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RESUMEN

Las metaloaminopeptidasas son enzimas que especificamente hidrolizan el
residuo del extremo amino de péptidos y proteinas, lo que lleva en algunos
casos a su activacion y en otros a su inactivacion. Ellas pertenecen a las fami-
lias M1, M17 y M18, principalmente. En particular, la enzima glutamil
aminopeptidasa de membrana, también conocida como aminopeptidasa
acida (APA, EC 3.4.11.7), desempefia funciones muy importantes en diferen-
tes procesos fisioldgicos que incluyen el metabolismo de los péptidos relacio-
nados con las etapas finales de la digestidn, el control de la presién arterial,
entre otros. Adicionalmente, una elevada actividad de esta enzima se en-
cuentra implicada en la patogénesis de varios desdrdenes humanos como la
hipertensidn arterial, glomérulo esclerosis y en la progresion del cancer. Por
estas razones, esta enzima es blanco hoy en dia para el desarrollo de inhibi-
dores con potenciales aplicaciones biomédicas. El presente trabajo revisa las
caracteristicas estructurales y funcionales mas importantes de la APA de ma-
miferos, teniendo en cuenta la informacién mas recientemente publicada al
respecto. Adicionalmente, integra las principales funciones fisioldgicas y fisio-
patoldgicas de esta enzima, en particular aquellas de relevancia biomédica,
asi como el desarrollo de inhibidores especificos y selectivos por la APA.

Palabras clave: estructura de la APA, funciones de la APA, glutamil
aminopeptidasa asociada a membrana, inhibidores de la APA, mecanismo
catalitico de la APA
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ABSTRACT

Metallo aminopeptidases are enzymes that selectively hydrolyze an aminoacid residue from the amino terminus
of proteins and peptides, leading to their activation or inactivation. They belong to the M1, M17 and M18 families
of peptidases. In particular, membrane glutamyl aminopeptidase (APA EC 3.4.11.7) plays functional roles in many
physiological processes, including peptide metabolism related with blood pressure control, last steps of protein
degradation, among others. Furthermore, the expression of APA being up regulated has been implicated in the
pathogenesis of various human disorders like cancers, hypertension and glomeruloesclerosis. For these reason,
this enzyme is a target for the development of new inhibitors with potential biomedical applications. This article
reviews the most important structural and functional characteristics of mammalian APA, focused on the most
recent published data for human and porcine enzymes as its models. Additionally, it integrates the important roles
of APA in physio and pathophysiological processes of biomedical relevance and the development of specific APA
inhibitors.

Keywords: APA structure, APA inhibitors, APA functions, catalytic mechanism, membrane glutamyl aminopepti-

dase

INTRODUCCION

Las peptidasas o proteasas son enzimas que catali-
zan la hidrdlisis de los enlaces peptidicos. Pueden
emplear diferentes mecanismos que involucran dife-
rentes residuos cataliticos, lo que las distingue por tipo
o clase mecanistica. Las clases reconocidas actualmen-
te son: Aspartico, Glutamico, Cisteino, Metalo, Serino,
Liasas de péptidos de asparagina, Mixtas (cisteina,
serina, treonina) y un tipo general que incluye a las
enzimas que aun no se han clasificado (Rawlings et al.
2018).

Las peptidasas estan vinculadas a procesos que ocu-
rren a nivel celular, ya sea de forma directa o indirecta,
asi como a eventos claves tales como: el crecimiento,
la diferenciacidn, la apoptosis, la nutricién, el recam-
bio proteico, la migracién e invasién, y también la fer-
tilizacién e implantacion del cigoto. Ademas, estan
involucradas en diferentes eventos fisiopatoldgicos
como el cancer, desoérdenes neurodegenerativos, res-
piratorios y cardiovasculares, asi como se ha corrobo-
rado su accién en infecciones parasitarias, virales y
fungicas (Abbenante y Fairlie 2005, Turk 2006, Drag y
Salvesen 2010, Deu et al. 2012, Bogyo 2017, Rawlings
etal. 2018).

Las ectopeptidasas son proteasas integrales de
membrana las cuales, al estar orientadas de forma
asimétrica, exponen el sitio catalitico hacia el exterior
celular (Rawlings et al. 2018, Carl-McGrath et al.
2006). Su ubicacion y tipo de actividad enzimatica,
determinantes en el flujo de informacidn a través de la
membrana, proveen un amplio intervalo de funciones

tanto fisioldgicas como patoldgicas. Se ha observado
que varias de ellas pueden mostrar superposicion
parcial de intervalo de especificidad y patrones de
expresion no necesariamente semejantes entre los
diferentes tipos celulares, de ahi que un mismo
sustrato pueda ser hidrolizado por diferentes ec-
topeptidasas en diferentes localizaciones anatdmicas
(Carl-McGrath et al. 2006). Debido a que la minima
disrupcién del equilibrio proteolitico extracelular po-
dria acarrear cambios drdsticos en la fisiologia celular,
la actividad de las ectopeptidasas resulta clave en la
regulacion fina de procesos como el crecimiento celu-
lar, la degradacidn de la matriz extracelular, la migra-
cién y adhesién celular, la respuesta o tolerancia a
determinadas sefiales exdgenas, y la regulacion auto-
crina, yuxtacrina y paracrina (Carl-McGrath et al.
2006).

Las aminopeptidasas son enzimas proteoliticas que
hidrolizan enlaces peptidicos desde el extremo amino
de las cadenas polipeptidicas. La mayoria son de tipo
metalo, aunque también se incluyen en este grupo
cisteino y serino proteasas. Estas enzimas estan invo-
lucradas en multiples funciones fisiolégicas, asi como
también se encuentran involucradas en procesos fi-
siopatoldgicos y en enfermedades parasitarias
(Mucha et al. 2010, Deu 2017, Drinkwater et al. 2017,
Roy 2017). Las caracteristicas estructurales determi-
nan la subdivision en familias. La gran familia de
aminopeptidasas M1 (clan MA/E) son enzimas depen-
dientes de zinc, que se caracterizan por la presencia
de dos secuencias conservadas; un motivo consenso
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de unidén al zinc (HEXXH-(X18)-E) y el motivo de
exopeptidasas ‘GXMEN’ (Chen et al. 2012, Drinkwater
et al. 2017). A excepcién de los virus, las aminopepti-
dasas M1 se encuentran distribuidas en todos los phy-
la, y han estado implicadas en muchas funciones, que
incluyen el mantenimiento de la célula, crecimiento,
desarrollo y defensa (Drinkwater et al. 2017).

Una de las ectopeptidasas que reclama gran aten-
cion actualmente es la aminopeptidasa 4cida (APA, EC
3.4.11.7). Esta enzima esta ampliamente distribuida
en tejidos de mamiferos. La APA pertenece a la fami-
lia M1 del subclan MA (E) de metalopeptidasas y esta
altamente conservada (Mucha et al. 2010, Drinkwater
et al. 2017). Se ha informado que la APA tiene pesos
moleculares que oscilan alrededor de los 100 kDa, con
un peso de 109 kDa para la isoforma humana y de 108
kDa informado para la isoforma porcina (Rawlings et
al. 2018). El bolsillo S1 de la APA esta estructurado
para acomodar las cadenas laterales de residuos aci-
dos, por lo que esta enzima hidroliza residuos de as-
partico y glutdmico a partir del extremo amino.

La APA desempefia funciones fundamentales en una
amplia gama de procesos fisioldgicos, pues participa
en el metabolismo de la angiotensina Il del sistema
renina-angiotensina-aldosterona en el sistema nervio-
so central y otras localizaciones anatdmicas, lo que la
convierte en un importante regulador de la presion
arterial (Cooper et al. 1986).

Ademas, estd involucrada en procesos fisiopatoldgi-
cos como: el desarrollo de la enfermedad de Alzhei-
mer, la hipertension arterial, glomeruloesclerosis y en
la progresion del cancer. En este ultimo caso se en-
cuentra asociada al desarrollo de neoplasmas renales,
de trofoblastos malignos, coriocarcinoma renal y al
cancer colorrectal (Gohring et al. 1998, Lijun y Healy
1999, Tonna et al. 2008, Puertas et al. 2013, Blanco et
al. 2014).

Las funciones tan importantes en que participan
estos sistemas proteoliticos demandan de contrapar-
tes que se encargan de regular su efectividad; tal es el
caso de los inhibidores de proteasas. Actualmente, los
inhibidores de proteasas han mostrado su potenciali-
dad como herramientas terapéuticas efectivas con el
fin de ser utilizadas ante diversas patologias,
(Abbenante y Fairlie 2005, Turk 2006, Drag y Salvesen,
2010, Deu et al. 2012). Estudios precedentes infor-
man que muchos de los inhibidores que acttan sobre
la actividad enzimatica de la APA son obtenidos a par-
tir de sintesis quimica. Estos presentan valores de ICs
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(Concentracién de inhibidor necesaria para disminuir
en un 50% la actividad de la enzima control) o de K;
(constante de inhibicién generalmente expresada en
términos de constante de disociacion del complejo
proteasa:inhibidor) en el orden micromolar (Mucha et
al. 2010), aunque también se han informado inhibido-
res mas potentes, con constantes de inhibicion en el
orden submicromolar (Yuan et al. 2014). En general
estos se caracterizan por presentar grupos hidrofdbi-
cos en su estructura, en su mayoria voluminosos, lo
cual potencia la inhibicién de la enzima (Revelant et al.
2015). Son escasos los informes de inhibidores de esta
enzima obtenidos a partir de fuentes naturales. La
bestatina, que fue aislada de la bacteria Streptomyces
olivoreticuli, es el inhibidor modelo empleado en la
caracterizacion y estudios de proteinas de la familia
M1, incluyendo la APA (Mucha et al. 2010, Yang et al.
2013, Amin et al. 2018). Teniendo en cuenta las fun-
ciones fisiologicas que desempefia la APA en humanos,
asi como su participaciéon en diferentes procesos
patoldgicos, el presente trabajo se enfoca en las pro-
piedades bioquimicas de esta enzima, sus funciones,
su implicacién en patologias humanas, asi como el
desarrollo de inhibidores efectivos frente a ella como
potenciales agentes terapéuticos.

DESARROLLO

Las metaloaminopeptidasas. Caracteristicas generales
y clasificacion

Las exopeptidasas son peptidasas que actuan en los
extremos de la cadena polipeptidica produciendo
aminodcidos libres o pequeiios péptidos. Se pueden
subdividir en aminopeptidasas o carboxipeptidasas.
Las primeras son enzimas proteoliticas que comienzan
a hidrolizar los enlaces peptidicos de la cadena poli-
peptidica a partir del extremo amino (Barret et al.
2003, Rawlings et al. 2018). La gran mayoria de estas
enzimas son metalopeptidasas, pero también forman
parte de estas peptidasas las proteasas de tipo serino
y cisteino. Las metaloaminopeptidasas pueden
remover en la protedlisis solamente un residuo ami-
noacidico (metaloaminopeptidasas estrictas) o pueden
remover dipéptidos o tripéptidos (dipeptidil- o tripep-
tidil-metalo-aminopeptidasas) a partir de sustratos
polipeptidicos (Mucha et al. 2010). La base de datos
MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/) agrupa todos
los datos acumulados acerca de los nuevos miembros
representativos de las enzimas proteoliticas (Rawlings
etal. 2018).
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MEROPS usa el criterio de clasificacion propuesto
por Rawlings y Barret en 1993: una clasificacion jerar-
quica que se basa en la estructura de la enzima, la
organizacion de los dominios proteicos y la longitud de
sus cadenas polipeptidicas. De manera particular des-
taca un alto grado de conservacién de los aminodaci-
dos, principalmente de las posiciones estructurales de
las regiones de sus centros activos.

La base de datos MEROPS, teniendo en cuenta las
similitudes en las secuencias aminoacidicas estadisti-
camente significativas, asigna a cada peptidasa en una
familia, que posteriormente pasa a conformar un clan
conjuntamente con otras familias en caso de que se
demuestre homologia entre ellas. Hasta el momento
han sido identificados 15 clanes de metalopeptidasas,
dentro de los cuales en seis podemos encontrar meta-
loaminopeptidasas. Estos son los clanes: MA (con 47
familias, por lo que resulta ser el mas amplio), MF,
MG, MH, MN y MQ (Rawlings et al. 2018).

Clan MA: Subclan MA (E): Familia M1

El clan MA es el mayor de las metalopeptidasas, con
un total de 47 familias (Rawlings et al. 2018), todas
constituidas por enzimas que contienen el ion metali-
co Zn®* en su estructura. Este clan estd conformado
tanto por endopeptidasas como por exopeptidasas
comprendiendo aminopeptidasas (familias M1, M2,
M4, M5, M9, M13, M30, M36, M48 y M61), carbo-
xipeptidasas (M2, M32), peptidil-dipeptidasas (M2),
oligopeptidasas (M3, M13) y endopeptidasas (familias
M4, M10, M12).

En las enzimas de este clan, el 4tomo de Zn% estd
ligado a la proteina mediante dos residuos de His, que
forman parte de la secuencia consenso HEXXH. Ade-
mas de los residuos de His, el Zn** catalitico esta coor-
dinado por una molécula de agua y un tercer residuo,
cuya naturaleza determina la subdivisién del clan en
los subclanes MA (E) y MA (M).

En el subclan MA (M) el tercer ligando puede ser un
residuo de His o de Asp dentro de la secuencia HEX-
XHXXGXXH/D, mientras que en el subclan MA (E) el
tercer ligando lo constituye un residuo de Glu, localiza-
do al menos 14 residuos después del extremo carboxi-
lo de la secuencia HEXXH (Barret et al. 2003, Rawlings
et al. 2018). El dtomo de oxigeno de la molécula de
agua que actua como ligando del metal es el agente
nucleofilico que ataca al carbono carbonilico del enla-
ce peptidico a hidrolizar.
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La termolisina (EC 3.4.24.27) es la enzima modelo
del clan MA y su estructura, ampliamente caracteriza-
da, es punto de referencia para el estudio de las
enzimas de este clan debido a la alta semejanza es-
tructural entre ellas en cuanto a la organizacion del
centro activo (Barret et al.2003, Rawlings et al. 2018).
Dentro de las familias mas estudiadas del subclan MA
(E) se encuentra la M1, que manifiesta una amplia
distribucion en el mundo vivo (Tabla 1); ademas, esta
implicada en muchas funciones que comprenden el
mantenimiento celular, el crecimiento, el desarrollo y
la defensa (Drinkwater et al. 2017).

A esta familia pertenecen enzimas de bacterias
Gram (+) y Gram (-), cianobacterias, arqueas, proto-
zoarios, hongos, animales y plantas (Rawlings et al.
2018, Drinkwater et al. 2017) (Tabla 1).

Las aminopeptidasas de la familia M1 existen en
forma monomérica o dimérica. Generalmente son
enzimas asociadas a la membrana como la aminopep-
tidasa N (APN) de mamiferos, la APA, la leucina
aminopeptidasa derivada de adipocitos y la pirogluta-
mil peptidasa Il (Albiston et al. 2004). También se
pueden encontrar enzimas citosdlicas como la leuco-
trieno A, hidrolasa (enzima bifuncional con actividad
aminopeptidasa) (Haeggstrom et al. 2002), la
aminopeptidasa B (APB) (Fukasawa et al. 1999) y algu-
nas asociadas a la pared celular (Drinkwater et al.
2017) como la aminopeptidasa neutra (APN, EC
3.4.11.2VIN) de la levadura Candida albicans (Klinke et
al. 2008). La estructura de las aminopeptidasas de la
familia M1, de manera general, comprende una cola
corta unida al dominio transmembrana y un ectodo-
minio grande formado, a su vez, por entre tres y cua-
tro dominios plegados y conservados. El dominio |,
N-terminal, posee un nucleo de ldmina B que, si bien
queda ampliamente expuesto al solvente, contiene
una region hidrofébica que continta en una region de
anclaje en la membrana. El dominio Il, catalitico, al
igual que el de la termolisina, contiene el sitio activo
flanqueado por una estructura mixta de hoja B y a-
hélice que esta altamente conservada en toda la fami-
lia. El dominio Ill, que esta compuesto por un pliegue
de tipo inmunoglobulina, no aparece en algunos
miembros de la familia (como la leucotrieno A4 hidro-
lasa). El dominio IV, C-terminal, es la regién mas varia-
ble dentro de la familia. Es completamente helicoidal,
con un arreglo tal que permite cubrir el sitio activo;
también estd involucrado en la dimerizacién de las
correspondientes isoformas de mamiferos (Drink-
water et al. 2017).
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Tabla 1. Algunos miembros de la familia M1 del clan MA de las metalopeptidasas.
Table 1. Some members of the M1 family of the MA clan of the metallopeptidases.

Nomenclatura

Enzima de la IUBMB* Fuentes
Dipeptidasa Cys-Gly,alanil aminopeptidasa de membrana o ami- :
nopeptidasa N (APN) EC3.4.11.2 Homo sapiens, Sus scrofa
Glutamil aminopeptidasa o aminopeptidasa A (APA) EC3.4.11.7 Homo sapiens

. . . . Homo sapiens, Mus musculus,
Piroglutamil aminopeptidasa Il (PPII) EC3.4.19.6 Ratus novergicus
Aminopeptidasa de membrana regulada por insulina, cistinil ami-
nopeptidasa, oxitocinasa, leucina aminopeptidasa de placenta, EC3.4.11.3 Homo sapiens
etc. (IRAP)
Leucina aminopeptidasa derivada de adipocitos (A-LAP) EC3.4.11.- Homo sapiens
Aminopeptidasa sensible a puromicina (PSA) EC3.4.11.14 Homo sapiens
Aminopeptidasa de levaduras Apa, AapY’ - Candida albicans
Lisina aminopeptidasa de bacteria - Escherichia coli
Aminopeptidasa O (AP-O) EC3.4.11.- Homo sapiens
Aminopeptidasa B (APB) EC3.4.11.6 Homo sapiens
Leucotrieno A4 hidrolasa (LTA4H) EC3.4.2.6 Homo sapiens
Aminopeptidasa Ey EC3.4.11.20 -

Aminopeptidasa especifica para leucina insensible a puromicina

(PILS-AP)

Aminopeptidasa Il (APII)

Aminopeptidasa 1 de reticulo endoplasmatico ERAP-1
Aminopeptidasa 2 de reticulo endoplasmatico ERAP-2
Factor 2 de interaccidn con Tricorn de bacteria

Factor 3 de interaccién con Tricorn de bacteria

Aminopeptidasa activada por frio (Colwellia psychrerythraea)

Homo sapiens
Homo sapiens
Thermoplasma acidophilum
Thermoplasma acidophilum

Colwellia psychrerythraea

En el caso de las aminopeptidasas ancladas a mem-
brana, presentan una proyeccién del extremo amino
hacia la cara citosdlica. A esta le sigue un dominio
transmembrana. De esta manera, el resto de la molé-
cula queda expuesto hacia la regidn extracelular. En
esta regidn extracelular se aprecian generalmente
puentes de disulfuro y abundantes glicosilaciones, por
lo que es comun encontrar algunas de estas enzimas iden-

tificadas como antigenos de superficie (Barret et al.
2003, Albiston et al. 2004, Rawlings et al. 2018).

En la familia M1 un motivo bien conservado es la
secuencia Gly-Ala-Met-Glu-Asn (GAMEN) (Fig. 1, Pas-
cual et al. 2015). Esta secuencia, conocida también
como motivo de exopeptidasa, en muy pocos casos
manifiesta variaciones en los dos primeros residuos
(Dalal et al. 2013).
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355 NGLITYRETNLLYDPRESASSNQQORVATVVAKELVEDWFGNIVIMDWWEDLWL 414 Q07075  AMPE_KUMAN
350 NGLVTYRENSLLFDPLSSSSSNRERVVTVI DWFGNLVTIEWWNDLWL 409 P15144  AMPN_EUMAN
345 SAMENNGLVTYRENALLFDPQSSSISNKERVVIVIAH DWFGNLVTLAWWNDLWL 404 P15145 AMPN PIG
318 NGLTTYRESALLFDAEKSSASSKLGITMTIVAKELAHDWFGNLVIMEWWNDLWL 374 QSNZ08  ERAPL_EUMAN
426 NGLLTFREETLLYDSNTSSMADRKLVTKI DWFGNLVIMKWWNDLWL 485 QOUIQ6  LCAP_KUMAN
267 PCLT-FVTPTLL------- AGDKSLS-NVI WIGNLVINKTWDHFWL 317 P0%960  LKHA4_HUMAN
348 AMENNGLVTYRESSLVFDSQSSSISNKERVVIVIAHELAHDWFGNLVTVAWWNDLWL 408 297449  AMPN_MOUSE
314 NGLVIYRETALLIDPRNSCSSSRQWVALVVQ ELA.“ DAFGNLVIMEWWTHLWL 373 PS5S5786  PSA_HUMAN
296 PCLT-FVTPCLL------- AGDRSLA-DVI BWEGNLVINANWGEFWL 346 QO9H4A4  AMPB_EUMAN
443 HIM-FLSQSIL------- TGGNHLCGTRLQ AWFGLAIGARDWTEEWL S00 QB8N6M6  AMPO_HUMAN
402 NGLSIFVEQRILLDPSVSSISYLLDVIMVIYKEICHDWFGDLVTPVWWEDVWL 461 QSUKU6  TRHDE_EUMAN
3717 NGLMIFDESGLLLEPRKDQLTEKKTLISYVVHEIGHDWFGNLVIMNWWNNIWL 436 Q6Q4G3  AMPQ KUMAN
374 NGLLIFDESSLLLEPEDELTEKRAMILSII DWFGNLVTMSWWNNIWL 433 Q2KHK3  AMPQ MOUSE

L . w w*w

Figura 1. Alineamiento Uniprot de las secuencias aminoacidicas de los centros activos de varias aminopeptidasas de la familia M1.
AMPE_Human: Aminopeptidasa E humana, AMPN_Human: Aminopeptidasa N humana, AMPN_Pig: Aminopeptidasa N porcina, ERA-
P1_Human: Aminopeptidasa 1 de reticulo endoplasmatico humana, LCAP_Human: Leucil-cistinil aminopeptidasa humana,
LKHA4 Human: Leucotrieno A4 hidrolasa humana, PSA_Human: aminopeptidasa sensible a la puromicina humana, AMPB_Human:
Aminopeptidasa B humana, AMPO_Human: Aminopeptidasa O humana, TRHDE_Human: Ectoenzima degradadora de la hormona
liberadora de tirotropina o Piroglutamil-aminopeptidasa Il humana, AMPQ-Human: Aminopeptidasa Q humana, AMPQ-Mouse:
Aminopeptidasa Q de ratén. A la derecha de cada secuencia se incluyen los nimeros de acceso e identificadores de la base de datos
Uniprot. Las abreviaturas correspondientes a cada enzima se refieren a las utilizadas en esta base de datos. El rectangulo A encierra la
secuencia conservada GAMEN relacionada con la actividad aminopeptidasica de los miembros de la familia M1y el rectangulo B encie-
rra la secuencia consenso HEXXH del centro activo. Los asteriscos sefialan otros aminodcidos altamente conservados dentro de la fami-
lia. * indican residuos completamente conservados : indican posiciones donde hay un alto grado de conservacion de los residuos.

Figure 1. Uniprot alignment of the aminoacidic sequence of the active site of various M1 family aminopeptidases: AMPE_Human:
human aminopeptidase E, AMPN_Human: human aminopeptidase N, AMPN_Pig: porcine Aminopeptidase N, ERAP1_Human: Endo-
plasmatic reticulum aminopeptidase 1, LCAP_Human: human leucyl-cystinil aminopeptidase, LKHA4_Human: human leukotriene A4
hydrolase, PSA_Human: human puromycin sensitive aminopeptidase, AMPB_Human: human aminopeptidase B, AMPO_Human:
human aminopeptidase O, TRHDE_Human: human thyrotrophin releasing hormone degrading enzyme or pyroglutamyl aminopepti-
dase Il, AMPQ_Human: human aminopeptidase Q, AMPQ_Mouse: mouse aminopeptidase Q. On the right of each sequence, the access
number and identifiers from Uniprot are included. The short name for each enzyme corresponds with Uniprot name. The rectangle A
comprises the conserved sequence GAMEN related with the aminopeptidase activities of these enzymes from M1 family and the rec-
tangle B comprises the consensus sequences HEXXH from the active site. The asterisk points other highly conserved aminoacids resi-
dues inside the M1 family. * indicates residues completely conserved. : indicates position with haigh degree of conservation of the
residues.

Debido al alto grado de conservacion de la secuencia
GAMEN, esta resulta muy util para la identificacién de
los miembros de la familia (Barret et al. 2003, Albiston
et al. 2004, Wong et al. 2012, Drinkwater et al. 2017).

Mediante la técnica de cristalografia y difraccién de
rayos X se ha logrado dilucidar la estructura tridimen-
sional de varios miembros de esta familia tales como:
leucotrieno A4 hidrolasa (EC 3.3.2.6) en complejo con
su inhibidor bestatina (Thunnissen et al. 2001); factor
3 de interaccion con Tricorn de Thermoplasma acidop-
hilum (Kyrieleis et al. 2005); APN de Escherichia coli
(Pep N) en complejo con su inhibidor bestatina (lto et
al. 2006); APN de Plasmodium falciparum (PfAM 1)

sola y en complejo con bestatina y andlogos de baja
masa molecular (McGowan et al. 2009, Harbut et al.
2011); la APA humana (Yang et al. 2013); ERAP-1
(Kochan, 2011); APN porcina y humana en complejo
con sustratos y bestatina (Chen et al. 2012, Wong et
al. 2012), entre otras (Tabla 2). En todas estas estruc-
turas se aprecia que el dominio catalitico de esta
familia enzimatica presenta una elevada similitud
estructural con la termolisina, a pesar de que en algu-
nos casos solo hay un 7% de identidad de secuencia
con las correspondientes cadenas polipeptidicas
(Thunnissen et al. 2001).
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Tabla 2. Estructuras cristalograficas informadas para enzimas miembros de la familia M1 de las metalopeptidasas
(Informacion compilada a partir del sitio http://pfam.xfam.org/family/PF01433#tabview=tab9).

Table 2. Crystallographic structures reported for members of the M1 family of metallopeptidases (Compiled from http.//
pfam.xfam.org/family/PF01433#tabview=tab9).

Enzima Cddigo Pfam Fuente Cadigos de las estructuras cristalo-
graficas depositadas en la base de
datos de proteinas (pdb)
Aminopeptidasa N AMP1_PLAFQ Plasmodium falciparum cepa 3EBG, 3EBH, 3EBI, 3Q43, 3Q44, 3T8V
FcB1 Columbia
Aminopeptidasa N AMPN_ECOLI Escherichia coli 2DQ6, 2DQM, 2HPO, 2HPT, 2ZXG,
3B2P, 3B2X, 3B34, 3B37, 3B3B, 3KED,
3PUU, 3QJX
Aminopeptidasa N AMPN_HUMAN Homo sapiens 4FYQ, 4FYR, 4FYS, 4FYT
Aminopeptidasa N AMPN_PIG Sus scrofa 4FSC, 4FKE, 4FKH, 4FKK, 4HOM,

ERAP 1
ERAP 2

Aminopeptidasa A

ERAP1_HUMAN
ERAP2_HUMAN

AMPE_Human

4NAQ, 4NZ8, 40U3

Homo sapiens 2YDO, 3MDJ, 3QNF

Homo sapiens 3SE6, 4E36, 4JBS, 5A80, 5AB2, 5CU5

Homo sapiens 47X5, 47X6, 4KX7, 4KX8, 4KX9, 4KXA,

4KXB, 4KXD

1H19, 1HS6, 1SQM, 2R59, 2VJ8, 3B7R,
3B7S, 3B7T, 3B7U, 3CHO, 3CHP,
3CHQ, 3CHR, 3CHS, 3FH5, 3FH7, 3FHS,
3FHE, 3FTS, 3FTU, 3FTV, 3FTW, 3FTX,
3FTY, 3FTZ, 3FUO, 3FU3, 3FU5, 3FU6,
3FUD, 3FUE, 3FUF, 3FUH, 3FUI, 3FUJ,
3FUK, 3FUL, 3FUM, 3FUN
2XPY, 2XPZ, 2XQ0

Leucotrieno A4 hidrolasa LKHA4_HUMAN Homo sapiens

Saccharomyces cerevisiae

Leucotrieno A4 hidrolasa LKHA4_YEAST

(ATCC 204508 / S288c)

Q7WVY1_COLP3 Colwellia psychrerythraea 3CIA
(34H / ATCC BAA-681)

Q9JYV4_NEIMB Neisseria meningitidi s 2GTQ

serogroup B (MC58)
Thermoplasma acidophilum
(ATCC 25905 / DSM 1728 /
JCM 9062 / NBRC 15155 /
AMRC-C165)

Factor F3 TRF3_THEAC 175H, 3Q7)

Caracteristicas bioquimicas de la Aminopeptidasa
Acida (APA) de mamiferos

catalizaba la hidrdlisis del N-(a-L-glutamil)-B-
naftilamida (Glenner et al. 1962). Posteriormente, se
descubrié que la enzima hidrolizaba residuos de as-
partilo del extremo amino y exhibia principalmente
actividad de exopeptidasa, por lo cual fue llamada
aminopeptidasa A (a-amino peptidasa 4cida)
(Glenner et al. 1962).

La APA de mamiferos es una proteina de membrana

tipo Il. Se caracteriza por la siguiente estructura:
una cola N-terminal intracelular corta, un anclaje

Caracteristicas estructurales

Dentro de la familia M1, una de las aminopeptida-
sas que reclama mayor atencion actualmente debido
a su probado potencial como diana terapéutica es la
aminopeptidasa acida (APA, EC 3.4.11.7) (Drinkwater
et al. 2017). Esta enzima se identifico por primera vez
en preparaciones de rifién de rata y conejillo de In-
dias. Le denominaron a-glutamil peptidasa porque
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transmembrana de un solo paso, un tallo pequefio y
un ectodominio C-terminal grande, tal y como se ha
informado para otros miembros de la familia M1 co-
mo la APN de mamiferos. Se ha informado que la APA
tiene pesos moleculares que oscilan alrededor de los
100 kDa. La isoforma humana se caracteriza por una
masa molecular de 109 kDa y de 108 kDa informado
para la isoforma porcina. La secuenciacién de los ami-
noacidos del antigeno de diferenciacién de linfocitos B
en ratones (BP-1\6C3), recientemente reconocido
como la APA, reveld la presencia de 22 residuos hidro-
fobicos hacia el segmento N- terminal de la enzima.
Esto es caracteristico de las proteinas integrales de
membrana tipo Il. En estas proteinas se encuentran
separado un pequefio dominio amino terminal cito-
plasmatico (17 aminoacidos aproximadamente) de un
largo ectodominio carboxilo terminal (906 aminoaci-
dos aproximadamente).

et
Cuerpo ' ». )

=
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Este dominio extracelular contiene el sitio activo,
incluida la secuencia consenso HEXXH encontrada en
la familia de las metaloproteasas de zinc (Yang et dl,
2013). El ectodominio de la APA humana tiene las
mismas estructuras de dominio y disposicion que
aparecen en otros miembros de la familia M1. Consis-
te en cuatro dominios distintos: cabeza, que se co-
rresponde con el dominio IV y es la region carboxilo
terminal de la molécula (residuos 633-954); lado, que
se corresponde con el dominio Il (residuos 543-632);
cuerpo, que se corresponde con el dominio I
(residuos 294-542); y cola, que se corresponde con el
dominio | (residuos 76-293) segun la definicién de
Drinkwater et al (2017). El sitio de unién al zinc esta
ubicado en una cavidad creada por los dominios de la
cabeza, lado y cuerpo (Fig. 2) (Yang et al, 2013).

Zn : Zn

+ Tallo

) Membi ana ™
citoplasmatica

Figura 2. Estructura general del ectodominio de la APA humana. A El ectodominio de la APA humana se puede subdividir en 4
partes: cola (rojo), cuerpo (amarillo), lado (verde) y cabeza (azul). B Residuos que participan en la coordinacién del atomo de
zinc en el centro activo. C Modelo de la estructura dimérica de la APA humana sobre la superficie celular. TM-segmento trans-
membrana, IC-segmento intracelular. (Adaptado de Yang et al, 2013).

Figure 2. General structure of the human APA ectodomain. A The human APA ectodomain can be divided in four parts: tail
(red), body (yellow), lateral (green) and head (blue). B Residues that participle in the zinc atom coordination at the active site.
C Model of the dimeric human APA structure over the cell surface. TM-transmembrane segment, IC- intracellular segment.

(Adapted from Yang et al, 2013)
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La cavidad del sitio activo de las enzimas de la familia
M1 puede alternar entre una conformacion abierta
(para la carga del sustrato o la descarga del producto)
y una conformacidn cerrada para la catdlisis. La cavi-
dad del sitio activo de la APA en la conformacién ce-
rrada es significativamente mas estrecha que la de
APN de mamiferos en igual conformacién (Fig. 3), lo
que sugiere que la APA excluye los sustratos peptidi-
cos grandes del acceso a su sitio activo y, por tanto,
tiene un intervalo mas restringido de sustratos en
comparacion con la APN (Yang et al. 2013).

APN
Conformacion
cerrada

APA
Conformacion
cerrada

Figura 3. Alineamiento estructural de APA y APN huma-
nas. Ambas enzimas se encuentran en su conformacién
cerrada. La APN humana se muestra en color azul (PDB ID:
4FYQ) mientras que la APA humana se muestra en color
rojo (PDB ID: 4KX7).

Figure 3. Structural aligment of human APA and APN.

Both enzymes are represented in their closed confor-

mation. Human APN is showed in blue (PDB ID: 4FYQ)
while human APA is showed in red (PDB ID: 4KX7).

El ectodominio de la APA forma un homodimero
novedoso. En el cristal, solo hay una molécula del ecto-
dominio de la APA en cada unidad asimétrica (Unidad
asimétrica: es la parte del espacio que no contiene
ningln elemento de simetria y que por aplicaciéon de
los elementos del grupo espacial permite obtener una
celda elemental para el disefio de cristales, por lo que
resulta atil para describir la estructura cristalina). Sin
embargo, dos moléculas de unidades asimétricas adya-
centes forman el homodimero a través de sus domi-
nios de cabeza (Fig. 2), abarcando 1600 A’ de superfi-
cie accesible entre ellas. Aunque tanto la APA como la
APN forman un homodimero a través de las interaccio-
nes de los dominios principales establecidos y numera-
dos como I, Il y IV, las regiones especificas que estan
implicadas en la formacién del dimero sin diferentes, lo

ISEL PASCUAL ALONSO ET AL.

qgue conduce a interfaces de los dimeros completamen-
te diferentes (Fig. 2). La formacién de dimeros puede
aumentar la estabilidad de la APA y la APN, y hacerlas
resistentes a ambientes mas drasticos que las enzimas
monomeéricas intracelulares de la familia M1 y que se
encuentran principalmente en microorganismos (lto et
al. 2006, McGowan et al. 2009, Harbut et al. 2011).
Ademas, la disposicion de dimeros cabeza-cabeza en
ambas enzimas puede facilitar los cambios conforma-
cionales de cerrado a abierto, durante los cuales se
mantienen las interfaces diméricas y los anclajes de
membrana se mueven a lo largo de la membrana celu-
lar (Yang et al. 2013).

Mecanismo catalitico de la APA

Como ya se apuntaba, hay antecedentes segun los
cuales las enzimas de la familia M1 se pueden encon-
trar en dos conformaciones distintas: una abierta
(cataliticamente inactiva) y otra cerrada (catalitica-
mente activa), que alternan mediante cambios confor-
macionales a través de un movimiento de bisagra que
ocurre entre el dominio carboxilo terminal IV y el resto
del ectodominio (Thunnissen et al. 2001, Wong et al.
2012, Chen et al. 2012). Los estudios de mutagénesis
dirigida al sitio catalitico de la APA han permitido iden-
tificar que la His-385 y la His-389 y el Glu-408 son los
tres residuos implicados en la coordinacion del zinc.
Ademads, el Glu-386 se encuentra involucrado en la
catalisis, lo que indica que la APA (al igual que la termo-
lisina y la APN), pertenece a la familia de las gluzinci-
nas.

Estos antecedentes han llevado a proponer un meca-
nismo basico general para la hidrdlisis peptidica por
parte de la APA, similar al propuesto para la termolisi-
na, deducida de los estudios de difraccion de rayos X.
En comparacién con los modelos del sitio activo de la
termolisina, en la catdlisis de la APA hay otros residuos
implicados como la Tyr-471. En el mecanismo descrito
para la APA actualmente, el grupo amino libre y el car-
boxilato de la cadena lateral del residuo de glutamico
amino terminal del sustrato estan acomplejados con
residuos del bolsillo S1, y el atomo de zinc esta coordi-
nado con sus tres ligandos (His-385, His-389 y Glu-408)
y una molécula de agua. La carga negativa del Glu-386
polariza la molécula de agua coordinadora del zinc y
promueve el ataque nucleofilico hacia el carbono car-
bonilico del enlace peptidico a escindir. El intermedia-
rio tetraédrico resultante se estabiliza mediante una
interaccién electrostatica con el ion zZn** y mediante
enlaces de hidrégeno con el Glu-386 y la Tyr-471, ac-
tuando esta ultima como un catalizador electrofilico a
través de la interaccion del grupo hidroxilo de la tirosi-
na con el oxianién (Fig. 4) (Vazeux et al. 1997).
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Figura 4. Interaccién del péptido sustrato con el ion Zn*'y
la Tyr 471 en el sitio activo de APA durante la catalisis.
(Adaptado de Vazeux et al, 1997). Las lineas discontinuas
representan interacciones por puentes de hidrégeno.

Figure 4. Interaction of substrate peptide with Zn** ion
and Tyr 471 at the active site of APA during catalysis.
(Adapted from Vazeux et al, 1997).Dotted lines indicate
hydrogen bond interactions.

Especificidad de sustrato de la APA en ausencia de
calcio

APA y APN forman las mismas interacciones con la
cadena principal del residuo amino terminal (residuo
P1) de sus ligandos, lo que sugiere que las dos enzi-
mas comparten un mecanismo catalitico comun a
pesar de su modesta similitud de secuencia. Sin em-
bargo, el bolsillo S1, que acomoda la cadena lateral de
ligandos en posicidn P1, difiere marcadamente entre
la APA y la APN, de acuerdo con las diferentes especi-
ficidades de sustrato de las dos enzimas. En general, el
bolsillo S1 de la APN es en gran medida hidrofébico y
prefiere acomodar cadenas laterales de residuos de
esta misma naturaleza. Por el contrario, el bolsillo S1
de la APA es polar y prefiere, por consiguiente, aco-
modar las cadenas laterales de residuos en posicion
P1 de caracter polar. En particular, el bolsillo S1 de la
APA estd estructurado para acomodar las cadenas
laterales de residuos acidos (Yang et al. 2013). En ami-
noacidos como el glutamico, la cadena lateral de car-
boxilato forma un fuerte puente salino con la Arg-887
y un enlace de hidrégeno con la Thr-356 en el bolsillo
S1 en la enzima humana (Fig. 5B). Estas interacciones
energéticamente favorables son consistentes con una
alta actividad de la APA sobre sustratos con un gluta-
mato en posicién P1. Sin embargo, en ausencia de
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calcio, la actividad de la APA es relativamente baja
sobre los sustratos con un aspartato en posicion P1.
Esto probablemente esté dado porque la cadena
lateral del aspartato, que seria en este caso mas cor-
ta, formaria un puente salino débil con la Arg-887.

El bolsillo S1 también acomoda las cadenas latera-
les de los residuos basicos (Fig. 5A). Al agregar una
arginina, el grupo guanidinio de este aminoacido
forma un puente salino con la cadena lateral del Asp-
221, un enlace de hidrégeno con el grupo carbonilo
de la cadena principal perteneciente al Glu-223, y
otro enlace de hidrégeno con la cadena lateral de la
Thr-356 (Fig. 5A). En comparacion con el glutamato,
la cadena lateral de la arginina se encuentra orienta-
da de forma diferente, lo que reduce, pero no elimi-
na, la repulsion de carga con la Arg-887 en el bolsillo
S1. Por esta razon, en ausencia de calcio, la arginina
es menos favorecida que el glutamato, pero mas
favorecida que el aspartato (Fig. 5A) (Yang et al.
2013).

El bolsillo S1 de la APA no permite acomodar las
cadenas laterales de residuos neutros, evidenciando-
se baja actividad de la APA frente a sustratos con
leucina o fenilalanina en posicion P1. Las cadenas
laterales de la leucina y la fenilalanina forman inter-
acciones hidrofdébicas con las cadenas laterales de la
Phe-474 en el bolsillo S1, pero también tienen inter-
acciones estéricas desfavorables con residuos pola-
res en el mismo bolsillo. Por tanto, los residuos con
cadenas laterales neutras grandes en el sitio P1 del
sustrato son desfavorecidos en la uniéon a la APA
(Yang et al. 2013, Drinkwater et al. 2017).

Especificidad del sustrato en presencia de calcio.
Modulacion de la actividad de la APA por el calcio

El sitio de unidn al calcio se encuentra en el bolsillo
S1 de la APA, adyacente a la cadena lateral de los
residuos en posicion P1 de sus ligandos. En ausencia
de calcio, el sitio de union al mismo esta ocupado
por una molécula de agua (que se encuentra forman-
do enlaces de hidrégeno con otra molécula de agua),
por la cadena lateral del Asp-221, y por el glutamato
del sustrato unido (que probablemente es protona-
do debido al fuerte puente salino bifurcado con la
Arg-887) (Fig. 5B). Al agregar calcio, en el mapa de
densidad electrénica se observa una densidad de
electrones positiva significativa en este sitio, lo que
indica una especie mas rica en electrones que el
agua en ausencia de calcio.
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Figura 5. Interacciones de la APA humana con sus sustratos en ausencia y presencia de Ca A y B Interacciones entre el
sitio S1 de la APA humana y los aminodacidos arginina y glutamato en ausencia de Ca*. Cy D Interacciones entre el sitio S1 de
la APA humana y los aminoacidos aspartato y glutamato en presencia de Ca**. En todos los casos el 4tomo de zinc estd repre-
sentado como una esfera de color gris y los sustratos se han representado como varillas (carbono-violeta, nitrégeno-azul y
oxigeno-rojo). Los aminoacidos del sitio S1 aparecen como lineas (carbono-amarillo, nitrégeno-azul y oxigeno-rojo). El atomo
de calcio aparece como una esfera de color verde. Los enlaces de hidrégeno se han representado como lineas discontinuas de
color gris. Las moléculas de agua aparecen como esferas de color rojo.

Figure 5. Interactions of the human APA with their substrates in absence and presence o{ Ca?. A and B Interactions be-
tween 51 site from human APA and the aminoacids arginine and glutamate in absence of Ca®’. C and D Interactions between
S$1 site from human APA and the aminoacids aspartate and glutamate in presence of Ca”". In all cases the zinc atom are repre-
sented by a grey sphere and the substrate are represented in lines (carbon-violet, nitrogen-blue and oxygen-red). The atom of
calcium appears as a green sphere. The hydrogen bonds are represented in grey dotted lines. Water molecules are represented

as red spheres.

Ademas, en presencia de calcio, se observan dos
moléculas de agua adicionales, lo que aumenta el nu-
mero de coordinacion a seis, en consonancia con el
calcio que reemplaza al agua (Yang et al. 2013).

El sitio de unién a calcio proporciona una base
estructural para la actividad de la APA modulada por
este cation. La presencia de calcio en el sistema poten-
cia la actividad de la APA en los sustratos con un aspar-
tato en posicion P1 (Fig. 5C). El calcio potencia las
afinidades de unién del glutamato y el aspartato a la
APA al ligar sus cadenas laterales de carboxilato (Fig. 5
Cy D). Por el contrario, la cadena lateral de la arginina,
con carga positiva, no puede unirse eficazmente debi-
do a la repulsidn de la carga con este catidn, aunque
podria observarse en cristales de la APA en ausencia
de calcio (Fig. 5A). Por lo tanto, el ion calcio que se une

al bolsillo S1 de la APA potencia la union de residuos
acidos en el sitio P1 del sustrato mediante la coordina-
cién de sus cadenas laterales, pero reduce la unidn de
residuos basicos en el sitio P1 del sustrato debido a la
repulsion de carga de las cadenas laterales con su car-
ga positiva como catidn.

La modulacidn de la actividad de la APA por calcio es
Unica dentro de la familia M1 y constituye un aspecto
crucial para la especificidad de sustrato de esta enzima
y su funcidn bioldgica (y regulacion de la misma) en las
diferentes regiones anatdmicas donde se localiza. En
particular, es de gran relevancia fisioldgica en el cere-
bro, pues las concentraciones de calcio que modulan
la actividad de la APA se encuentran en el mismo inter-
valo que las concentraciones de este cation en el flui-
do cerebral (1-2 mM) (Jones y Keep, 1988).
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Localizacion anatémica de la APA en mamiferos: Fun-
ciones fisioldgicas y diferentes patologias asociadas

Localizaciones anatdmicas y funciones fisioldgicas

La APA también ha sido denominada angiotensinasa
(Nagatsu 1965, Sakura et al. 1983), dado que uno de
sus principales sustratos fisioldgicos es la angiotensina
Il (Ang 1), un importante regulador de la presién arte-
rial dentro del sistema renina-angiotensina (RAS). Al
igual que en el RAS sistémico, la Ang Il cerebral es ge-
nerada por la ruptura secuencial del precursor angio-
tensindgeno por la proteasa aspartico renina (EC
3.4.23.15), la cual produce el decapéptido inactivo an-
giotensina | (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu),
la que es entonces convertida en la Ang Il (Asp-Arg-Val-
Tyr-lle-His-Pro-Phe) por la Zinc-metalo aminopeptidasa
Enzima Convertidora de Angiotensina (ACE; EC
3.4.15.1). Subsecuentemente, la Ang Il es metaboliza-
da en la Ang Ill (Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe) y esta, a su
vez, en la Ang IV (Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe) por la accion
combinada de las aminopeptidasas cerebrales APA vy
APN, respectivamente (Zini et al. 1996).

Los péptidos derivados de la angiotensina desempe-
fian diferentes funciones en el sistema RAS cerebral y
sistémico: en el RAS sistémico la Ang Il es el principal
efector que incrementa la presion sanguinea, mientras
que en el sistema RAS cerebral, la Ang Ill desempefia
esta funcidn (Zini et al. 1996, 1998, Réaux et al. 1999).

Estudios con inhibidores selectivos de la APA como
EC33 [(S)-3-amino-4-mercapto-butil sulfénico] han de-
mostrado que en el cerebro la APA genera la Anglll, la
cual ejerce una accion estimuladora ténica sobre el
control de la presion sanguinea en animales hiperten-
sos e incrementa la liberacién de arginina vasopresina.
Por lo tanto, la inhibicion de la APA con inhibidores
selectivos normaliza la presidn en la ratas hipertensas,
lo que sugiere que la APA cerebral constituye una
diana promisoria para el desarrollo de inhibidores po-
tentes y selectivos, que crucen la barrera hematoence-
falica, como agentes antihipertensivos (Drink-water et
al. 2017).

Otro sustrato fisiolégicamente activo de la APA es el
péptido colecistoquinina (CCK-8). Este péptido se ex-
presa en el sistema nervioso central (en el nucleo para-
ventricular, en el nucleo supradptico y en la hipdfisis) y
su metabolismo in vivo esta modificado por inhibidores
de la APA. Una amplia distribucidn tisular de la enzima
se observd mediante tincidn inmunohistoquimica vy
ensayo histoenzimatico, indicando la implicacidon que
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tiene en el mantenimiento de las funciones fisioldgicas
del organismo (Li et al.1993). En la gran mayoria de los
ensayos inmunohistoquimicos, la actividad de la APA se
ha informado en la placenta y el suero de humanos, lo
que apoya la posible participacion de la APA en el me-
tabolismo de la angiotensina. La actividad de la APA
también se ha documentado para el borde en cepillo
de los enterocitos en el intestino delgado, donde parti-
cipa en la degradacion final de las proteinas para la
nutricién; el tubulo proximal del rifdn (donde es parti-
cularmente abundante y participa en la reabsorcion de
aminodcidos y péptidos); y en muchos otros tejidos de
diversas especies de mamiferos (Mizutani et al. 1981,
Lalu et al. 1984, Gossrau et al. 1987, Yamada et
al.1988).

Existen ademas evidencias que sugieren que el gen
de la APA es altamente conservado evolutivamente en
los humanos, los monos, las ratas, los ratones, los pe-
rros, las vacas, los conejos, los pollos y en las levaduras.
Desde el descubrimiento de que la APA era idéntica al
antigeno BP-1 murino (Cooper et al.1986), el anticuer-
po monoclonal antiBP-1 se ha utilizado ampliamente
para la determinacién de la distribucién de esta enzi-
ma, principalmente en modelos murinos. La actividad
de la APA en ensayos in vivo en ratones se ha detecta-
do con amplia intensidad en el érgano vascular de la
ldmina terminal, el érgano subfornical, la eminencia
media, el area postrema y el plexo coroideo. Todas
estas estructuras son dérganos circumventriculares que
se encuentran fuera de la barrera hematoencefélica
(Healy et al. 1993; Zini et al. 1998). Contienen una red
densa de capilares fenestrados y un gran numero de
receptores de la angiotensina Il de tipo 1 caracteriza-
dos por sus sitios de unién especifica. Debido a su ubi-
cacion, estos receptores pueden estar accesibles a la
angiotensina Il circulante o a la angiotensina Ill recién
obtenida en los vasos sanguineos por accion de la APA.

También se ha encontrado actividad sustancial de la
APA en estructuras presentes dentro de la barrera
hematoencefalica, como el nucleo supradptico, el
nucleo paraventricular, el nucleo reticular lateral y el
nucleo del tracto solitario. Las terminaciones nerviosas
angiotensinérgicas, la Ang Il y Il y los receptores de
angiotensina, estan presentes en estas estructuras. El
hallazgo de una actividad sustancial de la APA en estos
nucleos, en los cuales los microvasos son menos abun-
dantes que en los drganos circumventriculares, sugiere
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gue la enzima podria no estar presente exclusivamente
en la microvasculatura, sino también en las neuronas y
las células gliales (Healy y Wilk 1993).

En un trabajo posterior, Mota et al (2008) midieron
especificamente la actividad de la APA en mas de 40
areas diferentes del cerebro humano. Las mayores
actividades se identificaron en el plexo coroideo y la
glandula pineal. Una elevada actividad se detect6 tam-
bién en la médula oblonga dorsomedial, el nucleo
accumbens y en el hipotalamo. En este ultimo especifi-
camente en los nucleos paraventricular (similar a Healy
y Wilk 1993) y supradptico. La inmunotincidn en para-
lelo demostré por primera vez, la presencia de la APA,
ademas, en cuerpos neuronales y fibras, en el nucleo
hipogloso, el nicleo motor dorsal del vago, los nucleos
del tracto solitario, el nudcleo Roller, y el nucleo cu-
neato (todas ellas regiones sensibles a las angiotensi-
nas e involucradas en la regulacién de la presién san-
guinea en humanos).

Patologias asociadas a la actividad de la APA

Se ha establecido que la APA, junto a otras
aminopeptidasas de la familia M1 que forman parte
del sistema renina-angiotensina, se encuentra involu-
crada en el desarrollo de disimiles enfermedades,
entre ellas la enfermedad de Alzheimer. Estudios re-
cientes indican cambios de estas enzimas en el avance
de la enfermedad, principalmente una disminucién de
su actividad, la cual estd directamente relacionada con
la pérdida de la memoria asociada a esta patologia
(Puertas et al. 2013).

Lijun y Healy (1999) en modelos animales demostra-
ron que un aumento significativo en la actividad de la
APA refuerza las patologias asociadas a la presion arte-
rial, pues produce elevadas cantidades de la Ang lIl,
que es el péptido activo en el cerebro (Lijun y Healy
1999). Estudios de mutagénesis sitio dirigida realizados
en el 2009 comprobaron que mutaciones en determi-
nados alelos que codifican para la APA producen una
enzima perfectamente funcional pero que es capaz de
aumentar la susceptibilidad de las personas a sufrir
glomeruloesclerosis (Tonna et al. 2009).

Como se ha mencionado con anterioridad, la APA se
encuentra involucrada en la degradacién de la Ang Il, lo
gue la convierte en un paso limitante en la regulacién
del sistema renina-angiotensina-aldosterona; esto fa-
vorece su implicacién en desérdenes renales. Estudios
realizados por Tonna et al. (2009) demostraron que un
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incremento en la presidn sanguinea puede causar da-
fos en la reabsorcion glomerular e incluso fibrosis. Se-
gun los resultados obtenidos en ratones BALB/c, estas
mutaciones de la APA presentes en humanos, también
causan albuminuria aguda, lo que constituye un factor
indicativo de problemas en la filtracién a nivel de glo-
mérulo, y puede ser un factor permisivo a la insuficien-
ciarenal.

La APA también ha sido descrita como el antigeno de
diferenciacion gp160 en el rifidn humano. Inmunoensayos
y estudios enzimaticos semicuantitativos en lineas celula-
res de carcinoma de células renales y canceres renales
primarios, han mostrado actividad y expresion alterada de
este antigeno en estos neoplasmas. La actividad del gp160
(APA) se mostro reducida en estos canceres, lo que respal-
do la hipétesis de que la pérdida de varias peptidasas fisio-
légicamente significativas puede ser un paso critico en la
transformacion maligna de los tejidos renales (Gohring et
al.1998). Solo se manifestd un incremento de la actividad
de la misma en carcinomas de células claras del rifién
(CCRCC) de alto grado, lo que se correlaciond positiva-
mente con el tamaio del tumor, sugiriendo que esta pep-
tidasa probablemente esté involucrada en el crecimiento
y la agresividad del CCRCC. Se ha informado también que
esta enzima desempefia un papel funcional como regula-
dor de la Ang Il, mediando crecimiento tumoral y la invasi-
vidad a través de la conversion de la Ang Il producida
localmente en varios tumores sélidos (Blanco et al. 2014).

Tomando en cuenta el papel de la APA en el metabo-
lismo de la Ang Il y la expresidn de esta hormona en la
unidad Uteroplacentaria (Poisner 1998, Nielsen et al.
2000), la APA se purificé de la placenta humana y se
probd que se expresa en trofoblastos placentarios. Este
resultado indicd que esta peptidasa estd relacionada
con el mantenimiento de la homeostasis durante el
embarazo (Mizutani et al. 1994, Hariyama et al. 2000).
En cambio, se comprobd que la actividad placentaria
de la APA fue mayor en pacientes embarazadas con
preclampsia, que en mujeres embarazadas normales.
También se demostré que la APA estaba altamente
expresada en trofoblastos malignos y tejidos de corio-
carcinoma (Ino et al. 2000). No obstante, un estudio
realizado por Ino et al. (2003), proporciond la primera
demostracién de que un AT1R funcional (receptor aco-
plado a proteina G de alta afinidad al cual se une la Ang
Il) esta presente en células trofoblasticas BeWo huma-
nas. Ademas, que a través de la activacion de ATIR y
sus vias de sefializacion, la PKC (proteina quinasa C) /
MAPK (proteinas quinasas activadas por mitégenos), la
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Ang Il estimula la proliferacién celular trofoblastica y
que es capaz de aumentar la expresidn de la APA. Esto
es indicativo de que el sistema Ang II-AT1R-APA esta
implicado en la regulacion del crecimiento de la placen-
ta humana y en la progresion de los tumores trofoblas-
ticos.

Adicionalmente, estudios clinicos muestran una corre-
lacién positiva entre la expresion de APA, la metastasis y
el mal prondstico para los pacientes con cancer colo-
rrectal (CCR). TWIST es un factor de transcripcion basico
altamente conservado implicado en el desarrollo biolé-
gico y vinculado a los oncogenes. Este se ha descrito
como un marcador prondstico de CCR.

El aumento de la expresién de la APA en la membrana
celular puede aumentar la actividad catalitica de la APA
y sustratos relacionados con metastasis, como la Ang lll;
ademas, se ha visto que un aumento en la actividad de
la APA da como resultado la activacion del NF-kB (factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas) y la expresion de TWIST en cancer
colorrectal. Por lo tanto, se plantea que la APA proba-
blemente desempeiie un papel importante en la inva-
sion celular, el inicio del tumor y la resistencia a los
farmacos, todos los cuales son dependientes de la acti-
vidad enzimatica (Chuang et al 2017).

Inhibidores de APA

Actualmente, debido a la constante y creciente de-
manda de respuestas y soluciones a las enfermedades
que han surgido y evolucionando, en las cuales las pro-
teasas son parte de las bases moleculares, los inhibido-
res de peptidasas han surgido como una alternativa
muy prometedora. Principalmente, se ha incrementado
la busqueda de agentes quimioterapéuticos que permi-
tan el tratamiento de enfermedades tan diversas como
pueden ser el cancer, enfermedades de origen viral
(sida), la hipertension arterial o también en estudios
encaminados a dilucidar el papel fisiolégico de determi-
nadas peptidasas en el organismo (Abbenante y Fairlie
2005, Turk 2006, Drag y Salvesen 2010, Deu et al 2012).

Teniendo en cuenta la implicacion de la APA en nume-
rosos trastornos que son objeto de investigacién médica
(la hipertensién arterial central, el cancer colorrectal, el
cancer cérvico uterino, la existencia de trofoblastos
malignos, el coriocarcinoma, las neoplasmas renales),
esta enzima se ha considerado un blanco potencial para
el disefio de inhibidores que pueden ser usados poten-
cialmente en ensayos clinicos, como candidatos para
medicamentos (Drinkwater et al. 2017).
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Actualmente la estrategia general para el disefio de
ligandos sintéticos tiene en cuenta la presencia del ion
metalico en el centro activo de APA. Estos poseen dos
caracteristicas estructurales fundamentales: una re-
gion especifica, que se encarga del reconocimiento del
centro activo de la enzima y otra regidon con grupos
funcionales especificos que sean capaces de establecer

complejos apropiados con el ién metalico.

Si se tiene un esqueleto que contenga cadenas late-
rales optimizadas capaces de interactuar con el sitio de
union de la enzima, se le puede incorporar un frag-
mento de union al metal. Como resultado, los inhibido-
res no covalentes de estructura aminoacidica/peptidica
(los sustratos naturales, analogos del estado de transi-
cion o analogos de productos) han sido los mas em-

pleados (Mucha et al. 2010).

Inhibidores naturales: Bestatina, sus derivados y Amas-

tatina

Uno de los primeros inhibidores mas potentes y con
amplio espectro de acciéon frente a las metaloa-
minopeptidasas es la bestatina (Fig. 6, Tabla 3). Esta
puede actuar como inhibidor competitivo y no compe-
titivo a>1, tanto de unidn rapida, como lenta, por
ejemplo, frente a las enzimas LAP y APN, respectiva-

mente (Mucha et al. 2010, Pascual et al. 2017).

El grupo hidroxilo a de este compuesto y el grupo
carbonilo adyacente coordinan el ion de zinc, lo que
determina su direccionalizacion al centro activo de las
metaloaminopeptidasas. La estructura de la bestatina
se ha sometido a varias modificaciones con el propési-
to de mejorar sus propiedades inhibitorias y farmaco-
légicas. Dentro de sus derivados se destacan la
tioamidabestatina y el p-hidroxibestatin; sin embargo,
estos no han sido efectivos frente a la APA (Mucha et

al. 2010).

El uso exitoso de la bestatina como inhibidor clasico
de metaloaminopeptidasas ha constituido un estimulo
que ha desencadenado la busqueda, el aislamiento y la
caracterizacion de varios compuestos con estructura
((2S,3R)-3-amino-2-hidroxi-4-
probestina
((2S,3R)-3-amino-2-hidroxi-4-fenilbutanoil-L-valil-L-prolil
-L-prolina) y la amastatina (acido (2S,3R)- 3-amino-2-

similar: la phebestina

fenilbutanoil-L-valil-L-fenilalanina), la

hidroxi-5-metilhexanoil-L-valina-L-valina-L-aspartico)

(Fig. 6). De estos compuestos, la amastatina (K; = 74 nM
frente a la APA) es un mejor inhibidor de la APA que la
bestatina (K; = 75 uM frente a APA) (Yang et al. 2013)

(Tabla 3, Fig. 6).
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Tabla 3. Inhibidores naturales y sintéticos de APA de amplio uso biotecnoldgico y biomédico.

Table 3. Natural and synthetic inhibitors of APA with wide biotechnological and biomedical uses.

Nombre Fuente 1Cso Tipo de Referencia
inhibicion

Naturales

Bestatina Streptomyces olivoreticuli 75 pM Clasica Mucha et al, (2010)

(2S,3R)-3-amino-2-hidroxi-4- (MD 976-67) Competitiva

fenilbutanoil-L-leucina) (Ubenimex)

Amastatina Streptomyces sp 8.0 uM Unién Fuerte  Mucha et al, (2010)

(2S,3R)-3-amino-2-hidroxi-5- ME 98-M3 Competitiva

metilhexanoil-L-valine-L-valine-L-

aspartico

Probestina Streptomyces azureus 19.9 uM - Mucha et al, (2010)

(2S,3R)-3-amino-2-hidroxi-4- (MH663-2F6)

fenilbutanoil-L-valil-L-prolil-L-prolina

Phebestina Streptomyces sp 0.9 pug/mL - Mucha et al, (2010)

(2S,3R)-3-amino-2-hidroxi-4- M1716-m3

fenilbutanoil-L-valil-L-fenilalanina)

Leuhistina Bacillus laterosporus 10.0 pg/mL - Mucha et al, (2010)

(2R,3S)-3-amino-2-hidroxi-2-1H- BM156-14F1

(imidazol-4-ilmetil)-5-metilhexanoico

Inhibidores Sintéticos

Pseudotripéptido fosfinico del Glu-Leu  Sintesis Quimica 0.8 nM Unién Fuerte  Mucha et al, (2010)

-Ala Competitiva

Derivados del aminotiolGlu-tiol Sintesis Quimica 0.87 nM Unién Fuerte  Mucha et al, (2010)
Competitiva

BTB11079 HitFinder Maybridge 3.88 uM Clasica Pascual et al, 2017

'2-(7H-benzo[c]fluoren-7-ylidenmetil) Database Competitiva

fluoranteno

JFD00064 HitFinder Maybridge 1.82 uM Clasica Pascual et al, (2017)

2-[(1-cyano-3-fenantril)metil] Database Competitiva

fenantreno-1-carbonitrilo

BTB07018 HitFinder Maybridge 4.74 uM Clasica Pascual et al, (2017)

'N1-[[2-(4-clorobenzoil)hidrazino] Database Competitiva

(tetrahidro-1H-pirrol-1-yl)methilidene]

-4-[5-(2-thienil)-3-(trifluoromethil)-1H-

pirazol-1-illbenzeno-1-sulfonamida

EC33 ((35)-3- Sintesis Quimica 0.29 nM Unidén Fuerte  (Bodineau et al, 2008)

amino-4-sulfanil-butano-1-acido sulfé-
nico)

Competitiva
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Figura 6. Estructura quimica de la A) bestatina, B) amastatina, C) leuhistina, D) probestina, E) phebestina
Figure 6. Chemical structure of A) bestatin, B) amastatin, C) leuhistin, D) probestin, E) phebestin

A pesar de que ambos compuestos tienen una interac- Ademads, la amastatina posee cuatro residuos de ami-

cién estérica desfavorable de la cadena lateral hidrofé-
bica en posicién P1 con el bolsillo polar S1 de la APA, la
fenilalanina en P1 de la bestatina se ve mas desfavoreci-
da estéricamente. Esto trae como consecuencia que la
Arg-887, que se encuentra en el bolsillo S1, de la enzi-
ma humana adopte una conformacidn diferente.

nodcidos y la bestatina solo dos. La cadena lateral del
extremo carboxilo de la amastatina en su sitio P3’ inter-
actua favorablemente con el bolsillo S3’ de la APA,
produciendo un fuerte puente salino bifurcado con la
Arg-386 y un enlace de hidrégeno con el Asn-371 (Fig.
7), el cual no forma parte de la interaccion de la bestati-

na debido a que es mas pequefia (Yang et al. 2013).
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Figura 7. Interacciones de la APA humana con inhibidores. A Interacciones entre la APA humana y el inhibidor amastatina
(AMA). B Interacciones entre la APA humana y el inhibidor bestatina (BES). En todos los casos el atomo de zinc esta represen-
tado como una esfera de color gris y los inhibidores se han representado como varillas (carbono-violeta, nitrégeno-azul y oxi-
geno-rojo). Los aminodcidos del sitio S1 aparecen como lineas (carbono-amarillo, nitrégeno-azul y oxigeno-rojo). Los enlaces
de hidrogeno se han representado como lineas discontinuas de color gris, mientras que los enlaces de coordinacién aparecen
como lineas discontinuas de color negro.

Figure 7. Interactions of human APA with inhibitors. A Interactions between human APA and amastatin (AMA). B Interactions
between human APA and bestatin (BES). In all cases the zinc atom is represented as a grey sphere and the inhibitors are pre-
sented in lines (carbon-violet, nitrogen-blue and oxygen-red). Aminoacids from the S1 subsite appear as lines (carbon-yellow,
nitrogen-blue and oxygen-red). Hydrogen bonds are represented as grey dotted lines while coordination bonds appear as black
dotted lines.
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Inhibidores sintéticos andlogos fosforados de aminod-
cidos y péptidos

Los compuestos organofosforados (denominados a-
aminoalcanofosfonatos) y los pseudopéptidos que
contienen fdsforo han contribuido de manera mas
significativa a los estudios de inhibicion de la metaloa-
minopeptidasas (Mucha et al.2010). En el caso de los
compuestos modificados con fosforo, su forma tetraé-
drica debe de mimetizar el estado de transicién de alta
energia de hidrdlisis del enlace peptidico a escindir.
Adicionalmente, la cadena lateral del sitio P1 de los
andlogos de dcidos aminofosfdricos brinda mejores
posibilidades de optimizacidon estructural de los susti-
tuyentes en interaccién con los sitios de unién S1y S1’
de la enzima. Los pseudodipéptidos-fosfinicos pueden
ser alargados por medio de sintesis de péptidos en
solucién o en fase sdlida para producir analogos tri-
péptidos que poseen un sustituyente P2’ adicional. Se
informd que tales compuestos optimizados eran los
inhibidores organofosforados mds potentes de la APA
(Mucha et al. 2010). Un pseudodipéptidofosfinico,
analogo de Glu-Leu-Ala, resultd tener una elevada
afinidad por la glutamilaminopeptidasa recombinante
de ratén, con un valor de Ki= 0.8 nM. Tras el estudio de
una serie de compuestos, se encontrd que el residuo
pseudoglutamil hacia el extremo amino desempefia un
importante papel en la potencia y la selectividad de
este inhibidor por la APA respecto a la APN (Mucha et
al. 2010).

Inhibidores sintéticos 2-Aminotioles

Los 2-aminotioles son analogos sintéticos de aminoa-
cidos, en los que la funcion carboxilato se ha reempla-
zo por un residuo de tiometilo. Las transformaciones
guimicas que generalmente se aplican para su sintesis
implican una reduccion del grupo éster de un aminoés-
ter N-protegido a la funcion hidroximetilo, seguido de
la activacion de este Ultimo y su posterior sustitucion
por un nucledfilo que contiene azufre (Mucha et al.
2010). La dilucidacion de la funcion intrinseca en el
cerebro y, por lo tanto, el potencial médico de las
aminopeptidasas involucradas en el sistema renina-
angiotensina, incluida la APA, estimuld la continuacion
de los estudios sobre los 2-aminotioles. Glu-tiol se
describié como el primer inhibidor eficiente de la APA;
sin embargo, fue equipotente para la APN. Por tanto,
estudios de varios derivados de este compuesto se
hicieron necesarios para poder encontrar un inhibidor
especifico de la APA. Como resultado, se identificéd un
compuesto excepcionalmente potente caracterizado
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por una sorprendente relacién de selectividad de 20
000 veces respecto a la APN. A pesar de mostrar una
actividad notable (primer inhibidor ti subnanomolar de
la APA), el compuesto se caracteriza por su escasa
biodisponibilidad. Una optimizacion limitada del frag-
mento P1’ resulté en una molécula mucho mas simple:
acido  (3S,4S)-3-amino-4-mercapto-6-fenilhexano-1-
sulfénico (Mucha et al. 2010). La sustitucion del atomo
de C3 con un fragmento de arilalquilo hidrofébico re-
sultd permitd una potente inhibicién de la APA (Ki 30
nM).

Inhibidores Sintéticos de HitFinder Maybridge Thermo-
fisher

Recientemente, Pascual et al. (2017) informaron de
tres nuevos inhibidores duales de la APN y la APA por-
cinas, identificados mediante herramientas bioinfor-
maticas que involucraron cribado virtual en la base de
datos HitFinder, de la firma Thermofisher. Estas molé-
culas se comportan como inhibidores cldsicos frente a
ambas enzimas, con valores de ICsy en el orden micro-
molar (Tabla 3). Sin embargo, interactian mediante
mecanismos de inhibicién diferentes. Frente a la APN
se comportan como inhibidores no competitivos a>1,
mientras que frente a la APA se comportan como inhi-
bidores competitivos. El estudio de los modos de
unién de estos compuestos indicé que pequefias dife-
rencias en los centros activos de ambas enzimas son
los responsables del acomodo diferencial de estas mo-
léculas, que llevan a mecanismos inhibitorios de dife-
rente naturaleza, aun cuando el reconocimiento se
encuentra en el mismo orden de afinidad (Pascual et
al. 2017).

Inhibidores sintéticos RB150 y EC33

RB150 es un profarmaco que rinde un potente inhi-
bidor de la APA denominado EC33 ((3S)-3-amino-4-
sulfanil-butano-1-sulfénico) (Bodineau et al. 2008)
(Tabla 3). Este profirmaco se encuentra disponible
para suministro por via oral, puede atravesar la barre-
ra hematoencefalica y, una vez dentro del cerebro, es
subsecuentemente biotransformado en EC33 por ac-
cion de las reductasas cerebrales, rindiendo dos molé-
culas activas de EC33. Este inhibidor ha mostrado ser
un efectivo agente antihipertensivo segln los resulta-
dos obtenidos en los modelos animales donde se ha
aplicado dicha droga. De manera interesante, EC33 y
el glutamato comparten ciertas caracteristicas estruc-
turales. Ambos tienen un grupo amino libre y una ca-
dena lateral aproximadamente de la misma longitud,
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cargada negativamente. El grupo amino de EC33, se
une a APA en el sitio activo de la misma manera que el
péptido sustrato o andlogos a él, por lo que actua co-
mo un inhibidor competitivo. EC33, a pesar de tener
un grupo de acido sulfénico en su cadena lateral, se
une a la APA de la misma forma que el glutamato, y
después forma un puente salino con la Arg-887 y el
calcio en el bolsillo S1 de la enzima. Ademds, EC33
también contiene un grupo tiol hacia el lado opuesto
al grupo amino de la molécula, que se cree interactua
con el ion zinc del sitio activo (Yang et al.2013).

CONCLUSIONES

La aminopeptidasa A es una enzima ampliamente
distribuida en los seres vivos, con funciones muy im-
portantes en la fisiologia y los mecanismos de control
en los mamiferos. Los recientes aportes al entendi-
miento de la relacidon estructura-funciéon para la
enzima humana y su regulacion por el ion calcio cons-
tituyen elementos claves para un mayor conocimiento
de esta enzima y el desarrollo de nuevos inhibidores
que controlen de manera especifica su actividad. La
implicacidon de la aminopeptidasa A en procesos fisio-
l6gicos como el control de la presion arterial, asi como
en procesos patoldgicos, en los cuales se encuentra
sobre-expresada su actividad, la han convertido en un
blanco importante para el disefio de potenciales nue-
vos agentes terapéuticos para el tratamiento de la
presién arterial en el Sistema Nervioso Central, y dife-
rentes etapas de los procesos cancerigenos.
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