Gli effetti biologici delle statine nella
malattia aterosclerotica

Biological effects of statins in atherosclerosis

Summary

Statins are the most widely prescribed drugs worldwide for lowering blood cholesterol levels. They have been
used for over 15 years, and have been found to be effective, safe and well tolerated over a broad range of
patients. Their main mechanism of action is based on the competitive inhibition of 3-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme A reductase, the enzyme responsible for cholesterol biosynthesis. Both basic and clinical studies
have however recently shown that statins also reduce cardiovascular risk through other mechanisms apart
from cholesterol reduction, such as improvement of endothelial dysfunction, inhibition of inflammatory re-
sponses, stabilization of atherosclerotic plaques, and modulation of platelet function and smooth muscle cell
proliferation. Conflicting data are currently available on the efficacy of statins in restenosis after balloon
angioplasty. It is well established that smooth muscle cell proliferation is the main mechanism responsible for
restenosis after arterial balloon angioplasty, and that it contributes towards restenosis even after arterial sten-
ting (in-stent restenosis). Several studies indicate that statins strongly affect the in vitro VSMC proliferation. In
this review, we report recent data of ours that show hitherto unknown molecular effects of statins, in particular
on smooth muscle cell proliferation and arterial restenosis.
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l ‘aterosclerosi rappresenta

a causa piu frequente di
mortalita e morbilita nel mon-
do occidentale, con una pre-
valenza che cresce parallela-
mente all’aumento della dura-
ta media della vita. Tale pro-
cesso ¢ espressione di una ma-
lattia cronica e sistemica, con
la tendenza a colpire contem-
poraneamente vari distretti va-
scolati e la cui patogenesi coin-
volge complessi meccanismi
molecolari. L’eziologia, mul-
tifattoriale, riconosce un ruo-
lo determinante alla presenza
di differenti fattori di rischio
che, spesso, sono presenti in
associazione e si potenziano a
vicenda. Gli eventi fisiopato-
logici primariamente coinvol-
ti nello sviluppo delle lesioni
aterosclerotiche sono rappre-
sentati dalla disfunzione del-
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I’endotelio vasale e dall’avvio
di una deleteria risposta in-
fiammatoria'. Il processo ten-
de a colpire vari distretti va-
scolari contemporaneamente
e con gradi diversi di progres-
sione. Le arterie principalmen-
te coinvolte sono quelle depu-
tate all’irrorazione del cuore
(arterie coronarie), del cervel-
lo (arterie carotidi, vertebrali
e cerebrali) e degli arti inferiori
(arterie iliache e femorali).
L’aterosclerosi documentata a
carico di un determinato let-
to vasale si associa ad un ri-
schio elevato di coinvolgimen-
to di altri distretti. Pur essen-
do la formazione e lo svilup-
po della lesione ateroscleroti-
ca un evento multifattoriale,
tuttavia ¢ stata da tempo sta-
bilita una chiara associazione
tra gli elevati livelli sierici di
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colesterolo e Yaumentata in-
cidenza di tale patologia’.

L’avvento degli inibitori della
3-idrossi-3 metilglutaril CoA
reduttasi (statine) ha rivoluzio-
nato il trattamento dell’iper-
colesterolemia. Attualmente
le statine sono i farmaci piu
utilizzati per la loro elevata
efficacia nella riduzione dei
livelli di colesterolo totale e
LDL, nonché per l'eccellente
tollerabilita e maneggevolez-
za. Numerosi studi clinici qua-
li lo Scandinavian Simvastatin
Sutvival Study (4S)*, Choleste-
rol and Recurrent Events
(CARE)®, Long-term inter-
vention with Pravastatin in
Ischemic Disease (LIPID)S,
West of Scotland Coronary
Prevention Study (WO-
SCOPS)” e I’Anglo-Scandina-
vian Cardiac Outcome Trial
Lipid-lowering Arm (ASCOT
-LLLA)® hanno dimostrato che
le statine riducono la mortali-
ta cardiovascolare®. Com’¢
noto, tali farmaci agiscono
inibendo la tappa limitante la
biosintesi del colesterolo a li-
vello epatico; la ridotta con-
centrazione di colesterolo ne-
gli epatociti determina un au-
mento della esposizione dei
recettori per le LDL favoren-
do, cosi, una riduzione dei li-
velli circolanti di LDL e dei
loro precursori. Sebbene il
meccanismo d’azione princi-
pale sia rappresentato dalla
sua ridotta biosintesi, la capa-
cita di ridurre anche la pro-
duzione epatica della apolipo-
proteina B100 e di lipoprote-
ine ricche in trigliceridi ren-
de conto dell’efficacia di alcu-
ne statine anche in soggetti
con omozigosi per I'ipercole-
sterolemia familiare, nei qua-
li non vi ¢ praticamente sinte-
si di recettori funzionanti. Il
principale effetto metabolico
delle statine ¢ rappresentato

dalla riduzione dei livelli di
LDL (dal 19% al 60% in base
alla dose e al tipo di molecola
utilizzata) con modesto innal-
zamento dei livelli di HDL.
L’azione sui trigliceridi appa-
re proporzionale ai livelli ba-
sali e correlata alla capacita del
farmaco di ridurre i livelli di
LDIL.

Effetti pleiotropici delle
statine

Si ¢ da tempo ritenuto che gli
effetti anti aterosclerotici del-
le statine fossero attribuibili a
tali azioni sul metabolismo li-
pidico, dal momento che I’ate-
rosclerosi ¢ mediata, almeno
in parte, dalla captazione di
LDL modificate, le quali, a li-
vello della parete arteriosa,
vanno a costituire il core lipi-
dico della lesione aterosclero-
tica’. T risultati di numerosi
studi clinici e sperimentali,
pero, hanno dimostrato che
gli effetti benefici delle stati-
ne nella riduzione del rischio
cardiovascolare possono esse-
re dissociati dalle loro proprie-
ta ipolipidemizzanti e attribu-
ibili piuttosto ai loro numero-
si effetti cosidetti “pleiotropi-
ci”. A tal riguardo, gli studi
WOSCOP (West of Scotland
Coronary Prevention) e
CARE (Cholesterol and Re-
current Events) hanno mo-
strato che nonostante livelli
sierici di colesterolo sovrappo-
nibili tra i due gruppi di stu-
dio, i pazienti in trattamento
con statine avevano un rischio
cardiovascolare significativa-
mente piu basso dei pazienti
trattati con placebo®’. Inoltre,
il rischio di infarto miocardi-
co acuto in pazienti trattati
con statine si ¢ rivelato di gran
lunga minore rispetto ai pa-
zienti in trattamento con altri
agenti ipolipidemizzanti no-
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nostante la riduzione dei livelli
sierici di colesterolo tra i due
gruppi di studio fosse sovrap-
ponibile'”.

E’ noto ormai che gli effetti
pleiotropici degli inibitori del-
PHMG- CoA reduttasi com-
prendono: il miglioramento e
il ripristino della funzione
endoteliale; la stabilizzazione
delle placche aterosclerotiche;
la riduzione dello stress ossi-
dativo e dell’infiammazione a
livello vascolare; la modula-
zione dell’attivita pro-coagu-
lante e della funzione piastri-
nica; la capacita di reclutare i
progenitori delle cellule endo-
teliali (EPCs); I'azione immu-
nosoppressiva; ’inibizione
dell’ipertrofia cardiaca'"'? e
della proliferazione delle cel-
lule muscolari lisce vasali
(SMC)*®.

Molti di questi effetti eserci-
tati dalle statine sono, in gran
parte, la conseguenza della
loro capacita di bloccare la sin-
tesi di intermedi isoprenoidi,
quali il farnesilpirofosfato
(FPP) e il geranilgeranilpiro-
fosfato (GGPP), che svolgono
un ruolo importante in molte
vie di segnalazione molecola-
re. Questi intermedi biosinte-
tici agiscono da importanti siti
per le modificazioni post-tra-
duzionali di numerose protei-
ne, incluse le subunita y delle
proteine G eterotrimeriche e
le piccole proteine leganti il
GTP come Ras, Rho, Rab,
Rac (figura 1). Per tali protei-
ne, isoprenilazione ¢ indi-
spensabile per I’ancoraggio
alla membrana plasmatica e
per produrre i normali effetti
biologici. Inibendo Iisopreni-
lazione di proteine leganti il
GTP come Ras, Rho, Rab e
Rac, le statine determinano un
accumulo delle forme inatti-
ve di tali proteine nel citopla-
sma e numerosi effetti biolo-
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Figura 1. Via biosintetica del colesterolo e meccanismi molecolari degli effetti biologici delle statine.
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gici a livello della parete vasa-
le e del miocardio.

Meccanismi fisiopatolo-
gici della restenosi
dopo angioplastica
vascolare

Un importante strumento te-
rapeutico per il trattamento
delle lesioni aterosclerotiche
stabili e soprattutto delle plac-
che aterosclerotiche complica-
te da aterotrombosi ¢ rappre-
sentato dall’angioplastica dei
vasi coronarici ed extra-cardia-
ci. Tali procedure sono grava-
te, nonostante progressi note-
voli nella tecnica, dal fenome-
no della restenosi. E’ ben
chiaro, oggi, che la migrazio-
ne e la proliferazione delle
cellule muscolari lisce ¢ il
principale meccanismo re-
sponsabile della restenosi. In
un nostro recente studio ab-
biamo dimostrato che le sta-
tine sono capaci di ridurre la

proliferazione delle cellule
muscolati lisce, I’evento cen-
trale nella patogenesi di mol-
te lesioni vascolari tra cui, in
particolare, la restenosi dopo
angioplastica vasale. Sebbene
Iimpianto di stent (in parti-
colare di quelli medicati che
rilasciano alte concentrazioni
locali di agenti antiprolifera-
tivi ¢ immunosoppressivi), si
sia dimostrato capace di ridur-
re la frequenza di restenosi ri-
spetto all’angioplastica con
palloncino, la trombosi intra-
stent rappresenta un problema
emergente e significativo, so-
prattutto nei pazienti ad alto
rischio. Il ruolo delle statine
nella prevenzione degli even-
ti trombotici dopo impianto
di stent medicati ¢ attualmen-
te sconosciuto.

La restenosi riconosce tre
eventi fisiopatologici distinti:
1) la retrazione vascolare che
fa seguito immediatamente
all’insulto meccanico, 2) il ri-

January 2009 Volume 9 Number 1

modellamento negativo della
parete arteriosa 3) liperplasia
neointimale''. La retrazione
clastica consiste nel restringi-
mento del vaso che si verifica
normalmente entro 24 ore
dalla procedura percutanea ed
¢ dovuta alle proprieta elasti-
che della parete arteriosa. Il
rimodellamento negativo ¢ un
processo di contrazione loca-
le della parete arteriosa e di
riduzione dell’area vasale, pro-
babilmente mediato dalla in-
terazione tra le cellule endo-
teliali e il flusso sanguigno non
laminare. L’iperplasia della
neointima prevede la prolife-
razione e la migrazione delle
SMC dalla media e la mobi-
lizzazione di cellule staminali
dal midollo osseo verso I'inti-
ma con invasione, poi, del
lume vascolare.

La retrazione elastica e il ri-
modellamento negativo sono
i meccanismi primariamente
responsabili della restenosi fa-
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cente seguito all’angioplastica
con palloncino; essi sono sta-
ti in buona parte ridimensio-
nati o addirittura eliminati
grazie all’impiego degli stent.
Il terzo meccanismo, la proli-
ferazione della neointima, rap-
presenta quindi il principale
evento responsabile della pa-
togenesi della restenosi intra
stent soprattutto durante uti-
lizzo di endoprotesi non me-
dicate. Un ruolo rilevante &
svolto, inoltre, da altri eventi
quali la produzione di abbon-
dante matrice extracellulare e
la ridotta frequenza con cui le
SMC vanno incontro ad apop-

tosi!®1,

Meccanismi coinvolti
nella proliferazione
delle cellule muscolari
lisce

La superficie endoteliale denu-
data per effetto del trauma
meccanico conseguente all'im-
pianto di stent attiva una ri-
sposta inflammatoria che por-
ta alla adesione, attivazione e
aggregazione delle piastrine e
di conseguenza alla deposizio-
ne di fibrina con formazione
di un trombo all’interno del-
lo stent (fase trombotica: 0-3
gg dopo la procedura). Questi
microtrombi, insieme al dan-
no meccanico della parete va-
sale, richiamano cellule in-
fiammatorie come macrofagi
e linfociti che abbandonano il
flusso ematico (fase di reclu-
tamento: 3-8 gg). Tali cellule
stimolano la produzione di
vari fattori di crescita e cito-
chine che attivano localmen-
te le VSMC quiescenti nella
tonaca media; inoltre, esse
possono indurre le cellule sta-
minali circolanti a rientrare
nel ciclo cellulare e a moltipli-
carsi. Le SMC proliferanti
migrano, cosi, nell’intima e

formano un trombo nel lume
dello stent (fase proliferativa:
8° g). La proliferazione cellu-
lare termina circa due settima-
ne dopo l'impianto dello
stent; le SMC, tuttavia, conti-
nuano a produrre abbondan-
te matrice extracellulare che
causa un aumento di volume
della tonaca intima. E” proprio
questo processo di crescita
neointimale che, quando di-
venta esuberante, invade il
lume vascolare e porta a reste-
nosi. Siccome quanto piu €
profondo linsulto tanto mag-
giore ¢ lo stimolo iperplastico,
I'impianto di stent ¢ responsa-
bile di una crescita neointima-
le maggiore rispetto all’angio-
plastica convenzionale.

Effetti delle statine
sulla proliferazione
delle cellule muscolari
lisce dopo
angioplastica vascolare

In condizioni normali, le cel-
lule muscolari lisce risiedono
nella tonaca media della pare-
te vasale in uno stato quiescen-
te, completamente differenzia-
te e dotate di proprieta con-
trattili. Tali cellule possono
essere rapidamente attivate in
risposta ad insulti di vario
tipo; l'attivazione ¢ associata
al passaggio da un fenotipo
contrattile ad uno “sintetico”
che favorisce, a sua volta, la
proliferazione di altre SMC e
la loro migrazione, oltreche la
sintesi di matrice extracellula-
re'®,

Laufs e collaboratori'”! han-
no dimostrato che alcuni de-
gli effetti delle statine sulle
SMC sono indipendenti dalle
loro proprieta ipolipidemiz-
zantl e mediati, piuttosto, dal-
la inibizione della sintesi di
composti isoprenoidi*. Gli
studi di Porter et al. hanno
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dimostrato che le statine pos-
sono ridurre la migrazione e
la proliferazione delle SMC
dell’aorta di ratto interferen-
do con vie di segnalazione
molecolare che coinvolgono
proteine isoprenilate®.

Un contributo alla conoscen-
za dei meccanismi molecolari
coinvolti nella inibizione del-
la iperplasia della neointima ¢
giunto anche da studi speri-
mentali condotti dal nostro
gruppo. I risultati di tali studi
hanno dimostrato che la si-
mvastatina inibisce in manie-
ra marcata la proliferazione di
cellule muscolari lisce isolate
dall’aorta toracica di ratto (fi-
gura 2A). Gli effetti in vivo
sono stati valutati ticorrendo
ad un modello standardizzato
di danno vascolare (balloon
injury), che riproduce il trau-
ma conseguente all’angiopla-
stica percutanea e realizzato
attraverso l'introduzione di
un catetere da embolectomia
(2F Fogarty) nella carotide
esterna di ratti anestetizzati e
I'insufflazione del palloncino
a 1.5 atm per 18 sec, ripeten-
do loperazione per 3 volte.
Tale modello realizza uno sti-
molo massimale per Iiperpla-
sia della neointima che rag-
giunge un plateau 14 giorni
dopo la procedura. La sommi-
nistrazione di simvastatina agli
animali secondo tempi e dosi
variabili in base a diversi pro-
tocolli seguiti, riduceva lo
spessore della neointima, (da
0.266 = 0.015 mm? nei con-
trolli a 0.080 * 0.026 mm?) e
il rapporto neointima- media
(da 1.271 + 0.074 a 0.436 *
0.158). Tale effetto risultava
essere dose-dipendente (figura
2B). In un altro gruppo di
esperimenti ¢ stato valutato
Peffetto della simvastatina sul-
la proliferazione della neoin-
tima conseguente all'impian-
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Figura 2. Effetti delle statine sulla proliferazione delle cellule muscolari lisce in vitro e in vivo. A. La
simvastatina inibisce in maniera significativa la proliferazione delle SMC rispetto al controllo; tale effetto
viene completamente perso in seguito all’ aggiunta di mevalonato al mezzo di coltura. B. Sezioni istologiche
rappresentative colorate con ematossilina-eosina di arterie carotidi comuni: il trattamento con statine
(Angioplastica + Simvastatina) riduce |'intensa proliferazione neointimale che di norma si osserva dopo
balloon injury (Angioplastica) rispetto ad arterie di controllo non danneggiate (Controllo).
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to di stent osservando una per-
centuale di trombosi vasale
pari al 30% nel gruppo di con-
trollo e pari a 11.1% nei ratti
trattati con simvastatina (figu-
ra 2B).

I meccanismi molecolari alla
base di tali effetti sono stati
individuati nel ruolo principa-
le svolto dalle statine: Iinibi-
zione dell’enzima 3- idrossi- 3
metilglutaril CoA reduttasi
che svolge un ruolo chiave nel
pathway del mevalonato.
L’acido mevalonico € necessa-
rio, infatti, per la produzione
del colesterolo ma ¢ anche il
precursore di vari intermedi
isoprenoidi come il farnesilpi-
rofosfato (FPP) ed il geranil-
geranilpirofosfato (GGPP).

Tali intermedi biosintetici
sono importanti per le modi-
ficazioni post traduzionali di
una serie di proteine tra cui le
proteine leganti il GTP Ras e
Rho®. Numerosi studi, tra cui
i nostri, hanno dimostrato che
le proteine Ras e Rho sono
importanti per la proliferazio-
ne e la migrazione delle SMC
e per la formazione di neoin-
tima??. Gli effetti inibitori che
le statine esercitano sulla pro-
liferazione delle SMC dipen-
sono, almeno in parte, dall’ini-
bizione della isoprenilazione
di Ras ¢ Rho. Numerose evi-
denze sperimentali supporta-
no questa ipotesi; su tutte, il
riscontro che la trasfezione
mediata da un adenovirus del
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gene H-ras dominante negati-
vo previene liperplasia della
neointima in ratti sottoposti
a balloon injury®. Inoltre, le
statine si sono rivelate capaci
di inibire anche il processo di
migrazione delle fibrocellule
muscolari lisce durante la for-
mazione della neointima o
dell’ateroma®. Tale processo
richiede dapprima la degrada-
zione della membrana basale
e poi la migrazione delle cel-
lule richiamate in loco da sti-
moli chemiotattici. Ulterioti
studi hanno anche osservato
che la simvastatina inibisce
Pinvasione delle SMC median-
te P’inibizione di una metallo-
proteasi (MMP-9)?". Questi
dati sperimentali sono stati
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confermati in studi clinici che
dimostrano che la simvastati-
na e la pravastatina riducono
i livelli sierici di MMP-9 in
pazienti ipercolesterolemi-
ci'™?. Tali evidenze suggeri-
scono che le statine inibisco-
no l’invasione cellulare non
solo interferendo con la mi-
grazione cellulare ma anche
impedendo la degradazione
della matrice extracellulare.
L’effetto antiproliferativo esi-
bito dagli inibitori del’HMG-
CoA reduttasi sulle SMC pare
mediato anche dall’induzione
di apoptosi. L.a morte cellula-
re programmata controlla la
densita delle cellule della ne-
ointima: la numerosita delle
SMC nella neointima, infatti,
¢ il risultato di un equilibrio
che s’instaura tra la migrazio-
ne delle cellule dalla tonaca
media e la loro seguente pro-
liferazione o morte. Le stati-
ne sono capaci d’indurre apop-
tosi in varie linee cellulari®*.
E’ stato inoltre dimostrato che
il siero di pazienti ipercoleste-
rolemici trattati con atorvasta-
tina o con simvastatina inibi-
sce la proliferazione di cellule
muscolari lisce in coltura?:?’.
Studi recenti dimostrano che
anche le SMC sono suscetti-
bili di tale effetto® con una
sensibilita che varia in manie-
ra significativa tra le SMC lo-
calizzate nella tonaca media e
quelle che si trovano nella ne-
ointima. Queste ultime, in
particolare, si sono rivelate
altamente sensibili alla lovasta-
tina, simvastatina e fluvastati-
na piuttosto che alla pravasta-
tina®.

Effetti delle statine
sullo sviluppo di
ipertrofia miocardica

L’ipertrofia cardiaca rappre-
senta uno dei principali mec-

canismi di adattamento del
tessuto miocardico in risposta
al sovraccarico di pressione.

Un nostro recente studio ha
dimostrato I’efficacia delle sta-
tine nel ridurre lo sviluppo di
ipertrofia cardiaca indotta da
sovraccarico pressorio in un
modello murino di ipertrofia
cardiaca®. Nel tessuto miocar-
dico, le proteine Ras, Rho e
Rac mediano la risposta iper-
trofica a diversi stimoli fisio-
logici o patologici’** in asso-
ciazione allo stress ossidativo.
Sebbene il piu importante ef-
fetto terapeutico delle statine
sulle malattie cardiovascolari
sia riconosciuto essere prima-
riamente di tipo vascolare, re-
centi studi condotti sia su ani-
mali sia sull’'uvomo suggerisco-
no che le statine possano an-
che esercitare un effetto favo-
revole direttamente sul tessu-
to miocardico. Poiché Racl ¢
richiesto per 'attivita della

NADPH ossidasi e l'ipertro-
fia cardiaca ¢ mediata, alme-
no in parte, dalla produzione
di radicali liberi dell’ossigeno
(ROS) nel tessuto miocardico,
¢ verosimile che le statine pos-
sano ridurre lipertrofia
cardiaca attraverso un effetto
antiossidante dipendente dal-
la inibizione di Racl mediato
dalla geranil-geranilazione (fi-
gura 1).

Effetti delle statine
sull’espressione delle
molecole di adesione
cellulare

L’abitudine al fumo compor-
ta un rischio aumentato di sin-
dromi coronariche acute e
stroke ischemico®. La nicoti-
na esercita effetti protrombo-
tici e proaterosclerotici sulle
cellule della parete vasale
come le cellule endoteliali e le
cellule muscolari lisce, pro-

Figura 3. Effetti della nicotina sulle molecole di adesione cellulare e
sulla formazione della placca aterosclerotica. Le statine inibiscono
I'aumento dell’espressione delle molecole di adesione cellulare in-
dotto dalla nicotina attraverso I'inibizione di NF-kB generato dal-
I'azione diretta della nicotina sui leucociti.

|

Attivazione NF-kB

STATINE

f

4 Espressione di molecole di adesione
intercellulare (I-CAM; V-CAM)

l

1Aggreg_azione_ di leucociti e
formazione di cellule schiumose

l

Ateroma

l

SCA; Stroke ischemico

24 Trends in Medicine January 2009 Volume 9 Number 1



muovendo un aumento del-
I'espressione delle molecole di
adesione cellulare (CAMs) tra
cui ICAM1 e VCAMT1 che
svolgono un ruolo chiave nel
reclutamento dei leucociti nel-
lo spazio sub-endoteliale e
quindi nella formazione della
placca aterosclerotica™.

Le statine determinano una
marcata attenuazione delle le-
sioni aterosclerotiche® iniben-
do l'espressione delle moleco-
le di adesione indotta dalla ni-
cotina su cellule endoteliali
coronariche umane. Tale ef-
fetto € esercitato in maniera
dose-dipendente ed ¢ comple-
tamente perso in seguito al-
l'aggiunta di mevalonato alle
cellule in coltura (figura 3).
La nicotina favorisce 'espres-
sione delle molecole di adesio-
ne sulla superficie delle cellu-
le endoteliali, attivando il pa-
thway mediato da NF-kB, un
fattore di trascrizione nuclea-
re normalmente presente nel
citosol di molte cellule come i
linfociti, i monociti, le cellule
endoteliali e le muscolari lisce
in forma inattiva. Numerosi
stimoli pro-aterosclerotici in-
ducono la traslocazione del-
I'NF-kB nel nucleo, dove esso
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