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Resumen

Introduccion: Lipasa endotelial (LE), enzima que
modula el metabolismo de HDL, es sobreregulada por
citoquinas-inflamatorias. Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
se ha asocia a inflamacién subclinica, por lo que se plan-
tea que estos pacientes tendrian niveles elevados de LE. El
objetivo del estudio es determinar el efecto de glucosa en
expresion de LE en células de cultivo y evaluar la relacion
entre los niveles de LE y el control glicémico en sujetos
con DM2.

Método: Células endoteliales humanas (HUVEC) fue-
ron estimuladas con distintas concentraciones de glucosa
(5.5, 25 y 50 mmol/L) durante 24 h, se evalué el efecto
sobre la expresion de LE. En sujetos DM2 se midieron
niveles de LE, glicemia y hemoglobina glicosilada frac-
cién Alc (HbAlc). Se conté con un grupo control (8) para
la determinacion de los niveles de la enzima. LE se midio
por inmunotransferencia, y los resultados fueron expre-
sados como unidades arbitrarias(UA).

Resultados: En células HUVEC la expresién de LE fue
directamente proporcional a la concentracién de glucosa
extracelular (p < 0,05). Se evaluaron 24 sujetos diabéticos
(15 mujeres y 9 hombres), edad promedio 60 + 9,7afios,
que presentaron niveles de LE mayores que el grupo con-
trol (14911UA y 10250, 18UA respectivamente, p < 0,05).
No se encontro relacion entre glicemia, HbAlcy LE.

Conclusion: En células HUVEC existe relacion directa
entre glucosa extracelular y LE. Los sujetos diabéticos
tuvieron niveles mayores de LE que el grupo control, pero
esto no se relacioné con control glicémico, lo que apunta a
la existencia de otros factores que participen en el
aumento de la expresion de LE.
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GLUCOSE EFFECT IN THE EXPRESSION
OF ENDOTHELIAL LIPASE IN HUMAN
ENDOTHELIAL CELLS AND IN PATIENTS
WITH DIABETES MELLITUS TYPE 2

Abstract

Introduction: Endothelial Lipase (EL), enzyme that
modulates HDL metabolism, is overregulated by inflam-
matory-cytokines. Type 2 Diabetes (DM2) has been asso-
ciated with a subclinical inflammation, so it has been
ruled that these patients could have high levels of EL. The
objectives of the research are to determine the effect of
glucose in the expression of EL in culturing cells and eval-
uate the relation between the levels of EL and the meta-
bolic control in patients with DM2.

Method: During 24 hours, human endothelial cells
(HUVEC) were stimulated with different concentrations
of glucose (5.5, 25 and 50 mmol/L), the effect was evalu-
ated over the expression of EL. In DM2 patients levels of
EL, glucose and HbA1c were measured. We had a control
group (8) to determine the levels of enzyme. EL was mea-
sured by immune transference, and the results were
expressed by arbitrary units(AU).

Results: In HUVEC cells, the expression of EL was
directly proportional extracellular glucose (p < 0.05). 24
diabetic patients were evaluated (15 females and 9 males)
average age from 60 + 9,7 years old. The studied group
showed levels of EL bigger than the control group
(14911AU and 10250, 18AU) respectively (p < 0.05). We
found no relation between glucose, HbAlc and EL.

Conclusion: In HUVEC cells there is a direct relation
between extracell glucose and EL. The diabetic patients
had higher levels of EL than the control group, but these
was not related with glucose or HbAlc, these shows the
existence of other factors that participate in the increase-
ment of EL.
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Abreviaturas

LE: Lipasa endothelial.

DM2: Diabetes Mellitus tipo 2.

HUVEC: Células endoteliales humanas de cordén
umbilical.

HbA 1c: Hemoglobina glicosilada Alc.

NF-xB: Factor nuclear kappa B.

Introduccion

Lipasa endotelial (LE) es una enzima descrita el afio
1999, con una homologia estructural con lipasa hepd-
tica y lipasa lipoprotéica'?®. La principal diferencia de
LE con respecto a otras lipasas estd en el sitio de unién
a sustratos, determinando una actividad principalmente
sobre fosfolipidos, con un efecto menor sobre triglicé-
ridos'+s. Entre los factores que han demostrado ser un
potente estimulo para la expresion de esta enzima des-
taca el efecto de citoquinas pro-inflamatorias, cuya
presencia se asocia a un aumento en los niveles plasma-
ticos de LE®". Por otra parte, la actividad fisica ha
demostrado reducir la actividad enzimdtica en plasma,
mientras que las estatinas reducen la expresion de la
misma?®.

Existe evidencia que sugiere que LE tiene un papel
importante en el metabolismo de las lipoproteinas de
alta densidad (HDL). Estudios en animales han demos-
trado que la sobreexpresion hepética de LE se asocia a
una reduccidn significativa de los niveles plasmdticos
de colesterol HDL (c-HDL)'®. Ratones transgénicos
que sobreexpresan la enzimapresentan una disminu-
cién moderada del c-HDL'", mientras queratones defi-
cientes en LE (LE") presentan un aumento de hasta un
50% del c-HDL". La inhibicién de la actividad de LE
en ratones, con un anticuerpo anti-LE, ha deteminado
un aumento de 25-60% de los niveles de c-HDL'". El
efecto de LE en el metabolismo de las HDL en huma-
nos es menos claro. Estudios de polimorfismos genéti-
cos del gen de LE han identificado variantes funciona-
les de LE en personas con c-HDL elevado'.

Algunos estudios en humanos han relacionado a LE
con algunas patologias, principalmente de tipo cardio-
vascular. Badellino et al."” reporté que la concentracién
plasmatica de LE se asocia con la presencia de sin-
drome metabdlico y ateroesclerosis subclinica en suje-
tos con historia familiar de enfermedad coronaria pre-
matura, mientras que Paradis et al.'*> demostré una
relacion entre LE y la presencia de obesidad visceral e
inflamacién en hombres sedentarios.

Es conocido que la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se
asocia a un bajo grado de inflamacién subclinica
secundario a la presencia de hiperglicemia's", por otra
parte, el afio 2001 Shiu et al' reportd que pacientes por-
tadores de DM2 presentaban niveles plasmdticos de LE
mayores que aquellos sujetos sin la enfermedad. Hasta
la fecha no hay estudios que muestren la relacién que
existe entre glucosa y LE, por lo que se plantea la hip6-

tesis de que la concentracion de glucosa extracelular
participarfa en la regulacion de los niveles plasmaticos
de la enzima.

Sujetos y método
Cultivo de células HUVEC

Para investigar el efecto de glucosa en la expresion
de LE se cultivaron células endoteliales humanas de
cordén umbilical (HUVEC). Se utilizaron segmentos
de cordén umbilical obtenidos de partos normales en el
Servicio de Obstetricia del Hospital Clinico de la Pon-
tificia Universidad Cat6lica de Chile, previa obtencién
del consentimiento informado de las pacientes. Los
segmentos de cordén fueron transportados en solucién
tampon de fosfato (PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl,
10 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO,, pH7,4) y penicilina/
estreptomicina (100 UI-100 mg). Luego se canularon
ambos extremos de la vena umbilical y se llend con una
solucién de colagenasa tipo II (0,3 mg/ml), posterior-
mente la vena umbilical se incubd por 15 minutos a
37°C. Pasado este tiempo, se recolectd la solucion de
colagenasa y se realizé un lavado con 10 ml de PBS. La
suspension celular obtenida se centrifugd a 1.800 g por
5 minutos; el sedimento se suspendié en medio M199
(Invitrogen) con suplemento al 10% de suero fetal
bovino (SFB), penicilina-estreptomicina (100 UI-100
mg) y 0,04 ug/ml factor de crecimiento fibroldstico
basico (bFGF), 50 U/ml Heparina, 0,5 mg/ml Hidro-
cortisona. Los cultivos se incubaron en atmésfera con-
trolada con 5% de CO2 y temperatura de 37°C hasta
observar confluencia.

Una vez obtenida la confluencia se seleccionaron 3
placas que fueron estimuladas con distintas concentra-
ciones de glucosa extracelular (5,5, 25 y 50,1 mmol/L
de glucosa) durante 24 horas a 4°C.

La LE fue determinada mediante inmunotransferen-
cia con un anticuerpo policlonal especifico para LE
(Biocant). Para realizar el western blot se utilizaron
geles de poliacrilamida al 9%. Se cargaron 40 ul de
muestra diluida y denaturada por pocillo en cada gel.
Se realizé una electroforesis vertical a 80V por 10
minutos y luego a 120 V por 1 hora; la transferencia fue
realizada a 90 mA por 90 minutos. Se lavaron las mem-
branas en 3 oportunidades con solucién salina de fos-
fato con detergente tween (PBST) 0,1% a temperatura
ambiente, en agitacion durante 10 minutos. Posterior-
mente se bloque6 durante 1 hora con PBST- albimina
bovina (BSA) 3% a temperatura ambiente. Se realiz6 la
incubacién de las membranas con el anticuerpo anti-
LE (anticuerpo policlonal de conejo) a una dilucién de
1:1000 en PBST-BSA 1% a 4°C, durante toda la noche.
Finalmente se incubaron las membranas con anti-
cuerpo secundario anti-conejo (BioRad) en una dilu-
cién de 1:3000 en PBST 0,1% por 1 hora a temperatura
ambiente. Las membranas fueron reveladas con kit de
quimioluminiscencia (Thermo Fisher Scientific). El
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andlisis de los geles se realiz6 con el programa ImageJ
1.36b, for MacOs X (NIH, USA). Los resultados obte-
nidos se expresaron como unidades arbitrarias (UA).

Efecto de glucosa en LE plasmdtica
en sujetos con DM2

Para la evaluacién del efecto de glucosa en los nive-
les plasmaticos de LE en sujetos con DM2, se recluta-
ron 24 pacientes que se encontraban bajo control en la
unidad de diabetes del Centro Médico San Joaquin de
la Pontificia Universidad Catdlica de Chile, entre abril
y diciembre del afio 2006, se recolectaron datos clini-
cos y de laboratorio. Se formé un grupo control con §
muestras de sangre histdricas provenientes de volunta-
rios sanos de edades similares. El estudio fue aprobado
por el comité de ética de la Escuela de Medicina de la
Pontificia Universidad Catélica de Chile y se obtuvo
consentimiento informado de todos los sujetos inclui-
dos en el estudio.

La glucosa plasmatica fue medida en condiciones de
ayuno por métodos enzimdticos (Roche/Hitachi) y la
Hemoglobina glicosilada fracciéon Alc (HbAlc), por
cromatografia liquida de alta presién (HPLC).

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realizé utili-
zando el programa GraphPad Prism (GraphPad Soft-
ware, Inc. Versién 4.0c para Macintosh, 1994-2005) .
Los resultados se expresaron como promedio y rango
de distribucién o desviacion estdndar. Para determinar
la correlacion entre las distintas variables, se utilizo el
test estadistico de Pearson para el calcul6 del coefi-
ciente de correlacion (r). En el caso de los datos sin dis-
tribucion normal, se utilizaron test estadisticos no para-
métricos (test de Wilcoxon y coeficiente de correlacion
de Spearman). Se considerd una diferencia estadistica-
mente significativa con un p <0,05.

Resultados

Efecto de glucosa sobre la expresion de lipasa
endotelial en células endoteliales humanas

LE se expresa en células HUVEC en condiciones
basales, donde se reconocerse en el experimento de
western blot una banda de aproximadamente 55 kD que
corresponde a la forma silvestre de la proteina'. La rea-
lizacién de un experimento de western blot con con-
centraciones crecientes de proteina total (0, 20 y 40
ug), produce una curva proporcional en los niveles de
LE, lo que sugiere que la enzima es especificamente
detectada por el anticuerpo y que las variaciones en sus
niveles pueden ser detectados por la técnica utilizada
(no hay reaccion en ausencia de proteina total y no hay
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Fig. 1.—La cantidad relativa de lipasa endotelial es proporcio-
nal a los niveles extracelulares de D-glucosa. A) Niveles relati-
vos de LE representados como porcentaje respecto del control
normoglicémico (5,5 mmol/L) en células HUVEC expuestas du-
rante 24 h a 5,5, 25 y 50,1 mmol/L de D-glucosa. B) Andlisis de
regresion lineal de los niveles relativos de LE y la concentracion
extracelular de D-glucosa mostrados en A. n = 3, * p < 0,05.

saturacion al cargar mayor cantidad de proteinas). La
realizaciéon de un experimento de western blot en
ausencia de anticuerpo primario contra LE no produce
la presencia de ninguna banda (dato no mostrado).

La estimulacion de las células de cultivo con una
concentracion de 25 mmol/L de glucosa extracelular
durante 24 horas se asocid a un aumento significativo
en los niveles relativos de LE (p < 0,005). En las célu-
las que fueron estimuladas con una concentracién de
glucosa extracelular de 50,1 mmol/L durante el mismo
periodo de tiempo, los niveles relativos de LE aumen-
taron atn mds, p < 0,005 (figura 1A). Para descartar
que este efecto fuera producto del cambio en la osmola-
ridad del medio extracelular, se realizé el mismo expe-
rimento utilizando manitol en las mismas concentra-
ciones que la glucosa por 24 horas, sin que se observara
un cambio en los niveles de LE (dato no mostrado). El
aumento de glucosa extracelular y el aumento de lipasa
fueron proporcionales (fig. 1B), lo que sugiere que en
células HUVEC existe un efecto directo y que a mayor
concentracion de glucosa extracelular mayor es la
expresion enzimatica.
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Tabla I
Caracteristicas generales del grupo estudiado

Hombres Mujeres Grupo total
n 9 15 24
Edad (afios) 54,5 (42-67) 63,3 (45-83) 60 (42-83)
Tiempo de evolucion (afios) 9,2 (0,25-20) 11,7(3-25) 10,7(0,25-25)
HTA 4 13 17
DLP 4 13 17
Tabaco 5 0 5
IMC (kg/m?) 272(22,6-337) 29,1(22-38,5)  28,5(22-38.5)
CC (cm) 93,1(82-113)  99,03(83-119)  96,8(82-119)
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Controles Diabéticos

HTA = hipertension arterial; DLP = dislipidemia; IMC = indice de masa corporal;
CC = circunferencia de cintura; n = 24.

Tabla II
Niveles plasmdticos de lipasa endotelial y pardmetros
de control metabdlico en pacientes diabéticos tipo 2

Pardmetro Resultados medicion
Lipasa endotelial (UA) 14,911 +5,377
Glicemia (mg/dl) 168 £56,9
HbAlc (%) 10,28 = 1,11

Los datos se presentan como promedio + desviacion estdndar; n = 24: HbAlc =
hemoglobina glicosilada fraccion Alc; UA = unidades arbitrarias; NS = no signi-
ficativo.

Determinacion de las diferencias en los niveles
relativos de lipasa endotelial en el suero
de pacientes diabéticos tipo 2 y en sujetos sanos

El grupo de estudio estaba compuesto por 24 pacien-
tes, 62,5% de ellos mujeres, edad promedio de 60 +9,7
afios. En la tabla I se resumen las caracteristicas gene-
rales del grupo estudiado. En la tabla II se muestran los
resultados de las mediciones de LE y de los pardmetros
metabdlicos analizados. Se formé un grupo control con
8 muestras de sangre histéricas de voluntarios que
cumplieron con el requisito de no presentar anteceden-
tes médicos y con un estado nutricional normal al
momento de la toma de la muestra. En este grupo se
midi6 sélo LE.

Los sujetos no diabéticos presentan niveles compa-
rables de lipasa endotelial medida en idénticas condi-
ciones experimentales, con un promedio de dos medi-
ciones de 10.250,18 UA (7.140-14.021 UA, p> 0,05, n
=8). Los niveles medios de LE en pacientes diabéticos
tipo 2 fueron de 14.911 UA (5.844-28.429 UA, p <
0,05,n=24). En la figura 2 se muestra la diferencia que
existe en los niveles medios de LE entre el grupo con-
trol y el grupo de pacientes diabéticos estudiados (p =
0,02).

Basdndose en los hallazgos en células HUVEC, se
estudio la relacién que existe entre los niveles de la
enzima en plasma y la glicemia de ayuno en el grupo
de pacientes diabéticos. Como se muestra en la figura

Fig. 2.—Los niveles plasmdticos de lipasa endotelial son mayo-
res en diabéticos tipo 2 que en sujetos no diabéticos. Grdfico
que muestra los valores relativos de LE medidos a través de
densitometria de pixeles y expresados en unidades arbitrarias
(UA) de 8 sujetos controles (circulos) y 24 sujetos diabéticos ti-
po 2 (tridngulos). Cada punto representa el promedio de dos
mediciones en cada individuo. * = p < 0,05.
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Fig. 3.—Los niveles plasmdticos de lipasa endotelial no se rela-
cionan con la glicemia de ayuno en pacientes con diabetes tipo
2. Diagrama de dispersion que muestra los valores de glicemia
(mg/dl) y LE (UA). n = 24, p > 0,05.

3, a diferencia de lo encontrado en el cultivo celular,
no hubo asociacion entre la glicemia basal y LE (r -
0,18, IC 95% -0,54-0,23, p = 0,39). Al realizar el
mismo andlisis utilizando la HbAlc como pardmetro
para determinar el control metabdlico, tampoco se
encontrd correlacion con los niveles de LE (r -0,17,
1C95% -0,54-0,24, p=0,41) (fig. 4).

Discusion

Estudios in vitro, en modelos animales y en humanos
han determinado que LE participaria en la regulacién
de los niveles plasmadticos de c-HDL, reconocido
actualmente como un factor de riesgo cardiovascular
cuando sus niveles plasmaticos se reducen'*222, Se
han reportado algunos factores involucrados en el
aumento de la expresion de LE, lo que se asocia a una
disminucién de los niveles plasmadticos de c-HDL;
entre estos factores se encuentran las interleuquinas
inflamatorias®', el sindrome metabdlico®, la hiperinsu-
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Fig. 4.—No existe asociacion entre los niveles de lipasa endote-
lial en plasma y el control metabdlico de la enfermedad, segiin
la HbAlc, en pacientes con diabetes tipo 2. Diagrama de dis-
persion que muestra los valores de HbAlc (%) y LE (UA) en
plasma en 24 sujetos diabéticos tipo 2. p > 0,05.

linemia y la obesidad®. Un estudio reciente reporté que
los pacientes con DM?2 tienen niveles plasmdticos de
LE mas elevados que las personas no diabéticas'®, pero
en nuestro conocimiento, no existen hasta el momento
estudios sobre las posibles causas de este fendmeno, lo
que abre un nuevo espectro en el estudio de los factores
que pueden influir en el aumento del riesgo cardiovas-
cular de este grupo de pacientes.

En este estudio, nuestro grupo encontré que en culti-
vos celulares existe un aumento en los niveles de LE a
medida que aumenta la concentracion de glucosa extra-
celular, lo que permite suponer que la glucosa tiene un
efecto directo sobre los niveles de la enzima. Basado en
la literatura, es posible plantear como mecanismo para
explicar este aumento de expresion de LE, en condicio-
nes de alta glucosa extracelular, la activacién del factor
nuclear B (NF-kB)*. Es conocido que la hiperglice-
mia, a través de la glucolisis, activacion de la via del
sorbitol y la oxidacion de la glucosa, produce activa-
cion de la Proteina Kinasa C (PKC), potente activador
de NF-xB. Estudios recientes han demostrado que en la
regién promotora del gen de LE existe un sitio de unién
para NF-kB y que la activacién de este factor aumenta
la transcripcion del gen de la enzima®.

Por otra parte, los resultados obtenidos en este estu-
dio muestran que los pacientes diabéticos tipo 2, con
mal control metabdlico, tienen niveles plasmaticos sig-
nificativamente mayores de LE en comparacién con
sujetos controles sin la enfermedad, lo que concuerda
con datos publicados previamente en la literatura.
Basado en los hallazgos en células de cultivo se podria
plantear que la condicién de hiperglicemia crénica en
los pacientes diabéticos tipo 2 se asocie a la activacién
del factor nuclear B'°*?2 ]o que a su vez estimularia
la transcripcion del gen de la enzima, como ya se men-
ciond previamente.

Sin embargo, a diferencia del estudio en células de
cultivo, no se encontré ninguna relacién entre los nive-
les de glicemia ni HbAlc, y LE, hallazgo similar a lo
encontrado por Shiu y cols'®. Esto podria explicarse por

la presencia en los pacientes diabéticos de una serie de
factores que pueden participar en la activacién de NF-
kB y de esta manera estimular la expresion de la
enzima. Dentro de estas condiciones se encuentran la
obesidad, a través de factores inflamatorios como el
factos de necrosis tumoral oo (FNT-a), interleuquina 6
(IL-6), angiotensinégeno y factor de crecimiento trans-
formante f§ (TGF-f)** y la hipertension arterial, a tra-
vés del aumento de la angiotensina II*'.

Conclusion

En conclusién, las células HUVEC expresan LE en
condiciones basales y esta expresién aumenta, en
forma significativa y proporcional, en presencia de
concentraciones crecientes de glucosa extracelular. El
grupo de pacientes con DM2 estudiado tiene concen-
traciones plasmdticas de LE mayores que los sujetos
sin la enfermedad pero esto no puede ser explicado s6lo
por los niveles de glucosa plasmatica, lo que sugiere la
participacion de factores adicionales en la modulacién
de los niveles séricos de LE en las personas portadoras
de esta enfermedad.
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