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RESUMEN

Las aminopeptidasas bacterianas son exopeptidasas que liberan residuos de
aminoacidos N-terminales de polipéptidos y proteinas de forma selectiva. Estas
enzimas se pueden encontrar en el citoplasma, en las membranas, asociadas a la
envoltura celular o incluso pueden ser secretadas al medio extracelular. En los ultimos
treinta afios se han realizado diversos estudios acerca del sistema aminopeptidico
bacteriano, siendo de especial interés en futuros campos biotecnolégicos. Las
aminopeptidasas tienen diversas aplicaciones tanto terapéuticas como industriales.
Estos estudios reflejan que las aminopeptidasas juegan un papel fundamental en
procesos terapéuticos de importancia, como son el tratamiento de infecciones, la
estabilizacién de péptidos farmacéuticos y la inhibicion bacteriana. Por otro lado, su
aplicacién en la industria esta principalmente destinada a producir hidrolizados de
proteinas, que juegan un papel fundamental en la industria alimentaria. Estas enzimas
son capaces de generar hidrolizados de proteinas no amargas con propiedades

antioxidantes, nutricionales y con funciones mejoradas.

ABSTRACT

Bacterial aminopeptidases are exopeptidases that selectively release N-terminal
amino acid residues from polypeptides and proteins. These enzymes can be found in
the cytoplasm, membranes, associated with the cell envelope, or they can even be
secreted into the extracellular medium. In the last thirty years, various studies have
been carried out on the bacterial aminopeptidase system, being of special interest in
future biotechnological fields. Aminopeptidases have various therapeutic and industrial
applications. These studies reflect that aminopeptidases play a fundamental role in
certain significant therapeutic processes, such as the treatment of infections,
stabilization of pharmaceutical peptides and bacterial inhibition. On the other hand, its
application in industry is intended mainly to produce protein hydrolysates, which play a
fundamental role in the food industry. These enzymes are capable of generating non-
bitter protein hydrolysates with antioxidant and nutritional properties and improved

functions.



1. INTRODUCCION

1.1 AMINOPEPTIDASAS BACTERIANAS

Las aminopeptidasas son un tipo de proteasas encargadas de catalizar la rotura
de los residuos de aminoacidos amino-terminales de proteinas y péptidos; por tanto,
son exopeptidasas y se encuentran en organismos procariotas y eucariotas. Estas
enzimas suelen estar localizadas en el citoplasma o en componentes de membrana
(Bielawski y Jankiewicz, 2003). Hay una amplia variedad de aminopeptidasas que
forman parte de los microorganismos (Gonzales y Robert-Baudouy, 1996) y tienen un
papel fundamental en muchas funciones biolégicas. Las aminopeptidasas se
encuentran en las células y sus principales funciones son: procesamiento de proteinas
sintetizadas, procesamiento de varias enzimas y participacion en la descomposicion de
hormonas peptidicas (Chandu y Nandi, 2003; Taylor, 1993a). Son importantes para la
sintesis de biopéptidos y aminoacidos. Ademas, son capaces de hidrolizar compuestos
organofosforados, al tener una gran importancia biolégica y ambiental. Las
aminopeptidasas pueden ser clasificadas de acuerdo a tres rasgos: el niumero de
aminoacidos escindidos de las cadenas polipeptidicas, la especificidad de sustrato y la
sensibilidad a varias proteasas inhibidoras.

Por otro lado, muchos estudios demuestran que algunos compartimentos
celulares que presentan las células microbianas generan actividad aminopeptidasa.
Uno de estos estudios es la actividad de la aminopeptidasa como predictor del
deterioro de las aves a través de parametros microbiolégicos y parametros sensoriales
evaluados. Sin embargo, este estudio se basa en un tamafio de muestra pequefio y su
aplicacién general aun no ha sido confirmada (Guevara-Franco et al.,, 2010). En
cambio, la mayor parte de estas enzimas aparecen en fracciones solubles, ya sea en
el citoplasma, asociadas a la pared celular o secretadas en el medio (Goldberg et al.,
1997). A través de técnicas de secuenciacion del ADN se ha demostrado que las
aminopeptidasas no muestran una secuencia de sefal en el extremo N-terminal y son
reconocidas como citoplasmaticas (Arima et al., 2018; Bauvois y Dauzonne, 2006;
Ben-Bassat et al., 1991).



La estructura de las aminopeptidasas, es cuaternaria, que suelen estar
formadas por una frecuencia de 2, 4 y 6 mondémeros, las cuales son las mas
conocidas. Estas aminopeptidasas muestran en gran parte la esencia de Michaelis-
Menten; en cambio, la ventaja de presentar una estructura multimérica sigue siendo
cuestionada. Solo se conocen dos ejemplos de aminopeptidasas que presentan una
estructura heteromultimérica: la aminopeptidasa APM y la aminopeptidasa AP1
(Godsell y Olson, 1993).

La investigacion sobre las aminopeptidasas se centra sobre todo en la clonacién
y la expresion de genes, purificacion y caracterizacion de proteinas, mecanismos
cataliticos y evaluaciones in silico (Arif et al., 2018; Arima et al., 2004; Arima et al.,
2006a; Labrie et al., 2019; Nampoothiri y Nandan, 2014; Sonoda et al., 2009). Las
secuencias génicas y funciones bioquimicas de las aminopeptidasas son dos de los
factores claves en la especificidad de sustrato de las aminopeptidasas (Rawlings et al.,
2004). A dia de hoy se sigue investigando sobre las aminopeptidasas al participar en
diversos procesos vitales; entre ellos se encuentra el procesamiento y renovacion de
proteinas, invasion de tejidos, regulacion de sintesis de hormonas y la determinacion
de la especificidad de sustrato de las aminopeptidasas (Petrovic et al., 2007). Se ha
planteado la aplicacién de tecnologias innovadoras que utilizan ADN recombinante y
mutagénesis para el desarrollo de aminopeptidasas con una mejor especificidad de
sustrato (Nampoothiri y Nandan, 2017a).

1.2 CLASIFICACION DE LAS AMINOPEPTIDASAS

Como se ha comentado anteriormente, las aminopeptidasas se pueden clasificar

atendiendo a tres rasgos:

a) Segun el numero de aminoacidos que son escindidos en las cadenas
polipeptidicas, estas pueden clasificarse en: aminoacil peptidasas, dipeptidil y
tripeptidil peptidasas y, por ultimo, dipeptidasas y tripeptidasas. Estas enzimas
hidrolizan un enlace peptidico en una cadena polipeptidica liberando residuos de

aminoacidos (Umezawa et al., 2004).



b) Segun la especificidad de sustrato y el mecanismo catalitico, las
aminopeptidasas pueden ser de amplia especificidad y estrecha especificidad,
localizadas en diferentes microorganismos (Holz et al., 2003; Lowther y Matthews,
2002). Estas se encargan de eliminar varios aminoacidos o solo un tipo en las

posiciones N-terminales o P1.

c) Segun el mecanismo catalitico y la sensibilidad a varias proteasas inhibidoras.
Las metaloaminopeptidasas son el grupo mas grande de las aminopeptidasas y estas
son inhibidas por agentes quelantes de metales. La mayor parte de estas enzimas las
encontramos en formas solubles en el citoplasma, asociadas a la pared celular o

incluso secretadas en el medio (Goldberg et al., 1997).

Figura 1. Clasificacién de las aminopeptidasas (Elaboracion propia a partir de Nandan y Nampoothiri,
2020).
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1.3 PROPIEDADES ENZIMATICAS

Las aminopeptidasas bacterianas presentan una estructura multimérica,
muchas tienen una cinética de saturacion de Michaelis-Menten (Fig 2.), donde
describe la velocidad de reaccion de muchas reacciones enzimaticas con respecto a
la concentracion de su sustrato. Si algo caracteriza a estos enzimas, es que
presentan una afinidad débil o moderada por su sustrato. Ademas, puede ocurrir que

muchas de las aminopeptidasas puedan estar activas in vivo con tasas muy pequefias
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con respecto a su tasa maxima (Vitale et al.,1985).

Figura 2. Representacion grafica de Michaelis-Menten (KM) (Hwang, Kaminogawa y Yamauchi, 1981).

0.35

0.30

Velocidad de la reaccion
o
e

0.10
Km
0.05
0.00 2
0 1000 2000 3000 4000

Concentracion de sustrato

La temperatura y el pH 6ptimo para la actividad de las aminopeptidasas es muy
variable entre una aminopeptidasa y otra. Lo mas comudn es que presenten un pH en
torno a 6.9, pero en algunos casos puede haber excepciones y que tengan una gran
variacion de pH. Al aumentar la temperatura crecen las aminopeptidasas aisladas de
bacterias. En general, suelen tener una excelente termoestabilidad. Sin embargo, la
base molecular de esta termoestabilidad no se conoce bien. Muchos estudios afirman
gue presentan pequefias modificaciones, como es la estabilizacion de los extremos
peptidicos de la proteina o sustitucion de enlaces de hidrogeno, los cuales son
imprescindibles para mantener la estructura por enlaces i6nicos de mayor energia
(Adams, 1993).

1.4 APLICACIONES TERAPEUTICAS Y BIOTECNOLOGICAS DE LAS
AMINOPEPTIDASAS

Las aminopeptidasas bacterianas muestran importantes aplicaciones
distribuidas en varios campos, esto se debe a su especificidad de sustrato, reacciones
guimicas que forman uno o mas elementos nuevos casi idénticos en una molécula de
sustrato y una elevada estabilidad térmica (Arima et al., 2006b). El primer campo
reconocido fue el de la industria alimentaria y en él, su utilidad abarca aspectos como
el procesamiento de alimentos, maduracion, desamargado, maduracion de la carne y
gueso. Hay proteinas alimentarias, como la caseina, el gluten y el colageno, ricas en

6



residuos de L-prolina. Debido a la estructura ciclica que presenta la prolina, estas
proteinas estan protegidas de la degradacién enzimética por las enzimas digestivas
tipicas. Las peptidasas especificas de prolina (Psp) pertenecen a varias familias de
hidrolasas que actian sobre los enlaces peptidicos. Pueden actuar sobre varios
organismos como bacterias, hongos, plantas e insectos. Dependiendo de sus
caracteristicas bioquimicas las Psp las podemos clasificar en varias subclases,
mostrando un importante interés para las aplicaciones en biotecnologia alimentaria.
(Mika et al., 2015).

Las aminopeptidasas se encargan de llevar a cabo varios procesos celulares
tales como modificacién y degradacion de proteinas, control del ciclo celular y
regulacion del nivel hormonal, pudiendo de esta forma participar en condiciones
fisiopatoldgicas de infecciones referentes al cancer (Taylor, 1993a; Taylor, 1993b).
Los microorganismos son las principales fuentes de aminopeptidasas, con un alto
rendimiento en su produccioén, suponiendo a su vez una importante productividad
econdmica. Por ello, las aminopeptidasas también son utilizadas para aplicaciones
farmacéuticas, ya que tienen la capacidad de controlar los efectos fisiopatoldgicos o
contribuir al desarrollo de las herramientas de diagnéstico como pueden ser los
biomarcadores. Los estudios relacionados sobre el mecanismo del sitio catalitico
activo de las aminopeptidasas se utilizan para crear nuevos inhibidores de las
aminopeptidasas, los cuales son usados como productos farmacéuticos (Holz, 2002;
Lowther y Matthews, 2002). Las aminopeptidasas son también importantes para el

analisis estructura-funcién, ya que usan y producen proteinas recombinantes.

1.4.1. Tipos de aplicaciones industriales de las aminopeptidasas

Existen varios tipos de aplicaciones industriales, en concreto, en el sector de la
industria alimentaria, donde las aminopeptidasas especificas de sustrato presentan

unas caracteristicas especiales.



1.4.1.1 Sintesis de péptidos bioactivos

En el contexto de las aplicaciones biotecnoldgicas, las aminopeptidasas de
prolina son de gran ayuda para sintetizar péptidos que tienen prolina y se encargan
de catalizar la reaccién de amindlisis. Muchos estudios muestran que los péptidos que

tienen prolina presentan propiedades nutracéuticas (Yamamoto et al., 2010).

1.4.1.2 Degradacion de compuestos organofosforados

El consumo de compuestos organofosforados es un grave problema para la
salud de las personas debido a su toxicidad. Estos compuestos son conocidos por
sus efectos toxicos, ya sea por la inactivacion de la enzima acetilcolinesterasa o por
desactivar las funciones nerviosas. Dicho esto, la proteccion y la seguridad contra la
desintoxicacion de estos compuestos es muy preocupante para la sociedad. En
diversos estudios cientificos, se afirma estar buscando un método de biodegradacion
ecoldgico para la eliminacion de estos compuestos en el medio como los de origen
microbiano para la degradacién biolégica de plaguicidas organofosforados (Sidhu et
al., 2019).

1.4.1.3 Aplicaciones en procesamiento de alimentos

El procesamiento de alimentos se realiza a través del hidrolizado de proteinas
y desamargado. El hidrolizado de proteinas alimentarias es una de las aplicaciones
industriales mas importantes de las aminopeptidasas. Los hidrolizados proteicos
derivados de leche, cereales o0 soja, son preparados a través de la mezcla de
endopeptidasas con exopeptidasas (Chevalet et al., 2001; Meyer-Barton et al., 1994,
Scharf et al.,, 2006). Estos hidrolizados proteicos son muy utilizados para generar
péptidos bioactivos con caracter nutricional y farmacolégico. Como se ha descrito
anteriormente, la especificidad de sustrato de las aminopeptidasas es importante en
la eficiencia de hidrdlisis que determina las propiedades de los hidrolizados. Muchos
estudios afirman que la bioactividad de hidrolizados peptidicos es determinada por la

cantidad de &cidos grasos libres (Rahulan et al., 2012).



Por otro lado, algunos estudios han mostrado que el amargor en la industria
alimentaria es menor en los hidrolizados de proteinas alimentarias. Cuando se
afiaden aminopeptidasas, disminuyen el amargor ya que aumentan el grado de

hidrolisis y se liberan los aminoéacidos libres (Giesler et al., 2013).

1.4.1.4 Productos carnicos curados

Los productos carnicos se preparan a través de varios procesos como son el
secado y la maduracion de la carne. A lo largo del procedimiento, las proteinas que
tienen la carne se hidrolizan por endopeptidasas musculares y mas tarde por
exopeptidasas. Ademas, gran parte de las exopeptidasas participan en la liberacién

de péptidos pequefios, aminod&cidos libres y ciertos bioactivos (Virgili et al., 1998).

1.4.1.5 Quesos madurados

Para la preparacion de un queso excelente, hace falta que la proteina de la
leche, es decir, la caseina, se descomponga de forma equilibrada en pequefios
péptidos y aminoacidos. Esta proteina es rica en residuos de prolina. Muchas de las
aminopeptidasas especificas de prolina, han sido encontradas en organismos
iniciadores que participan en la fabricacion del queso. En el proceso de maduracion
del queso, las aminopeptidasas de las bacterias terméfilas del &cido lactico se
encuentran activas durante todo el proceso. (Gatti et al., 1999).

1.4.1.6 Productos pesqueros fermentados

La fermentacion del pescado consiste en un proceso natural que depende tanto de

bacterias naturales como de enzimas. Estos productos pesqueros presentan

diferentes caracteristicas como el aroma y textura que presentan a lo largo del

proceso de fermentacion. En la actualidad, se conocen estudios sobre la evolucion de

la calidad de la salsa del pescado a través de la optimizacion de las cepas de los

in6culos iniciales (Zheng et al., 2017). La salsa que esta hecha a base de pescado es

un complemento para las comidas asiaticas. Dicho esto, los estudios se basan en el

disefio de cultivos iniciadores halofilos para hacer una salsa de pescado de calidad.

La actividad aminopeptidasa endégena presente en la salsa de pescado fue



estudiada por Vo-Van et al. 1984. Estos estudios describen la identificacién y
purificacion de aminopeptidasas que estan en la fermentacion de la salsa de pescado
(Vo-Van et al., 1984).

1.4.1.7 Procesamiento de cacao

El cacao tiene un sabor amargo agrio al tener taninos y polifenoles. Durante el
procesado del cacao se produce la fermentacion que disminuye el amargor. La
fermentacion provoca que la pulpa de la fruta se degrade por la accion de varios
microbios, como bacterias del acido lactico, del acido acético y levaduras. Las
reacciones enzimaticas tienen un importante papel en la hidrolisis de proteinas en
semillas de cacao para generar compuestos precursores aromatizantes. El proceso
de la protedlisis es fundamental para el desarrollo del sabor del cacao (Voigt et
al.,1994 a, b). En el estudio que realiz6 Oliveira et al. 2011 se mostraba que la mejor
calidad del chocolate se conseguia mediante la accion proteasa de serinay la
carboxipeptidasa, utilizadas en el procesamiento de semillas de cacao (Oliveira et al.,
2011).

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Mediante este trabajo se pretende realizar un estudio sobre diferentes
investigaciones cientificas que nos permitan resumir de forma esquematica la
produccion de aminopeptidasas bacterianas en organismos procariotas, partiendo de
la hipétesis de que la presencia de estas aminopeptidasas es frecuente y que en gran

medida afectan a la salud humana.

- El objetivo principal es conocer las funcionalidades que presentan las

aminopeptidasas bacterianas en procariotas y como afectan a la salud humana.
- Con respecto a los objetivos especificos se enumeran los siguientes:

Analizar la actividad enziméatica de las aminopeptidasas y sus aplicaciones

terapéuticas.
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- Estudiar los efectos de los inhibidores de las aminopeptidasas bacterianas para

el tratamiento de varias infecciones.
- Estudiar la aplicacion de las aminopeptidasas en la industria.

- Investigar el uso de las aminopeptidasas para producir hidrolizados de proteinas
no amargos con propiedades coloidales mejoradas.

3. MATERIAL Y METODOS

En esta revision sobre aminopeptidasas bacterianas se ha llevado a cabo dos
busquedas a través de bases de datos online como PUBMED y dentro de esta, unos
articulos han llevado a otros, al ser interesantes y relevantes para este trabajo. De
este modo, filtrando la informacion encontrada sobre la hipétesis de este trabajo
bibliografico, se buscan los puntos claves que responden a los objetivos e hipétesis
propuestos y aparezcan las publicaciones mas recientes de los ultimos afios.

Las palabras clave de esta revision bibliografica son “aminopeptidases,
therapeutical applications, bacteria” en la primera busqueda y “aminopeptidases,

industrial applications, bacteria” en la segunda.
Los criterios de exclusion han sido:

- Revisiones bibliograficas muy amplias que ya se han incluido en la seccién de

introduccion.

- Estudios muy especificos no interesantes para esta revision (estudios

estructurales, por ejemplo).
- Informacion ya incluida en otro articulo seleccionado previamente.

- El articulo aparezca en ambas busquedas y esté mas claramente relacionado

con una de ellas.
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- Que no tenga relacién directa con el tema porque las palabras clave aparezcan

de manera secundaria en el resumen del articulo.

De acuerdo con la informacién obtenida, se elabora unos resultados que
puedan recoger los aspectos mas importantes y que respondan a la hipotesis y

objetivos y, seguidamente, una discusién critica de los mismos.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion, se discute una seleccion de los articulos encontrados y
seleccionados siguiendo el protocolo expuesto en el anterior apartado de “Materiales y
Métodos”, separados en las dos lineas principales establecidas (terapéutica e
industrial) y que se han considerado de importancia en el tema tratado en esta revision
bibliogréafica. Adicionalmente profundizaremos en algunos de los articulos que nos han
parecido de mayor interés.

4.1. APLICACIONES TERAPEUTICAS

a) M1 aminopeptidases as drug targets: broad applications or therapeutic
niche? FEBS J, 2017 May;284(10):1473-1488. Drinkwater N, Lee J, Yang W,
Malcolm TR, McGowan S.

Las aminopeptidasas M1 son enzimas que pertenecen a la familia de las
metaloenzimas destacando una estructura conservada y su especificidad de reaccion.
Sus funciones mas importantes son crecimiento y desarrollo celular, defensa y
mantenimiento de la célula. Este articulo se centra en evaluar estudios previos sobre la
utilidad de las aminopeptidasas M1 como dianas terapéuticas para enfermedades
infecciosas y crénicas de los humanos y el desarrollo de gran cantidad de inhibidores.
El andlisis realizado muestra que continuamente se pasa por alto la validacion
temprana de las aminopeptidasas M1 como dianas terapéuticas y esto impide que las
enzimas se puedan confirmar como dianas farmacologicas. Esta comprobacion debe
realizarse y no dejarla pasar por alto, ya que debe incluir una caracterizaciéon
exhaustiva de las funciones especificas de las enzimas dentro de vias fisioldgicas

complejas.  Mas aun, la utilizacién de sondas quimicas debe ser disefiada
12



cuidadosamente para garantizar con certeza que se ha conseguido la especificidad
sobre las enzimas relacionadas. Mientras que muchos programas para el
descubrimiento de farmacos dirigidos especialmente a las aminopeptidasas M1 siguen
en sus inicios de estudio, algunos inhibidores estan mostrando que pueden ser claves
para el tratamiento de gran variedad de enfermedades como puede ser el cancer, la
hipertension y la malaria.

Las aminopeptidasas M1 desempefian funciones importantes que, junto con un
sitio activo facilmente adaptado al disefio del inhibidor, dio lugar a que muchos grupos
de investigacion se centren en su actividad de proteasa para desarrollar nuevos
tratamientos para los humanos. Sin embargo, por extrafio que parezca, estos atributos
pueden ser una combinacion de funciones fisioldgicas relacionadas con la enfermedad
en sitios activos farmacoldgicos, no los racionaliza solo como objetivos farmacoldgicos
vélidos. Los enzimas que participaron en el estado de la enfermedad fueron estudiados
con mas detalle, lo que ilustraba la complejidad de las redes fisiologicas y las
funciones de la aminopeptidasa M1. En otros casos, especialmente LTA4H, ERAP1,
ERAP2 e IRAP (Tabla 1) utilizan las sondas quimicas como herramienta para un
estudio mas exhaustivo de las funciones fisiolégicas exactas de las enzimas in vivo.
Por tanto, los inhibidores de la aminopeptidasa M1 son prometedores para el

tratamiento de una variedad de enfermedades.
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Tabla 1. Aminopeptidasas M1 que se han investigado como dianas para el tratamiento de
enfermedades humanas (Drinkwater et al. 2017).

Estrategia

terapéutica Estrategia
propuesta: de apoyo a
molécula la evidencia
pequena o diana |experimental
vacunal?

Informacion
estructural
disponible

Rol Indicacion
fisiologico terapéutica
caracterizado |potencial

Aminopeptidasa
M1
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b) To protect peptide pharmaceuticals against peptidases, J Pharmacol
Toxicol Methods 2010 Mar-Apr;61(2):210-8. Rink R, Arkema-Meter A, Baudoin |,
Post E, Kuipers A, Nelemans SA, Akanbi MH, Moll GN.

El principal obstaculo en la aplicacion y administracion de los productos
farmacéuticos peptidicos es su rapida degradacion in vivo. En este estudio se
combinan dos enfoques para conseguir estabilizar los péptidos farmacéuticos: la
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introducciéon de D-aminoacidos y la ciclacién. Los datos demuestran de manera
convincente la amplia perspectiva de la generacion estereoespecifica y regioespecifica
de productos farmaceéuticos de péptidos ciclados con un potencial terapéutico

significativamente mejorado.

c) Specificity for inhibitors of metal-substituted methionine aminopeptidase.
Biochem Biophys Res Commun 2003 Jul 18;307(1):172-9. Li JY, Chen LL, Cui YM,
Luo QL, Li J, Nan FJ, Ye QZ.

Las metionina aminopeptidasas (MetAP) se han estudiado in vitro como
enzimas Co (ll), pero aun no se ha definido su metal in vivo. Los resultados de este
articulo demuestran claramente que la sustitucién de metales ha cambiado la
especificidad de la enzima para sustratos e inhibidores. Las aplicaciones terapéuticas
requieren inhibidores especificos para MetAP con un metal fisiolégicamente relevante

en su sitio activo.

d) Metal-mediated inhibition is a viable approach forinhibiting cellular
methionine aminopeptidase. Bioorg Med Chem Lett. 2009 Dec 15;19(24):6862-4.
Chai SC, Ye QZ.

La metionina aminopeptidasa (MetAP) juega un papel esencial para la
supervivencia celular. Por lo tanto, MetAP es un objetivo prometedor para el desarrollo
de agentes antibacterianos de amplio espectro. MetAP puede activarse in vitro por
varios metales divalentes, y las estructuras de rayos X muestran que el sitio activo
puede acomodar dos cationes. En este articulo, se demuestra la inhibicion del
crecimiento bacteriano por un compuesto que se dirige a MetAP mediante el
reclutamiento de un tercer metal auxiliar. Contrariamente a las creencias anteriores,
esto muestra que la inhibicion mediada por metales es un enfoque viable para

descubrir inhibidores de MetAP que sean efectivos para la aplicacion terapéutica.
e) Synthesis and structure-function analysis of Fe (ll)-form-selective

antibacterial inhibitors of Escherichia coli methionine aminopeptidase. Bioorg
Med Chem Lett. 2009 Feb 15;19(4):1080-3. Wang WL, Chai SC, Ye QZ.
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Este articulo es un desarrollo del anterior. Como se dijo anteriormente, la
metionina aminopeptidasa (MetAP) es un objetivo prometedor para el desarrollo de
nuevas terapias antibacterianas, antifingicas y anticancerigenas. En resultados
anteriores, los derivados de catecol acoplados con un resto de tiazol o tiofeno
mostraron una alta potencia y selectividad hacia la forma Fe (II) de MetAP de
Escherichia coli, y algunos de ellos mostraron claramente actividad antibacteriana, lo
gue indica que es probable que Fe (II) sea el metal fisiolégicamente relevante para
MetAP en E. coli y otras células bacterianas. Estos hallazgos brindan informacién util
para el disefio y descubrimiento de inhibidores de MetAP mas efectivos para

aplicaciones terapéuticas.

f) Transmissible gastroenteritis virus targets Paneth cells to inhibit the self-
renewal and differentiation of Lgr5 intestinal stem cells via Notch signaling. Cell
Death Dis. 2020 Jan 20; 11(1):40. doi: 10.1038/s41419-020-2233-6. PMID:
31959773; PMCID: PMC6971083. Wu A, Yu B, Zhang K, Xu Z, Wu D, He J, Luo J,
Luo Y, Yu J, Zheng P, Che L, Mao X, Huang Z, Wang L, Zhao J, Chen D.

Se estudia sobre la infeccion por el virus de la gastroenteritis transmisible
(TGEV) que se ha asociado con atrofia de las vellosidades en un intervalo de 48 horas,
lo que provoca que se altere la homeostasis intestinal a través de la autorrenovacion y
la diferenciacién en las células madre intestinales (ISC) Lgr 5. Entre otras cosas
descritas en el articulo, se indica que el receptor viral en las células de Paneth es
también el receptor de la aminopeptidasa N. Este y otros descubrimientos retratan una
posible relacién entre la infeccion por el virus de la diarrea y la reaccion de las células
de cripta que regularia la funcion de las células de Paneth y el destino de las células
ISC Lgr5, lo que podria utillizarse para el desarrollo de aplicaciones terapéuticas.

4.2. APLICACIONES INDUSTRIALES

a) Over-expression of a proline specific aminopeptidase from Aspergillus
oryzae JN-412 and its application in collagen degradation. Appl Biochem
Biotechnol. 2014 Aug;173(7):1765-77. doi: 10.1007/s12010-014-0963-6. Epub 2014
May 31. Ding GW (1), Zhou ND, Tian YP.
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En este articulo se aislé una cepa que mostré actividad intracelular de
aminopeptidasa especifica de prolina (PAP) a partir de salsa de soja koji y se identificd
como Aspergillus oryzae JN-412. El gen que codifica la PAP fue clonado y expresado
eficientemente en Escherichia coli BL21 en una forma biol6gicamente activa. Al usar
coldgeno como sustrato, la prolil aminopeptidasa recombinante purificada contribuy6 a
la hidrolisis del coldgeno cuando se us6 en combinacion con proteasa neutra, y los

aminoacidos libres en los hidrolizados de colageno aumentaron significativamente.

b) Biochemical properties and potential applications of recombinant leucine
aminopeptidase from Bacillus kaustophilus CCRC 11223. Int J Mol Sci.
2011;12(11):7609-25. doi: 10.3390/ijms12117609. Epub 2011 Nov7. Shen Y (1),
Wang F, Lan D, Liu Y, Yang B, Wang Y.

En este estudio llevaron a cabo experimentos para investigar los efectos de
varios factores sobre la actividad y conformacion de la leucina aminopeptidasa
recombinante de Bacillus kaustophilus CCRC 11223 (BKLAP) y la posible utilizacién de
BKLAP en la hidrdlisis de proteina de anchoa. Se evalud la potencial aplicacién de
BKLAP a través de la combinacion con la enzima comercial o endégena para la
hidrdlisis de la proteina de anchoa. Los resultados mostraron que la combinaciéon de
BKLAP con otras enzimas podria aumentar significativamente el grado de hidrdlisis y el
componente de aminoacidos del hidrolizado. En este sentido, BKLAP es una enzima

potencial que se puede utilizar en la industria de hidrolizados de proteinas.

c) Production and characterization of novel thermo- and organic solvent
stable keratinase and aminopeptidase from Pseudomonas aeruginosa 4-3 for
effective poultry feather degradation. Environ Sci Pollut Res Int. 2023
Jan;30(2):2480-2493. doi: 10.1007/s11356-022-22367-4. Epub 2022 Aug 5Pei XD
(1), Li F (1), Yue SY (1), Huang XN (1), Gao TT (1), Jiao DQ (1), Wang CH (2).

La biodegradacién de las plumas es una premisa importante para el desarrollo y
la utilizacion eficiente de las mismas. En este articulo se describe una Pseudomonas
aeroginosa aislada de un matadero. La queratinasa 4-3 y la aminopeptidasa de P.
aeruginosa demostraron ser proteasas ideales para aplicaciones potenciales en la

degradacion de la queratina, ademas de abrir nuevos cauces para la degradacion
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sinérgica de la queratina por multiples enzimas.

d) Aminopeptidase activity by spoilage bacteria and its relationship to
microbial load and sensory attributes of poultry legs during aerobic cold storage.
J Food Prot. 2010 Feb; 73(2):322-6. doi: 10.4315/0362-028x-73.2.322. Guevara -
Franco JA (1), Alonso-Calleja C, Capita R.

En este articulo se evaluo la vida util de muslos de ave almacenados en
condiciones de aerobiosis y el posible papel de la actividad aminopeptidasa de las
bacterias Gram-negativas (prueba de p-nitroanilina) como marcador del deterioro de
las aves, utilizando pardmetros microbioldgicos y sensoriales. Sin embargo, los autores
advierten de que estas recomendaciones se basan en un pequefio conjunto de

muestras y su aplicacion general aun no se ha verificado.

e) Cloning, expression, and chromosomal stabilization of the
Propionibacterium shermanii proline iminopeptidase gene (pip) for food-grade
application in Lactococcus lactis. Appl Environ Microbiol. 1998 Dec;64(12):4736-
42.doi: 10.1128/AEM.64.12.4736-4742.1998. Leenhouts K (1), Bolhuis A, Boot J,

Deutz |, Toonen M, Venema G, Kok J, Ledeboer A.

La prolina iminopeptidasa producida por Propionibacterium shermanii juega un
papel esencial en el desarrollo del sabor de los quesos tipo suizo. La enzima (Pip) se
purific y caracterizo, y el gen (pip) se clond y expreso en Escherichia coli y
Lactococcus lactis, siendo esta Ultima especie un cultivo iniciador de queso primario
ampliamente estudiado que es menos exigente en sus requisitos de condiciones de

crecimiento que P. shermanii.

f) Prolyl-specific peptidases for applications in food protein hydrolysis.
Appl Microbiol Biotechnol. 2015 Oct;99(19):7837-46. Mika N (1), Zorn H, Rihl M.

Varias proteinas alimentarias, como por ejemplo el gluten, el colageno y la
caseina, son ricas en residuos de L-prolina. Debido a la estructura ciclica de la prolina,
estas proteinas estan bien protegidas de la degradacion enzimatica por las enzimas

digestivas tipicas. Las peptidasas especificas de prolina (PsP) pertenecen a diferentes
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familias de hidrolasas que actlan sobre enlaces peptidicos (EC 3.4.xx). Ocurren en
varios organismos incluyendo bacterias, hongos, plantas e insectos. Segun sus
caracteristicas bioquimicas, las enzimas de tipo PsP se agrupan en diferentes
subclases, de las cuales prolii aminopeptidasas (EC 3.4.11.5, PAP), prolil
carboxipeptidasas (EC 3.4.17.16, PCP) y prolil oligopeptidasas/prolil endopeptidasas
(EC 3.4.21.26, POP/PEP) son de gran interés para aplicaciones en biotecnologia

alimentaria.

g) A dual-functional aminopeptidase from Streptomyces canus T20 and its
application int he preparation of small rice peptides. Int J Biol Macromol. 2021
Jan 15; 167: 214-222. doi: 10.1016/j.ijbiomac.2020.11.175. Epub 2020 Nov 28. Qin
Q (1), Tang C (1), Wu J (1), Chen S (2), Yan Z (3).

En esta publicacién, una aminopeptidasa derivada de Streptomyces canus T20
(ScAP) se expreso y caracterizé con éxito en Escherichia coli BL21 (DES3). El
rendimiento de péptidos pequefos de arroz alcanzo el 66,5 %, el mas alto con
diferencia. Ademas, ScAP tiene un efecto de desamargado significativo en los péptidos
de arroz. Por lo tanto, SCAP como aminopeptidasa de funcion dual hidrolitica y
desamarga podria tener una aplicacion potencial en la produccion de péptidos

pequefios de arroz de alto rendimiento y bajo amargor.

h) A fusion protein consisting of the exopeptidases PepN and PepX-
production, characterization, and application. Appl Microbiol Biotechnol. 2016
Sep;100(17):7499-515. doi: 10.1007/s00253-016-7478-8. Epub 2016 Apr 1. Stressler
T (1), Pfahler N (2), Merz M (2), Hubschneider L (2), Lutz-Wahl S (2), ClaalRenW (2),
Fischer L (2).

En este trabajo se confirma lo ya publicado anteriormente, que la
aminopeptidasa general N (PepN; EC 3.4.11.2) y la peptidasa especifica de prolina
PepX (EC 3.4.14.11) de Lactobacillus helveticus ATCC 12046 muestran un efecto
sinérgico durante la hidrdlisis de proteinas que resulta en altos grados de hidrélisis y
reduccion del amargor. Para combinar ambas actividades, se unieron las enzimas y se
cred una proteina de fusion llamada PepN-L1-PepX (FUS-PepN-PepX). Después de la
produccion y purificaciéon, se caracterizé la proteina de fusién. Algunas de sus

caracteristicas bioguimicas fueron mejoradas en comparacion con las enzimas
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individuales. Como beneficio, el hidrolizado resultante mostré6 una fuerte capacidad

antioxidante.

i) Biochemical and conformational characterization of a leucine
aminopeptidase from Geobacillus thermodenitrificans NG80-2. World J Microbiol
Biotechnol. 2012 Nov;28(11):3227-37. doi: 10.1007/s11274-012-1133-z. Epub 2012
Aug 28. Wang F (1), Guo S, Liu Y, Lan D, Yang B, Wang Y.

Con el fin de buscar enzimas valiosas y extremadamente termoestables que
pudieran ser utilizadas en la industria de la hidrélisis de proteinas, se clond y expresé
en E. coli el gen correspondiente a una leucina aminopeptidasa de Geobacillus
thermodenitrificans NG80-2 (GtLAP). La enzima recombinante se purifico y se
examinaron sus caracteristicas. Los resultados del experimento hidrolitico mostraron
gue la combinacibn de GtLAP con enzimas endbgenas podria aumentar
significativamente el grado de hidrdlisis de las proteinas de anchoa y las
concentraciones de aminoacidos libres en los hidrolizados. En este sentido, GtLAP

podria utilizarse potencialmente en la industria de la hidrélisis de proteinas.

j) Biochemical properties of recombinant leucine aminopeptidase Il from
Bacillus stearothermophilus and potential applications in the hydrolysis of
Chinese anchovy (Engraulis japonicus) proteins. J Agric Food Chem. 2012 Jan
11;60(1):165-72. doi: 10.1021/jf204002e. Epub2011 Dec 20. Wang F (1), Ning Z, Lan
D, LiuY, Yang B, Wang Y.

En este trabajo se investigaron los efectos de varios factores sobre la actividad
y conformacién de la leucina aminopeptidasa Il recombinante (rLAP Il) de Bacillus
stearothermophilus y su potencial utilizacion en la hidrolisis de proteinas de anchoa. Su
uso potenciara la hidrolisis de proteinas en especies de animales acuaticos. rLAP I
podria utilizarse potencialmente para eliminar el amargor en la industria de la hidrolisis

de proteinas.
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k) Purification, characterization, and gene cloning of lysyl aminoeptidase
from Streptococcus thermophilus YRCOO1. Biosci Biotechnol Biochem. 2003
Apr;67(4):772-82. doi: 10.1271/bbb.67.772. Motoshima H (1), Shiraishi T,

Tsukasaki F, Kaminogawa S.

Se purificé y caracterizé una aminopeptidasa de Streptococcus thermophilus
YRCO001 para obtener una enzima para la aplicacion de la reduccion del defecto
amargo en la fabricacion de queso. La enzima purificada redujo eficazmente el
amargor de un digerido de tripsina de leche descremada reconstituida. Por lo tanto, se
clona el gen para la enzima de YRCOO01. La secuencia de aminoacidos deducida
mostré una alta homologia con la lisil-aminopeptidasa bacteriana conocida

(aminopeptidasa N).

[) Aminopeptidase from Streptomyces gedanensis as a useful tool for
protein hydrolysate preparations with improved functional properties. J Food Sci.
2012 Jul;77(7):C791-7. doi: 10.1111/;.1750-3841.2012.02773. x. Rahulan R, Dhar
KS, Nampoothiri KM, Pandey A.

Se evalla la eficiencia de la aminopeptidasa de Streptomyces gedanensis para
producir hidrolizados de proteinas (PHs) con mejores propiedades antioxidantes,
nutricionales y funcionales y compararlos con los PHs producidos por proteasas
comerciales, con el fin de utilizarlos para aplicaciones industriales, especialmente en la

produccion de alimentos, como aditivos alimentarios en medicina y deporte.

m) Improving the colloidal and sensory properties of a caseinate hydrolysate
using particular exopeptidases. Food Funct. 2018 Nov 14;9(11):5989-5998. doi:
10.1039/c8fo01749b. PMID: 30379169. Ewert J (1), Schlierenkamp F, Nesensohn L,
Fischer L, Stressler T.

La hidrdlisis enzimatica con endopeptidasas se usa para modificar las
propiedades coloidales de las proteinas alimentarias. El fundamento de este estudio es
hidrolizar caseinato de sodio con Sternzym BP 25201, porque presenta una
endopeptidasa muy parecida a la termolisina de Geobacillus stearothermophilus.

Dependiendo de la especificidad de la exopeptidasa utilizada, se observaron
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modificaciones en las propiedades del hidrolizado, comportamiento coloidal y sabor.
No se observé cambios en el amargor, pero mas tarde se observaron mejoras en la
estabilidad coloidal. En definitiva, las modificaciones que se han obtenido con las
exopeptidasas aplicadas ofrecen una potente herramienta para que los investigadores
y la industria generen hidrolizados de proteinas no amargos con propiedades
coloidales mejoradas.

Como resumen se muestra una tabla (Tabla 2) en la que se describen las
caracteristicas mas importantes de cada uno de los articulos mencionados

anteriormente.

Tabla 2. Caracteristicas mas relevantes de los articulos mencionados anteriormente (Elaboracion

propia).

Drinkwater et al., Terapéutica M1 Tratamiento
2017 infecciones
Rink et al., 2010 Terapéutica Peptidasas Estabilizacion de
péptidos
farmacéuticos
Li et al., 2003 Terapéutica Metionina Inhibicién
aminopeptidasa bacteriana
(MetAP)
Chaiy Ye, 2009 Terapéutica Metionina Inhibicién de
aminopeptidasa crecimiento
(MetAP) bacteriano
Wang, Chaiy Ye, Terapéutica Metionina Inhibicion
2015 aminopeptidasa bacteriana
(MetAP)
Wau et al., 2020 Terapéutica Aminopeptidasa N Inhibicion del

receptor viral/
aminopeptidasa N

Ding et al., 2014 Industrial Aminopeptidasa Hidrdlisis de
especifica de prolina | colageno

Shen et al., 2011 Industrial Aminopeptidasa Hidrdlisis de
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recombinante de

Bacillus kaustophilus

proteinas

Pei et al., 2023 Industrial Aminopeptidasa Degradacion de la
Pseudomonas queratina
aeroginosa

Guevara-Franco, Industrial Aminopeptidasa de | Marcador de

Alonso-Calleja 'y las bacterias Gram- | deterioro de

Cépita, 2010 negativas materia organica

Bohuis et al., 1998 Industrial Prolina Desarrollo del
iminopeptidasa sabor de quesos.
producida por
Propionibacterium
shermanii

Mika, Zorn y Ruhl, Industrial prolil Degradacion de

2015 aminopeptidasas, proteinas como
prolil gluten, colageno y
carboxipeptidasas y | caseina
prolil
oligopeptidasas/prolil
endopeptidasas

Qin et al., 2020 Industrial Aminopeptidasa Desamargado en
derivada de péptidos de arroz
Streptomyces canus
T20

Phahler et al., Industrial Aminopeptidasa Ny | Hidrdlisis y

2016 la peptidasa reduccion del
especifica de prolina | amargor
PepX

Wang et al., 2012 Industrial Leucina Hidrolisis de
aminopeptidasa de proteinas
Geobacillus
thermodenitrificans
NG80-2 (GtLAP)

Wang et al., 2012 Industrial Leucina Hidrolisis de
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aminopeptidasa Il
recombinante (rLAP
II) de Bacillus

stearothermophilus

proteinas

Shiraishi, Industrial Aminopeptidasa de | Reduccién del
Tsukasaki y Streptococcus efecto amargo
Kiminogawa, 2003 thermophilus
Rahulan et al., Industrial Aminopeptidasa de | Hidrolizado de
2012 Streptomyces proteinas con
gedanensis mejores
propiedades
antioxidantes,
nutricionales y
funcionales
Schlierenkamp et Industrial Endopeptidasa Hidrdlisis del
al., 2018 parecida a caseinato de sodio

termolisina de
Geobacillus
stearothermophilus

Segun los resultados obtenidos con la busqueda que se ha realizado con las

palabras clave utilizadas anteriormente se observa que la gran mayoria de las

aplicaciones terapéuticas estan dirigidas a la inhibicion bacteriana o la inhibicion de la

aminopeptidasa N, y para ello emplean

la metionina aminopeptidasa y

la

aminopeptidasa N. También se utilizan para el tratamiento de infecciones, con la

aminopeptidasa M1. Por ultimo, se aplica para la estabilizacion de péptidos

farmacéuticos a través de varios tipos de peptidasas.

Si

bien Drinkwater y

colaboradores presentan una revision de un grupo amplio de aminopeptidasas

(Drinkwater et al., 2028), el resto de articulos de esta seccion se centran en casos

particulares, mejorando los conocimientos estructurales y funcionales de la enzima que

permitan inhibir mas eficientemente. El caso de Wu et al. 2020, es algo mas indirecto,

pero no menos eficaz, ya que pone de manifiesto que los conocimientos adquiridos

sobre una aminopeptidasa que sirve como receptor de un virus en las células de

Paneth del intestino podrian utilizarse para inhibir la adhesion y entrada del mismo al
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hospedador.

En cambio, en el caso de las aplicaciones industriales, se observa una mayor
homogeneidad ya que todas las entradas encontradas estan dirigidas a hidrolisis de
proteinas en general (Mika et al., 2015) o especificas como el caso del colageno y del
caseinato de sodio (Ewert et al., 2018), permitiendo con ello diversas aplicaciones mas
variadas como es la reduccion del amargor en diferentes alimentos, la degradacion de
proteinas como el gluten, las ya mencionadas colageno y caseina o incluso la
gueratina (Pei et al., 2023), con consecuencias, entre otras, en la produccion de
guesos y el aumento y mejora de su propiedades nutricionales. Cada una de estas
aplicaciones industriales son usadas con distintas variedades de aminopeptidasas
bacterianas y en muchos casos mas especificamente con la aminopeptidasa N.

Cabe destacar que todas las aplicaciones industriales encontradas en las
entradas discutidas aqui estan circunscritas al ambito de la industria alimentaria, lo que
refleja la gran importancia de este tipo de enzimas en este campo frente a otros como
los detergentes, por ejemplo, donde es posible que las aminopeptidasas pierdan
interés o eficacia econémica frente a otras enzimas mas generalistas, de menor coste

y mas asequibles en general.

5. CONCLUSIONES

En este Trabajo Fin de Grado se ha hecho un estudio previo e introductorio
sobre las aminopeptidasas en general y las aminopeptidasas de origen bacteriano en
particular para sentar las bases de una revision sistematica basada en las entradas
obtenidas tras la aplicacién de palabras clave concretas. En relacion a los objetivos
propuestos anteriormente y tras haber hecho un andlisis de lo expuesto, las

conclusiones son:
- Las aplicaciones terapéuticas de las aminopeptidasas estan dirigidas sobre
todo a tratamiento de infecciones mediante la estabilizacién de péptidos

farmacéuticos y la inhibicion bacteriana.

- Lainhibicion de las aminopeptidasas en infecciones se ha aplicado con la

metionina aminopeptidasa y en los receptores de las células de Paneth.
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- Las aplicaciones industriales de las aminopeptidasas estan dirigidas
principalmente a producir hidrolizados de macromoléculas, que seran de gran

importancia en la industria alimentaria.

- Los hidrolizados de proteinas no amargos con propiedades mejoradas en la

industria alimentaria se han observado en el arroz, el queso y las anchoas.
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