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A comparative study of brain aminopeptidase activity between 18 month old male rats
and young adults of 3 months has been carried out utilizing the arylamides Leu-, Arg-, Lys-,
Tyr- and Asp-0-naphtylamide as substrates. Statistical analysis of results showed no signif
icant differences either in areas studied or for enzymatic activities detected when both ages
were compared. Two different patterns of regional distribution of enzymatic activity were
observed: One came to be as a result of the use of Lys-, Arg-, Leu- or Tyr-0-naphtylamide
and the other as a result of the use of Asp-0-naphatylamide.
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Existen en la literatura pocos trabajos
referentes al estudio de los posibles cam
bios neuroquimicos que acontecen duran
te el proceso normal de envejecimiento ce
rebral (1), habiendose decantado la inves-
tigacion fundamentalmente hacia el estu
dio de las modificaciones existentes en de-
terminadas enfermedades intimamente
relacionadas con la edad avanzada. Sobre
todo ha sido la enfermedad de Alzheimer
la que mas interes ha suscitado (3,23). Sin
embargo, el establecimiento de posibles
patrones bioquimicos de cambio que ten-
gan lugar durante el proceso normal de
envejecimiento cerebral, puede ser util
para abordar con exito la investigacion de 

* A quien debc dirigirse la correspondencia.

las causas de enfermedades supuestamente
relacionadas con este.

En los ultimos ahos se esta identificando
un numero cada vez mayor de peptidos
cerebrales de los cuales la mayoria ya ha-
bian sido previamente caracterizados en
tejidos no neurales, siendo en la actualidad
numerosos los investigadores interesados
en tales neuropeptidos dadas sus implica-
ciones en diversos procesos cerebrales.

Se ha propuesto como metodo para es-
tudiar la funcionalidad de tales peptidos,
el analisis del control de su inactivacion
a traves de la accion de exopeptidasas
las cuales, al igual que peptidos, hidroli-
zan sustratos cromogenicos del tipo de
las aminocil-P-naftilamidas (arilamidas),
siendo esta una de las tecnicas mas utili- 
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zadas para determinar la actividad de di-
chos enzimas (12, 16, 19, 22).

A pesar de la amplia literatura concer-
niente a este tema, no se encontro ningun
estudio en torno al efecto del envejeci-
miento sobre dicha actividad enzimatica,
aunque si existen algunos en los que se
analiza su evolucion durante el desarrollo
pre y postnatal (7, 14, 17, 20).

Con objeto de analizar la actividad de
aminopeptidasas (AP) cerebrales en eda-
des avanzadas, su distribucion regional y
una posible modificacion con la edad, se
planted un estudio comparative en ratas
viejas de 18 meses frente a la de ratas adul-
tas de 3 meses. Se utilizo la capacidad hi-
drolitica de estos enzimas sobre los sus-
tratos artificiales: Leu-, Arg-, Lys-, Tyr-
y Asp-P-naftilamida. Como mdice de re
ferenda a la cantidad de estos enzimas se
determind la concentracion de protemas
en las muestras de las regiones cerebrales
elegidas.

Estudios previos realizados en nuestro
laboratorio (9) demostraron que la acti
vidad de algunos de estos enzimas man
tenia un nivel basal en las edades de 2 se-
manas, 3 meses y 6 meses por lo cual se
selecciono la edad de 3 meses como patron
adulto.

Material y Metodos

Se emplearon ratas macho Sprague-
Dawley cuyos pesos oscilaron entre 350-
370 g (3 meses, n = 18) y 750-900 g (18
meses, n = 18). Tras anestesia i.p. con
equithensin (0,2 ml/100 g), se les perfun-
dio el cerebro por via ventricular con so-
lucion salina. Posteriormente se extraje-
ron, e inmediatamente se introdujeron en
camara de congelacion con el fin de rea-
lizar, una vez alcanzada la consistencia
adecuada, la diseccion de las zonas cere
brales seleccionadas: cortezas frontal, pa
rietal y occipital y glandulas hipofisis y pi
neal.

Con el fin de obtener la fraccion solu

ble, las muestras de tejido, de un peso
aproximado de 20 mg, se homogenizaron
en 10 volumenes de tris-CIH (10 mM, pH
7,4) y se ultracentrifugaron (100.000 X g,
35 min, 4 °C). Del sobrenadante se reco-
gieron las muestras necesarias para la de-
terminacion de proteinas y de la actividad
enzimatica segun Greenberg (11).

Este metodo se adapto con las siguientes
caracteristicas especificas segun el sustrato
utilizado: Para la deteccion de la actividad
resultante de la utilizacion de Leu-, Arg-,
Lys- y Tyr-|3-naftilamida, se incubaron 10
pl de sobrenadante en 1 ml de solucion de
sustrato que contenia 1 mg/100 ml de la
naftilamida correspondiente, 10 mg/100
ml de albumina bovina y 10 mg/100 ml de
ditiotreitol en tampon fosfato 50 mM, pH
7,4. Pasados 30 min, la reaccion se detuvo
por adicion de 1 ml de tampon acetato
0,1 M, pH 4,2. La actividad resultante de
la utilizacion de Asp-|3-naftilamida como
sustrato se determino incubando 10 pl de
muestra durante 18 h en 1 ml de solucion
integrada por 1 mg/100 ml de Asp-|3-naf-
tilamida, 10 mg/100 ml de albumina bo
vina y 10 mg/100 ml de Cl2Mn en Tris
C1H 50 mM, pH 7,4. Transcurrido el
tiempo de incubacion la reaccion se de
tuvo igualmente por adicion de 1 ml de
tampon acetato 0,1 M, pH 4,2. En todos
los casos, la P-naftilamina, liberada por
hidrolisis, se determino fluorimetricamen-
te a 412 nm con una excitacion de 345 nm
de longitud de onda, frente a un bianco
compuesto por 1 ml de la solucion de sus
trato correspondiente, mas 1 ml de tam
pon acetato 0,1 M, pH 4,2, sin anadirle la
muestra.

Los valores obtenidos se transformaron
en picomoles de [3-naftilamina liberada,
por extrapolacion a una recta obtenida tras
la determinacion fluorimetrica de concen-
traciones decrecientes de [3-naftilamina en
un medio de disolucion igual al de la so
lucion de sustrato (1 ml), mas 1 ml de tam
pon acetato 0,1 M, pH 4,2. Los resultados
se expresan como unidades de AP/mg de
proteina (UAP/mg prot). Se define una 

Rev. esp. Fisiol.. 45 (1). 1989



AMINOPEPTIDASAS CEREBRALES 91

unidad de AP como la cantidad de enzima
que hidroliza un pmol de sustrato por mi-
nuto (o por 18 h en el caso de la hidrolisis
de Asp-|3-naftilamina). Las proteinas se
midieron segun el metodo descrito por
Bradford (5).

El analisis estadistico de los resultados
se realizo aplicando el test de la t de Stu
dent para muestras no apareadas y la com-
paracion entre grupos, mediante el analisis
de la varianza. Se consideran como signi-
ficativos los valores de p iguales o inferio-
res a 0,05. Los valores se expresan como
la media ± el error estandar.

Resultados

La valoracion estadistica de los resul
tados demostro la no existencia de dife-
rencias significativas, en ninguna de las
zonas estudiadas y para ninguna de las ac-
tividades enzimaticas detectadas, al com-
parar las ratas de 3 meses con las de 18
meses de edad (fig. 1).

Se obtuvieron diferentes niveles de
actividad segun los sustratos utilizados.
En orden decreciente de actividad fueron
los siguientes: Lys-, Arg-, Leu-, Tyr- y
Asp-P-naftilamida.

La actividad obtenida mediante la uti-
lizacion de los sustratos Lys-, Arg-, Leu-
y Tyr-|3-naftilamida presento un patron
similar de distribucion regional. Es decir,
no hubo diferencias significativas entre
las zonas corticales entre si, ni entre las
glandulas hipofisis y pineal. Sin embar
go, la corteza presento significativamente
(p <0,005) mayor actividad que las glan-
aulas.

Con la utilizacion de Asp-P-naftilamida
como sustrato, el comportamiento regio
nal enzimatico varid notablemente en re-
lacion a los anteriores. Asi, la actividad a
nivel de la glandula hipofisis fue signifi
cativamente superior (p < 0,005) a la cor
teza, cuyas zonas fueron similares entre si.
Ademas, al comparar las glandulas entre
si, la actividad fue significativamente su-

3 mes«i
W?! 1 tmeses

Fig. 1. Niveles de actividad de Lys-, Arg-, Leu-,
Tyr y Asp- aminopeptidasa (UAP/mg prot.) ob-
tenidos a partir de la fraction soluble de la corteza
frontal (CF), parietal (CP), occipital (CO), hipo
fisis (H) y pineal (P), a los 3 y 18 meses de edad.
Cada barra representa la media de 18 valores. Las

Imeas verticales muestran el error estandar.

perior (p < 0,005) en la hipofisis. Sin em
bargo, glandula pineal y corteza mostra-
ron niveles similares de actividad.

El patron regional de actividad, obte-
nido con cualquiera de los sustratos, no se
modified con la edad y las diferencias ob-
servadas a los 3 meses, se mantuvieron
constantes a los 18 meses.

Discusion

Los sustratos cromogenicos (arilamidas)
se introdujeron por Gomori (10) con el
fin de detectar la clasica Leu-aminopepti-
dasa. Sin embargo, pronto se demostro 
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que la actividad resultante de la actuacion
sobre sustratos naturales o artificiales, se
correspondia con enzimas de propiedades
diferentes (19). Posteriormente se ha su-
gerido en diversos trabajos la posibilidad
de que una misma actividad incluya la ac
tuacion de diversos isoenzimas (4,13). No
obstante, la actividad aminopeptidasica
detectada mediante la utilizacion de este
metodo, es util para valorar posibles mo-
dificaciones de estos enzimas ante deter-
minados estados fisioldgicos o situaciones
experimentales (2, 21).

En relacion a los cambios neuroquimi-
cos mas significativos que tienen lugar en
el cerebro durante el envejecimiento nor
mal, se han descrito reducciones de los en
zimas implicados en la slntesis de dopa-
mina y noradrenalina en humanos (18) y
una disminucion de la concentracion de
receptores hipofisarios para la LH-RH hi-
potalamica en rata (15) que podrian expli-
car la reduccion en los niveles sericos de
LH en la vejez. No obstante, la mayor
parte de los estudios enzimaticos relacio-
nados con el envejecimiento se han cen-
trado en el analisis del comportamiento de
la colin-acetil-transferasa y la acetil coli-
nesterasa, enzimas implicados directa-
mente en la patogenia de la enfermedad
de Alzehimer. Sin embargo, los resulta-
dos han sido contradictorios tanto en hu
manos como en animales de laborato
rio (6).

La actividad aminopeptidasica a lo largo
del desarrollo se ha investigado por diver
sos autores (7, 14, 17, 20) habiendose de-
mostrado diversos patrones de modifica-
cion desde el nacimiento hasta la edad
adulta. Nuestros resultados muestran que
el nivel de actividad aminopeptidasica que
se alcanza en las ratas adultas de tres me-
ses, se mantiene sin cambios a los seis y
no se presentan posteriores modificacio-
nes en ratas de 18 meses de edad.

El patron regional de actividad detec
table con la utilizacion de la Asp-0-nafti-
lamida, es sensiblemente diferente al resto
(fig. 1). Con la utilizacion de Lys-, Arg-,

Leu- y Tyr-P-naftilamida, los niveles cor-
ticales de actividad, sin diferencias entre
si, son superiores a los de las glandulas hi-

Eofisis y pineal, entre las cuales tampoco
ay diferencias. Estos datos ya se habian

constatado previamente en nuestro labo
ratorio con la utilizacion de Leu- y Arg-
0-naftilamida (8). Sin embargo, con la uti-
lizacion de Asp-0 naftilamida se observa
una mayor actividad a nivel de la hipofisis
en relacion a la actividad cortical y a la
glandula pineal, presentando estas ultimas
estructuras unos niveles similares de acti
vidad y ademas, en contraste con el resto
de sustratos, las glandulas muestran una
notable diferencia entre ambas.

Por otro lado, las diferencias que se ob-
servan a los 3 meses de edad entre hipofisis
y el resto, cuando se utiliza Asp-P-nafti-
lamida como sustrato, tienden a hacerse
mas marcadas a los 18 meses ya que la ac
tividad disminuye, aunque no de forma
significativa, en corteza y glandula pineal
y aumenta en hipofisis, circunstancia que
no se da con el resto de los sustratos.

En el caso de existir modificaciones en
la funcion de los neuropeptidos en las eda-
des avanzadas, no parece que dependan de
la activdad de las aminopeptidasas detec-
tadas en el presente trabajo.

Resumen

Se estudia comparativamente la actividad amino
peptidasica cerebral en ratas macho viejas de 18 me
ses frente a las de ratas adultas de 3 meses, utilizando
las arilamidas Leu-, Arg-, Tyr-, Lys- y Asp-P-naf-
tilamida como sustratos. El analisis estadistico de los
resultados no muestra diferencias significativas en
ninguna de las zonas estudiadas ni para ninguna de
las actividades enzimaticas detectadas, cuando se
comparan ambas cdades. Se observan dos modelos
diferentes de distribucion regional de la actividad en-
zimatica: Uno de ellos resulta de utilizar Lys-,
Arg-, Leu- o Tyr-P-naftilamida y el otro, de hacerlo
con Asp-P-naftilamida.

Palabras clave: Envejecimiento, Aminopeptidasa,
Cerebro, Arilamida.
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