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Introduccion. La lisil oxidasa (LOX) es una
enzima implicada en la estabilizacién de la matriz
extracelular que podria ser clave en la disfuncién
endotelial desencadenada por factores de riesgo
aterosclerético. Hemos analizado el patrén de
expresion de las enzimas de la familia de LOX en
la pared vascular y determinado los mecanismos
implicados en la modulacién de esta enzima por
lipoproteinas de baja densidad (LDL) en células
vasculares.

Material y métodos. La expresion de la LOX y de
otras enzimas de la familia se analiz6 en arterias
coronarias humanas, aorta abdominal porcina,
células endoteliales de aorta porcina (PAEC) y
células musculares lisas (CML), mediante
inmunohistoquimica, RT-PCR y/o Northern-blot.

Resultados. Hemos observado grandes
diferencias en el patrén de expresion de las
enzimas de la familia de la LOX en la pared
vascular. La LOX se expresa preferentemente en el
endotelio y en la adventicia de arterias coronarias
humanas y de aorta porcina. El tratamiento con
LDL disminuye la expresion de esta enzima en
PAEC y CML en cultivo. Este efecto se produce por
un mecanismo transcripcional, sin que se vea
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afectada la estabilidad del mensajero. La
esfingosina-1-fosfato (S1P), componente bioactivo
de las LDL, no modificé la expresion de la LOX, y
la inhibicién de proteinas G sensibles a toxina
pertusica no revertié el efecto de las lipoproteinas.
Sin embargo, observamos que la inhibicién del
procesamiento lisosomal con cloroquina previno la
disminucién de la expresion de la LOX causada
por las LDL.

Conclusiones. La disminucion de la expresion de
la LOX por LDL requiere el procesamiento
lisosomal de la lipoproteina. La regulacién de esta
enzima por lipoproteinas y su fuerte expresion en
el endotelio vascular apoyan el papel de la LOX en
la disfuncién endotelial desencadenada por la
hipercolesterolemia y sugieren su contribucién en
el proceso aterosclerdtico.

Palabras clave:
Lisil oxidasa (LOX). Matriz extracelular. Riesgo
aterosclerdtico. Lipoproteinas de baja densidad (LDL).

LYSYL OXIDASE (LOX) EXPRESSION

IN THE VASCULAR WALL: MECHANISMS
INVOLVED IN LOX REGULATION BY LOW
DENSITY LIPOPROTEINS

Introduction. Lysyl oxidase (LOX) is an enzyme
involved in extracellular matrix stabilization that
could play a key role in endothelial dysfunction
triggered by atherosclerotic risk factors. We
analyzed the expression pattern of LOX isoenzymes
in the vascular wall and determined the molecular
mechanisms involved in low density lipoproteins
(LDL)-mediated LOX modulation in vascular cells.

Material and methods. LOX isoenzyme
expression was analyzed in human coronary
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arteries, porcine abdominal aorta, porcine aortic
endothelial cells (PAEC) and vascular smooth
muscle cells (VSMC) by immunohistochemistry,
RT-PCR and/or Northern-blot.

Results. We observed marked differences in the
vascular expression pattern of LOX isoenzymes.
LOX was preferentially expressed in endothelium
and adventitia in human coronary arteries and in
porcine abdominal aorta. LDL decreased LOX
expression in both PAEC and VSMC in culture.
This effect was due to a transcription mechanism
that did not seem to alter mRNA stability.
Sphingosine-1-phosphate (S1P), an LDL bioactive
component, did not modify LOX expression, and
inhibition of pertussis toxin-sensitive G-proteins
did not prevent the effect of lipoproteins. Finally,
we observed that inhibition of lysosomal
processing with chloroquine abolished the LDL-
induced LOX downregulation.

Conclusions. LOX downregulation by LDL
requires lipoprotein lysosomal processing. Both
LOX regulation by lipoproteins and its strong
endothelial expression support the role of this
enzyme in endothelial dysfunction triggered by
hypercholesterolemia and suggest that it
contributes to the atherosclerotic process.

Key words:
Lysyl oxidase (LOX). Extracellular matrix. Atherosclerotic
risk. Low density lipoprotein (LDL).

Introduccion

La lisil oxidasa (LOX) es una aminooxidasa de-
pendiente del cobre que participa en la formacién
de enlaces covalentes intra e intercatenarios de las
fibras de coldgeno y elastina de la matriz extracelu-
lar (MEX). Esta enzima se sintetiza y secreta en
forma de proenzima, que es procesada proteolitica-
mente en el espacio extracelular para dar lugar a la
forma madura y enziméticamente activa de 32 kDa
(fig. 1)!. La actividad LOX determina las propieda-
des mecanicas de la MEX y asegura su integridad,
su estabilidad y su correcto funcionamiento.

Hasta el momento se han identificado 5 isofor-
mas pertenecientes a la familia de lisil oxidasas:
LOX, LOX-ike (LOXL)-1, LOXL-2, LOXL-3 y
LOXL-4. Estas isoenzimas presentan una regién C-
terminal altamente conservada que incluye el do-
minio catalitico, lo que sugiere que todas ellas tie-
nen actividad aminooxidasa®. Sin embargo, se
desconoce cudl es el grado de contribuciéon de cada
isoenzima a la actividad LOX global, su funcién ce-
lular, asi como la especificidad de sustrato.
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Sorprendentemente, ademds del papel de la
LOX en el mantenimiento de la estructura de la
MEX, esta enzima se encuentra implicada en otros
procesos celulares, entre los que se incluyen la di-
ferenciacion celular, la migracién, la transforma-
ci6n y la regulacion de la expresion génica (fig. 1)°.
Por tanto, la modificacion del patrén de expresién
de esta enzima podria alterar la homeostasis celu-
lar y estar asociada al desarrollo de procesos pato-
légicos. No en vano, recientemente, Erler et al* han
demostrado que la LOX es una enzima clave en el
control de la metastasis tumoral. Asimismo, defi-
ciencias en la expresion de la LOX se han relacio-
nado con alteraciones vasculares como el aneuris-
ma adrtico y la aterosclerosis®®. En este sentido,
nuestros trabajos previos han demostrado que la
LOX es una enzima clave en la disfuncién endote-
lial desencadenada por factores de riesgo ateroscle-
rético, como la hipercolesterolemia y la hiperho-
mocisteinemia®’,

En este trabajo hemos determinado el patrén
de expresion de estas enzimas en la pared vascu-
lar y hemos analizado los mecanismos molecula-
res implicados en la regulacién de la LOX por li-
poproteinas de baja densidad (LDL) en células
vasculares.

Material y métodos

Recogida y preservacion de las muestras de vaso

Las muestras de arterias coronarias humanas se recogieron
a partir de corazones obtenidos durante las operaciones de
transplante realizadas en el Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau de Barcelona. Inmediatamente después de la escision qui-
rurgica, las arterias coronarias se diseccionaron y congelaron
en N, liquido para el andlisis de expresién génica. Andloga-
mente, se obtuvieron muestras de aorta abdominal porcina
que se procesaron para inmunohistoquimica. En este caso, las
muestras se sumergieron en solucién de fijacion (paraformal-
dehido al 4%/tampén fosfato salino 0,1 mol/l, pH 7,4) en la
que permanecieron toda una noche. A continuacién los vasos
se seccionaron en bloques y se embebieron en parafina'®. El
protocolo de este estudio fue aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Clinica del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
de Barcelona.

Andlisis por inmunohistoquimica

El patrén de expresién de la LOX en las muestras de aorta
abdominal porcina se evalu6 mediante inmunohistoquimica.
Para ello se utilizaron secciones de 5 um que se incubaron con
un anticuerpo policlonal de LOX generado en conejo. Tras la
incubacion con el anticuerpo primario, se lavaron las seccio-
nes y se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado
(VECTOR). Finalmente, las secciones se incubaron con el
complejo avidina-biotina (VECTOR) y se us6 3,3” diaminoben-
cidina (DAB) como sustrato de la peroxidasa. En experimentos
control, en los que se utilizaba un suero no inmune, no se ob-
servd tincién inmunohistoquimica. De manera rutinaria, se rea-
lizaron tinciones por tricrémico de Masson para visualizar la
estructura de la pared vascular.
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Figura 1. Esquema del proceso de sintesis de la lisil oxidasa (LOX), asi como de sus funciones intra y extracelulares. La LOX se sinteti-
za en forma de preproteina y, tras la hidrélisis del péptido sefal, su glucosilacién y la incorporacién de cobre y del cofactor LTQ (lisi-
na tirosil quinona) es transportada al espacio extracelular (1). Alli es proteolizada por la BMP-1 (bone morphogenetic protein-1) para
dar lugar a la forma madura y cataliticamente activa (32 kDa) y al propéptido. La forma madura acttia estabilizando los componentes
de la matriz extracelular (MEX). Por su parte, el propéptido es el responsable de la inhibicién de la transformacién dependiente de
Ras. Algunos autores han descrito que la LOX puede pasar del espacio extracelular al interior de la célula (2), donde controla la adhe-
si6n y la motilidad celular a través de la activacién de Scr cinasa (Src) y FAK (focal adhesion kinase). También se han descrito formas
intranucleares de LOX que podrian ser responsables de la capacidad de esta enzima de controlar la expresién génica (3). Se ha pro-

puesto que las histonas H1 y H2 pueden ser sustratos intranucleares de la LOX. RE: reticulo endoplasmatico.

Cultivo celular

Las células endoteliales de aorta porcina (PAEC) se obtuvie-
ron a partir de animales adultos normolipémicos, como se des-
cribié previamente!!. Las células se cultivaron en medio M199
(GIBCO), suplementado con 10% FCS (Biological Industries),
antibiéticos (0,1 mg/ml de estreptomicina y 100 U/ml de penici-
lina G), y 2 mmol/l de L-glutamina. Al cabo de 48 h en cultivo
el medio se reemplazé por medio deficiente en suero (2% FCS)
durante 24 h. A continuacién se afiadian las LDL (180 mg co-
lesterol/dl) durante 24 h mas. En los experimentos en los que se
analiza la implicacién de las proteinas G, las células PAEC se
pretrataron durante 18 h con toxina pertdasica (TP, 100 ng/ml) y
a continuacién se incorporaron las LDL durante otras 24 h
mas. Se utilizaron células entre los pases 3 y 5.

Las CML se obtuvieron a partir de aorta de cerdo mediante
una modificacién de la técnica de explantes y se cultivaron tal
y como se ha descrito previamente!'?. Las células se usaron en-
tre los pases 2 y 5. Las CML se sembraron en placas de 6 poci-
llos y, una vez alcanzada la confluencia, se arrestaron con me-
dio al 0,4% en suero fetal bovino (FCS, Biological Industries).
Las células arrestadas se estimularon con LDL (100 pug/ml) du-
rante 24 h.

Obtencion de LDL

Las LDL se obtuvieron a partir de plasma humano fresco
mediante ultracentrifugacién secuencial (densidad de 1,019 a
1,063 g/ml). Las lipoproteinas se usaron antes de las 72 h de
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ser aisladas. La pureza de la preparacién se determin6 me-
diante electroforesis en gel de agarosa (Paragon System, Beck-
man). Las muestras de LDL no presentaban concentraciones
detectables de endotoxina (Limulus Amebocyte Lysate test,
BioWhittaker), y mostraban concentraciones de sustancias que
reaccionan con el 4cido tiobarbitirico (TBARS) < 1,5 nmol
malondialdehido/mg proteina'®

Extraccion de ARN

El ARN total procedente de las células en cultivo o de coro-
narias humanas se aisl6 mediante el reactivo Ultraspec (Bio-
tecx), segun las instrucciones del fabricante.

RT-PCR

Los valores de ARNm de las enzimas de la familia de la
LOX se analizaron mediante RT-PCR, tal como se ha descrito
antes’. Los oligonucleétidos especificos seleccionados para
cada gen fueron: LOX: 5-tga aat agc tgc ttt ggt-3' y 5-tct gta
gat gec agt ctg-3'; LOXL-1: 5’-aga agt gtc tgg cca gca ca-3'y 5-
tca cgt gea cct tga gga tg-3'; LOXL-2: 5'-tgg act gec age tec tec
ta-3 y 5-ctg ggg tgc get tge ggt ag-3'. Los valores de la gliceral-
dehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se usaron para nor-
malizar los resultados'.

Andlisis de Northern-blot

En los estudios para determinar la estabilidad del ARNm, el
nivel de expresion de la LOX se analizé6 mediante Northern-
blot. Las muestras de ARN total se fraccionaron en geles de
agarosa al 1,2% con un 2% de formaldehido. El ARN se trans-
firi6 por capilaridad a membranas Nytran Supercharge (Sch-
leicher & Schuell) que se fijaron mediante luz ultravioleta. A
continuacién los filtros se hibridaron con una sonda de LOX
marcada con [*2P]JdATP". La sefial correspondiente al ARNm
de LOX se visualizé mediante exposicién de los filtros con pe-
liculas de rayos X Agfa Curix RP2.

Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como media + error estandar. Las
diferencias entre grupos se determinaron mediante ANOVA. Las
diferencias se consideraron significativas a partir de p < 0,05.

Resultados
Patron de expresion de la LOX, la LOXL-1
y la LOXL-2 en la pared vascular

Los estudios de inmunohistoquimica realizados
en muestras de aorta porcina con un anticuerpo es-
pecifico para LOX mostraron que esta enzima se
expresa sobre todo en el endotelio vascular y en la
adventicia, mientras el marcaje en la capa media es
débil (fig. 2A). Asimismo, se determing el patrén de
expresion del ARNm de la LOX, la LOXL-1 y la
LOXL-2 en arterias coronarias humanas. En con-
cordancia con los analisis inmunohistoquimicos,
observamos que la LOX se expresa predominante-
mente en la adventicia frente a la capa intima/me-
dia. La LOXL-2 mostr6 un patrén similar al de la
LOX, mientras que la LOXL-1 se expresa de mane-
ra practicamente homogénea en ambas capas arte-
riales (fig. 2B).
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Las LDL disminuyen la expresion
de la LOX en células vasculares

Se analiz6 el efecto de concentraciones aterogé-
nicas de LDL (180 mg/dl) sobre el nivel de expre-
si6n de la LOX en células endoteliales. Como se ob-
serva en la figura 3A, el tratamiento de PAEC con
LDL redujo el valor de ARNm de la LOX de forma
dependiente del tiempo de incubacién con esta li-
poproteina (disminucién del 80% al cabo de 24 h).
Asimismo, en CML las LDL (100 ug/ml) disminuye-
ron la expresion de esta enzima con un patrén si-
milar al observado en PAEC (fig. 3B).

Las LDL disminuyen la expresion de la LOX en células
vasculares a través de un mecanismo transcripcional
Con el objetivo de caracterizar los mecanismos
implicados en la reduccién de la expresién de la
LOX en células vasculares, determinamos el efecto
del 5,6-diclorobencimidazol (DRB), un inhibidor de
la transcripcién. Para ello, se incubaron células
PAEC en presencia o ausencia de LDL (180 mg/dl)
durante 24 h y a continuacién se inhibi6 la trans-
cripcion con DRB (50 umol/l; tiempo 0). Los valores
de ARNm de la LOX se analizaron por Northern-
blot a distintos tiempos (0, 6, 9, 12, 16 y 24 h).
Como se observa en la figura 4A, la vida media del
ARNm de la LOX es similar en células incubadas en
presencia o en ausencia de LDL (entre 20 y 24 h),
por lo que el efecto de las lipoproteinas no puede
atribuirse a una disminuci6n en la estabilidad del
ARNm. Por otro lado, en células en las que se blo-
qued la transcripcién con DRB, la coincubacién
con LDL (180 mg/dl, 12 h) no fue capaz de reducir
la expresion de la LOX, lo que sugiere la implica-
ci6én de un mecanismo transcripcional (fig. 4B).

Mecanismos implicados en la regulacién
de la expresion de la LOX por lipoproteinas
Quisimos determinar si la esfingosina-1-fosfato
(S1P), un componente bioactivo de las lipoprotei-
nas, podia estar implicada en la regulacion de la
expresion de la LOX en células vasculares. Para
ello se incubaron células PAEC con SI1P (25-200
nmol) durante 24 h. Como se muestra (fig. 5A), la
S1P no alter6 la expresion de la LOX. Puesto que
este fosfolipido actia a través de receptores de
membrana asociados a proteinas G'>'¢, determina-
mos el efecto del bloqueo de proteinas G con TP.
En la figura 5B se observa que la preincubacién
con TP (100 ng/ml) no revierte la reduccién en los
valores de ARNm de la LOX causada por las LDL.
Finalmente, analizamos el efecto de la cloroquina
(75 uM, 24 h), un inhibidor de la hidrélisis lisoso-
mal. Como se observa en la figura 5C, la cloroqui-
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Figura 2. Patrén de expresion de la lisil oxidasa (LOX) y de otras isoenzimas de su familia en la pared vascular. A. Analisis inmu-

nohistoquimico de la expresion de la LOX en la aorta abdominal de cerdo. a) Tinci6n por tricrémico de Masson de una seccién de
aorta abdominal porcina. b) y ¢) Magnificacién de la regién indicada en a, correspondiente a la tincién por tricrémico de Masson
(b) y ala tincién de la LOX (c). Las flechas sefialan la expresion de la LOX en el endotelio y la adventicia. B. Patron de expresion de
la LOX, la LOXL-1 y la LOXL-2 en muestras de arterias coronarias humanas procedentes de 2 individuos sanos (1 y 2). Se muestra
el valor de ARNm analizado por RT-PCR en las capas adventicia e intima/media. Como control se determing el valor de ARNm de

la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

na bloqued la inhibicién de la LOX causada por las
LDL, lo que indica que la regulacién de esta enzi-
ma por LDL requiere el procesamiento lisosomal
de la lipoproteina.

Discusion

La LOX es una enzima clave en la sintesis y esta-
bilizacién de la MEX3. En los tltimos afios el ha-
llazgo de la implicaci6n de esta enzima en distintos
procesos patolégicos ha aumentado el interés por
su estudio*!™. Asimismo, el descubrimiento de la
actividad bioldgica del propéptido de LOX y de la
existencia de formas intracelulares activas de esta

enzima abre nuevas expectativas acerca de sus fun-
ciones celulares (fig. 1)>%.

Concretamente, la generacién de animales defi-
cientes en LOX ha revelado su papel clave en el de-
sarrollo y la funcionalidad del sistema cardiovascu-
lar, ya que estos animales presentan profundas
alteraciones estructurales en la pared vascular’?!.
En este contexto, nuestros estudios previos sugie-
ren la implicaciéon de la inhibicion de LOX en la
disfuncién endotelial desencadenada por factores
de riesgo aterosclerdtico®”. Los andlisis inmunohis-
toquimicos muestran una elevada expresién de la
LOX en el endotelio vascular, por lo que no es de
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Figura 3. Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) disminuyen la expresién de la lisil oxidasa (LOX) en células endoteliales y células
musculares lisas (CML). A. Determinacién del valor de ARNm de la LOX en células endoteliales de aorta porcina (PAEC) estimula-
das con LDL (180 mg/dl) durante los tiempos indicados. B. Anélisis por RT-PCR del valor de ARNm de la LOX en CML estimuladas
con LDL (100 ug/ml). Los resultados, normalizados por el gen control (GAPDH), se expresan como la media = error estandar de 3 ex-
perimentos independientes realizados por duplicado. (*p < 0,01 respecto al tiempo 0).
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Figura 4. Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) disminuyen
la expresion de la lisil oxidasa (LOX) a través de un mecanismo
transcripcional. A. Anélisis de la estabilidad del mensajero de
LOX en células endoteliales de aorta porcina (PAEC). Las célu-
las se incubaron en presencia o en ausencia de LDL (180 mg/dl,
24 h) y a continuacién se afiadié 5,6-diclorobencimidazol
(DRB) (50 umol/l). Al cabo de 0, 6, 9, 12, 16 y 24 h se analiz el
valor de expresion de la LOX mediante Northern-blot. B. Efec-
to de la incubacién de PAEC con DRB (50 umol/l) en presencia
de LDL (180 mg/dl) durante 12 h. El valor de ARNm de LOX se
determiné por RT-PCR. Se muestra una autorradiografia repre-
sentativa de 2 experimentos independientes. CT: control;
GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

extraiar que su inhibicién altere la funcién endote-
lial. En realidad, la inhibicién de la actividad LOX
lleva consigo un aumento de la permeabilidad en-
dotelial®, y, por tanto, éste podria ser uno de los
mecanismos que contribuyan a la disfuncién endo-
telial desencadenada por la hipercolesterolemia.
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Hemos observado un patrén de expresién dife-
rencial entre las distintas isoenzimas de esta familia
en la pared vascular. Andlogamente estas enzimas
presentan diferencias en su patrén de expresion ti-
sular?. Estos resultados sugieren que cada una de
ellas tendria una funcién especifica en la vasculatu-
ra. Esta hipétesis explicaria las graves consecuen-
cias sobre la viabilidad de los animales que tiene la
deficiencia de LOX, ya que este déficit no parece ser
compensado por la actividad de las demas isoenzi-
mas’. Por el contrario, los animales deficientes en
LOXL-1 son viables, aunque también presentan al-
teraciones vasculares de menor relevancia’?. En
cuanto a LOXL-2, 3y 4, se dispone de muy poca in-
formacion acerca de cuéles son sus funciones y de
su regulacion.

Las CML desempenan un papel fundamental en
el desarrollo del proceso aterosclerético. Estas cé-
lulas sintetizan activamente distintos componentes
de la MEX, de forma que la actividad LOX contri-
buirfa a su estabilizaciéon. La LOX es el isoenzima
responsable del 80% de la actividad lisil oxidasa en
CML de aorta?; por tanto, esta enzima seria clave
en la deposiciéon de la MEX en la pared vascular.
Asi, se ha sugerido que la desestructuracion de la
MEX asociada a la disminucién de la actividad
LOX en CML podria estar implicada en el desarro-
llo de aneurismas y disecciones adrticas y en la de-
sestabilizacién de la placa de ateroma®’!°. En este
contexto, la disminucién de la expresion de la LOX
por LDL en CML podria contribuir a su vez al au-
mento de la fragilidad de las placas. No en vano, la
LOX controla la actividad transcripcional del cola-
geno I, Ademas, la inhibicién de LOX llevaria
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Figura 5. Mecanismos implicados en la regulacién de la lisil oxidasa (LOX) por lipoproteinas de baja densidad (LDL). A. Autorra-
diografia representativa del analisis por RT-PCR del efecto de la esfingosina-1-fosfato (S1P) (25-200 nmol; 24 h) sobre el valor de
ARNm de LOX en células endoteliales de aorta porcina (PAEC). B. Las PAEC se preincubaron durante 18 h con toxina pertusica
(TP; 100 ng/ml) y a continuacién se incorporaron las LDL (180 mg/dl) durante 24 h mas. El valor de ARNm de LOX se determiné
por RT-PCR. Se muestra una autorradiografia representativa de 2 experimentos independientes. C. La cloroquina previene la dis-
minucién de la expresion de la LOX causada por las LDL. Analisis del valor de ARNm de LOX determinado por RT-PCR en células
musculares lisas (CML) estimuladas con LDL (100 ug/ml) en presencia o ausencia de cloroquina (CLOR; 75 uM, 24 h). Los resulta-
dos se normalizaron por el gen control (GAPDH) y se expresan como media + error estandar (*p < 0,05 respecto al colesterol total).
Se muestra una autorradiografia representativa de 3 experimentos realizados por duplicado.

consigo un incremento en las formas més solubles
de colageno, altamente susceptibles a la degrada-
cién por metaloproteinasas®. Por tanto, a través de
distintos mecanismos, la inhibicién de la LOX en
CML causarfa un debilitamiento de la MEX que
podria facilitar la rotura de la placa de ateroma.
Los resultados de los ensayos con DRB descartan
que las LDL estén alterando la estabilidad del mensa-
jero de LOX y corroboran los datos obtenidos por
otros autores en CML y fibroblastos en quiescencia,
en los que la vida media de este ARNm es igualmente
larga?®?7. Asimismo, estos experimentos sugieren que
la disminucién de la expresién de la LOX causada
por LDL se produce a través de un mecanismo trans-
cripcional. Previamente habiamos descrito que las
LDL son capaces de reducir la concentracién de la
sterol-regulatory binding protein-2 (SREBP-2) en célu-
las endoteliales®. No obstante, no hemos podido
identificar ningtin elemento de regulacién por este-
roles (SRE) en el promotor de la LOX, y la inhibicién
del catabolismo de los SREBP no es capaz de revertir
el efecto de las LDLE, lo que descarta la implicacion
de este factor de transcripcién. Junto a SREBP-2, las

LDL son capaces de modular la activacién de un
gran numero de factores de transcripcién, CREB (cy-
clic-AMP response element binding protein) y AP-1 en-
tre otros?®?. Sin embargo, no se ha llevado a cabo
una caracterizacion de los elementos funcionales del
promotor de LOX y, por tanto, se requieren estudios
que analicen en profundidad los mecanismos trans-
cripcionales de regulacion de este gen.

Las LDL acttian como transportadores de fosfo-
lipidos biol6gicamente activos entre los que desta-
ca la S1P*. Este fosfolipido es responsable de al-
gunas de las acciones inducidas por las LDL en
células vasculares®! y ejerce potentes efectos sobre
proliferacién, diferenciacién, migracién, apopto-
sis y adhesion celular a través de la activacién de
receptores especificos acoplados a proteinas G
(fig. 6)!>1¢. Sin embargo, la S1P no altera la expre-
sién de la LOX y la inhibicién de proteinas G con
TP es incapaz de revertir el efecto de las LDL, lo
que nos lleva a descartar esta via en la regulacién
de LOX. Por el contrario, la cloroquina, que blo-
quea el catabolismo de las LDL en el lisosoma,
previene la reduccion en los valores de expresion
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Figura 6. Esquema de los mecanismos implicados en la regulacién de lisil oxidasa (LOX) por lipoproteinas de baja densidad (LDL).
Se muestra la captacién de las LDL a través del del receptor de las LDL (LDLR) y su procesamiento (1). Se desconoce qué compo-
nente y via de transduccion de seiiales lleva consigo la inhibicién de la transcripcion de LOX y el consiguiente descenso en su valor
de ARNm (2). Se descarta la participacion de la esfingosina-1-fosfato (S1P) y, por tanto, de la activacion de sus receptores especifi-
cos acoplados a protefnas G en la modulacién de la LOX (3). Se indican los procesos bloqueados por la cloroquina y la toxina per-
tusica (TP). ERK: extracellular signal-regulated kinase; FT: factor de transcripcion. PI3K: fofatidi linositol 3 cinasa.

de la LOX causada por estas lipoproteinas. La en-
docitosis a través del receptor de las LDL (LDLR)
y otras vias de captacién, como la internalizacién
via lipoprotein lipasa, siguen la ruta lisosomal3>3,
Sin embargo, la via dependiente del LDLR es mu-
cho mas sensible a la cloroquina®, lo que sugiere
que la regulacién de LOX por LDL requeriria su
captacion por este receptor.

En resumen, los resultados de este estudio nos
han permitido determinar el patrén de expresién
de las isoenzimas de la familia de LOX en la pared
vascular y muestran que la regulacion de la expre-

120 Clin Invest Arterioscl. 2007;19(3):113-21

sién de la LOX por LDL en células vasculares de-
pende de su procesamiento lisosomal. Estos datos
sugieren la importancia de la regulacién vascular
de la LOX en la aterosclerosis, aunque se requieren
nuevos estudios que permitan definir con precisién
cudl es el papel de esta enzima en la formacién y
progresion de la placa.
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