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Effetti “beyond cholesterol” delle statine:
una terapia per 3 mesi con simvastatina riduce le lipoproteine
aterogene in pazienti con coronaropatia prematura e basse HDL,
senza fattori di rischio tradizionali

Abbiamo valutato gli effetti di una terapia per 3 mesi con simvastatina (20 mg/die) in dieci pazienti maschi con
coronaropatia prematura (etd media: 437 anni) e basse HDL, in assenza di ipertensione, diabete, obesita e
iperlipidemia. Dopo terapia, i livelli plasmatici di colesterolo totale ed LDL-colesterolo erano diminuiti, mentre
non vi erano differenze significative nei livelli plasmatici dei trigliceridi o dell’HDL-colesterolo. Inoltre, dopo la
terapia, abbiamo riscontrato un’effetto sui livelli delle lipoproteine remnants ed un aumento nel size delle
LDL. Pertanto, non & da escludere che tale approccio terapeutico possa essere preso in considerazione quale
scelta di prevenzione primaria per questa tipologia di pazienti.

Effects “beyond-cholesterol” by statins:

a 3-months therapy with simvastatin reduces the atherogenic lipoproteins in patients with
premature coronary artery disease and low HDL-cholesterol, free of the traditional
cardiovascular risk factors

Summary

We evaluated the effects of a 3-months therapy with simvastatin (20 mg/day) in ten male patients (mean age:
43+7 years) with premature coronary artery disease (CAD) with no hypertension, obesity, diabetes or hyperli-
pidemia. After therapy, plasmatic levels of both total and LDL-cholesterol decreased with no changes in tri-
glycerides and HDL-cholesterol. In addition, after therapy, we found a raise in the LDL size and in the apoE
free/apoE rich fractions ratio of triglyceride-rich lipoproteins. Therefore, simvastatin reduced the levels of
atherogenic lipoproteins in normolipidemic patients with premature CAD and may be considered as a therau-
petic choice in the primary prevention of such patients.
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Introduzione

Lraterosclerosi rappresenta una malattia ad eleva-
to costo sociale le cui complicanze rappresenta-
no la principale causa di morte in molte popola-
zioni occidentali. Studi clinici ed epidemiologici
hanno dimostrato I'esistenza di una serie di fatto-
ri di rischio per le malattie cardiovascolari, quali
Peta avanzata, il sesso maschile, I'ipercolesterole-
mia, il fumo di sigaretta, 'obesita, 'ipertensione
arteriosa. Tuttavia, I’assenza di tali fattori di ri-
schio non assicura protezione dalle malattie car-
diovascolari'.

Pertanto, negli ultimi anni, sono stati proposti una
serie di nuovi fattori di rischio cardiovascolare,
quali iper-omocisteinemia, la microalbuminuria,
le alterazioni dei parametri della coagulazione e
della fibrinolisi, alcuni agenti infettivi, nonché una
serie di alterazioni del metabolismo lipidico. Fra
queste, 1 bassi livelli di HDL-colesterolo, I'ipertri-
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gliceridemia, gli elevati livelli di Lp(a), la presenza
di LDL piccole e dense, 'accumulo di lipoprotei-
ne remnants’.

In particolare, studi clinici, epidemiologici ed an-
giografici hanno dimostrato che la presenza di
LDL piccole e dense sia associata ad un rischio
tre volte maggiore di malattia coronarica™. Inol-
tre, recenti studi hanno suggerito che le lipopro-
teine remnants, che devono essere considerate
come dei residui del catabolismo delle particelle
ricche in trigliceridi, rivestano un ruolo rilevante
nell’aterosclerosi*’.

E’” noto che le statine, farmaci che agiscono ini-
bendo in maniera selettiva 'enzima idrossi-metil-
glutaril-coenzimaA reduttasi, svolgono una po-
tente azione ipolipemizzante e sembrano inoltre
possedere una serie di proprieta anti-aterogene al
di la del semplice miglioramento dei livelli totali
dei lipidi plasmatici®.

Scopo del nostro studio ¢ stato pertanto quello
di valutare se una terapia con statine (in partico-
lare con simvastatina), in pazienti con coronaro-
patia accertata angiograficamente e basse HDL,
esenti dai tradizionali fattori di rischio cardiova-
scolare (obesita, ipertensione, diabete, iperlipide-
mia), al di la degli effetti sui livelli totali di lipidi
plasmatici, possa agire su altre anomalie del me-
tabolismo lipidico, quali la presenza di LDL pic-
cole e dense e sui livelli plasmatici delle lipopro-
teine remnants.

Materiali e metodi

Casistica

Abbiamo studiato tutti 1 pazienti (n1=438) che si
sono sottoposti consecutivamente per la durata
di tre mesi all’esame angiografico presso il labo-
ratorio di emodinamica della casa di cura Villa
Maria Eleonora di Palermo e ne abbiamo raccol-
to 1 dati anamnestici e clinici. I dati raccolt inclu-
devano dati demografici ed antropometrici (ses-
so, eta, peso, altezza), notizie anamnestiche (pre-
senza di familiarita per malattie cardiovascolari,
presenza di una pregressa patologia cerebrova-
scolare o cardiaca, presenza di una pregressa pro-
cedura di rivascolarizzazione coronarica, fumo di
sigaretta), notizie cliniche (presenza di arteriopa-
tia periferica, di eventuali malattie d’organo inter-
correnti, di ipertensione o di diabete), notizie ri-
guardanti la terapia in atto.

Tra tutti i pazienti maschi che presentavano una
stenosi critica (>75%) dell’albero coronarico
(n=250) abbiamo selezionato quelli esenti dai clas-
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sici fattori di rischio cardiovascolare, identifican-
do un sottogruppo di dieci pazienti. I criteri di
inclusione erano i seguenti: eta minore di 55 anni;
assenza di ipertensione (pressione sistolica o dia-
stolica minore rispettivamente di 140 e 90 mmHg,
e assenza di terapia con farmaci anti-ipertensivi);
assenza di diabete o di ridotta tolleranza glucidica
(glicemia a digiuno minore di 110 mg/dl e assen-
za di terapia con farmaci anti-diabetici o con in-
sulina); assenza di fumo di sigaretta; BMI minore
di 30 Kg/m?; colesterolemia totale minore di 200
mg/dl e trigliceridemia minore di 170 mg/dl I
criteri di esclusione erano: la presenza di malattie
renali, endocrine o epatiche; 'uso di farmaci che
potessero condizionare il metabolismo lipidico
(statine, fibrati, steroidi, diuretici, 8-bloccanti).
Abbiamo effettuato un prelievo ematico di 20 cc
in provette con EDTA, dopo un digiuno di 12-
14h, per il dosaggio dell’assetto lipidico e delle
lipoproteine plasmatiche in due momenti succes-
sivi: di base, la mattina del giorno della coronaro-
grafia, e dopo una terapia per 3 mesi con 20 mg/
die di simvastatina.

Assetto lipidico

Colesterolo totale e trigliceridi sono stati dosati
secondo le metodiche enzimatiche standard’™®,
I’HDL-colesterolo dopo precipitazione con aci-
do fosfotungstenico e cloruro di magnesio’, men-
tre ’LDL-colesterolo ¢ stato calcolato usando la
formula di Friedewald.

Ultracentrifugazione preparativa

I plasma ¢ stato separato immediatamente tra-
mite centrifugazione a 4.000 giri/min per 20 mi-
nuti a 4°C. Tramite metodica di ultracentrifuga-
zione preparativa ¢ stata separata dal plasma la
frazione contenente le lipoproteine ricche in tri-
gliceridi, ovvero la frazione con densita minore
di 1.019 g/L. Tale frazione conteneva le lipopro-
teine a densita molto bassa (very-low-density-li-
poproteins: VLDL) e quelle a densita intermedia
(intermediate-density-lipoproteins: IDL). In det-
taglio, la densita di 6 ml di plasma veniva portata
a densita paria 1.019 g/L con NaBr e i campioni
ultracentrifugati a 40.000 giri/min per 18 ore a
10°C in tubi da 6 ml in un rotore Beckman ad
angolo fisso, modello 40ti. Alla fine della ultra-
centrifugazione ¢ stato rimosso il top di 2 ml,
contenente le VLDL+IDL totali'.

Cromatografia in affinita

Le VLDLAIDL totali sono state successivamen-
te separate in due differenti sottofrazioni a se-



condo del contenuto di apoE tramite una meto-
dica di cromatografia in affinita con colonna di
epatina-sepharosio''. Preliminarmente, la frazio-
ne contenente le VLDL+IDL totali & stata dializ-
zata per un periodo di 24-48 h col tampone di
equilibrio della colonna e, dopo essere stata fil-
trata, ¢ stata passata attraverso la colonna. La sot-
tofrazione povera in apoE non si legava alla co-
lonna (frazione “Unbound”) e quindi ¢ passata
immediatamente, mentre la sottofrazione ricca in
apok si legava alla colonna (frazione “Bound”) e
veniva da questa staccata aggiungendo sale ad alta
molarita (NaCl 1M) al tampone di equilibrio. En-
trambe le sottofrazioni cosi ottenute dalla meto-
dica di cromatografia sono state dializzate per un
periodo di 24-48 h contro soluzione fisiologica e
successivamente ne ¢ stato dosato il contenuto
proteico'.

Elettroforesi del plasma su gels in
gradiente di poliacrilamide

Per la valutazione del size delle LDL ¢ stata utiliz-
zata una metodica, gia standardizzata nel nostro
laboratorio®, di elettroforesi del plasma su gels in
gradiente 2-14% di poliacrilamide (Alamo Gels,
San Antonio, TX, USA)"*". Dopo la corsa elet-
troforetica per 24h, i gels sono stati colorati per
proteine e lipidi. II size delle LDL corrisponden-
te a clascun campione ¢ stato calcolato tramite
una curva generata dalla distanza di migrazione
di proteine standard di diametro noto, quali ban-
de di latex, tireoglobulina, apoferritina con dia-
metri di 380 A, 170 A e 122 A e di standard pla-
smatici di valore noto gentilmente forniti dal Prof.
Ronald M. Krauss (Department of Molecular and
Nuclear Medicine, Lawrence Berkeley National
Laboratory, University of California, USA). Il fe-
notipo aterogeno delle LDL (il cosiddetto “pat-
tern B”) ¢ stato definito con valori di size minori
2 263.4 A. Valori superiori sono stati attribuiti al
“pattern A’

Analisi statistica

Per ’analisi statistica si ¢ usato il programma Stat-
view (Abacus Concepts Inc, USA). Sono state
calcolate le medie e le deviazioni standard e le dif-
ferenze sono state analizzate usando il test t di
Student per dati appaiati e, quando necessario, il
test non parametrico Mann-Whitney.

Risultati

I dieci pazienti maschi studiati avevano una eta
media di 43+7 anni e un BMI medio di 27%2.
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Figura 1. Assetto lipidico prima e dopo terapia.
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Uno di essi presentava all’anamnesi familiarita
cardiovascolare, quattro avevano sofferto di in-
farto miocardico acuto e tre erano stati gia riva-
scolarizzati mediante angioplastica coronarica. Un
paziente aveva inoltre sofferto di ictus cerebrale.
Per quanto riguarda 'estensione della malattia ate-
rosclerotica coronarica, due di essi erano tri-va-
sali, altri due erano bi-vasali, gli altri erano mono-
vasali. Cinque sono stati sottoposti ad angiopla-
stica coronarica con impianto di stent. Nessuno
soffriva di arteriopatia periferica e, secondo i cri-
teri di inclusione nello studio, nessuno era diabe-
tico, iperteso, obeso o iperlipidemico.

Nella figura 1 sono mostati i livelli dei lipidi pla-
smatici prima e dopo la terapia con 20 mg/die di
simvastatina. Dopo terapia abbiamo riscontrato
una significativa riduzione dei livelli di colestero-
lemia totale (139123 vs 161+21, p<0,01) e di
LDL-colesterolemia (8017 vs 109115, p<0,005);
le concentrazioni plasmatiche dei trigliceridi non
mostravano differenze significative (136143 vs
120%54). 1 livelli del’HDL-colesterolo erano bassi

Figura 2. Livelli delle lipoproteine ricche in
trigliceridi prima e dopo terapia.
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Figura 3. Rapporto Unbound/Bound nelle
lipoproteine ricche in trigliceridi prima e dopo te-
rapia e in una popolazione di controllo.
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ed aumentavano di circa il 10% dopo terapia
(314£5 vs 28%06), anche se non si raggiungeva la
significativita statistica.

I livelli delle lipoproteine ricche in trigliceridi pri-
ma e dopo cromatografia in affinita sono mostrati
nella figura 2. Dopo terapia i livelli delle
VLDLA+IDL totali e della frazione Bound non
mostravano differenze significative (38£7 vs 3117
e 1313 vs 1514, rispettivamente), mentre i livelli
della frazione Unbound erano significativamente
aumentati (2115 vs 1312, p<0,005). Pertanto (fi-
gura 3), il rapporto Unbound/Bound era signifi-
cativamente aumentato dopo terapia (0,9 vs 1,7,
p<0,0001) e raggiungeva un valore assai simile a
quello riscontrato in un gruppo di soggetti sani,
matchati per sesso ed eta, usati come popolazio-
ne di controllo.

La figura 4 mostra i valori di size delle LDL pri-
ma e dopo terapia in ciascun paziente. All’esame
di base, sei pazienti su dieci presentavano il feno-
tipo aterogeno pattern B delle LDL, con preva-
lenza delle LDL piccole e dense. Dopo terapia, di
questi sei pazienti soltanto un paziente era rima-
sto con il pattern B; gli altri avevano subito uno
“shift” dal pattern B al pattern A. II size medio
delle LDL era pertanto aumentato in maniera si-
gnificativa dopo terapia: 2652 vs 262+4 A,
p<0,01.

Discussione e conclusioni

L’apoE ¢ una glicoproteina con un ruolo chiave
nel matabolismo lipidico; in particolare stimola il
binding e la clearance dei remnants delle lipopro-
teine ricche in trigliceridi ed inoltre influenza
Iidrolisi delle particelle piu larghe, che ¢ mediata
dall’azione dell’enzima lipoprotein-lipasi'™'’. E’
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Figura 4. Size delle LDL prima e dopo terapia.
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stato documentato che nel plasma le lipoproteine
ricche in trigliceridi possono contenere o meno
I'apoE e sembra che I'accumulo delle particelle
che ne siano ricche sia associato alla severita del-
Paterosclerosi coronarica, anche se tale accumulo
¢ frequentemente associato ad altre condizioni
metaboliche, quali diabete e dislipidemia'’. Pet-
tanto, ¢ difficile stabilire la loro peculiare ateroge-
nicita.

Per tali ragioni ci siamo proposti in passato di
studiare 1 livelli plasmatici delle lipoproteine ric-
che in trigliceridi con e senza apoE in un gruppo
di pazienti maschi con coronaropatia prematura
e basse HDL, in assenza dei classici fattori di ri-
schio per malattie cardiovascolari'®. Recenti evi-
denze cliniche hanno identificato i remnants del-
le lipoproteine ricche in trigliceridi quali impor-
tanti targets terapeutici e le statine sembrano agi-
re su tali lipoproteine'**.

11 nostro studio ha dimostrato che pazienti ma-
schi con coronaropatia prematura e basse HDL,
in assenza dei fattori di rischio tradizionali per
CAD (obesita, ipertensione, diabete, fumo, iper-
colesterolemia) accumulavano lipoproteine ricche
in trigliceridi relativamente ricche in apoE'®. Inol-
tre, tali pazienti avevano una maggiore prevalen-
za di LDL piccole e dense, che, come ¢ noto, rap-
presentano un’ulteriore fattore di rischio cardio-
vascolare, associato ad un rischio tre volte mag-
giore di malattia coronarica®’. Pertanto, tali pa-
zienti possedevano un peculiare profilo ateroge-
no, in assenza di altre condizioni metaboliche.
Abbiamo speculato sui potenziali meccanismi
coinvolti: Paumentata produzione dei remnants
delle lipoproteine ricche in trigliceridi poteva aver
saturato 1 normali pathways per il loro cataboli-
smo o clearance; altre caratteristiche delle lipo-



proteine ricche in trigliceridi relativamente ricche
in apoE nei pazienti coronaropatici (es.: 'aumen-
tato contenuto di apoCIII) poteva aver compro-
messo il loro metabolismo e clearance; la clearan-
ce in vivo di queste particelle poteva essere di-
pendente da recettori la cui funzione era forse
compromessa nei pazienti coronaropatici.
Scopo del presente studio ¢ stato quello di valu-
tare se una terapia con statine, ed in particolare
con simvastatina a dosaggio di 20 rng/ die, possa
dare dei benefici a questa categoria di pazient,
valutandone in particolare I’azione terapeutica
“beyond cholesterol” sulle LDL aterogene pic-
cole e dense e sui livelli plasmatici delle lipopro-
teine remnants.

Abbiamo riscontrato che in un gruppo di pazien-
ti con valori di colesterolemia totale e trigliceride-
mia nella norma, ma con bassi livelli di HDI.-co-
lesterolo, affetti da cardiopatia prematura, la tera-
pia per tre mesi con simvastatina ha comportato
una significativa riduzione nei livelli del coleste-
rolo totale e dell’LLDI.-colesterolo. Abbiamo inol-
tre osservato un significativo aumento nel size
delle LDL e un’effetto sui livelli plasmatici delle
lipoproteine remnants. In particolare, 1 livelli del-
la frazione unbound erano aumentati (probabil-
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