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Bioquimica Clinica

Actualizacion

Lisil-oxidasa (LOX) y proteinas tipo LOX:
rol de amino-oxidasas, propiedades
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Lysyl oxidase (LOX) and LOX-like proteins: role of
amino-oxidases, molecular and catalytic properties
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Resumen

Las amino-oxidasas pertenecen a dos grupos de proteinas: flavoenzimas y
quinoenzimas. La lisil-oxidasa (LOX) es una quinoenzima que contiene cobre
y lisil-tirosil-quinona como cofactor. Los niveles de LOX aumentan en mu-
chas enfermedades fibréticas y en algunos tumores promoviendo metastasis,
mientras que la expresion de la enzima esta disminuida en enfermedades que
involucran un deterioro en el metabolismo del cobre. Se discute el rol de LOX
como amino-oxidasa en la catalisis de la desaminacion oxidativa de residuos
de lisina en los precursores del coladgeno y de elastina, y la participacion
de los restantes miembros de esta familia génica: LOXL1, LOXL2, LOXL3 y
LOXL4, asi como sus propiedades moleculares. Se analizan su biosintesis, sus
propiedades cataliticas y mecanismo de reaccién, cofactores e inhibidores y la
expresion y respuesta a diversos efectores celulares.

Palabras clave: lisil-oxidasa * quinoenzima * amino-oxidasa * lisil-oxidasa ho-
mélogos 1 a4 * propiedades cataliticas * cofactores e inhibidores * mecanismo
de accion

Summary

Amino-oxidases belong to two groups of proteins: flavoenzymes and quino-
enzymes. Lysyl oxidase (LOX) is a copper-containing quinoenzime, having
lysyl-tyrosyl-quinone as cofactor. LOX levels are increased in many fibrotic
diseases, and in some tumors promoting metastasis, while the enzyme
expression is decreased in diseases that involve deterioration in copper
metabolism. The role of LOX as amino oxidase in catalyzing the oxida-
tive deamination of lysine residues in precursors of collagen and elastin is
discussed, as well as the participation of other members of this gene fam-
ily: LOXL1, LOXL2, LOXL3, and LOXL4, and their molecular properties. The
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1. Introduccién

Pomilio AB et al.

biosynthesis, catalytic properties and reaction mechanism, cofactors and inhibitors, and the expression
and response to various cellular effectors are analyzed.

Keywords: lysyl oxidase * quinoenzyme * amino-oxidase * lysyl-oxidase like 1 to 4 * catalytic properties *
cofactors and inhibitors * action mechanism

Resumo

As amina oxidases pertencem a dois grupos de proteinas: flavoenzimas e quinoenzimas. A lisil-oxidase
(LOX) é uma quinoenzima contendo cobre e lisil-tirosil-quinona como cofator. Os niveis da enzima LOX
aumentam em muitas doencas fibrdticas e em alguns tumores promovendo metéastase, enquanto que a
expressdo da enzima esta reduzida em doengas que envolvem a deterioragdo no metabolismo do cobre.
Discute-se o papel de LOX como amina oxidase na catalise a desaminagdo oxidativa de residuos de lisi-
na de precursores de coldgeno e de elastina, e a participacdo dos outros membros desta familia génica:
LOXL1, LOXL2, LOXL3 e LOXL4, bem como as suas propriedades moleculares. A sua biossintese, as
suas propriedades cataliticas e mecanismo de reagdo, cofatores e inibidores e a expresséo e resposta a
diversos efetores celulares sdo analisados.

Palavras-chave: lisil-oxidase * quinoenzima * amina oxidase * lisil-oxidase homdlogos 1-4 * propriedades
cataliticas * cofatores e inibidores * mecanismo de acao

ABREVIATURAS: bFGF (basic fibroblast growth factor): factor de crecimiento bésico de fibroblastos; p-APN:
B-aminopropionitrilo; BMP-1 (bone morphogenetic protein-1): proteina morfogenética ésea-1; CRL (cytokine receptor-
like): tipo receptor de citoquina; CSC (cancer stem cells): células madre del cancer; Egr-1 (early growth response
gene-1): gen de respuesta de crecimiento temprano-1; EMT (Epithelial Mesenchymal Transition): transicion epitelio-
mesenquimal; FGF-2 (fibroblast growth factor-2) o FGF-§ o bFGF: factor de crecimiento de fibroblastos-2; FSH
(follicle stimulating hormone): hormona foliculoestimulante; GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating
factor): factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos; HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1): factor
1 inducible por hipoxia; IFN-y: interferén gamma; |GF-1 (insulin-like growth factor-1): factor de crecimiento tipo
insulina-1; IL-1o: interleuquina-1la; IL-6: interleuquina-6; IRF-1 (interferon response factor-1): factor de respuesta
a interferén-1; LOX: lisil-oxidasa; LOXL (LOX-like proteins): proteinas tipo-LOX; LTQ: lisil-tirosil-quinona; mTLD
(mammalian tolloid): toloide de mamifero; mTLL-1 (mammalian tolloid-like 1): toloide de mamifero tipo 1; mTLL-2
(mammalian tolloid-like 2): toloide de mamifero tipo 2; PCP: procolageno C-proteinasa; PDGF (platelet-derived growth
factor): factor de crecimiento derivado de plaquetas; PGE,: prostaglandina E,; PTH (parathyroid hormone): hormona
paratiroidea; SRCR (scavenger receptor cysteine-rich): receptor captador rico en cisteina; SLPI (secretory leukocyte
protease inhibitor): inhibidor de la secrecién de proteasa de leucocitos; TGF-f (transforming growth factor3): factor
de crecimiento transformante beta; TNF-o (tumor necrosis factor-alpha): factor de necrosis tumoral-alfa.

se vuelva maligno (5). Los niveles de LOX aumentan
en muchas enfermedades fibréticas (6)(7), mientras

El presente trabajo se refiere a la familia génica de
las lisil-oxidasas (LOXs), que son quinoenzimas con ac-
tividad de amino-oxidasas (1), las cuales son de interés
de este grupo de investigacion que ha publicado ante-
riormente la cuantificacion de las monoamino-oxidasas
(MAOs) plaquetaria y circulante en un grupo de pa-
cientes psicoticos (2) y la descripcion de flavoproteinas
con esta actividad (3).

La lisil-oxidasa (LOX, proteina-lisina 6-oxidasa; EC
1.4.3.13) es una amino-oxidasa cobre-dependiente,
que desempena un papel decisivo, iniciado con la cata-
lisis de la desaminacion oxidativa de lisina y/o hidroxi-
lisina, en la biogénesis de las matrices de tejido conec-
tivo mediante el entrecruzamiento de las proteinas de
la matriz extracelular, como: colageno y elastina (4).
Su inhibiciéon puede causar latirismo, mientras que su
sobrerregulacién en las células tumorales puede pro-
mover la metastasis del tumor existente, haciendo que
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que su expresion esta disminuida en enfermedades
que involucran un deterioro en el metabolismo del
cobre (8-10). Desde hace tiempo se conoce la fun-
cion del cobre como cofactor de enzimas metabolicas
importantes, como: citocromo c oxidasa, superoxido
dismutasa, LOX, dopamina-f-hidroxilasa y otras (11).
En los altimos anos, se ha demostrado ademas que el
cobre participa en el metabolismo lipidico, la defensa
antimicrobiana, la actividad neuronal, la resistencia de
células tumorales a farmacos quimioterapéuticos ba-
sados en platino, la transduccién de senales mediada
por quinasas y otros procesos celulares esenciales, si
bien aun no se ha establecido el mecanismo exacto.
No obstante, queda claro que muchos eventos regu-
ladores y de senalizacién estan asociados con cambios
en la localizacion intracelular y en la abundancia de
los transportadores de cobre, asi como con la distinta
compartimentacion del cobre (11).



Se han descripto muchas de sus propiedades fisico-
quimicas, su cofactor de carbonilo y su mecanismo ca-
talitico. Los genes que codifican LOX y sus homélogos
en humanos son: LOX, LOXLI1, LOXL2, LOXL3y LOXL4
(12). Hace mas de veinte anos, fue clonado el gen LOX
que codifica LOX, facilitando las investigaciones de la
regulacion de la expresion de la enzima en respuesta a
diversos estimulos y en numerosos estados de enferme-
dad. También se han identificado y clonado los genes
tipo LOX, sugiriendo la existencia de una familia multi-
génica (13-16). Se ha vuelto cada vez mas evidente que
LOX puede tener otras funciones biol6gicas importan-
tes, ademas de su papel en el entrecruzamiento de la
elastinay del colageno en la matriz extracelular (17-19).

Recientemente se ha publicado una mini-revision
sobre LOX, desde los conceptos basicos hasta el tra-
tamiento del cancer, donde se discuten las funciones
fisiologicas y patologicas de LOX y su familia, las pro-
tefnas tipo-LOX (LOXL), en relacion con la prognosis
de los tipos mas importantes de cancer (20). La mayo-
ria de los estudios llegaron a la misma conclusién: una
mayor expresion de LOX o LOXL estd asociada con
una mala prognosis. Asimismo, una reciente compila-
cion (21) discute la funcion de los miembros de esta
familia en la remodelacion del microambiente tumoral
y sus roles paraddjicos en la tumorigénesis y metastasis.
También se analiza la posibilidad de usar esta familia
de proteinas como diana en nuevas terapias contra el
cancer (21).

Los experimentos moleculares, que se estan desarro-
llando, tienen como objetivo la aplicacién clinica y los
resultados son, hasta el momento, alentadores. La supre-
sion de la actividad de LOX (o de LOXL) caus6 menor
motilidad celular en gel de colageno y, ademas, resulto
exitosa en la reducciéon de metastasis en ratones. LOX 'y
LOXL2 estan regulados por la hipoxia, un factor impor-
tante en el fracaso del tratamiento del cancer (20).

Estudios recientes han demostrado que los miembros
de la familia LOX también estan involucrados en la regu-
lacion del fenémeno llamado transicién epitelio-mesen-
quimal (EMT), que puede afectar el movimiento celular
y la invasién de células cancerosas. La sobreexpresion
de LOX por las células cancerosas promovié sus feno-
tipos agresivos, como: resistencia a anoikis (o apoptosis
inducida por la falta de adhesion correcta célula/matriz
extracelular), asi como aumento de la motilidad y de la
invasién (22). Mas atin, LOX permiti6é que las células
cancerosas hicieran metdstasis 6sea, lo que sugiere que
juega un papel importante en la regulacion de la ecota-
xia (homing) de las células cancerosas y/o la colonizacion
del esqueleto. Ademas, LOX caus6 una fuerte induccion
de EMT en las células de cancer, principalmente por in-
ducir la expresion del factor de transcripcion Twist. Re-
cientemente, se investigé si LOX desempena roles simi-
lares en el control de los fenotipos de las células madre
del cancer (CSC), demostrandose que EMT vy los feno-
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tipos de CSC estaban estrechamente relacionados, pues
se encontr6 que las células que sufrieron EMT estaban
enriquecidas para fenotipos CSCy las CSCs presentes en
las células de cancer primarias o establecidas mostraron
caracteristicas de EMT (22) (23).

2. Rol de LOX como amino-oxidasa:
desaminacién oxidativa

LOX cataliza la desaminacion oxidativa de residuos
de lisina (Fig. 1) en los precursores del colageno y de la
elastina dando lugar a la formacién de aldehidos, como
los residuos de alisina (24) (25). Los residuos de alisina
(aldehidos) son muy reactivos y sufren reacciones qui-
micas espontaneas, no-enzimaticas, con otras unidades
de aldehido derivadas de la acciéon de LOX, o con uni-
dades de lisina sin modificar, para formar una reticula-
cion de base de Schiff (Fig. 2). LOX también cataliza
la desaminacion oxidativa de residuos de hidroxilisina
para producir hidroxialisina. Todo esto causa entrecru-
zamiento del colageno y la elastina, que es esencial para
la estabilizacion de las fibrillas de colageno y para la in-
tegridad y elasticidad de la elastina madura. Se forman
enlaces cruzados complejos en el colageno (piridinoli-
nas derivadas de tres unidades de lisina) y en la elasti-
na (desmosinas derivadas de cuatro unidades de lisina)
(Fig. 2) que difieren en su estructura (26).

La elastina es la proteina principal de los tejidos que
requieren elasticidad, como: arterias, pulmones, vejiga,
piel y ligamentos eldsticos y cartilago. Estd compuesta
por la proteina soluble tropoelastina de ~ 65 kDa que
contiene principalmente glicina, valina y alanina modi-
ficada y residuos de prolina. La tropoelastina se entre-
cruza altamente para formar un complejo insoluble. El
mas comun de los entrecruzamientos entre las cadenas
de elastina es el resultado de la conversion mediante
LOX de los grupos amino de la lisina en aldehidos
reactivos. Esto causa la formacién espontanea de entre-
cruzamientos de desmosina (catién piridinio 1,3,4,5-te-
trasustituido) (Fig. 2) e isodesmosina (cation piridinio
1,2,3,5-tetrasustituido) (27). Estos dos aminoacidos son
responsables del entrecruzamiento de las fibras y, por
ende, del funcionamiento especial de la elastina de vol-
ver a su configuracion original después de la distension.

El colageno, en forma de fibrillas alargadas, se en-
cuentra principalmente en los tejidos fibrosos tales
como: tendones, ligamentos y piel, y también es abun-
dante en la cérnea, cartilago, hueso, vasos sanguineos,
intestino y disco intervertebral. El fibroblasto es la cé-
lula mds comun que crea coldgeno. El colageno esta
compuesto por una triple hélice, la cual generalmen-
te consiste de dos cadenas idénticas (o) y una cadena
adicional que difiere ligeramente en su composicion
quimica (o). La composicion de aminodcidos del co-
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Figura 1. Desaminacion oxidativa de residuos de lisina catalizada por LOX.

lageno es atipica para las proteinas, en particular con
respecto a su alto contenido en hidroxiprolina. Los
motivos mas comunes en la secuencia de aminoacidos
del colageno son glicina-prolina-X y glicina-X-hidroxi-
prolina, donde X es cualquier aminodcido distinto de
glicina, prolina o hidroxiprolina.

El precursor del coliageno, llamado procolageno,
tiene una estructura con glicina y prolina como sus
componentes principales. La conversiéon implica una
hidroxilacion de los residuos de prolina y lisina en
ciertos puntos en las cadenas polipeptidicas, convir-
tiéndolos en hidroxiprolina e hidroxilisina. Esta reac-
cion de hidroxilacion es catalizada por las enzimas:
prolil-4-hidroxilasa y lisil-hidroxilasa y requiere vitami-
na C como cofactor. Esta reaccion organiza las cadenas
en la conformacion necesaria para formar una triple
hélice. A continuacién se produce la glicosilacion de
las hidroxilisinas, pero no de las hidroxiprolinas, con
monoémeros de glucosa o galactosa. El propéptido
hidroxilado y glicosilado gira hacia la izquierda muy
fuertemente y entonces tres propéptidos formaran
una triple hélice. Es importante recordar que esta mo-
lécula, conocida ahora como procolageno esta compues-
ta de una parte retorcida (centro) y dos cabos sueltos
en cualquier extremo (27) (28).

En el aparato de Golgi, el procolageno pasa por la
altima modificaciéon post-traduccional antes de ser se-
cretado fuera de la célula, que consiste en el agregado
de oligosacaridos y, a continuacioén, se empaqueta en
una vesicula secretora destinada al espacio extracelular.
Una vez fuera de la célula, las peptidasas del colageno que
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son enzimas unidas a membrana, quitan los “extremos
sueltos” de la molécula de procolageno. Lo que queda
es conocido como (ropocoldgeno, sobre el cual actuara
LOX produciendo la desaminacion oxidativa de lisinas
e hidroxilisinas dando alisinas e hidroxialisinas con gru-
pos aldehido, que eventualmente sufren condensaciéon
alddlica que provee un enlace covalente entre las molé-
culas de tropocolageno (28). Este polimero de tropoco-
lageno se conoce como una fibrilla de colageno (Fig. 3).
Con el avance de la edad, los tejidos dinamicos,
como: pulmones, vasos sanguineos y piel pierden su
elasticidad, lo cual impacta profundamente en la fun-
cion del tejido, y por lo tanto, en la morbilidad. Esta
pérdida de elasticidad tisular puede ser debida no sé6lo
a cambios en la abundancia relativa de las proteinas
clave de la matriz extracelular dentro de los tejidos,
sino también a la acumulacién de modificaciones post-
traduccionales. Si bien hasta la fecha la atencion se ha
centrado principalmente en la formacion no enzima-
tica, relacionada con la edad, de productos finales de
glicaciéon avanzada, también la acumulacién patologi-
ca de enlaces cruzados mediados por enzimas puede
conducir a la rigidez tisular relacionada con la edad
(29). Aunque los enfoques inmunoquimicos se utilizan
comunmente para localizar la pro-enzima inactiva de
LOXy los métodos bioquimicos se emplean para cuan-
tificar la actividad en el tejido homogeneizado, éstos no
permiten la localizacién in situ de la enzima. Por ello,
recientemente se ha desarrollado un nuevo ensayo para
detectar y ademas localizar la actividad enzimatica de
LOX in situ. Este ensayo se basa en que una amina sus-
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trato en presencia de miembros de la familia LOX, que
actian como amino-oxidasas, se oxidara a aldehido y
peroxido de hidrogeno (H,0,). A su vez, este ultimo al
combinarse con luminol y peroxidasa de rabano pican-
te, producira una reacciéon de emision de luz que po-
dra detectarse mediante autorradiografia en film. Esta
técnica para localizar la actividad especifica de amino-
oxidasas en secciones de tejido puede proporcionar in-
formacion adicional crucial sobre el rol exacto desem-
penado por esta clase de enzimas en la mediacion del
endurecimiento tisular relacionado con la edad (29).

2.1. LOXLI, LOXLZ, LOXL3 Y LOXL4

La familia génica de LOX comprende las proteinas
LOX, LOXLI1, LOXL2, LOXL3 y LOXL4 (24)(30).
LOX es el miembro prototipico de la familia, que es
esencial para la biogénesis del tejido conectivo, codi-
ficando una amino-oxidasa extracelular dependiente
de cobre, que cataliza el primer paso en la formacién
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de enlaces cruzados en colagenos y elastina. E1 ARNm
de LOX se expresa en muchos tejidos humanos, con la
expresion mas elevada observada en aorta, pulmones,
rinones y pancreas, y la expresion de LOX disminuye
durante el envejecimiento, que se correlaciona con la
disminucion de la expresion de tropoelastina y colage-
no I. El knockout genético de Lox en ratones ha demos-
trado la importancia de la biogénesis mediada por LOX
de la matriz extracelular fibrilar durante el desarrollo.
Los ratones Lox”" mueren al nacer o poco después, de-
bido ala formacion de tejido conectivo alterado causan-
do inestabilidad cardiovascular y de diafragma (21). Es
interesante que estos ratones también parecen mostrar
una disminucion de la expresion de otros miembros de
la familia LOXL: LOXL1-4 (21).

La familia LOX contiene una secuencia de aminoa-
cidos muy conservada en el extremo G-terminal que pa-
rece ser suficiente para la actividad de amino-oxidasa,
lo que sugiere que cada miembro de la familia puede
retener esta funcién (Fig. 4). Este extremo C-terminal
comprende un motivo de unioén a cobre y el cofactor li-
sil-tirosil-quinona (LTQ), ambos necesarios para la con-
formacion de la proteinay la actividad catalitica respec-
tivamente; este extremo también contiene un dominio
tipo receptor de citoquina (CRL) (Fig. 4). En cambio,
el extremo N-terminal estd mal conservado y puede im-
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partir roles adicionales en la regulacién del desarrollo,
la senescencia, la supresion de tumores, el control del
crecimiento celular y la quimiotaxis a cada miembro
de la familia (5). En realidad los extremos amino de
las proteinas LOX son mas divergentes, con LOXL2,
LOXL3 y LOXL4 conteniendo cuatro dominios recep-
tor captador rico en cisteina (SRCR) que se cree que
participan en la adhesién celular y en las interacciones
proteina-proteina (Fig. 4).

La complejidad de los dominios presentes en la es-
tructura de los miembros de la familia LOX indica que
estas proteinas probablemente participan en una varie-
dad de procesos biologicos.

Lisil-oxidasa tipo 1 u homologo 1, también conocida
como LOXLI, esta codificada en humanos por el gen
LOXLI (31). Los polimorfismos de este gen estan aso-
ciados con el sindrome de pseudoexfoliacion (32) (33).
Se ha demostrado que LOXLI interactia con Fibulina-5
(Fbln5) (31). LOX y LOXLI contienen pro-secuencias,
lo que permite su secrecién como pro-enzimas inac-
tivas. Las pro-regiones de LOX y LOXLI interactian
directamente con la matriz extracelular, dirigiendo de
ese modo la deposicion de estas enzimas en las fibras
elasticas. La proteina morfogenética 6sea-1 (BMP-1) y
las proteinasas relacionadas con BMP-1 procesan pro-
LOX y pro-LOXLI, liberando las enzimas activas cata-
liticamente y las regiones N-terminales del pro-péptido
(21). E1 ARNm de LOXLI es mas abundante en la aorta,
placenta, musculo esquelético, rifiones y pancreas, lo
que sugiere que se requiere para la integridad estructu-
ral de estos tejidos. En efecto, los estudios knockout de

Loxl1 en ratones han demostrado que LOXLI tiene un
rol en la sintesis de elastina en la aorta de rata adulta'y
el mantenimiento de la homeostasis de fibra elastica en
el tracto urogenital inferior (21).

Lisil-oxidasa homologo 2 (LOXL2) es una enzima
que esta codificada en humanos por el gen LOXL2
(34). E1 ARNm de LOXL2 presenta la expresion mads
alta en tejidos humanos reproductivos, tales como
prostata, utero y placenta (35). Se ha demostrado que
LOXIL2 esta involucrada en la progresion tumoral y la
metastasis de varios tipos de tumores. LOXL2 secretada
participa en la remodelacion de la matriz extracelular
del microambiente del tumor, de una manera similar
a la LOX prototipica. Ademas, se han descripto nue-
vas funciones intracelulares de LOXL2, tales como su
participacion en la regulacién de la transicién epitelio-
mesenquimal, polaridad de las células epiteliales y la
diferenciacion mediada por mecanismos de represion
transcripcional (36). Es importante destacar que la ex-
presion intracelular (perinuclear) de LOXL2 se asocia
con un mal pronodstico y metastasis a distancia en tipos
de tumores especificos, tales como carcinoma de larin-
ge de células escamosas y carcinomas basales de mama.
Estos recientes hallazgos abren nuevas vias para la utili-
dad terapéutica de LOXL2 (36).

Lisil-oxidasa homélogo 3 (LOXL3) (87) vy lisil-oxi-
dasa homologo 4 (LOXL4) (38) son dos enzimas que
estan codificadas en humanos por los genes LOXL3
(39) y LOXL4 (40) respectivamente. LOXL3 'y LOXL4
estan presentes en niveles mucho mas bajos que los
otros miembros de la familia LOX, con aumento de ex-
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Figura 4. Homologia estructural de los miembros de la familia LOX (modificado de (21)).
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presion aparente en la placenta, el tutero y el corazén
para LOXL3, y placenta, pulmones, rinones, pancreas,
testiculos y ovarios para LOXIL4. Parecen existir va-
riantes de transcripcion del gen LOXL3, conociéndose
dos de estas variantes con actividad de amino-oxidasa,
pero con diferente especificidad de tejidos y de sustrato
(21). LOXL4 es inducida por el factor de crecimiento
transformante-f1 (TGF-1) a través de Smad y JunB/
Fra2 (41). La expresion de LOXL4 juega un rol en la
homeostasis vascular de la matriz extracelular, contribu-
yendo a los procesos vasculares asociados a la remodela-
cion de la matriz extracelular y a la fibrosis (41).

Atn no se han obtenido ratones knockout para
LOXL2, LOXL3y LOXLA4, y las estructuras cristalinas
de proteinas hasta ahora no han sido resueltas para
ninguna de las enzimas de la familia LOX debido a las
dificultades en la expresion de las proteinas recombi-
nantes (21).

3. Propiedades moleculares
de la lisil-oxidasa

LOX es una enzima homodimérica (compuesta por
dos subunidades idénticas) que modifica las proteinas
de colagenoy elastina de manera tal que puedan reticu-
larse, estabilizando asi los depésitos de estas proteinas
en la matriz extracelular (42). La matriz extracelular ac-
tda como una barrera y separa diferentes tipos de célu-
las dentro de los tejidos. También proporciona soporte
estructural y regula la comunicacién intercelular.

Inicialmente se creia que la enzima LOX era solo de
un tipo. Los estudios sobre esta enzima estuvieron muy
limitados durante mucho tiempo debido a su insolubi-
lidad y su tendencia a la agregacion. Pero luego pudo
ser solubilizada mediante buffers conteniendo urea 4-6
M y su actividad fue recuperada mediante la remocion
de la urea. LOX, extraida de diversos tejidos, se resolvio
por cromatografia de intercambio aniénico en dietilami-
noetilcelulosa (DEAE) en multiples formas (43). Se ob-
tuvieron unas cuatro formas del cartilago de pollo (44) y
de la placenta humana (45), también de aorta y pulmoén
de bovinos (46) y piel de cerdo (47), que presentaron
especificidades similares de sustrato, composicion de
aminodcidos y masas moleculares de aproximadamente
32 kDa (43), sugiriendo la presencia de isoenzimas con
propiedades similares, pero no idénticas.

La isoenzima de LOX ha sido clonada a partir de
tejidos de rata (48)(49), de humanos (50-52), de pollo
(53) y de raton (54).

Esta Cu-enzima extracelular, en los humanos es codi-
ficada por el gen LOX, que esta localizado en el cromo-
soma 5q23.3-31.2 (50-52) (55) y codifica un polipéptido
de 417 aminodcidos, de los cuales los primeros 21 resi-
duos corresponden al péptido senal (50) (52) (Fig. 4).
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LOX es sintetizada como una proproteina, secretada
como una proenzima N-glicosilada de 50 kDa, y luego
proteoliticamente escindida a los 32 kDa, enzima catali-
ticamente activa, madura (5) (20) (Fig. 5).

4. Biosintesis y procesado
del precursor LOX

La proteina LOX se sabe que es secretada en el espa-
cio extracelular (56)(57). Se identificaron tres formas
de LOX con masas moleculares de 50, 45 y 32 kDa me-
diante inmunoprecipitaciéon y se marcaron las células
cultivadas del musculo liso de rata con [3*S]-metionina
(58). El fragmento de 50 kDa se encontré como una
proteina secretada en el medio celular y en la fracciéon
intracelular, y los estudios revelaron que se convierte en
una proteina de 32 kDa en el medio. Este fragmento de
50 kDa result6 ser el derivado N-glicosilado de la pro-
proteina de 45 kDa (58). La procolageno Gproteinasa
(PCP) escinde el precursor de 50 kDa entre Gly-168 y
Asp-169 (numeracion de acuerdo con la secuencia hu-
mana) para producir la enzima madura no glicosilada
de 32 kDa (Fig. 5) (59) (60). En los mamiferos, la activi-
dad de PCP es proporcionada por los productos del gen
BMP-1, que codifica las especies de ARNm empalmados
alternativamente para la proteina BMP-1 y toloide de
mamifero (mTLD) (61). El gen BMP-1 es un miembro
de una familia multigénica incluyendo dos proteinasas
genéticamente diferentes relacionadas con los toloides
de mamiferos tipo 1 (mTLL-1) y tipo 2 (mTLL-2). BMP-
1, mTLD, y mTLL-1 todos tienen actividad de PCP, sin
embargo, varia su especificidad de sustrato.

Uzel et al. (62) demostraron que BMP-1, mTLD,
mTLL-1 y mTLL-2 todos procesan al precursor de LOX
de 50 kDa y controlan su activacion en los fibroblastos
de embrion de raton. Los ensayos in vilro con enzimas
recombinantes purificadas mostraron que las cuatro
proteinasas escindian al precursor de LOX en el sitio
fisiologico correcto. Ademas, BMP-1 puede ser capaz
de regular la actividad de LOX a través del evento de
procesado (63).

La biosintesis de LOX se detalla en la Fig. 5 (modifica-
do de (16)). El precursor de LOX entra en el reticulo en-
doplasmatico rugoso, donde se escinde su péptido senal
y es glicosilado en un residuo Asn localizado en la region
del propéptido. La adicién de cobre (Cu?') y la forma-
cion del cofactor LTQ pueden ocurrir en el reticulo en-
doplasmatico o durante el trafico de proteinas a través
de los elementos de Golgi. Después de la secrecion del
precursor de LOX en el espacio extracelular, la region
del propéptido se escinde mediante PCP entre Gly-168
y Asp-169 para obtener la enzima activa de 32 kDa. Las
masas moleculares del polipéptido de LOX se indican de
acuerdo a la enzima LOX de rata (48) (49) (58).
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Figura 5. Biosintesis de LOX.

Recientemente se publico un procesado nuevo de
proLOX identificado in vitro e in vivo (64). La proLOX
secretada es enzimaticamente inactiva y se activa a tra-
vés de la escision proteolitica entre los residuos Gly-162
y Asp-163 (numeros de residuos de acuerdo con LOX
de ratén) mediante los productos génicos de la proteina
BMP-1.

Se identificaron y se caracterizaron dos formas de
LOX madura por su inmunorreactividad a anticuerpos
especificos, actividad de amino-oxidasa y espectrome-
tria de masa. Una forma fue identificada como una bien
caracterizada proteina LOX procesada por BMP-1 (64).
Otra se encontr6 que era una forma truncada de LOX
resultante de la escision en el carboxilo terminal de
Arg-192, la cual retuvo la actividad de amino-oxidasa.
Los resultados de la delecion del gen de proLOX y los
experimentos de mutacion indicaron que el procesado
se produce independientemente de la escision de pro-
LOX mediante los productos del gen BMP-1y probable-
mente requiere la presencia del propéptido LOX. Estos
resultados indican que proLOX podria ser procesada
por dos mecanismos diferentes que producen dos for-
mas de LOX activa (64).
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5. Propiedades cataliticas

5.1. COFACTORES

Se demostr6 que el cobre es un componente de
LOX mediante estudios espectroscopicos de absorcion
atomica, encontrandose un atomo de cobre fuertemen-
te unido en el monémero de LOX de 32 kDa. La remo-
cion de los iones de cobre conduce a una apoenzima
cataliticamente inactiva. Los estudios de resonancia
paramagnética electrénica indicaron que el cobre en
la enzima en reposo se encuentra en el estado Cu (II)
y esta coordinado octaédricamente, tetragonalmente
distorsionado (65). La secuencia WEWHSCHQHYH en
humanos es la region de union al cobre, que propor-
ciona cuatro unidades de histidina que participan en el
complejo de coordinacion con el cobre (66). Ademas
del i6n cobre fuertemente unido, las preparaciones pu-
rificadas de LOX contienen 5-9 atomos de cobre débil-
mente unidos por molécula de enzima (65).

Ademas del cobre, LOX contiene también un grupo
prostético con carbonilo unido covalentemente (5) (67).
La estructura del cofactor LTQ deriva del entrecruza-



miento del grupo e-amino de una lisina peptidica (Lys-
314 en LOX bovina) con la cadena lateral modificada
de una unidad tirosilo (Tyr-349 en LOX bovina). LTQ
podria formarse en el reticulo endoplasmatico o durante
el trafico de proteinas a través de los elementos de Golgi
(Fig. 5) (68). En esta via, el cobre puede desempenar un
papel estructural en la estabilizacion de LTQ (69).

5.2. MECANISMO DE REACCION

LOX cataliza la oxidaciéon de aminas primarias a tra-
vés de un mecanismo cinético ping-pong ler-bi (70) (Fig.
6). El primer paso en esta reaccion es la formacion de
una base de Schiff con el cofactor LTQ (A — B). Cuando
LTQ se une al sustrato, sufre una abstraccién de proto-
nes a, limitante de la velocidad, facilitada por bases (71)
como histidina (72). En la siguiente reaccion, tiene lugar
la abstraccién estereoespecifica del protén-a pro-S (73)
y los electrones que migran desde el carbanion del sus-
trato reducen al cofactor LTQ (B — C). La hidrolisis de
la imina intermediaria libera el aldehido reactivo como
producto, que puede entonces reaccionar espontanea-
mente para formar enlaces cruzados derivados de lisina
o hidroxilisina. Después de la liberacion del aldehido,
la enzima reducida es oxidada nuevamente por el oxi-
geno molecular con la ayuda de Cu (II) para producir
perdxido de hidrégeno y amoniaco (74). De esta mane-
ra, la enzima oxidada es regenerada y el ciclo catalitico

Lisina
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se ha completado (D — E — A) (5) (67)(74). En la Fig.
6 (modificada de (5)), el sustituyente RNH corresponde
a Lys-314 peptidica en LOX bovina, la letra B representa
una base, LTQ es el cofactor lisil-tirosil-quinona, y LysAld
representa el producto final de la reaccion, un aldehido
derivado de lisina, es decir alisina (5) (74).

5.3. INHIBIDORES DE LOX

La importancia del entrecruzamiento derivado de
LOX surgi6 de estudios en animales, en los que LOX
fue inhibida, ya sea mediante deficiencia nutricional
de cobre o mediante la suplementacion dietaria con
-aminopropionitrilo (B-APN) (75). La inhibicién de
LOX en animales en crecimiento caus6 una enfermedad
molecular conocida como latirismo, que se caracteriza
por una fragilidad aumentada de todos los tejidos conecti-
vos y un incremento de la solubilidad del colageno tisular
dando lugar a mala formacién y debilidad en los huesos,
piel hiperextensible, ligamentos débiles y mayor inciden-
cia de aneurismas aorticos, debido a la disminucion de en-
trecruzamiento del coldgeno y de la elastina (76).

B-APN es un potente inhibidor irreversible de LOX
(77), que se ha usado para inhibir especificamente la
actividad de todas las isoenzimas de LOX en numerosos
estudios (78). La estructura de 3-APN se usé6 en la bus-
queda de otros inhibidores también irreversibles, como
f-haloetilaminas, B-nitroetilamina (71) y las diaminas
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Figura 6. Mecanismo de reaccién de LOX.
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vicinales como cis-1,2-diamino-ciclohexano y etilendia-
mina (79). Las bencilaminas sustituidas en posicién
para con grupos aceptores de electrones se comportan
como inhibidores del estado fundamental, presumible-
mente mediante la formacion de intermediarios unidos
ala enzima LOX que no se transforman totalmente en
aldehido (80). LOX es ademas inhibida por heparina
(81), N-(b-aminopentil)aziridina (82) y trans-2-fenilci-
clopropilamina (83), siendo esta tltima amina un inhi-
bidor reversible, no competitivo (83). LOX es inhibida
ademads, en forma irreversible, por homocisteina-tiolac-
tona y sus analogos de selenio y de oxigeno (84).

6. Regulacion de LOX

6.1. EXPRESION EN DIFERENTES TIPOS DE CELULAS
Y DURANTE EL DESARROLLO

LOX esta expresada en varias células diferentes,
como: fibroblastos, células del musculo liso adrticas
y de pulmon, osteoblastos, células de osteosarcoma
(63), miofibroblastos (85), células endoteliales cor-
neales (86) y condrocitos (87). Ademas, una forma se-
cretada de LOX se asocia con los condrocitos traquea-
les, células endoteliales, células basales, células biliares
epiteliales, células del parénquima hepatico y células
del reticulo del bazo (88).

LOX se expresa en particular en los tejidos que con-
tienen colageno fibrilar y/o fibras elasticas, como: piel,
pulmones, cartilago, sistema cardiovascular y lamina
propria fibrosa en el intestino delgado. LOX también se
detect6 en el higado, rinones (en glomérulos, médula,
lineas celulares renales y células epiteliales tubulares)
(88), estobmago, retina y cerebro (89), y en el ojo (90).
LOX también se ha descripto en el cerebro en: mesen-
céfalo, cuerpo calloso, corteza cerebral y cerebelo (91).

La expresion de las proteinas LOX puede estar
influenciada por microARNs. El 3-UTR del ARNm
de LOX contiene un sitio de unién para mir-145 (mi-
croARN corto), que es regulado negativamente en mu-
chos tipos de cancer (92).

6.2. LOX EN LOS TEJIDOS FIBROTICOS Y SU
POTENCIAL USO COMO MARCADOR DE FIBROSIS

La fibrosis se caracteriza por una acumulacion de fi-
bras de colageno esencialmente insolubles. Deberia ser
posible tratar esta condiciéon mediante la supresion selec-
tiva de eventos clave en la biosintesis de colageno, inclu-
yendo la reaccion catalizada por las LOXs. La inhibicion
de las LOXs probablemente disminuiria la cantidad de
enlaces cruzados en los colagenos, lo cual podria aumen-
tar su degradacién por las proteasas (67) (93-95).

En las altimas décadas, varias publicaciones han su-
gerido una fuerte asociacion entre la fibrosis de orga-
nos y el aumento de actividad de LOX. Un nivel signi-
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ficativamente mayor de la actividad de LOX se observo
en medios de células mesenquimales cultivadas a partir
de higado cirrético humano, cuando se compararon
con la de los medios de células de higado normal o de
higado de pacientes con hepatitis cronica (96). En estos
estudios, el bajo nivel de la actividad de la enzima en el
higado sano aument6 15 a 30 veces en el higado fibroti-
co. Por lo tanto, LOX podria servir como un marcador
de la fibrosis interna (97).

En cultivos de fibroblastos, LOX fue detectada inmu-
nolégicamente en asociacion con estructuras filamen-
tosas en el citoplasma en consonancia con las proteinas
del citoesqueleto (98). Ademas, la forma activa de LOX
de 32 kDa ha sido localizada mediante inmunocitoqui-
mica y analisis por Western blot en el nticleo de células
musculares lisas vasculares y fibroblastos 3T3 de rata
(99). El nucleo de las células musculares lisas vascula-
res contenia lisinonorleucina, que es el aducto formado
durante la reaccién de entrecruzamiento catalizada por
LOX. La formacién de lisinonorleucina fue impedida
por la administracién de B-APN, confirmando asi un rol
de LOX en esta reaccion (99).

Es interesante que los cambios en el nivel de expre-
sion del colageno tipo III suelen preceder, o estan en
paralelo con, los cambios en el nivel de la actividad de
LOX (100) (101). Se realizaron varios estudios genéti-
cos al respecto (102).

La expresion de LOX también parece estar asociada
con la expresion del colageno tipo I, lo cual ha sido
corroborado en varias investigaciones (103).

Recientemente, se identificé un péptido, E4, con po-
tente actividad antifibrética al estudiar el efecto de los
péptidos derivados de endostatina sobre la fibrosis exis-
tente y la fibrosis provocada por dos potentes mediadores:
TGF-B y bleomicina, en tejidos humanos y de ratén in vi-
tro, ex vivo e in vivo. E4, que es un péptido derivado de en-
dostatina, previno la fibrosis dérmica inducida por TGF-§
in vivo en un modelo de ratén, ex vivo en piel humana y
en fibrosis dérmica y pulmonar inducida por bleomicina
in vivo (104). La mejoria de la fibrosis por E4 de la fibro-
sis estuvo acompanada de una reduccion de la apoptosis
celular y de menores niveles de LOX y Egr-1 (gen-1 de
respuesta de crecimiento temprano), un factor de trans-
cripcion que media los efectos de varios desencadenan-
tes fibroticos (104). E4 es un posible agente terapéutico
para la fibrosis de 6rganos, lo cual es importante ya que
no parece haber terapias eficaces para los trastornos fibro-
proliferativos, como la fibrosis pulmonar idiopatica y la es-
clerosis sistémica, que provocan significativa morbilidad y
mortalidad debido a la fibrosis progresiva de los 6rganos.

6.3. RESPUESTA A EFECTORES DIFERENTES EN
VARIOS TIPOS DE CELULAS

La expresion de LOX es muy sensible a una variedad
de estados fisiologicos, como crecimiento, reparacion



de heridas, envejecimiento, enfermedades genéticas
que involucran el metabolismo del cobre alterado y
tumorigénesis. Por lo tanto, es obvio que la expresion
de LOX esta regulada por varias citoquinas especificas,
factores de crecimiento y mensajeros moleculares inter-
celulares relacionados (5) (24).

Se ha descripto la regulacion de la expresion del gen
LOX en diferentes tejidos y células de varias especies,
poniendo asi en evidencia multiples mecanismos com-
plejos que regulan la expresion y la actividad de LOX.
Muchos de estos efectores se han compilado (24) e in-
cluyen citoquinas y factores de crecimiento, como: inter-
ferén gamma (IFN-y), factor de crecimiento de fibroblas-
tos (FGF), factor de crecimiento basico de fibroblastos
(bFGF o FGF-2 o FGF-) (105), factor de crecimiento
tipo insulina-1 (IGF) (106), factor de crecimiento deri-
vado de plaquetas (PDGF) (107), y TGFf1 (108-111);
hormonas y mediadores, tales como: testosterona (112),
progesteronay prostaglandina E, (PGE,) (113); molécu-
las de senalizacion, tales como: factor regulador de in-
terferon-1 (IRF-1) (114), ras (115), cAMP (113)(116), y
farmacos, tales como: adriamicina, bleomicina e hidrala-
zina. Desde entonces se han descripto efectores adicio-
nales, incluyendo la hormona foliculoestimulante (FSH)
(117) (118), solucién hiperosmética (119), inhibidor de
la secrecion de proteasa de leucocitos (SLPI) (120), IL-
lo (interleuquina-lalfa) (121), condensado del humo
de cigarrillo (122)(123), factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a.) (124), factor estimulante de colonias de granu-
locitos y macrofagos (GM-CSF) (125), hialuronano con
IGF-1 (126) y hormona paratiroidea (PTH) (127).

Los factores de crecimiento y otros efectores que se
sabe que afectan a la expresion y la actividad de LOX
en determinadas células o tejidos se enumeran a con-
tinuacion: IFN-y (128) en células musculares lisas de la
aorta de rata (efecto: regulacion negativa de ARNm);
bFGF (105) en células osteoblasticas de raton (efecto:
nivel disminuido de ARNm [1-10 nM]; regulacién posi-
tiva de ARNm [0,01-0,1 nM]); FGF-2 y IGF-1 (106) en
tejidos orales inflamados y en células mesenquimales fi-
brobldsticas de rata (efecto: aumento de ARNm); PGE,
(113) en fibroblastos de pulmoén de rata (efecto: nivel
de ARNm sin cambios; reduccion en la actividad de la
enzima LOX) y fibroblastos de pulmén embrionario hu-
mano (efecto: regulacion negativa de ARNm); TGF-,
(108-111) en células del musculo liso de aorta de rata,
en células gingivales, células reticulares de flexores y li-
neas celulares renales de humanos y en células murinas
tipo osteoblastos (efecto en todos los tipos mencionados
de células: aumento del nivel de ARNm y de la actividad
de LOX); cadmio (129) en fibroblastos de raton (efec-
to: disminucion del nivel de ARNm) y fibroblastos de
raton resistentes al cadmio (efecto: aumento del nivel
de ARNm); testosterona (112) en células musculares li-
sas de aorta de ternero (efecto: aumento de la actividad
de LOX); bleomicina (130) en fibroblastos de pulmén
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humano (efecto: aumento del nivel de ARNm), en fi-
broblastos dérmicos humanos (efecto: disminucion del
nivel de ARNm); hidralazina (130) en fibroblastos dér-
micos humanos (efecto: aumento del nivel de ARNm);
minoxidil (130) en fibroblastos dérmicos humanos
(efecto: aumento del nivel de ARNm); adriamicina (88)
en glomérulos y médula del rinén de rata (efecto: au-
mento del nivel de ARNm); cAMP (113) (116) en células
musculares lisas vasculares de rata y de humanos (efec-
to: regulacion positiva de las células de la transcripcion);
PDGF (107) en células musculares lisas vasculares de rata
(efecto: regulacion positiva de ARNm); dexametasona
(131) en pulmones murinos fetales cultivados (efecto:
regulacién positiva de ARNm); dcido retinoico (132) en
adipocitos en la adipogénesis temprana (efecto: evita la
regulacion negativa de ARNm y de la actividad de LOX).

Uno de estos efectores, TGF—[31, es un factor de cre-
cimiento fibrogénico, que se sabe que regula la sintesis
de colagenos (133, 134) y de elastina (135).

La expresion de LOX se promueve en células MCF-7
de cancer de mama mediante el contacto con medios
condicionados con fibroblastos, matriz de colageno I
condicionada por fibroblastos (136) y en células HK-2
del tabulo renal proximal co-cultivadas con células
HMEC-1 endoteliales microvasculares (137).

La expresion de LOX también es inducida por hi-
poxia. El factor HIF-la estimula la transcripcion de
ARNm de LOX (138)(139). La expresion de LOX en
hipoxia puede ser modulada por el pH (140). El reclu-
tamiento de HIF-1a al promotor de LOX es potenciado
mediante las vias de senalizaciéon Notch, que también
aumentan la expresion de Snail-1 (141).

8. Conclusiones

La lisil-oxidasa (LOX) es una quinoenzima depen-
diente de cobre que tiene lisil-tirosil-quinona como co-
factor. LOX no so6lo participa en el entrecruzamiento
de colagenos y elastina, sino que participa también en
la supresion tumoral y en la paradéjica accion de pro-
mocion tumoral. LOX desempena un papel crucial en
el mantenimiento de la estabilidad de la matriz extrace-
lular y podria participar en el remodelado vascular aso-
ciado con las enfermedades cardiovasculares. Asimis-
mo, los inhibidores de esta enzima pueden ser tutiles en
la prevencion de la progresion de tumores y de metasta-
sis, asi como para el tratamiento de otras enfermedades
fibréticas que involucren la remodelacion de la matriz
extracelular, como: enfermedades neurodegenerativas
y cardiovasculares.

Todos estos temas asi como el rol primordial de LOX
como amino-oxidasa en la catalisis de la desaminacion
oxidativa de residuos de lisina en los precursores del
colageno y de elastina, y la participacion de los restan-
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tes miembros de esta familia génica: LOXL1, LOXL2,
LOXL3 y LOXIL4, se discuten en este trabajo conjun-
tamente con el mecanismo de accién y la expresién y
respuesta a diversos efectores celulares.

Lo presentado aqui muestra la importancia de esta
familia génica de acuerdo con las investigaciones re-
cientes.
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