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Effetti diversi indotti dal trattamento con varie
statine sull’espressione del Tissue Factor
monocitario nei soggetti ipercolesterolemici

| farmaci ipocolesterolemizzanti (statine) possono ridurre il rischio cardiovascolare tramite |’azione ipolipemiz-
zante ma verosimilmente anche per mezzo di effetti antitrombotici diretti come la modulazione dell’attivita di
piastrine e monociti. Lo scopo dello studio & stato quello di valutare I’effetto di varie statine sull’attivita piastri-
nica e monocitaria in soggetti ipercolesterolemici. | nostri dati mostrano incremento della produzione di TF su
cellule isolate e su sangue intero e della P-selectina (indice di attivazione piastrinica) nei soggetti ipercoleste-
rolemici rispetto ai controlli (p<0.001). Atorvastatina, Fluvastatina e Simvastatina riducono I'attivita procoa-
gulante monocitaria e I'attivita piastrinica (p<0.01) indipendentemente dalle modificazioni del colesterolo. La
Pravastatina invece riduce |'espressione del TF nel sangue intero in modo direttamente proporzionale alla
riduzione dell’attivita piastrinica e del colesterolo (p<0.05). | nostri dati mostrano quindi un’influenza diversa
esercitata dalle statine sull’espressione del TF nel sangue intero, suggerendo la presenza sia di azioni dirette
sui monociti che mediate dalla modulazione dell’attivita piastrinica.

Specific effects of several statins on monocyte Tissue Factor expression in
hypercholesterolemic subjects

Summary

Cholesterol-lowering drugs (statins) reduce cardiovascular risk either by decreasing cholesterol or non-lipidic
actions such as platelet and monocyte activity modulation. The aim of our study was to evaluate the effect of
several statins on platelet and monocyte activity in hypercholesterolemic subjects.

P-selectin (as an indicator of platelet activity), tissue factor expression in whole blood and isolated cells were
increased in hypercholesterolemic subjects with respect to controls (all p<0.001). Atorvastatin, Fluvastatin and
Simvastatin reduced monocyte procoagulant activity in whole blood and platelet activation (p<0.01). Tissue
factor antigen and activity in isolated cells were further reduced (all p<0.05) beyond cholesterol reduction.
Pravastatin decreased tissue factor expression in whole blood with direct relation to reduced P-selectin and
cholesterol (p<0.05). In conclusion our data show a different impact of several statins on monocyte TF expres-
sion in whole blood suggesting a possible role for both direct or platelet-mediated actions.
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Introduzione

Le cellule ed i mediatori biochimici dell’infiam-
mazione svolgono un ruolo rilevante nella genesi
e nella progressione dell’aterosclerosi'. I monoci-
ti sono infatti coinvolti nell’induzione, nella pro-
gressione e rottura della placca aterosclerotica®
Essi, inoltre sono provvisti di attivita procoagu-
lante legata all’espressione di TE, considerato il
principale promotore della cascata coagulativa in
vivo®. Per tale motivo si ritiene che questi elementi
cellulari svolgano un ruolo di rilievo nel determi-
narsi delle complicazioni trombotiche acute del-
Paterosclerosi. Altre protagoniste principali nel-
l'aterotrombosi sono le piastrine, sia attraverso
un ruolo diretto?, che grazie alla capacita di in-
fluenzare lattivita procoagulante monocitaria’.
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Liperattivita piastrinica e monocitaria ¢ stata de-
scritta nell’ipercolesterolemia®’, un classico fat-
tore di rischio per gli eventi cardiovascolari®. Gli
inibitori dell’enzima 3-Idrossi-metil-glutaril coe-
nzima-A (HMG-CoA) reduttasi (statine) induco-
no un efficace effetto ipocolesterolemizzante e
molti trial mostrano i loro effetti positivi sugli
eventi cardiovascolati’. In ogni modo, la riduzio-
ne della mortalita'’ e la regressione delle placche
aterosclerotiche sono rilevabili in modo indipen-
dente dalla riduzione del colesterolo stesso'' ed
anche in pazienti con livelli normali di partenza'®.
Tali evidenze hanno suggerito la possibilita che le
statine possano esplicare azioni anti-aterorombo-
tiche dirette, non correlate con I'azione ipolipe-
mizzante principale, che potrebbero assumere un
ruolo positivo nella protezione cardiovascolare'.
Le statine riducono infatti I'attivita piastrinica'* e
espressione di TF in vitro" ed in vivo'. Inoltre il
nostro gruppo ha precedentemente dimostrato
un’ azione diretta di alcune statine sull’interazio-
ne piastrine-monociti e sulla produzione di TF
(in vitro)'%. Comunque, le vatie statine modulano
differentemente I'espressione di TF monocitario
in vitro®, la generazione di trombina piastrino-
dipendente'” e espressione di P-Selectina, marker
sensibile di attivazione piastrinica, in vivo'®. Studi
precedenti hanno mostrato che la somministra-
zione di Simvastatina induce una riduzione del-
espressione di TF monocitario”. In ogni modo,
al momento non esistono dati comparativi dispo-
nibili sugli effetti delle varie statine nello stesso
modello sperimentale durante trattamento in vivo.
Lo scopo del nostro studio ¢ stato quello di inve-
stigare gli effetti tempo-dipendenti di varie stati-
ne sulla produzione di TF in monociti isolati e
nel sangue intero di soggetti con ipercolesterole-
mia pura. Il test sul sangue intero veniva eseguito
per valutare le possibili influenze della sommini-
strazione di statine sulle piastrine e sull’attivita
procoagulante monocitaria, come precedentemen-
te descritto in vitro!'®. Inoltre, abbiamo valutato
Pattivita piastrinica attraverso le misurazioni della
P-Selectina di superficie (CD62, GMP-140 o P-
Sel).

Materiali e metodi

Venivano inclusi nello studio sessantaquattro sog-
getti ipercolesterolemici [41 maschi, 23 femmine,
range d’eta 36-63 anni, colesterolo totale (TC)
264,4112,4 mg/dl, colesterolo-HDL (HDL-C)
48,4+4.2 mmol/], trigliceridi (TG) 111,949,7 mg/
dl, colesterolo-LDL (LDL-C) 192,5+7,2 mg/dl,
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indice di massa corporea (BMI) 24,7 +1,7 kg/
m?|. I pazienti non responsivi al regime dietetico
pet 6 settimane (AHA step II)", venivano rando-
mizzati a trattamento con atorvastatina 10 mg/
die (n=10), simvastatina 20 mg/die (n=16), flu-
vastatina 80 mg/die (n=16) o pravastatina 40 mg/
die (n=10). 1l regime dietetico consisteva nell’as-
sunzione di 17002100 Kcal/die: 'introito di co-
lesterolo era minore di 200 mg/die; il 30% delle
calorie totali proveniva da grassi (<5% grassi sa-
turi, 25% grassi insaturi), il 55% da carboidrati e
i1 15% da proteine; 'assunzione quotidiana di fi-
bre era di circa 35 g Ciascun soggetto proseguiva
il regime dietetico durante il periodo di osserva-
zione e la compliance era verificata settimanal-
mente da un nutrizionista attraverso questionari
e controlli del peso corporeo.

11 regime dietetico era considerato inefficace se il
colesterolo-ILDL non era diminuito in misura su-
petiore al 25% fino ad un livello di 160 mg/dL.
Iefficacia e la tollerabilita delle dosi delle varie
statine erano comparabili, in accordo ai risultati
dello studio CURVES® eccetto che per la fluva-
statina. Infatti In tale studio 40 mg di tale mole-
cola erano risultati meno attivi delle altre statine e
pertanto decidevamo di somministrare un dosag-
gio piu elevato ma sovrapponibile per tollerabili-
ta%!. Inoltre la scelta delle dosi delle diverse mole-
cole era effettuata in base al precedente rilievo
della relazione tra dose di statina e attivita sulla
generazione di trombina piastrino-dipendente
dopo 6 settimane di trattamento'’.

Venivano inoltre valutati 20 soggetti normali,
comparabili per sesso e per eta, come controlli
dell’attivita piastrinica e procoagulante monoci-
taria di base.

I criteri di esclusione dallo studio erano: prece-
denti eventi cardio e cerebrovascolati nella storia
clinica, ipertensione arteriosa, diabete mellito,
malattie epatiche, renali, tiroidee, infettive o pa-
tologie maligne conosciute. Nessuno aveva una
storia familiare di trombosi venosa profonda o di
sindrome emorragica e non erano stati assunti
farmaci ipolipidemizzanti, antipiastrinici, antico-
agulanti o profibrinolitici nei tre mesi precedenti
Pinclusione nello studio. Tutte le donne erano in
eta riproduttiva e nessuna assumeva terapia of-
monale. Nel presente studio i soggetti sono stati
arruolati in presenza di normali valori di omoci-
steina (Hcy, cut-off 12 mmol/L), lipoproteina(a)
[Lp(a)] (cut-off 30 mg/dl) fibrinogeno (cut-off
300 mg/dl) e proteina C reattiva (PCR, cut-off
1mg/L), in relazione ai controlli. Ciascun para-
metro veniva ulteriormente valutato alla fine del
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periodo di osservazione. Lo studio era stato ac-
cettato dal Comitato Etico locale ed ogni sogget-
to aveva sottosctitto il consenso informato.

I campioni ematici erano prelevati al tempo zero
(T°, dopo 6 settimane di regime dietetico ineffi-
cace), dopo 1 (T%), 2 (T?), 3 (T°), 4 (T, e 6 (T°)

settimane di trattamento.

Prelievo di sangue

Ad ogni tempo prestabilito il prelievo ematico era
eseguito al mattino, a riposo e digiuno, senza sta-
si, con un ago 19G. Il sangue veniva quindi rac-
colto in acido citrico-destrosio (ACD 1:9) per lo
studio delle piastrine isolate; in eparina litica (1:9)
per lisolamento delle cellule mononucleate, in
citrato trisodico 3,8% per il fibrinogeno e Lp(a);
in EDTA per P'omocisteina, come sangue intero
per il profilo lipidico e la PCR. Tutti i campioni,
eccetto quelli per la preparazione delle piastrine,
erano centrifugati a 1.500 x g per 15 minuti e poi
conservati a—70 °C per un massimo di 10 giorni.

Isolamento delle piastrine

1l sangue citratato ¢ stato centrifugato a 100 x g
per 20 minuti a temperatura controllata per otte-
nere un plasma ricco di piastrine (PRP). Questo
era poi separato dai 2/3 supetioti del sopranan-
tante per evitare la contaminazione delle altre cel-
lule. 11 sangue rimanente era centrifugato a 1.500
x g per 10 minuti per ottenere un plasma povero
di piastrine (PPP). Le piastrine lavate sono state
isolate attraverso una tecnica di centrifugazione
multipla in tampone Tyrode (137mM NaCl, 2,8
mM KCI, 1mM MgCl, 12mM NaHCO, 0,4 mM
Na,HPO,, 0,35% albumina sierica, 10 mM HE-
PES, 5,5 mM destrosio pH 7.4) come descritto
da Mustard®. 1l conteggio delle piastrine ¢ stato
eseguito su contaglobuli Coulter Counter (Coul-
ter Ltd.Miami, Fl, USA).

Isolamento dei monociti

Le cellule mononucleate del sangue periferico
(PBMC) ed i granulociti venivano isolati da san-
gue intero eparinato. Le PBMC venivano succes-
sivamente isolate con centrifugazione in Lympho-
prep a 1200g x 20 min a 20°C*. I monociti erano
identificati con May-Grunwald-Giemsa ¢ com-
prendevano il 19%-22% di cellule specifiche. I
monociti venivano ottenuti con I'incubazione delle
PBMC per 90 minuti a 37°C in un’atmosfera
umidificata al 5% di CO2 in piastre contenenti
medium specifico RPMI 1640, supplementate con
2 mM di glutamina. I linfociti venivano rimossi
con aspirazione effettuata con una pipetta Pasteur

calibrata e lavaggio dei dischi in tampone specifi-
co®’. La preparazione putificata di cellule conte-
neva un minimo del 94% di monociti.

Lisato cellulare monocitario

Dopo lisolamento, i monociti (1x10? cell/1) veni-
vano lavati in PBS ed incubati in RPMI 1640 a
37°Cin CO al 5% per 6 ore. Le colture venivano
preparate in presenza di lipopolisaccaride (LPS)
ad una concentrazione finale di 5 ng/ml. Alla fine
dell’incubazione, gli elementi cellulari venivano
separati con centrifugazione a 200g x 20 min e
poi lavati in tampone TRIS-NaCl (0,1 mmol/l
NaCl, 0,1% di albumina serica bovina, pH 7,4).
Le cellule venivano lisate nello stesso buffer ad-
dizionando 15 mmol/1 di n-octil-d-glicopiranosi-
de a 37°C per 15 min®.

Determinazione dell’attivita del TF nel
lisato cellulare

Lrattivita procoagulante monocitaria veniva esa-
minata tramite specifica metodica coagulativa ad
unico passaggio®. 100 ul di lisato cellulare erano
aggiunti a 100 ml di plasma citrato normale. Dopo
incubazione per 150 sec a 37°C, venivano aggiunti
100 ml di CaCl, 0,025 mM. I tempi di coagulazio-
ne venivano quantificati rapportandoli con curve
standard basate su diluizioni seriate di una prepa-
razione standard di tromboplastina. I risultati ve-
nivano espressi come unita di attivita TT per mi-

crogrammo di proteina determinata dal metodo
Bradford?.

Determinazione dell’attivita del TF nel
sangue intero

Dopo incubazione di sangue eparinato con LPS
(5 ng/ml), le cellule mononucleate venivano iso-
late applicando alla sommita del campione, con-
tenente 0,5 ml di NaCl 0,15 mol/1, 1,5 ml di Lym-
phoprep seguito da centrifugazione a 440 g per
15 min. Le cellule venivano raccolte e lavate con
NaCl 0,15 mol/1. Al termine, le cellule venivano
congelate a -20°C. Lattivita del TF veniva deter-
minata sul campione tramite metodica coagulati-
va a due passaggi®®. Tale campione veniva aggiunto
ad una mistura di protrombina modificata, fatto-
re X, fattore V e fattore II e la reazione veniva
iniziata con aggiunta di CaCl, (4,0 M concentra-
zione finale). Dopo 3 minuti di incubazione in
presenza di fibrinogeno, la trombina generata ve-
niva misurata tramite determinazione del tempo
di coagulazione. Lo standard era costituito da una
preparazione purificata di TF; i dati sono stati
espressi come mU/10°/cellule.
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Determinazione del TF antigene

IL TF antigene veniva determinato nel lisato cel-
lulare con metodo ELISA, usando anticorpi mo-
noclonali (mAb) anti TF in accordo alle racco-
mandazioni del produttore (Imubind Tissue
Factor, American Diagnostica)®. Tutti i campio-
ni erano testati in duplicato ed i dati espressi come
pg/0.5 x 107 cellule.

Analisi attivazione piastrinica

L’espressione della P-selectina a livello piastrini-
co (CDO62p) ¢ stata valutata con metodica cito-
fluorimetrica attraverso la CD62p titolata con fi-
coeritrina (Becton-Dickinson, Frankin Lakes, NJ,
USA) e CD61-Mab (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA) come controllo positivo.

Le piastrine sono state immediatamente valutate
dopo campionatura e trattate come precedente-
mente descritto'®. Una parte del PRP (200 uL) ¢
stata successivamente centrifugata a 800 x g per 5
minuti e, dopo rimozione del plasma, ¢ stata fluo-
rescinata. 20 ul. di anticorpo monoclonale sono
stati addizionati alle piastrine con incubazione per
30 minuti a temperatura ambiente, in camera oscu-
ra.

I campioni sono stati analizzati su citofluorime-
tro FACS-SCAN a 488 nm (Becton-Dickinson,
Franklin Lakes,NJ,USA).

In ciascun istogramma sono state incluse 50.000
piastrine per valutare la percentuale di cellule
CDO62P positive.

Misurazioni Plasmatiche

11 profilo lipidico (TC, HDL-C e TG) ¢ stato de-
terminato con metodica enzimatica-colorimetri-
ca disponibile in commercio, secondo le istru-
zioni dei produttori (Roche—Hitachi, Mannheim,
Germany) su spettrofotometro Beckman DU-7
(Beckman, Fullerton, CA, USA) (variazione inte-
ranalisi e intra-analisi CVs <3%). Tutti i soggetti
inclusi nello studio avevano TG <400 mg/dl pet-
tanto il colesterolo-LDL ¢ stato calcolato appli-
cando la formula di Friedewald™. I fibrinogeno
¢ stato determinato nel plasma attraverso il me-
todo di Clauss modificato (Multifibren, Dade-
Behring, Marburg, Germany; sia interanalisi, sia
intra-analisi CVs <5%)’!. L’omocisteina ¢ stata
misurata attraverso metodica HPLC con detezio-
ne in fluorescenza in accordo con Araki e Sako™.
La Lp(a) ¢ stata determinata con il metodo ELI-
SA (American Diagnostica, Greenwich, CT,
USA;variazioni sia interanalisi che intra-analisi CV
<6%); la proteina C reattiva ¢ stata valutata sfrut-
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tando un metodo nefelometrico ad alta sensibili-
ta (Dade-Behring, Marburg, Germany; variazio-
ni sia interanalisi, che intra-analisi CVs <5%).

Analisi Statistica

I risultati sono riportati come valore medio * er-
rore standard (SEM).

Tutti i dati sono stati analizzati attraverso Iappli-
cazione di ANOVA e il metodo di Bonferroni/
Dann ¢ stato usato per comparazioni multiple
quando sono state osservate differenze significa-
tive. Un valore di p <0.05 ¢ stato accettato come
significativo. Inoltre il coefficiente di correlazio-
ne di Spearman ¢ stato impiegato per determina-
re le relazioni lineari tra le variabili studiate. Tutti
1 calcoli sono stati realizzati usando la libreria SPSS
(SPSS Inc. Chicago, IL, USA).

Risultati

Le caratteristiche dei pazienti e dei controlli al-
I'inizio dello studio sono riportate nella tabella 1.
11 profilo lipidico registrato nel corso dello studio
¢ stato riportato nella figura 1 per quanto riguar-
da i valori colesterolo totale e LDL. I trigliceridi e
le HDL non hanno mostrato variazioni significa-
tive (p=0.211 e 0.256 rispettivamente) durante lo
studio. In condizioni basali (T"), il TF antigene e
Pattivita procoagulante erano aumentati nei mo-
nociti isolati dei soggetti ipercolesterolemici ti-
spetto ai controlli (33,417,9 pg/0,5x10° cel,
p<0.001 e 12,9428 U/ug cel prot, p<0.01). L’at-
tivita del TF era anche significativamente incre-
mentata nel sangue intero rispetto ai controlli
(35,6+4,9 mU/Ix10° cel, p<0.001). La P-sel, indi-
ce di attivazione piastrinica, era significativamen-
te piu elevata nei soggetti ipercolesterolemici ti-
spetto ai controlli (20,7+2,1% =+ cel »5 6,9£0,9%,
p<0.001).

Gruppo trattato con Atorvastatina

L attivita del TF diminuiva significativamente nel
sangue intero a T° (23,1£2,7 mU/Ix10° cells,
p<0.05) (tabella 2). Nei monociti isolati, il TF
antigene e attivita erano significativamente di-
minuite a T* (22,1£4,5 pg/0,5x10° cells, p<0.05 ¢
8,511,2 U/mg cell protein, p<0.05) (tabella 2). A
T veniva rilevata una significativa relazione tra la
riduzione di P-Sel e la diminuzione di TF su san-
gue intero (+=0,52, p<0.01). A T°, nessuna rela-
zione veniva invece evidenziata tra la riduzione
del LDL-C e I'espressione di TF nelle cellule iso-
late (t=0,12, p=0,178) (tabella 3).
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Figura 1. Colesterolo totale (TC) e colesterolo a bassa densita lipoproteica (LDL-C) nei pazienti trattati
con atorvastatina 10 mg (A10), fluvastatina 80 mg/die (F80), pravastatina 40 mg/die (P40), simvastatina
20 mg/die (S20) al basale (T°) e dopo 1 (T'), 2 (T?), 3 (T?), 4 (T*) e 6 (T°) settimane di trattamento.
ANOVA e Test di Bonferroni/Dann, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs T°. ~p<0.001 vs controlli.
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Gruppo trattato con Fluvastatina

L’attivita del TF diminuiva significativamente a
T* nel sangue intero (23,8£2,8 mU/Ix10°,
p<0.05) (tabella 2). I’antigene TF e I’attivita era-

no significativamente ridotti a T% nei monociti
isolati (23,8%4,7 pg/0,5x10% cell, p<0.05 e

8,9+1,3 U/mg cell protein, p<0.05) (tabella 2).
A T veniva evidenziata una significativa rela-
zione tra la riduzione di P-Sel e ’espressione di
TF nel sangue intero (+r=0,43, p<0.05). A T°,
nessuna relazione tra la riduzione di LDL-C ¢
Pespressione di TF nelle cellule isolate (r=0,12,

Tabella 1. Eta, Indice di Massa Corporea (IMC), Pressione Arteriosa Sistolica (PAS) e Diastolica (PAD),
Fibrinogeno (Fib), Omocisteina (Hcy), Lipoproteina (a) [Lp(a)], Proteina C reattiva (PCR) nei controlli e nei

soggetti iperlipidemici.

Controlli Atorvastatina Fluvastatina Pravastatina Simvastatina

(n= 20) (n= 16) (n= 16) (n= 16) (n= 16)
Eta 44,6+12,7 49,4+13,6 49,2+13,9 48,3+12,9 48,1+x13,4
(aq)
IMC 24,1+1,3 24,7+1,9 24,8+1,7 24,6x1,7 24,8+1,6
(Kg/m?)
PAS 129,6+12,3 128,8+10,4 129,1+£10,7 133,7+8,9 132,8+11,5
(mmHg)
PAD 77,6+8,2 77,1+£9,7 77,5+10,6 77,8+9,8 78,8+x10,4
(mmHg)
PCR 0,95+0,2 1,10+0,18 1,12+0,19 1,13+0,19 1,11+£0,21
(mg/L)
Fib 266,4x16,5 270,5+16,9 272,1+£17,8 273,3%£19,1 273,5+19,8
(mg/dl)
Hcy 10,1£2,1 11,2+1,4 10,9+1,8 11,1£1,7 10,8+1,6
(mmol/L)
Lp(a) 12,9+2,8 16,4+3,5 16,9+3,7 17,1x3,4 16,7+3,3
(mg/dl)

ANOVA e Test di Bonferroni/Dann, tutti p=n.s. controlli vs soggetti ipercolesterolemici
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Tabella 2. P-selectina piastrinica (P-sel), Espressione di TF monocitario su sangue intero (TFa s.i.), espres-
sione di TF monocitario su cellule isolate (TFa c.i.), Livelli di TF antigene in cellule isolate (TF Ag c.i.)

durante lo studio.

P-selectina

TFa (s.i.)

TFa (c.i.)

TF Ag (c.i.)

(% + cell.) (mU/1x10¢ cell.) (U/ug cell. proteina) (pg/0,5x107 cell.)
Atorvastatina T 20,8+ 1,8 35,6 4,9 13,2+3,0 33,6 £8,2
(10 mg/die) T 17,6 1,7 33,8+3,5 12,9+2,8 32,1+7,6
(n=16) T? 12,7+1,3 30,4+29 11,6 £2,5 30,1 +6,4
T 11,5+1,2" 23,1 +2,7° 10,8 +2,1 26,2+5,5
™ 92+1,0" 21,4+2.4 85+1,2 22,1+ 4,5
T 8,9+0,9" 19,9 2,37 8,3=+1,1 20,6 + 4,2
Fluvastatina T° 21,1x1,9 35,6 5,1 13,4 £3,2 33,5+8,3
(80 mg/die) T! 19,9+1,8 34,2 +4,4 13,3+3,0 33,4+8,1
(n=16) T? 17,4+1,7 31,1 +£3,2 12,5+2,6 32,4+7,2
T 13,1+1,5° 28,3+2,7 11,3 +2,1 29,6 £ 6,1
™ 11,1 1,47 23,9+2,8 10,1 £2,0 27,2+5,8
T 10,4 +£1,2" 21,56+2,3 8913 22,8 +4,7°
Pravastatina T°  20,3+2,0 35,5+5,0 13,0 = 3,1 33,3+8,1
(40 mg/die) T 19,9+1,9 33,945 12,8 £3,0 32,6 +8,0
(n=16) T? 17,2+1,9 33,6 £3,1 12,5+2,7 32,1+7,6
T 16,8+1,4 31,4+x2,9 12,2+2,2 31,5+6,7
i 13,1+1,3 30,8 +2,9 11,5+1,9 30,9+5,9
T 12,8 +1,2° 23,8 +2,8° 11,3+1,8 28,9 +5,4
Simvastatina T° 20,7 1,9 35,8 5,1 13,1 +2,9 33,5+8,1
(20 mg/die) T 13,3+1,3 28,5+ 3,2 12,9 +2,8 33,179
(n=16) B 11,4+1,2" 22,6 +2,8 10,7 £ 2,1 30,6 £6,6
T 10,7 £1,1™ 22,2 +2.4 8,3x1,1 21,6 £4,7°
i 8,809 19,8 2,3 8,111 20,8 £ 4,9
T 8,4+0,8" 19,6 +2,2" 7,9+09 19,1 +4,8

ANOVA e test di Bonferroni/Dann, *

p< 0.05, ** p< 0.01, p< 0.001. Ogni T vs T°

p=0.169), dove le modificazione del TF nel san-
gue intero correlavano con LDL-C (£=0,40,

p<0.05) (tabella 3).

Gruppo trattato con Pravastatina

Lrattivita del TF diminuiva significativamente a
T° nel sangue intero (23,8128 mU/Ix10° cells,
p<0.05) (tabella 2). In ogni modo, I'antigene TF
e lattivita non erano significativamente ridotti a
T° nei monociti isolati (29,9£5,4 pg/0,5x10” cel-
Is, p=0.093 e 11,3+1,8 U/mg cell protein,
p=0.089) (tabella 3). La P-Sel era significativa-
mente ridotta a T* (12,8%11,4% positive cells,
P<0.05) (tabella 2) Una relazione significativa
veniva evidenziata, a T5, tra la riduzione della P—
Sel e l’espressione del TF nel sangue intero
(t=0,54, p<0.01). A T° la riduzione del TF era
significativamente correlata con la diminuzione
di LDL-C (r=0,43, p<0.05), dove non si apprez-
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zavano relazioni tra LDL-C e TF nei monociti
isolati (r=0,13, p=0.108) (tabella 3).

Gruppo trattato con Simvastatina

Lattivita del TF diminuiva significativamente a
T? nel sangue intero (22,612,8 mU/Ix10° cel,
p<0.05) (tabella 2). Nei monociti isolati, il TF
antigene e l'attivita erano significativamente ti-
dott a T° (21,6+4,7 pg/0,5x10” cel, p<0.05 e
8,311,1 U/ug cell protein, P<0.05) (tabella 2).
La P-Sel iniziava a ridursi gia da T'. A 'T? veniva
rilevata una significativa relazione tra I'espressio-
ne di TF nel sangue intero e la riduzione di P-Sel
(£=0,56, p<0.01). A T° non veniva evidenziata
alcuna significativa relazione tra la riduzione di
LDL-C e I'espressione di TF nelle cellule isolate
(r=0,16, p=0.280), dove i livelli di LDL-C corre-
lavano con Pespressione di TF nel sangue intero

(r=0,42, p<0.05) (tabella 3).
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Tabella 3. Variazione percentuale (D) dell’ espressione piastrinica della P-selectina (P-sel), colesterolo-
LDL (LDL-C), espressione monocitaria di TF su sangue intero (TFa s.i.), su cellule iolate (TFa c.i.), livelli di
TF antigene su cellule isolate (TF Ag c.i.) e coefficiente di correlazione (r) tra le variabili alla sesta settima-

na di trattamento (T°).

Atorvastatina Fluvastatina Pravastatina Simvastatina
10 mg 80 mg 40 mg 20 mg
a) AP-sel -54 -47 -38 -56
b) ALDL-C -35 -26 -23 -32
c) ATFa s.i. -44 -40 -32 -45
d) ATFa c.i. -37 -32 -13 -39
e) ATF Ag c.i. -35 -29 -10 -38
r a/b (p) 0,37 (<.05) 0,51 (<.01) 0,60 (<.001) 0,34 (<.05)
r a/c (p) 0,59 (<.01) 0,52 (<.01) 0,54 (<.01) 0,61 (<.001)
r a/d (p) 0,11 (0.232) 0,09 (=.326) 0,08 (=.338) 0,10 (=.310)
r a/e (p) 0,07 (=.370) 0,10 (=.318) 0,10 (=.323) 0,09 (=.338)
r b/c (p) 0,40 (<.05) 0,43 (<.05) 0,43 (<.05) 0,42 (<.05)
r b/d (p) 0,12 (=.178) 0,12 (=.169) 0,13 (=.108) 0,10 (=.280)
r b/e (p) 0,11 (=.196) 0,11 (=.170) 0,13 (=.111) 0,11 (=.203)

Coefficiente di correlazione di Spearman tra le variabili. Significativita statistica p<0.05

Altri parametri

Non veniva rilevata alcuna modificazione signifi-
cativa di Omocisteina (p=0.411), Lp(a) (p=0.324),
CRP ( p=0.310), o del fibrinogeno (p=0.098) al
termine dello studio. BMI era 24,7+1,7 kg/m? vs.
.

Discussione

La ricerca clinica sta affrontando la problematica
delle statine come potenziali farmaci antiatero-
sclerotici ed antitrombotici al di la della loro azio-
ne ipolipemizzante™. La riduzione dell’attivita pia-
strinica e dell’espressione monocitaria potrebbe-
ro rappresentare rilevanti meccanismi di prote-
zione vascolare indotti da questi composti**. Si-
mvastatina, fluvastatina e pravastatina hanno dif-
ferenti azioni sull’attivita procoagulante monoci-
taria in vitro; la pravastatina infatti non riduce
Pespresione di TF in questo modello sperimenta-
le's. Inoltre, tali dati indicano un’azione delle sta-
tine non legata all’effetto ipocolesterolemizzan-
te, come suggerito in modelli animali trattati con
fluvastatina®™. Studi in vivo hanno dimostrato in-
vece che il trattamento dei soggetti ipercolestero-
lemici con simvastatina consentiva una riduzione
dell’espressione del TT monocitario dopo 8 setti-
mane’, mentre le altre statine non sono state este-
samente studiate in tale modello.

Le piastrine ed i monociti interagiscono tra di loro
in modo importante>'®* ed il nostro gruppo ha

precedentemente descritto come le vatie statine
riducono la funzione piastrinica con specifiche
differenze per ogni molecola'™. Questi dati sug-
geriscono la possibilita di effetti diversi sull’espres-
sione del TF inducibile da differenti statine, legati
o alla funzione piastrinica o ad un’azione diretta
sui monociti. I risultati del presente studio con-
fermano che l’attivita procoagulante monocitaria
risultava aumentata nei soggetti ipercolesterole-
mici rispetto ai controlli nel sangue intero ¢ nelle
cellule isolate (ambedue p<0.001). Inoltre, I’atti-
vita piastrinica, come testimoniato dall’espressione
di P-Sel, risultava significativamente aumentata nei
soggetti dislipidemici (p<0.001) e la simvastatina
determinava effetti antipiastrinici prima di atot-
vastatina, fluvastatina, o pravastatina, in rigoroso
ordine temporale, alle dosi impiegate (tabella 2).
L’espressione di TF era inizialmente ridotta nel
sangue intero rispetto alle cellule isolate. Inoltre,
la ridotta attivita procoagulante monocitaria era
legata alla ridotta funzione piastrinica, come con-
fermato dall’espressione di P-Sel. Una diretta re-
lazione fra le variabili veniva rilevata quando I’at-
tivita piastrinica era ridotta oltre il 45% (tabella
3). Pertanto i nostti dati indicano un effetto ini-
ziale piastrino-mediato sull’espressione di TF, che
potrebbe non essere legato ad un’azione diretta
sui monociti, come suggerito dai risultati sulle
cellule isolate.

Alcune evidenze sperimentali indicano che anche
i leucociti possono influenzare 'espressione del
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TF monocitario”’. Comunque, essi richiedono la
presenza di piastrine per influenzare lattivita pro-
coagulante monocitatia®. Dati recenti dimostra-
no che le piastrine stesse possono rilasciare TF
durante la loro attivazione. Il TF associato alle
piastrine potrebbe pero essere in gran parte di
origine leucocitaria, risultando dall’interazione
CD15/P-Sel e dalla formazione di microparticel-
le attive monociti-piastrine”. Comunque, nella
nostra esperienza, simvastatina, atorvastatina, e
fluvastatina riescono a determinare una diretta
riduzione dell’attivita procoagulante monocitaria
indipendentemente dalla riduzione del LDL-C
(cellule isolate) (tabella 3). In precedenti esperienze
la pravastatina non riduceva in vitro I'espressione
di TF monocitario'®; inoltre noi osservavamo una
ritardata azione nella modulazione dell’attivita pia-
strinica, collegata con la riduzione del LDL-C e
senza interazione con meccanismi verosimilmente
colesterolo-indipendenti, rispetto ad altre stati-
ne'”". T nostri dati attuali suggeriscono che la pra-
vastatina puo essere meno attiva sui meccanismi
intracellulari, come dimostrato dai risultati sulle
cellule isolate.

Molte ipotesi sono state proposte per spiegare gli
effetti pleiotropici delle statine™”. Le evidenze spe-
rimentali suggeriscono, tra le altre, un ruolo per
la diffusibilita di membrana, che ¢ ridotta per le
molecole piu idrofile (pravastatina) rispetto a quel-
le maggiormente lipofile®. In effetti, la modula-
zione della prenilazione proteica potrebbe gioca-
re un ruolo rilevante nell’attivazione cellulare® e
potrebbe quindi essere indotta solo dalle mole-
cole o metaboliti capaci di raggiungere il compar-
timento intracellulare in settori diversi da quello
epatico e muscolare. Inoltre, I'interferenza descrit-
ta con la Rho/Rho chinasi akt dipendente nelle
cellule endoteliali ¢ in accordo con lipotesi di azio-
ni dirette non collegate esclusivamente con I'ab-
bassamento del colesterolo serico. Queste chi-
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