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El acido nicotinico aumenta el
transporte celular de colesterol de
las lipoproteinas de alta densidad en
pacientes con hipoalfalipoproteinemia
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Nicotinic acid increases cellular transport
of high density lipoprotein cholesterol
in patients with hypoalphalipoproteinemia

Background: Plasma high density lipoproteins (HDL) are involved in
reverse cholesterol transport mediated by the scavenger receptor class B type
I (SR-BI). Nicotinic acid increases HDL cholesterol levels, even though its
specific impact on SR-BI dependent-cellular cholesterol transport remains
unknown. Aim: To determine the effect of nicotinic acid on HDL particle
functionality in cholesterol efflux and uptake mediated by SR-BI in cultured
cells in hypoalphalipoproteinemic patients. Material and Methods: In a
pilot study, eight patients with low HDL (< 40 mg/dL) were treated with
extended release nicotinic acid. HDL cholesterol and phospholipid levels,
HDL2 and HDLS3 fractions and HDL particle sizes were measured at baseline
and post-therapy. Before and after nicotinic acid treatment, HDL particles
were used for cholesterol transport studies in cells transfected with SR-BI. Re-
sults: Nicotinic acid treatment raised total HDL cholesterol and phospholipids,
HDL2 levels as well as HDL particle size. Nicotinic acid significantly increased
HDL cholesterol efflux and uptake capacity mediated by SR-BI in cultured
cells. Conclusions: Nicotinic acid therapy increases SR-BI-dependent HDL
cholesterol transport in cultured cells, establishing a new cellular mechanism
by which this lipid-lowering drug appears to modulate HDL metabolism in
patients with hypoalphalipoproteinemia.
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en las lipoproteinas de alta densidad (HDL)
se correlacionan inversamente con el riesgo
cardiovascular ateroescler6tico’ . Entre diferentes
funciones fisioldgicas*¢, las particulas de HDL
remueven el exceso de colesterol de los tejidos
periféricos, transportindolo a través del plasma

l os niveles séricos de colesterol transportado

y entregdndolo al higado para su excrecion biliar.
Este proceso se conoce como transporte reverso
del colesterol y seria uno de los principales me-
canismos que explican el efecto antiaterogénico
de las HDL™®.

Estudios in vitro y en animales han demostrado
que el receptor scavenger clase B tipo I (SR-BI)°
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participa en el transporte reverso de colesterol,
facilitando su eflujo desde las células periféricas
hacia las particulas de HDL" y mediando la
captacion de colesterol desde las HDL hacia los
hepatocitos''. De hecho, SR-BI controla el me-
tabolismo de HDL vy tiene efecto antiaterogénico
en ratones'>'* y modula los niveles de colesterol
HDL en humanos''¢, sugiriendo que alteraciones
en su expresion y/o funcién podrian ser relevantes
también en ateroesclerosis humana.

Por otro lado, el dcido nicotinico (AN) mo-
dula el metabolismo lipoproteico, aumentando el
colesterol HDL en pacientes con bajos niveles de
esta lipoproteina (hipoalfalipoproteinemia)'’-?!,
y determinando acumulacién de particulas de
HDL2, una subclase de HDL de mayor tamafio®?,
como consecuencia de menor degradacién hepd-
tica®. Adicionalmente, niveles elevados de HDL2
se han asociado a menor riesgo cardiovascular
ateroescler6tico® 2, Asi, estas particulas de HDL
de mayor tamano estarian mdas disponibles para
participar en las diferentes etapas del transporte
reverso de colesterol mediado por el receptor de
HDL SR-BI.

Por lo tanto, proponemos que el tratamiento
con AN mejora la capacidad funcional de las
HDL como particulas aceptoras y/o donantes de
colesterol en células que expresan SR-BI. Este es-
tudio clinico piloto evalu6 el efecto del AN sobre
los niveles, el tamafio, la composicién lipidica y
la funcionalidad de las particulas de HDL en los
procesos de eflujo y captacion celular de colesterol
mediados por SR-BI en pacientes hipoalfalipo-
proteinémicos.

Métodos

Disefio

Sub-estudio piloto dentro de un protocolo
clinico con disefio pareado (sin grupo control no
intervenido) que analiz6 la seguridad y eficacia del
AN de liberacién extendida (ANLE) en pacientes
con hipoalfalipoproteinemia. Ocho pacientes con
colesterol HDL <40 mg/dl fueron tratados por via
oral durantel6 semanas con ANLE (titulado men-
sualmente hasta alcanzar 2 g/dia). Durante todo el
estudio, los pacientes podian recibir dosis estables
de estatinas, antihipertensivos y antidiabéticos. La
droga de intervencién (Niaspan™®) fue proporcio-
nada por Merck S.A. Chile. Cada paciente firmé
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un consentimiento informado aprobado previa-
mente por el Comité de Etica en Investigacion
institucional. Se obtuvieron muestras de sangre
basales y post-tratamiento con ANLE de cada
paciente, cuyos plasmas se mantuvieron a 4°C o
congelados hasta su uso.

Andlisis bioquimicos estdndares

Los pardmetros bioquimicos rutinarios se eva-
luaron en muestras de sangre antes y después del
tratamiento con AN en el laboratorio del Hospital
Clinico de nuestra institucion.

Mediciones de colesterol y fosfolipidos en HDL
total y colesterol HDL2 y HDL3

La fraccién total de HDL, asi como en las
subclases de HDL2 y HDL3 plasmaticas, se aisla-
ron mediante precipitacién idénica® o remocién
cromotografica® de las lipoproteinas no HDL.
El contenido de colesterol total, colesterol no
esterificado, ésteres de colesterol y fosfolipidos
totales asociados a HDL se cuantificaron mediante
métodos estandarizados®*’!.

Medicion del tamaiio de las particulas de HDL

A partir de plasma total, las lipoproteinas no
HDL se precipitaron con polietilenglicol (PEG)>.
El sobrenadante fue utilizado para la medicién
del tamano de las particulas de HDL mediante
electroforesis no denaturante®.

Preparacién de HDL para ensayos de transporte
celular de colesterol

Después de la precipitacién con PEG*, el so-
brenadante del plasma que contenia las particulas
de HDL se concentr6 mediante ultrafiltracion para
luego utilizarlo en los ensayos de transporte celular
de colesterol. El contenido de apolipoproteina
A-I asociado a HDL se midié mediante ELISA
(kit comercial obtenido de ABCAM, Cambridge,
MA, EUA).

Cultivo celular y marcacion celular con colesterol
tritiado

La linea celular 1dIA7 no transfectada y aque-
lla que expresa establemente el receptor de HDL
SR-BI (IdIA[SR-BI]) fueron obtenidas del Dr.
Monty Krieger, Departamento de Biologia, MIT
(Cambridge, MA, EUA) y se cultivaron como se
ha descrito previamente!®!'. Para el caso especifico
del estudio de eflujo de colesterol, las células se
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preincubaron por 24 h con medio suplementado
con 1 Ci/ml de [*H]-colesterol no esterificado para
marcar radioactivamente el contenido intracelular
de colesterol’.

Ensayo de eflujo de colesterol celular dependiente
de SR-BI e inducido por HDL

Después de la marcacién con [*H]-colesterol,
las células sin y con expresién de SR-BI se lavaron
con medio de cultivo sin suero y luego se incuba-
ron (por triplicado) a 37°C durante 2 h con medio
de eflujo'®y 100 pl/ml del sobrenadante del plasma
post-precipitacién con PEG que contenia HDL
obtenidas pre- o post-terapia con ANLE. Después
de esta incubacion, se retiré el medio de eflujo que
contenia HDL, se centrifugé y el sobrenadante se
utiliz6 para medir la radiactividad del colesterol
tritiado presente en el medio. Ademas, las células
adheridas a la placa de cultivo se lisaron y se em-
plearon para medir el colesterol celular radioacti-
vo. El eflujo de colesterol se determiné mediante
el calculo del porcentaje de la radiactividad total
presente en el ensayo (la suma de la radiactividad
de colesterol medida en las células mas la radiac-
tividad del medio de eflujo) que se liber6 hacia
dicho medio durante el periodo de incubacién con
HDL". El eflujo celular de colesterol dependiente
especificamente de SR-BI se obtuvo substrayendo
el eflujo mediado por las muestras de HDL pre-o
post-AN de cada paciente medido en células Id1A
sin SR-BI de aquel eflujo detectado en las células
1dIA [SR-BI].

Ensayo de captacion celular de colesterol celular
dependiente de SR-BI e inducido por HDL

Las células sin y con sobrexpresién de SR-BI se
lavaron con medio de cultivo sin suero y después
se incubaron en triplicado a 37°C durante 5 h
con medio de captaciéon' y 100 ul/ml del sobre-
nadante de plasma post-precipitacién con PEG
que contenia HDL obtenidas pre- o post-terapia
con ANLE. Después de esta incubacion, se retird
el medio que contenia HDL vy las células se en-
friaron, lavaron y sometieron a extracciones para
mediciones del contenido celular de colesterol
total y proteinas''. La captacién neta de colesterol
se determiné mediante el aumento en el contenido
de colesterol celular después de la incubacién siny
con HDL y se expresé como g de colesterol total/
mg de proteina celular'. La captacién celular de
colesterol dependiente especificamente de SR-BI
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se establecié substrayendo la captacion mediada
por las muestras de HDL pre- o post-ANLE de
cada paciente medido en las células 1dIA sin SR-
BI de aquella captacién detectada en las células
1dIA[SR-BI].

Andlisis estadistico

La normalidad de la distribucién de los datos
obtenidos pre- y post-tratamiento fue evaluada
mediante el test de Shapiro-Wilk. Cada paciente
corresponde a su propio control para los andlisis
realizados antes y después del tratamiento con
AN. Por ello, la significacién de las diferencias
observadas se analizé aplicando el test t de Student
o de rangos con signo de Wilcoxon para muestras
pareadas, segun la distribucién de las mismas.
Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas con un valor de p < 5%.

Resultados

Las caracteristicas basales de los pacientes es-
tudiados se muestran en la Tabla 1. La mayoria de
los pacientes (6 de 8 casos) reclutados mostraron
niveles bajos de colesterol HDL asociados a un
metabolismo anormal de la glucosa. Sin embargo,

Tabla 1. Caracteristicas generales
de los pacientes

Demografia
Género (n, femenino/masculino) 3/5
Edad (afios) 58,5 + 12,2
Peso corporal (kg) 76,5 = 7,8
Circunferencia de cintura (cm) 93,6 = 9,1
indice de masa corporal (kg/m?) 27,1 £ 21
Historia médica previa
Metabolismo glucidico (n, normal/test  2/2/4
de tolerancia alterado/diabetes)
Uso de antidiabéticos (n, no/sf) 3/5
Uso de estatinas (n, no/sf) 3/5
Uso de aspirina (n, no/sf) 1/7
Laboratorio
Colesterol HDL (mg/dl) 332+ 48
Triglicéridos (mg/dl) 222,3 = 80,2
Colesterol LDL (mg/dl) 109,1 = 36,3
Glicemia (mg/dl) 108,6 + 23,0
Hemoglobina glicosilada (%) 6,21 = 0,7
PCR ultrasensible (mg/L) 1,99 + 2,6

Los datos se muestran como media =+ 1 DE.
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todos los pacientes estaban clinicamente estables y
sin cambios en su estilo de vida ni terapia farma-
colégica por al menos 6 semanas pre-estudio ni
durante el desarrollo de este protocolo.

Después del tratamiento de estos pacientes
con ANLE, se detectaron cambios significativos
en los parametros de HDL. La comparacién de
los valores observados antes y después del uso de
ANLE en cada paciente mostré un aumento pro-
medio significativo de 6,8 mg/dl (IC: 3,04-10,07;
p =0,0013), lo que equivale a un alza de 21%, en
los niveles totales de colesterol HDL con respecto
a la condicién basal (Figura 1). Estos cambios se
correlacionaron con un aumento proporcional en
los niveles de colesterol no esterificado y esterifi-
cado presente en las HDL después del tratamiento
con ANLE, sin cambio del contenido relativo de
ésteres de colesterol (Tabla 2). Por otro lado, el

tratamiento con AN causé un aumento signifi-
cativo en el contenido de fosfolipidos de HDL y
en los niveles de apolipoproteina A-I (Tabla 2).

En cuanto a las subclases de HDL, la terapia
con ANLE produjo un aumento significativo de
5,6 mg/dl (IC: 2,07-8,06; p = 0,0028) en los niveles
de colesterol transportados en HDL2 (Figura 2),
sin cambios significativos en los niveles de coles-
terol asociados a HDL3 (p = 0,1299). Ademds,
el aumento en el colesterol asociado a HDL2 se
correlaciond con un incremento significativo de
11% (p = 0,007) en el tamafio estimado de las par-
ticulas de HDL post-tratamiento con AN versus
la situacién basal (Tabla 2).

Funcionalmente, se analizaron los cambios en
la capacidad de transporte (eflujo y captacion) ce-
lular de colesterol de las particulas de HDL aisladas
antes y después del tratamiento con AN en forma

Figura 1. Efecto del AN sobre los niveles de
colesterol HDL en pacientes con hipoalfali-
poproteinemia. Los valores de colesterol HDL
total se midieron en muestras plasmaticas
antes y después del tratamiento con AN
usando un método clinico rutinario. Com-
parando antes y después del tratamiento
en cada paciente, el uso de ANLE mostrd
un aumento promedio significativo en los
niveles totales de colesterol HDL.

Tabla 2. Efecto del AN sobre los niveles de colesterol, fosfolipidos HDL y apolipoproteina A-l1y
el tamano de las particulas de HDL en pacientes con hipoalfalipoproteinemia

Paramentro de HDL

Colesterol HDL

Colesterol HDL2

Colesterol esterificado/colesterol total en HDL (%)
Fosfolipidos HDL (mg/dl)

Apolipoproteina A-l (mg/dl)

Tamano de particulas de HDL (nm)

Pre-ANLE Post-ANLE p
33,2 +4,38 409 = 6,4 0,0013
49+ 1,5 10,5 = 4,2 0,0028
69,8 = 2,2 70,5+ 1,6 0,079*
78,4 = 14,6 105,9 (92,4-135,5) < 0,05*
129,3 £ 5,8 136,6 = 3,4 0,004
9,11 = 0,6 10,1 = 0.8 0,007

Los datos se muestran como media = 1 DE o mediana y cuartiles. Los valores de p indican la significacion estadistica de la
difererencia entre la condicién basal y post-terapia con acido nicotinico evaluada mediante test t de Student o de rangos con

signo de Wilcoxon(*) para muestras pareadas.
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dependiente de SR-BI, usando una linea celular
con sobrexpresion de este receptor y el respec-
tivo control celular que no lo expresa. Todos los
ensayos se realizaron mediante adicién al medio
de cultivo de un volumen fijo (100 pl) de plasma
sobrenadante después de la precipitacién de las
lipoproteinas no HDL. Este volumen de plasma
adicion6 una cantidad de HDL que permitié
alcanzar concentraciones finales de apo A-I entre
8-24 ng/ml de apo A-I en cada ensayo, las cuales
se encuentran dentro del rango lineal de la curva

dosis respuesta de unién, eflujo y captacién de
colesterol de las particulas de HDL en células que
expresan el receptor SR-BI*!°. En primer lugar,
la capacidad de eflujo celular de colesterol de las
HDL dependiente del receptor SR-BI mostré un
aumento absoluto significativo de 7,9% (IC: 2,9-
12,8; p =0,011), lo que equivale a un incremento
relativo de 93%, después del tratamiento con AN
en comparacién con la funcionalidad basal de
estas lipoproteinas (Figura 3). Por otro lado, la
capacidad de las lipoproteinas HDL para facilitar la

Figura 2. Efecto del AN sobre los niveles
de colesterol asociado a HDL2 en pacientes
con hipoalfalipoproteinemia. Los valores de
colesterol presentes en las particulas de HDL2
se midieron en muestras plasmaticas antes y
después del tratamiento con AN usando el
método descrito en la seccién de Métodos.
La terapia con ANLE produjo un incremento
significativo en los niveles de colesterol trans-
portados en HDL2 comparando la condicién
pre- versus post-tratamiento.

Figura 3. Efecto del AN sobre el transporte celular de colesterol HDL dependiente del receptor SR-BI en pacientes con hipoal-
falipoproteinemia. El eflujo (izquierda) y la captacion (derecha) celular de colesterol dependiente especificamente de SR-Bl e
inducido por las particulas de HDL obtenidas antes y después del tratamiento con AN se determinaron como se describe en la
seccién de Métodos. Los datos se muestran como media + 1 DE o mediana y cuartiles. Los valores de p indican la significacién
estadistica de la diferencia entre la condicién basal y post-terapia con &cido nicotinico evaluada mediante test t de Student o de
rangos con signo de Wilcoxon(*) para muestras pareadas. Tanto la capacidad de eflujo como captacién celular de colesterol de
las HDL dependiente del receptor SR-BI mostraron un aumento significativo después del tratamiento con AN en comparacién
con ambas funcionalidades de estas lipoproteinas en condiciones basales.
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captacion de colesterol hacia las células en cultivo
por medio del receptor SR-BI aument¢ significa-
tivamente, determinando un incremento neto de
3,4 ug colesterol/mg de proteina celular (IC: 1,4-
5,3; p = 0,045), cuando se compara la condicién
previa versus el estado posterior al tratamiento
con AN. El efecto de este hipolipemiante sobre
estas variables no dependié de la presencia basal
de trastornos en el metabolismo glucidico. En
conjunto, estos resultados funcionales muestran
que el plasma obtenido después del tratamiento
con ANLE tiene una mayor capacidad de trans-
porte de colesterol dependiente de SR-BI entre las
particulas de HDL y las células que expresan este
receptor lipoproteico.

Discusion

Ademads de comprobar los cambios conocidos
sobre los niveles y la composicién de las HDL,
este estudio clinico piloto describe el efecto del
tratamiento con AN sobre la funcionalidad de las
particulas de HDL cuando participan en el proceso
de transporte celular de colesterol mediado por el
receptor lipoproteico SR-BI.

Bioquimicamente, este trabajo confirma que
el tratamiento de pacientes hipoalfalipoprotei-
némicos con AN aumenta los niveles totales de
colesterol HDL'! y que este cambio se debe a
un aumento concomitante y proporcional en el
contenido de colesterol libre y esterificado, asocia-
do con un aumento en los niveles de fosfolipidos
presentes en esta clase lipoproteica. Por lo tanto,
AN preserva la composicion relativa de colesterol
libre/esterificado en las HDL, rasgo que parece
ser critico para la funcionalidad normal de estas
particulas lipoproteicas en el transporte de coles-
terol desde y hacia las células in vivo. De hecho,
las particulas de HDL enriquecidas en fosfolipidos
tienen una mayor capacidad de eflujo de colesterol
celular a través de SR-BI*.

En relacién al tamano de las particulas de HDL,
este estudio piloto muestra que ANLE induce un
aumento significativo en el didmetro estimado de
esta fraccion lipoproteica, asociado a la acumula-
ci6n de HDL2, sin cambios en HDL3*%, Esta acu-
mulacion de particulas de HDL de mayor tamafo
se explicaria por la menor degradacion hepatoce-
lular de HDL2 inducida por AN®. Este aumento
neto en los niveles de colesterol HDL asociados
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con la presencia de las particulas de HDL mas
grandes puede conducir a un transporte reverso
de colesterol mds eficiente in vivo, ya sea mediante
el aumento del flujo de salida de colesterol desde
las células periféricas hacia las particulas de HDL,
as{ como una mayor captacién de colesterol desde
estas ultimas hacia los hepatocitos.

En cuanto a los estudios de transporte celular
de colesterol, el tratamiento con ANLE se asocid
claramente a mayor eflujo y captacién de colesterol
celular inducida por las HDL plasmaticas en forma
dependiente de la expresion del receptor SR-BI.
De hecho, estos hallazgos son consistentes con
estudios previos que indican que la afinidad de la
unién de las particulas de HDL a SR-BI se relacio-
na directamente con el tamaio e inversamente con
la densidad de estas lipoproteinas®. Estos hallazgos
sugieren un nuevo mecanismo por el cual las parti-
culas de HDL2 se han asociado preferencialmente
con menor riesgo de ateroesclerosis®*%.

Nuestro trabajo no permite diferenciar si el
aumento en la capacidad de transporte de coleste-
rol de las HDL obtenidas después del tratamiento
con ANLE se explica simplemente por el aumento
observado en los niveles de HDL, por un mayor
numero de particulas HDL o una mejor funciona-
lidad intrinseca. Un estudio reciente indica que el
incremento en la capacidad de eflujo de colesterol
celular inducido por plasma humano post-trata-
miento con AN se debe principalmente al cambio
en la concentracién de HDL, sin modificaciones
en la funcién de las particulas de HDL per se®.
Sin embargo, nuevos firmacos en desarrollo au-
mentarian la capacidad funcional intrinseca de las
particulas de HDL en el proceso de eflujo celular
de colesterol’*.

A pesar de estos efectos favorables sobre las
lipoproteinas HDL, asi como en los niveles de
colesterol LDL vy triglicéridos, los estudios de
intervencién mas recientes no demostraron un
beneficio clinico adicional del uso de AN asociado
a estatinas®™*®. Por lo tanto, no existe evidencia
suficiente para recomendar terapia con AN orien-
tada a HDL para disminuir el riesgo cardiovascular
residual que existe a pesar de una éptima terapia
hipolipemiante con estatinas. Sin embargo, AN
puede seguir siendo dtil como tratamiento adyu-
vante en pacientes que persisten con altos niveles
de lipoproteinas aterogénicas y que no toleran el
uso o el aumento en la dosificacion de las estatinas
como terapia primaria.

Rev Med Chile 2015; 143: 1097-1104
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En resumen, este estudio clinico piloto esta-

blece que la actividad funcional del receptor de
HDL SR-BI pudiese ser relevante en la compren-
sién de los efectos bioldgicos de los farmacos
hipolipemiantes. Si este nuevo mecanismo de
accion del AN mediado por SR-BI en células
en cultivo ocurre in vivo, el disefio de nuevos
farmacos que aumenten la expresién y/o la
actividad de este receptor lipoproteico podrian
modular favorablemente el metabolismo de
HDL y optimizar la prevencion y tratamiento
de la ateroesclerosis.
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