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RESUMEN
La lipoxigenasa en el reino vegetal. |. Propiedades

Las lipoxigenasas constituyen una familia de enzimas que contienen
hierro no heminico y que estan ampliamente distribuidas en el reino
vegetal. Poseen, respecto a la mayoria de las propiedades, una conducta
bastante uniforme, pero exhiben alguna diferencia, por ejemplo en rela-
cion a la especificidad de sustrato y producto. En esta primera parte se
da un breve repaso a las propiedades que poseen las lipoxigenasas
vegetales, comparandolas con las lipoxigenasas animales donde fuera
necesario.

PALABRAS-CLAVE: Acido graso poliinsaturado - Informacion (arti-
culo) - Lipoxigenasa - Metabolismo lipidico.

SUMMARY
Lipoxygenase in the plant kingdom. |. Properties.

Lipoxygenases are a family of related nonheme iron-containing enzy-
mes that are widely distributed in plants. They own a uniform behaviour
with respect to most properties but they exhibit some diversity, for instan-
ce in relation to their substrate and product specificity. This first part give
a brief survey of plant lipoxygenases properties, comparing where necce-
sary plant enzymes with animal lipoxygenases.

KEY-WORDS: information (paper) - Lipid metabolism - Lipoxygenase
- Polyunsaturated fatty acid.

1. INTRODUCCION

En el reino vegetal operan fundamentalmente cuatro
sistemas enzimaticos para la modificacion oxidativa de
los acidos grasos: o-oxidacién, B-oxidacion, w-oxidacién
y ruta de la lipoxigenasa (LOX). En general, se puede
decir que los tres primeros carecen de una especificidad
de sustrato, mientras que el sistema LOX presenta una
clara especificidad, siendo exclusivo para &cidos grasos
poliinsaturados con estructura Z,Z-1,4-pentadieno.

El interés inicial por el estudio de este enzima estuvo
marcado por sus implicaciones tecnolégicas. André y Hou
(1932) pusieron de manifiesto en soja la existencia de un
“factor” sensible a la temperatura que causaba olores no
deseables; en 1934, Haas y Bohn presentaron una pa-
tente para el blanqueamiento de los pigmentos presentes
en harina de trigo; al comienzo de la década de los cua-
renta se demostré que en ambos casos el causante de
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los efectos era el enzima LOX (Sumner y Sumner, 1940).
Unos anos més tarde, Theorell (1947) consiguid por vez
primera purificar y cristalizar el enzima. Durante esta dé-
cada también fueron identificados como hidroperéxidos
los productos de oxidacion de los acidos grasos poliinsa-
turados (Bérgstrom, 1945), y posteriormente Privett et
al., (1955) procedieron a su completa caracterizacién. El
siguiente gran logro fue llevado a cabo por Chan (1973),
al demostrar la presencia de un atomo de hierro por
molécula de enzima, desautorizando todas las teorias
que se habian dado hasta entonces sobre el mecanismo
de reaccién de la LOX basadas en la ausencia de grupo
prostético. Finalmente, dentro de este breve recorrido his-
torico, merece destacarse que en los Ultimos cinco afos
se ha llevado a cabo la determinacién de las estructuras
primarias de los isoenzimas de LOX de soja (Shibata et
al., 1987, 1988), y actualmente se espera la conclusion
de la determinacién de la estructura espacial (Stallings et
al., 1990; Steczko et al., 1990) que quizas podria dar una
explicacion satisfactoria de los mecanismos de accién.

Frente al nivel de conocimientos que se tiene sobre el
mecanismo de reaccion enzimatico de la LOX y la carac-
terizacién de sus productos, destacan las lagunas en la
comprension del papel fisiolégico de este enzima en plan-
tas. Sin embargo, una conclusién bastante clara parece
deducirse del esfuerzo realizado hasta ahora, y es que
no existe una Unica funcion fisioldégica para LOX en el
reino vegetal. Probablemente, la LOX tiene una funcién
general en respuesta a requerimientos de la planta me-
diante la sintesis de hidroperdxidos de acidos grasos po-
linsaturados, que actuarian como intermediarios “llave”
para un nUimero de rutas metabdlicas divergentes. De
esta forma, la ruta de la LOX en plantas podria ser simi-
lar a las rutas de la LOX y ciclooxigenasa de animales,
donde el hidroperdxido o endoperdxido formado por es-
tos enzimas son transformados en leucotrienos, prosta-
glandinas, prostaciclinas y tromboxanos, dependiendo de
la naturaleza del estimulo celular. Estos metabolitos de-
muestran una poderosa actividad reguladora en mamife-
ros (Samuelsson et al., 1987; Schewe et al., 1986).

El propdsito de esta primera parte del trabajo es el de
revisar el estado actual de conocimientos existentes so-
bre la LOX en el reino vegetal, haciendo paralelamente
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referencia a la LOX en el reino animal. En la segunda
parte se recogeran los posibles papeles fisiolégicos asig-
nados a cada uno de los metabolitos resultantes de la
cadena enzimatica degradativa de &cidos grasos poliin-
saturados denominada ruta de la LOX.

2. LA REACCION ENZIMATICA Y MEDIDA DE LA
ACTIVIDAD LIPOXIGENASA

La LOX (linoleato: oxigeno oxidoreductasa, EC
1.13.11.12) es un tipo de dioxigenasa que cataliza la
incorporacién de oxigeno molecular en moléculas que
contengan un sistema Z,Z-1,4-pentadieno, de acuerdo
con la siguiente reaccién (Galliard y Chan, 1980):

4 4
R-CH=CH—CH2—CH=CH"R’

0 1ipoxigenasa

CIJOH E z ’
R-CH-CH=CH-CH=CH-R

+
OOH

z |
R—CH:CH-CH:CH-CH—R’

Los sustratos especificos para LOX son acidos gra-
sos poliinsaturados con estructura Z,Z-1,4-pentadieno. Los
mas comunes con este tipo de estructura, dentro del
reino vegetal, son los &cidos linoleico (C18:2, w-6) y lino-
Iénico (C18:3, »-3), mientras que en animales es el acido
araquidénico (C20:4, o-6), aunque otros acidos grasos
con esta estructura son también sustratos efectivos de
LOX en grado variable. Normalmente, pero no siempre,
el oxigeno es incorporado en el acido graso en la posi-
cién w-6 u w-10. El producto de la reaccién es un hidro-
peréxido conjugado ya que el doble enlace Z atacado por
el oxigeno se traslada para entrar en conjugacion con el
doble enlace Z vecino. En este proceso, el doble enlace
que migra asume una configuracién E. El carbono que
soporta el grupo hidroperoxido, ya sea -6 u ®-10, tiene
una estereoconfiguracién S.

Teniendo en cuenta los compuestos que entran a for-
mar parte de la reaccién enzimatica, se recomiendan fun-
damentalmente tres métodos de medida de la actividad
LOX:

1. Medida del consumo de oxigeno mediante electro-
do tipo Clark. El electrodo de oxigeno es el método mas
usado, reemplazando a los anteriores métodos manome-
tricos. El método polarografico es rapido, sensible y es-
pecifico, pero es interferido por reacciones secundarias
que conlleven oxidacion, por lo que las medidas deben
ser corregidas o bien eliminados los causantes de dichas
reacciones.
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2. Medida espectrofométrica de la formacién de die-
nos conjugados (Axelrod et al., 1981). Los hidroperéxi-
dos procedentes de la oxidacién enzimatica presentan
un croméforo caracteristico que absorbe a 234 nm con
un coeficiente de extincién molar de = 25.000 (Verhagen
et al., 1977). Asi, su formacién puede ser seguida de
forma continua en mezclas épticamente transparentes o
de forma discontinua por extraccién con disolventes (Su-
rrey, 1964). El procedimiento es especifico y particular-
mente {til para enzimas purificadas, teniendo un valor
limitado en extractos crudos debido a absorciones que
pueden interferir o a reacciones secundarias de los hi-
droperdxidos que resultan en una destruccién del cromé-
foro.

3. Cuantificacién de los productos de reaccién mar-
cados que provienen de sustratos marcados radioactiva-
mente con 14C o 3H, después de su separacién median-
te cromatografia en capa fina o liquida de alta presién.
Este método tiene como principales ventajas una alta
sensibilidad, la posibilidad de medir actividad LOX en
sistemas complejos tales como sistemas de células in-
tactas y, quizas la méas importante, la medida de la este-
quiometria de la reaccién (Berkeley y Galliard, 1976). Por
el contrario, aparte de ser un método laborioso, no per-
mite realizar estudios cinéticos precisos.

El problema mas importante que se encuentra en la
medida de la actividad LOX es lograr una buena disposi-
cién de los acidos grasos utilizados como sustrato, dada
su escasa solubilidad en agua. Los pHs 6ptimos de acti-
vidad de LOX en la mayoria de los casos se sitian entre
55y 7,0, y a estos valores de pH, las dispersiones de
acidos grasos son inestables, formando agregados multi-
moleculares, incluyendo dimeros y micelas. Para paliar
en lo posible este problema, se suelen utilizar los sustra-
tos como sales amdnicas, sédicas o potasicas, con o sin
la ayuda de emulsionantes (Tween-20, Triton X-100, etc.).
Sin embargo, es dificil obtener una buena reproducibili-
dad de las proporciones de sustratos, experimentéandose
algunas variaciones en la concentracién aparente de és-
tos.

3. DISTRIBUCION DE LA LIPOXIGENASA
3.1. Reino vegetal

Es un hecho bien conocido que LOX es un enzima
ampliamente distribuido en plantas superiores, no exis-
tiendo una localizaciéon en drganos concretos de éstas.
Hasta los afos 60 se creia que este enzima era propio
solo de semillas de leguminosas y ciertos cereales (Tap-
pel, 1963). A partir de esta década comenzaron a surgir
trabajos con grandes listas de plantas que dieron resulta-
dos positivos en la determinacién de actividad LOX (Axe-
Irod, 1974; Eskin et al., 1977; Galliard, 1978; Timm, 1978;
Rhee y Watts, 1966; Pinsky et al., 1971). La afirmacion
de Axelrod (1974) en el sentido de que la no deteccién
de actividad LOX en una planta determinada probable-
mente refleja un método de deteccién insensible o poco
fiable podria ser correcta dada la amplia distribucién ya

http://grasasyaceites.revistas.csic.es



Vol. 43 Fasc. 4 (1992)

demostrada en el reino vegetal. Por otra parte, la exis-
tencia de inhibidores de LOX en los extractos crudos,
tales como clorofila (Cohen et al,, 1984) o a-tocoferol
(Grossman y Waksman, 1984) complicarian la deteccién
de actividad LOX en extractos vegetales.

Localizacion a nivel de érganos de la planta

En las plantas, el enzima LOX no se encuentra confi-
nado en un érgano en particular (Galliard y Chan, 1980).
Su presencia se ha confirmado en raices, cotiledones,
hipocotilos, flores y hojas, y aun dentro de una misma
planta, la actividad enziméatica puede variar ampliamente.
Asi por ejemplo, en colza la actividad es alta en sus
flores y baja en hojas y frutos (Pinsky et al, 1971).

En los ultimos afos, se han puesto a punto técnicas
muy sofisticadas con el fin de establecer la localizacion
precisa de LOX entre los 6rganos de la planta y entre los
distintos tipos de células. En este sentido, Vernooy-Ge-
rritsen et al., (1983) desarrollaron una técnica de tefido
inmunofluorescente a partir de anticuerpos de isoenzi-
mas de LOX de soja. Su aplicacién a distintas partes de
plantulas de soja, demostro la existencia de LOX en prac-
ticamente todas las células de la planta a lo largo de la
germinacion. Esta casi ubicuidad hace dificil poder ex-
traer conclusiones significativas sobre la o las posibles
funciones fisiolégicas del enzima LOX. Actualmente se
preparan sondas moleculares en base a las regiones de
la secuencia de aminoacidos que se conservan en las
moléculas de LOX. Estas se convertirdn en un instru-
mento ideal para la deteccién de LOX en otros materia-
les biologicos (Altschuler et al., 1989).

Localizacion subcelular

Se han realizado multitud de intentos con el fin de
establecer la localizacién subcelular precisa de LOX, ob-
teniéndose en general unos resultados ambiguos y con-
flictivos.

En los tejidos fotosintéticos de hoja hay evidencias
que apuntan a la existencia de LOX asociada a la frac-
cion cloroplastica, apareciendo una mayor actividad LOX
en plastidios que en cloroplastos maduros (Douillard y
Bergeron, 1978 y 1979). Sin embargo, esta interpreta-
cién no considera el efecto inhibidor de la clorofila sobre
la actividad LOX demostrado por Cohen et al. (1984). Es
posible que los cloroplastos maduros, en su estado nati-
vo, tengan una alta actividad LOX, pero las altas concen-
traciones de clorofila que alcanzan en la madurez redu-
cen la actividad LOX in vitro. Por otra parte, Grossman et
al. (1972) demostraron en alfalfa que LOX estaba asocia-
da tanto a cloroplastos como a mitocondrias, encontran-
dose asimismo en el citoplasma. Vernooy-Gerritsen et al.
(1984) demostraron mediante el uso de la técnica de
inmunofluorescencia la presencia de LOX en el citoplas-
ma de células del parénquima de almacén de los cotile-
dones de soja, al igual que en la epidermis del cotileddn
y en las células del parénquima de hojas jévenes, con la
diferencia de que en éstos se encontraba cerca de los
lugares donde las vacuolas iban a formarse. Asimismo,
estudios sobre guisantes en germinaciéon muestran que
una gran proporcién de la actividad LOX en la parte aé-
rea de la planta se encuentra en el estroma cloroplastico,
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mientras que en las raices, LOX se encuentra asociada
presumiblemente a vacuolas (Wardale y Galliard, 1977).
Asi pues, las evidencias sobre la localizacién subcelular
son de tan poca ayuda como al distribucién en los distin-
tos tejidos de la planta antes comentada.

3.2. Reino animal

La existencia de LOX en tejidos animales fue bastan-
te cuestionada cuando empezaron a aparecer trabajos
que afirmaban la existencia de este enzima en todo el
reino vegetal, y esto era debido fundamentalmente a la
creencia general de que la peroxidacién lipidica en ani-
males era exclusivamente debida a los omnipresentes
enzimas heminicos (Boyd y Adams, 1955; Tappel, 1963).
La reveladora investigacion sobre prostaglandinas lleva-
da a cabo a mediados de los 70, condujo al descubri-
miento de actividad LOX en plaquetas (Hamberg y Sam-
muelson, 1974; Nugteren, 1975; Ho et al., 1977), leucoci-
tos (Borgeat et al., 1976) y reticulocitos de conejo (Schewe
et al, 1975). A partir de entonces, se ha encontrado
actividad LOX en diferentes tejidos de 6rganos animales
como testiculos (Grossman et al., 1979), piel (Ruzicka et
al., 1983) y tejido pulmonar (Yokoyama et al., 1983), asi
como en una amplia variedad de tipos de células (Samuel-
sson et al., 1987).

4. PROPIEDADES DEL ENZIMA LIPOXIGENASA

La semilla de soja, una fuente relativamente rica de
LOX, ha sido y es el material biolégico mas utilizado para
los estudios enzimolégicos de LOX. Actualmente, se con-
sidera que soja contiene cuatro isoenzimas, L-1, L-2, L-
3a y L-3b (Axelrod, 1974; Axelrod et al., 1981), aunque
los dos Ultimos son tan similares en comportamiento y
composicién que normalmente se consideran como uno
solo, L-3, en el que se habrian producido ciertas modifi-
caciones postranscripcionales. En base a sus propieda-
des, los isoenzimas de LOX de soja se suelen agrupar
en los tipos |y Il. En el primero se incluye el isoenzima L-
1, denominado basico en funcion de su pH 6ptimo de 9,
y en el tipo Il se incluyen los tres restantes isoenzimas
acidos, con pH o6ptimo entre 5,8-6,2 (Galliard y Chan,
1980). Todos ellos presentan un atomo de hierro no he-
minico por molécula y una composicién en aminoacidos
con cierta similitud. Asi, L-1 se compone de 838 residuos
de aminoacidos con un peso molecular de 94.038 dal-
tons. Los valores correspondientes para L-2 son 865 re-
siduos y un peso molecular de 97.035, y para L-3 son
859y 96.541.

Parece existir una buena concordancia entre un gran
numero de autores sobre el papel que la cisteina podria
jugar en la actividad LOX. El trabajo mas exhaustivo en
este sentido fue el realizado por Spaapen et al., (1980).
Shibata et al. (1988) demuestran que de los 4, 5y 7
residuos de cisteina presentes en L-1, L-2 y L-3 de soja
respectivamente, solo dos en posiciones 157 y 520 pare-
cen ser coincidentes en los tres isoenzimas. Por otra
parte, en los tres isoenzimas se localiza una regién de 40
aminoéacidos con un alto nivel de identidad que presenta
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6 histidinas, de las cuales cuatro serian ligandos del ato-
mo de hierro por sus atomos de nitrégeno, adoptando
una disposicién planar. La histidina es un ligando comun
del hierro en proteinas no heminicas tales como transfe-
rrina y catecol oxidasa. Asimismo, esta regién conserva
cerca de las histidinas proximal y distal sendos residuos
de tirosina, los cuales también podrian ser ligandos del
hierro. Klein et al. (1985) demostraron la existencia de
dos residuos de triptéfano esenciales en el sitio activo
del enzima tanto para la oxidacién del acido linoleico
como para la actividad cooxidativa de pigmentos, activi-
dad que presentan algunos isoenzimas de LOX.

Es interesante mencionar que sélo uno de los dos
residuos de cisteina que se conservan posicionalmente
en los tres isoenzimas esta localizado cerca de la regién
de histidinas vy tirosinas. Este esta implicado en la activi-
dad enzimatica, como lo demuestran los tratamientos con
compuestos alquilmercuricos que dan lugar a interferen-
cias de tipo estérico o eléctrico con el sitio catalitico de
LOX.

LOX de animales es similar a LOX de plantas en su
actividad enzimatica primaria y especificidad general por
sustratos que contienen un sistema pentadieno. Todos
los estudios realizados hasta ahora, indican la presencia
de un atomo de hierro que necesita ser activado por
hidroperdxido al igual que en plantas. El peso molecular
oscila entre 68.000 y 100.000 daltons. Todavia no se ha
conseguido la secuenciacién completa de aminoacidos
de ninguna LOX de procedencia animal como la ya reali-
zada en soja, pero en principio, la secuenciacion parcial
de LOX-15 de reticulocito de conejo (Thiele et al., 1987)
no parece mostrar una homologia significativa con LOX
de soja.

Las propiedades inmunologicas de isoenzimas LOX
de plantas han sido comparadas por varios grupos de
trabajo. De esta forma, se ha demostrado una gran simi-
litud tanto de la estructura general de los enzimas como
de la estructura de los sitios activos en materiales biold-
gicos tan diversos como soja, patata, y berenjena (Trop
et. al., 1974). Sin embargo, se ha encontrado que LOX
en tejidos de soja recién diferenciados como raices, hi-
pocaotilos y hojas son inmunolégicamente distintos de LOX
procedentes de semillas de la misma planta, no reaccio-
nando con anticuerpos de L-2 en ensayos de doble difu-
sién (Peterman y Siedow, 1985).

5. PROPIEDADES DE LA REACCION ENZIMATICA
5.1. Mecanismos de reaccion

El hierro desempefna un papel esencial dentro de la
accioén catalitica de LOX. Cada molécula de LOX de soja
contiene un atomo de hierro que alterna entre los esta-
dos de oxidacion Fe(ll) y Fe(lll) durante el proceso catali-
tico. Una de las caracteristicas de la reaccion enzimatica
es el periodo inicial de induccion que es solo evitado
cuando se anade hidroperoxido al medio de reaccion.
Para explicar esto, Vliegenthart et al. (1982) consideran
la existencia de dos poblaciones del enzima, una que
contiene Fe(ll) alto spin y otra Fe(lll) alto spin. Estudios
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de EPR y espectroscopia Méssbauer muestran que LOX
en estado nativo estd predominantemente en la forma
Fe(ll), conteniendo aproximadamente un 1% de Fe(lll)
(Slappendel et al., 1981; Draheim et al., 1989; Dunham
et al., 1990).

LOX se puede presentar in vitro en dos formas dife-
rentes. La forma amarilla, que se encuentra al afadir un
equivalente molar de 13-hidroperdxido del &cido linolei-
co, muestra al igual que el enzima nativo un periodo
inicial de induccién en la reaccion de oxigenacién. Al
anadir un exceso de hidroperéxido, el enzima pasa a la
forma purpura. Esto es debido a la formacién de un com-
plejo entre el enzima amarillo y el hidroperéxido. El enzi-
ma puUrpura parece mostrar alrededor del atomo de hie-
rro un ambiente rombico, mientras que el enzima amari-
llo es predominantemente axial (Slappendel et al., 1981),
postulandose la idea de que el enzima purpura es la
forma activa durante la reacciéon enzimatica.

La mayoria de los isoenzimas de LOX son regio y
esterecespecificos en el lugar de ataque del oxigeno, de
esta forma, y con muy pocas excepciones, forman 13S-
0 9S-hidroperdxidos. Otros isoenzimas, como L-2 de soja,
se caracterizan por una menor regio y estereoespecifici-
dad, dando lugar a mezclas racémicas de 9R-, 9S-, 13R-
y 13S-hidroperdxidos.

La peculiaridad que ciertos isoenzimas de LOX pre-
sentan de formar dos productos dpticamente activos, 13S-
y 9S-hidroperdxidos, se debe aparentemente a la doble
posibilidad de posicién que puede adoptar el acido graso
en el sitio activo del enzima (Gardner, 1989), es decir
orientacién de cabeza a cola o viceversa (Kihn et al.,
1986; Funk et al., 1987). De esta forma, el ataque del

0z,

(RIR' RIR)

R= CHg(Cth‘-
R'= —{CH,);COH

Figura 1
Oxidacion del acido linoleico a 9S- o 13S-hidroperdxido dependiendo de
su orientacion cabeza-cola o viceversa (adaptado de Gardner, 1989)
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oxigeno es idéntico para la formacién del 13S-y 9S-
hidroperdxido, segln se oriente el acido graso. Asimis-
mo, la abstraccién de hidrégeno por LOX, primer paso de
la reaccién de oxigenacién y paso limitante de la veloci-
dad, es estereoespecifica, siendo espacialmente idéntica
en ambas orientaciones del &cido graso. La oxidacién del
acido linoleico a 13S-hidroperéxido conlleva la liberacion
del hidrégeno proS- del metileno bis-alilico, mientras que
la formacién del derivado 9S-es debida a la liberacion del
hidrégeno pro-R.

En experiencias llevadas a cabo con L-1 de soja se
ha encontrado que la proporcién de derivados 9Sy 135S
producidos depende fuertemente del pH. Asi, el 9S-hi-
droperdxido no es formado enzimaticamente cuando el
acido linoleico esta en forma anidnica a pH alto, pero se
encuentra a medida que el pH de reaccién baja. Se de-
duce de estos datos que el anion linoleato sélo puede
adoptar una orientaciéon en el sitio activo dando lugar
exclusivamente a 13S-hidroperdxido, pero a pH mas bajo,
el acido linoleico puede entrar en el sitio activo en cual-
quiera de las dos posiciones dando lugar consiguiente-
mente a ambos productos (Gardner, 1989).

Desde la aparicion de las primeras publicaciones so-
bre LOX en plantas, numerosos mecanismos de reaccion
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se han propuesto para explicar cada una de las caracte-
risticas de este enzima. El mecanismo enziméatico méas
aceptado en la actualidad (Ludwig et al., 1987) postula
que LOX nativa contiene Fe(ll) alto spin, no heminico, en
el sitio activo, que es activado por el producto de reacc-
cién para dar lugar a Fe(lll) alto spin. De esta forma se
explica la existencia de un periodo de induccién y de una
actividad hidroperoxidasa. El Fe(lll) oxida al sustrato para
dar lugar a un radical pentadienilo y un protén, reducién-
dose el hierro a la forma Fe(ll). El siguiente paso corres-
ponde al ataque del oxigeno para dar lugar a un radical
peroxilo. Aparentemente, ésta es la especie que es redu-
cida por Fe(ll) para dar el anién peroxilo y la consiguien-
te oxidacién del hierro a la forma Fe(lll) completando el
ciclo.

Cuando existe una concentracion de oxigeno baja, se
produce una actividad enziméatica anémala llamada hi-
droperoxidasa o simplemente ciclo anaerobio del enzima
(Petersson et al., 1987); Ludwig et al., 1987). En éste, el
radical pentadienilo no completa el ciclo reaccionan-
do con oxigeno, sino que es liberado del enzima cerran-
dose el ciclo por reaccidén del Fe(ll) con el hidroperéxi-
do para liberar un radical alcoxi y un i6n hidroxilo. Es
por ello que la concentraciéon de oxigeno puede determi-

reacciones
de
LOOH cooudac1on acidos oxodienoicos
LOOH E-I-‘e (11) dimeros
pentano
\'LO- + OH™
E-Fe(11) CTC0 g pe(1II) Loo~ —H o LOOH
nativo ANAEROBIO activo
A
L- Ht
L E-l'-‘e(II) LOO™-
CICLO :
AEROBIO E-Fe(III)

<TA

reacciones
de
cooxidacion

Figura 2

E Fe(II)/

Mecanismo enzimatico de lipoxigenasa en condiciones aerdbicas y anaerdbicas (adaptado de Ludwig et al., 1987)

nar la proporcién de actividades dioxigenasa/hidroperoxi-
dasa del enzima. La principal consecuencia de la libera-
cion de radicales es la pérdida de regio y estereoselecti-
vidad en la formacién de los productos. Las distintas es-
pecificidades publicadas por diferentes autores para los
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mismos isoenzimas pueden ser debidas, por tanto, a la
competicion existente entre las actividades dioxigenasa e
hidroperéxidasa, ya que estos autores emplean diferen-
tes concentraciones de oxigeno en la reaccién enzimati-
ca.
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Aunque en principio este ciclo se propuso para enzi-
mas tipo | (segln Galliard y Chan, 1980), también es
perfectamente aplicable a las LOX tipo Il pero con algu-
nas variaciones. Asi, bajo las condiciones de pH éptimo
para enzimas del tipo Il (5,5-7,0), los radicales son mas
facilmente liberados del enzima que en el caso de LOX
tipo |. Esto explicaria por qué LOX tipo Il produce altas
proporciones relativas de compuestos carbonilicos (ceto-
dienos) en condiciones aerobicas. Este esquema es tam-
bién consistente con la observaciéon de que LOX tipo Il

W

hidrofébico

B

R=0". OH OCH,

Figura 3
Modelo de sitio activo que muestra la similitud de la abstraccion de Hy
oxidacion de moléculas de sustrato orientadas de forma opuesta.
A. Ataque inicial del O, y transferencia electrénica desde la olefina, via el
Fe activo, a un aminoacido que actiia como aceplor electrénico.

B. Reaccion completa (adaptado de Gardner, 1989).
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produce aproximadamente iguales cantidades de 9-y 13-
hidroperéxido, con configuraciones R o S también en las
mismas proporciones (Van Os et al., 1979).

Gardner (1989), a partir de la informacién que se en-
cuentra en la literatura y de sus propias experiencias
propone un modelo de sitio activo segun el cual, LOX
funcionaria basicamente como un ciclo redox entre la
forma férrica de alto spin y ferrosa también de alto spin,
alimentado por la oxidacién de sustrato y la reduccién del
radical peroxilo resultante (Petersson et al., 1987; Ludwig
et al., 1987). Los cuatro ligandos en disposicién planar
del hierro estan ocupados por nitrégeno imidazélico (Na-
varatnam et al., 1988) y los dos ligandos axiales serian
activos para el transporte electrénico entre sustrato y oxi-
geno/radical peroxilo. Dada la tendencia que tienen las
olefinas para complejar con hierro (Corey et al., 1986;
Corey y d’Alarco, 1986), se sugiere que la olefina adop-
taria una posicién axial en la esfera de coordinacion del
hierro, hipotetizadndose asimismo la existencia de una in-
teraccion hidrofdbica sustrato-proteina. Corey et al. (1986)
postularon un mecanismo de abstraccién de hidrégeno
del metileno bis-alilico que involucra a una base de Lewis
que forma parte de LOX. La forma férrica del enzima
acepta un electrén del doble enlace, lo que da lugar a
una desprotonacién del metileno bis-alilico vecino por di-
cha base. La transferencia electrénica desde la forma
ferrosa de LOX al oxigeno es mas enigmatica, pero
se puede asegurar que el oxigeno no coordina al hie-
rro, implicando que la acciéon de LOX es simplemente la
de activar el sustrato y que la transferencia electrénica
estd mediada por un componente proteico que provo-
ca la oxidacion estereoespecifica de carbonos lejanos.
Entre los candidatos para esta transferencia electrénica
se propone a los aminoacidos metionina (Zakut et al.,
1976), tirosina (Cohen et al., 1985) y cisteina (Spaapen
et al.,, 1980). Por otra parte, Finazzi-Agré et al (1973)
también propusieron al triptéfano como posible implicado
en el paso de oxidacién o, al menos, su probable situa-
cion en las cercanias del sitio de ataque del oxigeno, ya
que la intensidad de fluorescencia de LOX, atribuida a
este aminoéacido, sufre alteraciones durante la reaccion
enzimatica.

5.2. Reacciones de cooxidacion

LOX debe su nombre original, caroteno oxidasa, a su
capacidad para oxidar carotenos y otros pigmentos, des-
cubierta antes que sus propiedades oxidantes de acidos
grasos poliinsaturados por lo que es mas conocida en la
actualidad. Hoy dia se sabe que LOX es una parte inte-
grante del proceso, pues para que la cooxidacién del
pigmento tenga lugar se necesita la presencia tanto del
acido graso como del enzima.

Los distintos isoenzimas de LOX presentan distinta
efectividad en la catélisis de la reaccién cooxidativa, exis-
tiendo cierta confusion en si son mas efectivos individual-
mente o en combinacién por un proceso sinergista. Bajo
condiciones aerdbicas L-1 de soja tiene un bajo potencial
cooxidativo, pero en condiciones anaerdbicas es un fuer-
te agente cooxidante en presencia de acido graso e hi-
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droperéxido (Axelrod, 1974; Klein et al., 1984). Los resul-
tados obtenidos por Klein et al. (1984) parecen sugerir
que el complejo E-Fe(ll) L. del ciclo anaerobio de LOX es
el verdadero agente oxidante de pigmentos y no los radi-
cales alquilo, alcoxi o peroxilo, que también se forman en
dicho ciclo.

A lo largo del tiempo se ha pensado que los radicales
libres son los responsables del blanqueamiento de los
pigmentos durante la reaccion de LOX. Puesto que los
radicales libres son producidos en gran cantidad durante
la reaccién anaerdbica, la efectividad de un determinado
isoenzima de LOX para provocar dicho blanqueamiento
de pigmentos depende en parte de su capacidad para
participar en el ciclo anaerobio, ya que en éste se libera
el radical antes de reaccionar con el oxigeno. Asi, L-1 de
soja puede ser alterada quimicamente por modificacién
de sus grupos sulfhidrilos con yoduro metilmercurico
(Grossman et al.,, 1984) de modo que, en condiciones
aerodbicas, provoca el blanqueamiento de pigmentos igual
que el enzima no modificado en condiciones anaerébi-
cas. Esto sugiere que la modificacién quimica de los gru-
pos sulfhidrilos de L-1 de soja provocaria un aumento de
la disociacién de los radicales del complejo enzimatico
antes que éste reaccione con el oxigeno.

Es my probable que existan diferentes mecanismos
de cooxidacién dependiendo de la naturaleza del pig-
mento. Hildebrand y Hymowitz (1982) sugieren que los
mecanismos de blanqueamiento de clorofilas y carotenos
son diferentes. Mediante el uso de antioxidantes como el
2,6-dit-t-butil-4-hidroxitolueno (BHT), se ha podido com-
probar que hay un primer tipo de cooxidaciéon mediante
radicales libres que se disocian del enzima, como es el
caso de la cooxidaciéon de clorofilas, y un segundo tipo
que lleva a cabo el proceso de cooxidacion por radicales
unidos al enzima por el sitio catalitico (Regdel et al.,
1985).

Otras propiedades cataliticas:

LOX muestra otras propiedades enziméticas como son
el intercambio de oxigeno y la doble oxigenaciéon. Me-
diante el uso de 180 se ha comprobado un proceso de
intercambio de oxigeno en el hidroperoxido que ocurre
con la participacién del enzima, ya que existe una reten-
cién de la estereoconfiguracion, cosa que no ocurriria en
el caso de un fenédmeno quimico (Matthew y Chan, 1983).
Por lo tanto, LOX podria catalizar reacciones del tipo:

-H

LOOH+&—— OO+ —— L+ 0,

Cuando se utilizan como sustrato acidos grasos con
mas de dos dobles enlaces, como el acido araquidénico,
la oxigenacién puede ocurrir dos veces en la misma mo-
lécula (Bild et al., 1977). Asi, se han identificado deriva-
dos del acido araquidénico con dos grupos hidroperdxi-
dos en posiciones 8,15y 5,15, y una estereoconfigura-
cion predominantemente S (Van Os et al.,, 1981). Estos
derivados pueden sufrir en condiciones favorables reac-
ciones de reordenacién para dar lugar a las prostaglandi-
nas (Bild et al., 1978).
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5.3. Inhibidores de la actividad LOX

Los inhibidores de LOX podrian ser unas herramien-
tas muy valiosas para el estudio del papel de LOX y sus
productos en sistemas biolégicos, pero es muy dificil en-
contrar inhibidores totalmente especificos. Asi, el acido
nordihidroguayarético (NDGA) y el 3-t-butil-4-hidroxiani-
sol (BHA) se caracterizan por ser unas buenas sondas
del sitio activo de LOX, ya sea gracias a sus propiedades
quelantes de Fe(lll) o como activos secuestradores de
radicales, lo que hay que tener muy en cuenta en las
experiencias.

Existen varias clases de inhibidores de LOX, entre
ellos estan:

— Acidos grasos acetilénicos. Parece que sirven como
sustrato para LOX dando lugar a un hidroperoxialeno
altamente reactivo, que podria reaccionar covalentemen-
te con los residuos de aminoacidos del sitio activo del
enzima.

— Catecoles. Actlan como agentes quelantes de
Fe(lll) y secuestradores de radicales libres. Entre los méas
conocidos estan el NDGA y el propilgalato.

— Acidos hidroxamicos. También son buenos agen-
tes quelantes de Fe(lll).

— Fenoles. Como el BHA, que al igual que la mayoria
de los fenoles tiene propiedades antioxidantes.

— Pirazolinas. El mecanismo de accién de las pirazo-
linas no ha sido aun establecido, pero se puede concluir
que es diferente del mecanismo de accién de los quelan-
tes de hierro.

— Fenilhidrazonas. Como la fenidona, cuyo mecanis-
mo de accion no se conoce.

— Disulfuros. El Unico estudiado hasta ahora ha sido
el difenildisulfuro, siendo aun desconocido su mecanis-
mo de accion.

Un fendmeno muy importante que muestra LOX es la
autoinactivacion. La inestabilidad de LOX de guisante y
trigo durante el proceso catalitico fue ya observada por
Tappel (1963) y confirmado mas recientemente por Regdel
et al. (1985). Cook y Lands (1975), en estudios de cinéti-
ca enzimética de LOX de soja con &cido araquidénico
como sustrato, observaron una destruccién autocataliza-
da por el enzima. Iguales resultados fueron encontrados
en la dioxigenacion con LOX de guisante (Regdel et al.,
1985). Aparentemente, la autoinactivacién de LOX de soja
no ocurre con acido linoleico como sustrato, al menos en
las condiciones en que otras LOXs sufren inactivacion.
LOX de reticulocito de conejo muestra una invariable au-
toinactivaciéon a temperatura superiores a 20°C indepen-
dientemente del tipo de sustrato utilizado en la reaccién.

En un estudio sobre el mecanismo de inactivacién
anaerdbica de LOX de reticulocito por 13-hidroperéxido,
se encontrd la aparicién paralela de un mol de sulféxido
de metionina por mol de enzima (Rapoport et al., 1984).
Los mismos resultados se obtuvieron por inactivacion ae-
rébica empleando un mayor tiempo de reaccion. Por el
contrario L-1 de soja no sufre autoinactivacién o forma-
cion de sulféxido de metionina en idénticas condiciones.
Ya que el hidroperéxido se une con toda probabilidad al
hierro en el sitio activo de LOX, como se ha visto en la
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forma purpura de L-1 de soja, la metionina susceptible
puede estar localizada en el centro activo. Esto parece
ser cierto tanto para LOX de reticulocito como para L-1
de soja, toda vez que la inactivacién de este Ultimo enzi-
ma por &cido araquidénico va acompafada de la forma-
cién de un mol de sulféxido de metionina por mol de
enzima, y la alquilacidén de una metionina del enzima
lleva también a su inactivacién (Zakut et al., 1976).
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