AAT).

La distribucion regional de APM varia
ampliamente entre las regiones cerebrales.
La actividad en la corteza parietotemporal
(zona de mayor actividad) es aproxima-
damente 5,3 veces mayor que la del puente
(zona de menor actividad). Ademas, los
niveles corticales de APM son significati­
vamente mayores que los niveles subcor­
ticales (fig. 1 APM).

Discusion

Los presentes resultados muestran que en
el cerebro de rata adulta existen diferencias
regionales para los niveles de LDH, AAT,
APS y APM. La desigual distribucion de
LDH y AAT en cerebro ha sido previa­
men te descrita (3, 9, 10, 18) y los resultados
pueden considerarse similares a los nuestros
en el sentido de que no se observaron gran-
des variaciones de actividad entre las distin-
tas regiones cerebrales.

Sin embargo, existen pocos estudios
bioquimicos donde se realice un analisis de
las diferencias regionales de APs en el
SNC que afecte a un numero amplio de
regiones. Solo Shaw y Cook (16), utili-
zando un metodo histoquimico, analiza-
ron las diferencias en intensidad de tincion
de APs en numerosas regiones del cerebro
de raton. Sus resultados son similares a los
encontrados por nosotros en cerebro de
rata para la actividad de APS, detectando
la mas alta actividad en el hipocampo y la
mas baja en la corteza. Por otro lado,
nuestra distribucion de APM no es estric-
tamente paralela a la de la aminopeptidasa
M II solubilizada por Hersh (6) a partir
de membranas de cerebro de rata, exis-
tiendo discrepancias en los niveles encon­
trados en hipotalamo e hipocampo. Sin
embargo, como en nuestros resultados,
este autor encontro mayor actividad de M
II en el estriado y corteza que en el tallo
cerebral, aunque solo examino esta acti­
vidad enzimatica en seis regiones.

Nuestros hallazgos difieren de los de
Malfroy et al. (11) y Sullivan et al. (17),
quienes encontraron una distribucion re­
gional homogenea de APM entre distintas
regiones cerebrales de rata y raton, res-
pectivamente. La principal diferencia en la
metodologia empleada estriba en que estos
autores midieron la actividad de APs uti-
lizando encefalina como sustrato, mien-
tras en nuestro trabajo, como en los de
Hersh (6), se utilizan sustratos sinteticos
derivados de la 2-naftilamida.

Aunque la distribucion regional de APS
en nuestros experimentos no sea homo­
genea, y puedan demostrarse diferencias
estadisticamente significativas entre las re­
giones cerebrales, la proporcion entre la
zona de mas baja actividad y la de mas alta
actividad en cerebro (0,79) es similar a la
proporcion observada para LDH (0,63) y
para AAT (0,69), dos enzimas del meta­
bolism© energetico ampliamente distri-
buidas por todos los tejidos. Sin embargo,
esta proporcion es 0,18 para APM, sugi-
riendo que esta actividad enzimatica se
distribuye de una manera muy heteroge-
nea entre las distintas regiones cerebrales.
Tai desigual distribucion implicaria que:
1) el enzima esta localizado en las mem­
branas de poblaciones restringidas de neu-
ronas; 2) la actividad de APM parece ser
mas especifica que la de APS; y 3) las dos
actividades aminopeptidasicas pueden te-
ner diferentes funciones.

Las aminopeptidasas APM y APS difie­
ren notablemente en su distribucion regio­
nal cerebral encontrandose sus niveles
corticales inversamente relacionados con
los encontrados en las restantes regiones
del cerebro. La forma soluble del enzima
se encuentra distribuida por todo el cere­
bro con solo pequenas diferencias entre las
distintas regiones examinadas. Sin embar­
go, la mayoria de los neuropeptidos se
concentran solo en unas pocas regiones
cerebrales. Parece, pues, improbable, que
el papel de APS sea preferentemente la
inactivacion de los peptidos neuroactivos,
siendo mas probable que sea la APM la
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3ue forme parte del mecanismo de degra-
acion de estas sustancias; su localizacion

y su desigual distribucion asi lo sugieren.
En el cerebro de rata se han caracteri-

zado al menos tres aminopeptidasas uni-
das a membrana. Mientras que la M I hi-
droliza solo las naftilamidas de arginina y
lisina, las M II y M exhiben amplia espe-
cificidad con respecto a distintas aminoa-
cil-2-naftilamidas, incluyendo Leu-2-NA
(5, 6). Puesto que la aminopeptidasa M
comprende aproximadamente el 5 % de la
actividad total de aminopeptidasas de
membrana (5), la mayor parte de esta ac­
tividad medida con Leu-2-NA como sus-
trato corresponderia a la aminopeptidasa
M II caracterizada por Hersh (6). Nues-
tros resultados proporcionan apoyo adi-
cional a la sugerencia de Marks et al. (13)
de que las aminopeptidasas unidas a mem-
branas pudieran estar involucradas en la
inactivacion enzimatica de algunos neu­
ropeptides.

Resumen

Se determinan las actividades de aminopep­
tidasas solubles y unidas a membrana en once
regiones del cerebro de rata utilizando como
sustrato la L-leucina-2-naftilamida. Dichas ac­
tividades se comparan con la distribucion de
dos enzimas del metabolismo energetico ge­
neral: lactato deshidrogenasa y aspartato ami-
notransferasa. Todas las actividades enzimati-
cas demuestran diferencias regionales signifi-
cativas tras el analisis estadistico de los resul­
tados. Cuando se compara los niveles de acti­
vidad enzimatica entre zonas corticales y
subcorticales, ambas tomadas en conjunto, las
actividades de aminopeptidasas solubles y de
aspartato aminotransferasa son significativa-
mente menores en las areas corticales que en las
subcorticales; la actividad de aminopeptidasas
unidas a membrana es superior en las areas cor­
ticales y la actividad de lactato deshidrogenasa
no difiere significativamente entre estas zonas.
Ademas, mientras no existen grandes diferen­
cias porcentuales para las otras actividades en- 

zimaticas, la de aminopeptidasas unidas a
membrana varia considerablemente entre re­
giones cerebralcs: una diferencia superior al
500 % se observa entre zonas. La desigual dis­
tribucion de esta actividad enzimatica en el ce­
rebro es consistente con la hipotesis de que pu-
diera ser responsable de la inactivacion enzi­
matica de algunos neuropeptidos.

Palabras clave: Aminopeptidasa, Cerebro, Rata.
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