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Metabolismo dei lipidi ed inquadramento
nosografico delle dislipidemie

Massimiliano Ruscica, Maurizio Averna, Alberto Corsini

Metabolismo dei lipidi
Introduzione

Deputate al trasporto nel plasma dei lipidi, le lipoproteine sono particelle quasi sferiche
associate a proteine idrofiliche chiamate apolipoproteine (apo). Le lipoproteine
sono aggregati macromolecolari circolanti costituiti da lipidi neutri, quali esteri del
colesterolo (cholesteryl ester, CE) e trigliceridi (TG), lipidi polari, quali fosfatidilcolina,
sfingomielina e colesterolo libero, e proteine (apo-proteine). La parte pill interna delle
lipoproteine ¢ idrofobica e costituita da CE e TG, mentre la parte pill esterna & piu
polare e costituita da fosfolipidi e colesterolo libero.

Le lipoproteine sono classificate in base alla loro densita: chilomicroni, a bassissima
densita (very low densisty lipoproteins, VLDL), a bassa densita (low density lipoproteins,
LDL), a densita intermedia (intermediate density lipoproteins, IDL) ed alta (high density
lipoproteins, HDL).

A queste si aggiungono la lipoproteina(a) [Lp(a)] che ha una struttura complessa
costituita da una componente simile alle LDL a cui € unita in modo covalente
l'apolipoproteina(a).

Come riportato in Tabella 1, le dimensioni e le densita delle lipoproteine rispecchiano
il contenuto di lipidi neutri, con i chilomicroni e le VLDL che hanno le dimensioni
pit grandi, ma sono le meno dense e viceversa le HDL che hanno le dimensioni pil
piccole e sono le piu dense.

Chilomicroni

I grassi di origine alimentare vengono assorbiti dagli enterociti del piccolo intestino ed
assemblati nei chilomicroni che rappresentano le lipoproteine piti ricche in TG. Sono
costituiti da un nucleo lipidico e da uno strato periferico di fosfolipidi, colesterolo
libero e apolipoproteine.

Gli enterociti del piccolo intestino assorbono colesterolo e acidi grassi tramite
diffusione passiva o per trasporto attivo.

I chilomicroni, sintetizzati durante la fase postprandiale, richiedono un processo
multistep che inizia nel reticolo endoplasmatico con I'assemblaggio che avvine tramite
un processo sinergico mediato da apoB48 e la proteina di trasferimento microsomiale
di TG (microsomial triglyceride transfer protein, MTP).
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Tabella 1. Proprieta chimico-fisiche delle lipoproteine

Lipoproteina Dimensione Densita Principali lipidi Apolipoproteine
(nm) (g/mL)

Chilomicroni 80-100 <093 Trigliceridi (90-95%)
O (2-4%) Principale: ApoB-48
Fosfolipidi (2-6%) Altre: ApoA-l, A-Il, A-IV. A-V
Colesterolo (1%)

VLDL 30-80 0,95-1,006 Triglicerigji (50-60%) Prinipale: ApoB-100
CE (8-14°%) Altre: Apoh-|, -1, G-I
Fosfolipici (12-16%) Epy e
Colesterolo (4-7%) '

IDL 25-30 1,006-1,019 Trigliceridi (25-40%)
CE (20-35%) Principale: Apo-B100
Fosfolipidi (16-24%) Altre: ApoC-Il, C-lll E
Colesterolo (/-11%)

DL 20-25 1019-1,063 Trigliceridi (4-6%)
CE (34-35%) e
Fosfolipidi (22-26%) Principale: Apo-B100
Colesterolo (6-15%)

HDL 8-13 1,063-1210 Trigliceridi (7%)
CE (10-20%) Principale: ApoA-l
Fosfolipidi (55%) Altre: ApoA-Il, C-Ill E, M
Colesterolo (5%)

Lipoproteina(a) 25-30 1,006-1125 Trigliceridi (4-8%)
CE (35-36%) Principale: Apo(a)
Fosfolipidi (17-24%) Altre: ApoB-100
Colesterolo (6-9%)

CE: colesterolo esterificato, Apo: apolipoproteina, VLDL: very low density lipoproteins, IDL: intermediate density lipoproteins,
LDL: low density lipoproteins, HDL: high density lipoproteins

Nello specifico, & stato proposto che 'assemblaggio coinvolga tre eventi indipendenti **:
1) incorporazione dei fosfolipidi preformati e formazione di lipoproteine primordiali;
2) sintesi di goccioline lipidiche ricche in TG di varie dimensioni;

3) “espansione del core” cio¢ fusione delle lipoproteine primordiali con le goccioline
lipidiche ricche in TG. La proteina MTP favorisce I'iniziale incorporazione dei
lipidi neutri nei chilomicroni neoformati nel reticolo endoplasmatico.

Inoltre, se apoB nascente non dovesse essere ripiegata correttamente verrebbe

indirizzata e degradata nel proteasoma . La secrezione dei chilomicroni in circolo

dipende dalla concentrazione di fosfatidilcolina di origine alimentare presente nel
lume intestinale e dalla quantita di grassi nella dieta. Una volta secreti, i chilomicroni
sono trasportati tramite il sistema linfatico e, attraverso il dotto toracico, raggiungono

il circolo ematico dove vengono metabolizzati dalla lipasi lipoproteica che idrolizza i

triacilgliceroli ®.

VLDL - IDL - LDL

Le VLDL sono assemblate costitutivamente a livello epatico e rappresentano la
principale lipoproteina secreta durante la fase di digiuno. Anche in questo caso, come
per i chilomicroni, l'assemblaggio avviene tramite MTP che trasporta i lipidi verso i
sistemi di sintesi della apoB-100. Nello specifico, sono stati indentificati due passaggi:
(i) la lipidazione parziale di apoB con TG, CE e fosfolipidi durante la sua traduzione
e traslocazione nel lume del reticolo endoplasmatico rugoso per mezzo di MTP
formando una pre-VLDL; (ii) la pre-VLDL interagisce con una particella ricca in TG
nel reticolo endoplasmatico liscio. Si generano quindi VLDL di diverse dimensioni:
VLDLI (ricche in TG) e VLDL, (ricche in CE) ©.



Una volta nel torrente circolatorio le VLDL sono idrolizzate principalmente dalla
lipasi lipoproteica e convertite in IDL, a un pil basso contenuto in TG.

Le IDL vengono quindi metabolizzate dalla lipasi lipoproteica e dalla lipasi epatica,
che mostra una spiccata affinita per le IDL.

Si generano quindi le LDL, ricche in CE e con un minore contenuto di TG rispetto
alle VLDL. Le LDL possono andare incontro a cambiamenti legati principalmente
allattivita della proteina di trasferimento degli esteri del colesterolo (cholesteryl ester
tranfer protein, CETP), che media il trasferimento di TG e CE tra lipoproteine 7.

In particolare, i TG delle VLDL sono trasferite alle LDL e alle HDL in cambio di esteri
del colesterolo. Nei pazienti con diabete di tipo 2, non solo nello stato di digiuno,
ma anche nel periodo postprandiale si assiste ad un fenotipo di ipertrigliceridemia
dovuto sia a unaumentata produzione di VLDL sia ad un loro ridotto catabolismo.
Contemporaneamente vi € una ridotta attivita della lipasi lipoproteica (dovuta ad un
ridotto effetto inibitorio dell'insulina), processo che prolunga la permanenza in circolo
delle lipoproroteine ricche in TG a causa del loro ridotto catabolismo ®.

I termini “colesterolo LDL” e “colesterolo LDL” sono spesso confusi o utilizzati in
modo intercambiabile, generando potenziali incomprensioni. Il colesterolo ¢ una
componente essenziale delle membrane cellulari e un precursore di acidi biliari e
ormoni steroidi. Nella maggior parte delle condizioni, le particelle LDL costituiscono
circa il 90% delle lipoproteine circolanti contenenti apoB in condizioni di digiuno. In
base a studi epidemiologici, studi osservazionale e studi randomizzati, il ruolo delle
LDL come evento causale nello sviluppo dell’aterosclerosi ¢ ormai inconfutabile ®). Le
ultime Linee Guida per la gestione delle dislipidemie '”), elaborate congiuntamente
dall’European Society of Cardiology (ESC) e dallEuropean Atherosclerosis Society
(EAS), confermano l'approccio al paziente, a partire dalla caratterizzazione del rischio
cardiovascolare (CV) globale e dalla stratificazione in classi di rischio, a ciascuna delle
quali viene assegnato un obiettivo terapeutico in termini di livelli di colesterolo LDL:
questi obiettivi rispettano l'approccio secondo cui piu basso € il livello di LDL, pit
efficace sara la prevenzione di eventi CV.

Brevemente, durante la progressione morfologica delle lesioni aterosclerotiche, vi
¢ unaumentata permeabilita endoteliale che consente una maggiore infiltrazione
e la successiva ritenzione delle LDL nell'intima con conseguente formazione di
lesioni aterosclerotiche precoci. Le successive modificazioni delle LDL, attraverso
processi ossidativi ed enzimatici che hanno luogo nell'intima, portano al rilascio
di fosfolipidi capaci di favorire e mantenere le modificazioni endoteliali nelle zone
emodinamicamente predisposte. Le LDL ossidate sono riconosciute attraverso gli
scavenger receptors e fagocitate da parte dei macrofagi che si trasformano in cellule
schiumose "2,

Daun punto di vista clinico unaltra condizione patologica da non sottovalutare e quella
che si determina nel fenotipo con sindrome metabolica, diabete e ipertrigliceridemia.
Le concentrazioni plasmatiche di colesterolo LDL e di LDL possono diventare
discordanti a causa della predominanza di LDL piccole e dense, povere in colesterolo.
In questi casi, il colesterolo LDL non riflette accuratamente la concentrazione di
particelle LDL o il suo effetto sul rischio CV. Quindji, la misura diretta del numero di
particelle LDL o della concentrazione di apoB (riconoscendo che ogni particella LDL
contiene una singola molecola apoB) puo riflettere pitt accuratamente leffetto causale
delle LDL sul rischio aterosclerotico .
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Limportanza della valutazione dei livelli di apoB & stato rafforzato in studi di
randomizzati che forniscono dati su relazioni causali putative tra fattori di rischio
modificabili ed esiti clinici, usando le varianti genetiche per ricreare lo schema di
randomizzazione in un contesto osservazionale **.

Uno studio che ha valutato I'associazione di due score genetici, costruiti sulla base di
varianti inerenti geni che regolano il metabolismo dei TG e delle LDL ha dimostrato
che la riduzione del rischio CV era paragonabile alla riduzione di ogni unita di
lipoproteine contenenti apoB. La riduzione del rischio CV sembra indipendente,
additiva e proporzionale alla variazione assoluta dei livelli di apoB. Il beneficio clinico
derivante dall'abbassamento dei livelli di TG ¢é simile a quello ottenibile dalla riduzione
dei livelli di LDL per ogni variazione unitaria nei livelli di apoB .

Remnant del colesterolo

Lelipoproteinlipasi circolanti e tissutali idrolizzano i TG delle VLDL e dei chilomicroni
tra- sformandoli rispettivamente in VLDL/IDL remnants e chilomicroni remnants.
Linsieme del colesterolo contenuto in queste lipoproteine ricche in TG costituisce i
remnants del colesterolo. In ambito epidemiologico e solo in condizioni di digiuno,
possiamo considerare il colesterolo remnant come tutto il colesterolo plasmatico
meno il colesterolo HDL ed il colesterolo LDL, ossia, tutto il colesterolo presente nelle
VLDL, nei chilomicroni e nei loro remnants, definite globalmente lipoproteine ricche
in TG. Nello specifico, diversamente dai chilomicroni e dalle VLDL che per le ampie
dimensioni non penetrano la parete dei vasi, e analogamente alle LDL, i remnant delle
lipoproteine ricche in trigliceridi passano facilmente la parete delle arterie e vengono
trattenuti al loro interno, dove si legano alla matrice connettivale.

La loro presenza stimola la progressione delle cellule muscolari lisce, la proliferazione
dei macrofagi residenti, l'attivazione delle piastrine e la progressione della placca
(Figura 1).

Lipoproteine contenenti apoB

ApoB ¢ unapolipoproteina necessaria per la sintesi epatica (apoB100) e intestinale
(apoB48) delle lipoproteine ricche in trigliceridi. Va ricordato che sia apoB100 (4536
aminoacidi) che apoB48 (2152 aminoacidi) derivano da un singolo gene, con la forma
da 48 che si forma a livello intestinale attraverso un meccanismo di editing dell’RNA
messaggero che contiene un codone di stop prematuro (UAA) ‘7.

LapoB100, che ¢ necessaria per l'assemblaggio delle VLDL, funge anche da ligando
per la clearance delle LDL. Per ogni particella di LDL esiste una sola molecola di
apoB100. ApoB ¢ una componente di tutte le particelle aterogeniche o potenzialmente
aterogeniche, incluse le VLDL, le IDL, le LDL e la lipoproteina(a), nelle quali ogni
particella lipoproteica contiene una molecola di apoB.

ApoB, quindi, fornisce una misura diretta del numero di lipoproteine aterogeniche in
circolo. Anche nei pazienti ipertrigliceridemici, la maggior parte dell'apo B plasmatica
¢ associata alle LDL, rendendo cosi questa apolipoproteina un buon surrogato della
concentrazione delle LDL. Le lipoproteine contenenti apoB pil grandi possono essere
meno aterogeniche delle lipoproteine LDL che hanno dimensioni minori, suggerendo
cosi che la misura specifica dellapo B contenuta nelle LDL potrebbe essere un
predittore migliore rispetto alla misura dell'apo B totale, sebbene questo non sia stato
ancora dimostrato in modo conclusivo
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Figura1. Remnants del colesterolo

Lipoproteina(a)

Identificata da Kare Berg all'inizio degli anni ‘60, la Lp(a) € una glicoproteina simile al
plasminogeno e sintetizzata dal fegato. E costituita dal legame tra apoB ela glicoproteina
apo(a) ed ha una bassa densita simile a quella della lipoproteina LDL, dalla quale si
differenzia appunto per la presenza di apo(a) (Figura 2). Lassemblaggio dovrebbe
avvenire al di fuori degli epatociti (non si puo escludere un processo intracellulare) e
coinvolgere interazioni non covalenti lisina-dipendneti tra apo(a) e apoB100, evento
che precede la formazione del legame disolfuro tra le due molecole.

Un'altra sua peculiarita risiede nella regolazione genetica dei livelli circolanti che sono
inversamente correlati alle dimensioni delle isoforme di apo(a): pitt la molecola di
apo(a) & piccola, pil la concentrazione plasmatica di Lp(a) ¢ elevata.

Lapo(a) contiene un numero di copie ripetute di una sequenza che ¢ molto simile al
“kringle” IV del plasminogeno. Tra I 10 tipi di KIV presenti nellapo(a), il tipo 1 e I tipi
3-10 sono presenti in singola copia, a eccezione del tipo 2 che ¢ presnete in numero
variabile di copie ripetute. Lintervallo di concentrazione nella popolazione varia da
valori molto bassi, < 0,2 mg/dL a livelli molto elevati > 200 mg/dL, ovvero piu di 1.000
volte e sono per il 90% geneticamente determinati.

Infatti le dimensioni del gene LPA riflettono le dimensioni del dominio KIV, ripetuto
contribuendo approssivativamente al 60% della variazione.
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Figura 2. Struttura dellalipoproteina(a)

Vi sono infatti da considerare anche polimorfismi del gene LPA che influenzano I
valori di Lp(a).

Per quanto riguarda il catabolismo rimane in gran parte sconosciuto e la sintesi
viene considerato il principale regolatore dei livelli circolanti. Tuttavia & giusto
riportare alcuni dati inerenti il possibile ruolo del recettore delle LDL. I pazienti con
ipercolesterolemia familiare dovuta a deficit del recettore delle LDL presentano valori
piu elevati di Lp(a) rispetto ai parenti non affetti, suggerendo un ruolo del recettore
delle LDL nel catabolismo della Lp(a) ¥, anche se altri recettori putativi sono stati
identificati 1.

HDL

Le HDL rappresentano un gruppo eterogeneo di particelle di piccole dimensioni con
diametro compreso tra 7 e 12 nm. In base alla densita le HDL possono essere distinte in
HDL2 (1,063-1,125 g/ml), piti grandi e leggere, e HDL3 (1,125-1,21 g/ml), pit1 piccole
e dense ™. Le HDL sono sottoposte a un costante rimodellamento nel plasma, grazie
allazione di numerosi enzimi e proteine di trasferimento dei lipidi. Il metabolismo
delle HDL inizia con la secrezione nel plasma di piccole particelle discoidali (pre-
beta-1) che hanno un basso contenuto in colesterolo non esterificato.

Le particelle siarricchiscono in colesterolo libero di provenienza cellulare, il colesterolo
viene esterificato per opera di LCAT (lecitina: colesterolo aciltransferasi) e durante
questo processo le particelle assumono la forma sferica V.

Le HDL trasferiscono poi gli esteri del colesterolo alle LDL e VLDL per mezzo della
proteina CETP e al fegato tramite il recettore epatico SR-B1. Si rigenerano cosi HDL
discoidali che ricominciano il ciclo. La funzione principale delle HDL ¢ il trasporto
inverso del colesterolo al fegato per lescrezione.

Leffetto di questo processo ¢ di opporsi allaccumulo di colesterolo nel vaso arterioso
e stabilizzare le placche ateromasiche, prevenendo cosi lo sviluppo di eventi cardio- e
cerebro-vascolari. Il primo step del trasporto inverso del colesterolo ¢ caratterizzato
dalla rimozione del colesterolo non esterificato dalle cellule, mediante processi attivi

o passivi 2%,
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Figura 3 . Metabolismo delle HDL e trasporto inverso del colesterolo

Il trasporto attivo ¢ mediato dal trasportatore ABCA1 (ATP-binding cassettes) in grado
di promuove lefflusso unidirezionale di fosfolipidi e colesterolo verso apolipoproteine
povere in lipidi e pre-beta-HDL. Per quanto riguarda i processi passivi, il rilascio di
colesterolo per diffusione acquosa avviene in tutti i tipi di cellule e risulta facilitato
quando sulla membrana cellulare viene espresso il recettore scavenger BI (SR-BI).

Sia la diffusione acquosa che lefflusso SR-BI-mediato vengono promossi da HDL
mature e di grandi dimensioni (Figura 3).

Le HDL svolgono anche una funzione importante nellomeostasi endoteliale attraverso
I'inibizione della produzione di molecole pro-infiammatorie e di adesione cellulare,
con conseguente rilassamento della parete vasale ed il mantenimento dell'integrita
della barriera endoteliale. Le HDL stimolano la produzione ed il rilascio di molecole
vasoattive quali ossido nitrico (NO) e prostaglandina 12 (PGI2) da parte delle cellule
endoteliali. Infine, le HDL hanno proprieta antiossidanti che contribuiscono a
proteggere la parete vasale dal danno ossidativo 4.

Per quanto riguarda lattivita ateroprotettiva, alcune di esse sono legate a proprieta
di specifiche sottoclassi di HDL, la cui concentrazione nel plasma pud non essere
associata ai livelli di HDL. Quindi la funzionalita delle HDL, piti che la loro numerosita
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nel plasma, potrebbe essere un miglior predittore del rischio CV. Infatti sebbene studi
epidemiologici hanno dimostrato come aumentate concentrazioni plasmatiche e/o
di funzionalita delle HDL potrebbero rappresentare una strategia terapeutica per
ridurre il rischio CV residuo, studi di intervento con farmaci che aumentavano I livelli

plasmatici di HDL non hanno confermato tale ipotesi @°.

Inquadramento nosografico delle dislipidemie

Le dislipidemie consistono nellaumento del colesterolo plasmatico, dei TG, o di
entrambi, o in un basso livello di colesterolo HDL che contribuisce allo sviluppo
di aterosclerosi. Le cause possono essere primitive (genetiche) o secondarie con la
premessa che non ce una soglia naturale tra valori normali e alterati di lipidi e non
esiste alcuna definizione numerica di dislipidemia. Nello specifico non c® una soglia
naturale tra valori normali e alterati di lipidi, perché i loro livelli sono rappresentati
da una scala continua. Esiste probabilmente un rapporto lineare tra i livelli di lipidi
e il rischio CV, cosicché molti soggetti con colesterolemia normale traggono benefici
dal raggiungimento di livelli ancora pil bassi. Di conseguenza, non esiste alcuna
definizione numerica di dislipidemia *?.

La presdiposizione genetica rappresenta la principale causa responsabile delle
dislipidemie. Le dislipidemie genetiche comprendono un gruppo di malattie eredo-
familiari causate da mutazioni in geni che codificano proteine che svolgono funzioni
diverse nel complesso sistema di sintesi, trasporto e metabolismo delle lipoproteine
plasmatiche @”. Le dislipidemie pilti gravi hanno eziologia monogenica e unanalisi
genetica puo essere utile per completare la diagnosi. Nei pazienti geneticamente
suscettibili, fattori secondari quali lo stile di vita, il quadro clinico e la terapia medica,
possono amplificare il rischio d’insorgenza di una dislipidemia. Unanamnesi
accurata oltre allesame obiettivo e ad analisi chimico-cliniche sono fondamentali
per una diagnosi corretta e per impostare una strategia terapeutica appropriata.

La classificazione classica delle iperlipoproteinemie in 5 tipi ¢ stata superata
dallo sviluppo della biologia e della genetica molecolare, che hanno permesso
l'identificazione di molteplici mutazioni responsabili dei vari fenotipi di malattia.
La classificazione delle dislipidemie si basa su cause genetiche e secondarie che
contribuiscono all’alterato profilo lipidico del paziente ?®. La maggior parte
delle dislipidemie ¢ causata dalla combinazione di fattori genetici e non genetici.
Lidentificazione di fattori secondari ¢ rilevante al fine di una corretta diagnosi,
prognosi e trattamento. In tutti i pazienti con dislipidemia si devono prendere
in considerazione le cause primarie o genetiche e si devono escludere le cause
secondarie .

Un sistema pill pragmatico classifica le dislipidemie come primarie o secondarie e
le caratterizza per:

- Incrementi solo del colesterolo (ipercolesterolemia pura o isolata)

- Incrementi solo dei TG (ipertrigliceridemia pura o isolata),

- Incrementi sia del colesterolo che dei TG (iperlipidemie miste o combinate)

I pazienti possono presentare una combinazione di queste alterazioni lipidiche.
Attualmente la dislipidemia viene accertata e classificata in base al profilo lipidico
alterato che risulta dalla combinazione di fattori genetici e secondari. Per variazioni
lievi o moderati dei parametri lipidici rispetto ai valori normali, leziologia ¢ la
risultante della combinazione di una base poligenica associata ad uno o piu



fattori secondari.Per alterazioni lipidiche pill severe, la probabilita di uneziologia

monogenica risulta plausibile e deve essere circonstanziata da alcune caratteristiche

cliniche ©? (Tabella 2).

Tabella 2. Caratteristiche cliniche delle dislipidemie monogeniche

Principale alterazione lipidica estrema
(archetipo di malattia monogenica)

Segni e sintomi

£ (FH)

4 (FLPDL)

416
(FDBL)

U HiL
(TD, LCATD)

Generali

Ritardo di crescita

Sistema cardiovascolare

Aterosclerosi precoce

Coronarico, angina
Sindrome coronarica acuta, infarto del miocardio

Cerebrovascolare: ictus, ischemico transitorio,
amaurosi fugace, ictus

Vascolare periferico: claudicatio

Soffi arteriosi

Malattia valvolare aortica

Sistema cardiovascolare

Xantelasma

Arco corneale

Lipemia retinalis

Opacita corneali

Sistema gastrointestinale

Dolore addominale, nausea, vomito

Epatosplenomegalia, steatoepatite

Pancreatite

Proteinuria

Insufficienza renale

Sistema muscoloscheletrico

Xantomi tendinei

Sangue

Emazie a bersaglio

++

Xantomi

Tendini estensori

Tuberosi

++

Plantari

++

Palmari

++

Periostali

Perirotulei

Intracranici

Eruttivi

++

Piaghe interdigitali

+

FH: ipercolesterolemia familiare; FLPLD: deficit familiare dilipasi lipoproteica; FDBL: dishetalipoproteinemia familiare; LCATD: deficit
di lecitina-colesterolo aciltransferasi; TD: malattia di Tangier; T6: trigliceridi.
+: |a caratteristica ¢ tipica della dislipidemia non si osserva costantemente nei soggetti con dislipidemia; ++: la caratteristica &
nettamente e costantemente presente nei soggetti con dislipidemia; -: la caratteristica non fa parte della presentazione clinica
della dislipidemia; +/-: la caratteristica si osserva talvolta nei soggetti con dislipidemia, ma non & considerata tipica della sindrome.
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Non sempre in una dislipidemia severa si risale ad una causa monogenica ed il fenotipo
risulta dall'associazione di un quadro poligenico con fattori secondari V. Sulla base
di queste premesse, & opportuno escludere forme secondarie sia da un punto di vista
clinico, sia mediante indagini di laboratorio (Tabelle 3 e 4).

Dislipidemie secondarie
Cause secondarie di dislipidemia

Le cause secondarie di dislipidemia sono attribuibili a specifici stili di vita e ambientali
(Tabella 3), a diverse condizioni cliniche e ad alcune terapie mediche (Tabella 4).
Queste cause devono essere considerate per una corretta diagnosi e per un appropriata
strategia terapeutica !”.

In generale, una dislipidemia associata a cause secondarie migliora anche se non
potrebbe risolversi dopo il trattamento o leliminazione dei fattori associati e la

Tahella 3. Fattori secondari dello stile di vita e condizioni mediche associate a dislipidemia

Principale alterazione lipidica associata

Fattori di stile di vita e condizioni mediche LDL 16 HDL
Stile di vita

Obesita

Inattivita fisica X X X
Eccessiva assunzione di alcol X X X
Fuma X X
Malattia valvolare aortica

Alimentazione

Alto contenuto di grassi trans X

Alto contenuto di grassi saturi X

Alto cantenuto di carboidrati X X

Condizioni mediche

Epatopatia ostruttiva X
Inotiroidismo X
Sindrome nefrosica X
Anoressia X
Sindrome metabolica X X
Insulina-resistenza X X
Diabete mellito X X
Steatosi epatica non alcolica X X
Insufficienza renale cronica X X
Sindrome di Cushing X X
Infezione da HIV X X
Lupus eritematoso sistemico X X

TG: trigliceridi



Tahella 4. Farmaci associati a dislipidemia

Farmaci Aumento _Aur_ne'ntu' ' Diminuizione
del colesterolo LDL dei trigliceridi del colesterolo HDL

Ciclosporina X

Amiodarone X

Clortalidone ad alto dosaggio X

|draclorotiazide X

Rosiglitazone X

Fibrati X

Estrogeni orali X

Tamoxifene X

Corticosteroidi X X

R-bloccanti X X

Retinaidi X X

Inibitori delle proteasi (saprattutto ritonavir] X X

Resine leganti gli acidi biliari X X

Sirolimus X X

L-asparaginasi X X

Agenti antipsicotici atipici X X

Insufficienza renale cronica X X

Sindrome di Cushing X X

Infezione da HIV X X

Lupus eritematoso sistemico X X

dislipidemia residua richiedera una terapia ipolipidemizzante. La maggior parte

delle cause secondarie puo essere scoperta da unapprofondita anamnesi medica

ed esame obiettivo. Dovranno essere eseguiti esami di laboratorio aggiuntivi quali

la funzionalita epatica per la steatosi epatica e lepatopatia ostruttiva, la glicemia a

digiuno o lintolleranza al glucosio per il diabete, i test di funzionalita tiroidea per le

anomalie tiroideee ed un'analisi delle urine compresi i livelli ematici di creatinina e di

azoto ureico per le nefropatie (Tabella 5).

Errati stili di vita sono cause secondarie comuni nei pazienti dislipidemici ***?. La

modificazione dello stile di vita e il cardine del trattamento e comprende:

1) modificazioni della dieta per ridurre i grassi saturi trans e i carboidrati semplici.
La pill importante causa secondaria della dislipidemia nei Paesi sviluppati € uno
stile di vita sedentario associato a un eccessivo apporto dietetico di calorie totali,
grassi saturi, colesterolo e grassi trans. I grassi trans sono acidi grassi polinsaturi o
monoinsaturi cui sono stati aggiunti atomi d»idrogeno; sono utilizzati in alcuni cibi
processati e sono aterogeni come i grassi saturi e sono associati ad un aumento del
colesterolo LDL. Altrettanto negative le diete ad elevato contenuto di carboidrati
(>60% di energia), ed in particolare di carboidrati semplici ad alto indice glicemico

2) raggiungimento e mantenimento del peso corporeo ideale attraverso opportune
modifiche della dieta ed attivita fisica.
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Tahella 5. Indagini per le cause secondarie di dislipidemia

Causa secondaria Indagini

Creatinina

Insufficienza renale cronica
Urea

Glicemia a digiuno

Diabete e insulino-resistenza Emoglobina Alc

Considerare 'insulina sierica o il peptide C

Ipotiroidismo TSH

Sindrome nefrosica Analisi delle urine

Aspartato aminotransferasi

Alanina aminostransferasi

Epatopatia ostruttiva
Bilirubina totale

Fosfatasi alcalina

3) riduzione o elimanzione del consumo di alcoolici;
4) modificazionie dei fattori di rischio CV compreso la cessazzione del fumo, il
controllo della glicemia e della pressione arteriosa.
Tra le condizioni mediche (Tabella 3) & importante ricordare che nei pazienti obesi
la dislipidemia ¢ associata sia ad un aumentati livelli di colesterolo LDL ma anche ad
elevati livelli di TG e bassi livelli di HDL una volta che il paziente sviuppa insulino
resistenza.
Elevati livelli di colesterolo sono presenti nei pazienti con ipotiroidismo, sindrome
nefrosica, epatopatoa ostruttiva e anoressia nervosa. Al contrario, elevati livelli di TG
e ridotti livelli di HDL sono tipici della sindrome metabolica, dell'insulino resistenza
e del diabete di tipo 2.
La steatosi epatica e la steatoepatite sono spesso associate ad elevatilivelli di TG e bassi
livelli di HDL. Infine nella sindrome di Cushing e nella sindrome delovaio policistico
si osservano elevati livelli di TG e bassi livelli di HDL ©%.
Il diabete € una causa secondaria particolarmente rilevante, perché i soggetti affetti
tendono ad avere un’associazione aterogenica di TG elevati, alti livelli di frazioni di
LDL piccole e dense e bassi livelli di HDL (dislipidemia diabetica, ipertrigliceridemia,
iperapoB). I pazienti affetti da diabete di tipo 2 sono particolarmente a rischio. Tale
associazione puod essere una conseguenza dellobesita, dello scarso controllo del
diabete, o di entrambi, che possono aumentare gli acidi grassi circolanti, portando
allaumento della produzione epatica VLDL.
Le VLDL ricche in TG cedono successivamente TG e colesterolo alle LDL e alle
HDL, promuovendo la formazione delle LDL piccole, dense e ricche in trigliceridi e
leliminazione delle HDL ricche in TG. La dislipidemia diabetica ¢ spesso peggiorata
dallelevato apporto calorico e dall'inattivita fisica che caratterizzano le abitudini di
vita di numerosi pazienti con diabete di tipo 2.
Le donne affette da diabete possono avere un rischio aumentato di cardiopatia come
risultato di questa forma di dislipidemia ®*.
Indipendentemente dalla causa e dal grado di deficit della funzione renale, i pazienti
con malattia renale cronica presentano significative ed importanti alterazioni del
metabolismo lipidico. La dislipidemia osservata il questi pazienti infatti, fino dagli



stadi iniziali della malattia ed in misura sempre maggiore quanto pil elevata ¢ la
proteinuria e maggiore la riduzione della filtrazione glomerulare, si caratterizza per
alterazioni quantitative e qualitative delle lipoproteine, degli enzimi lipolitici e dei
recettori delle lipoproteine.

Con il progredire della disfunzione renale, si osserva invariabilmente un aumento
dei TG ed una riduzione delle HDL, mentre le LDL non manifestano modificazioni
quantitative rilevanti, con la eccezione di quanto osservato nelle nefropatie
intensamente proteinuriche e nella sindrome nefrosica. Tuttavia, anche in presenza di
LDL normali o ridotte, si assiste ad una progressiva modificazione qualitativa di queste
con aumento delle LDL aterogene “piccole e dense” e delle LDL ossidate. Negli stadi
pit evoluti della malattia renale si osserva una riduzione delle lipoproteine contenenti
ApoA ed un aumento delle lipoproteine ApoB ricche in trigliceridi. Il profilo lipidico
della malattia renale cronica ha in definitiva caratteristiche molto simili, e condivide
un analogo profilo di rischio aterosclerotico, a quello osservato nel diabete mellito
di tipo 2, nella sindrome metabolica e nella obesita, condizioni queste tutte associate
ad insulino resistenza e responsabili di una elevata predisposizione a sviluppare un
danno renale *°.

La dislipidemia rappresenta una parte integrante del quadro laboratoristico della
sindrome nefrosica, anche se non ¢ intuitivamente chiaro il meccanismo attraverso
cui unalterazione della barriera di filtrazione glomerulare e la conseguente proteinuria
influiscano cosi profondamente sul metabolismo lipidico. Il profilo lipidico dei pazienti
nefrosici ¢ caratterizzato da un aumento di colesterolo totale, TG e fosfolipidi, con
valori immodificati di colesterolo HDL . Per quanto riguarda il quadro lipoproteico,
si riscontra un aumento di LDL, VLDL e IDL, senza variazioni o con una riduzione
di HDL; si viene quindi a creare un aumento del rapporto colesterolo LDL/HDL
ad impronta spiccatamente aterogena. Accanto alle variazioni quantitative appena
menzionate, se ne osservano anche di qualitative. La quantita di colesterolo, esteri del
colesterolo e FL, rispetto al contenuto in TG e proteine, risulta aumentata in ciascuna
frazione lipoproteica. Le apolipoproteine B e CIII risultano aumentate, mentre non
varia la concentrazione di apoAl, AIl e CIL Per quanto riguarda gli enzimi che
intervengono nella regolazione del metabolismo lipidico, ¢ pressoché unanimemente
descritta una riduzione di lipoproteinlipasi (LPL) del 30-60% e LCAT. Quest'ultima,
infatti, viene eliminata nelle urine.

Elevati livelli di TG e bassi livelli di colesterolo HDL sono una caratterisriva dei pazienti
affetti da HIV che puo amplificarsi in corso di terapia con antiretrovirali inibitori della
proteasi, in particolare ritonavir. Anche I'inflammazione cronica causata da condizioni
autoimmunitarie sistemiche e le paraproteinemie sono associate ad elevati livelli di
TG e basse HDL.

Il trattamento della condizione medica alla base della dislipidemia secondaria puo
avere un effetto positivo sulla dislipidemia ®>*.

Numerosi sono i farmaci che possono causare una dislipidemia (Tabella 4). Leffetto
sulla dislipidemia potrebbe essere marcato nel caso di predisposizione genetica del
paziente.

Tra i farmaci responsabili di una dislipidemia iatrogena vanno ricordati gli
immunosoppressori per la terapia antirigetto del trapianto, i beta-bloccanti, gli ormoni
steroidei, farmaci biologici quali antagonisti dell'interleukina 6 (tocilizumab).

In Tabella 6 un algortimo per l'identificazione delle dislipidemie secondarie.
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Tabella 6. Algoritmo per I'identificazione delle dislipidemie secondarie

Causa secondaria

Indagini

Definizione del fenotipo lipoproteico

Colesterolemia totale, colesterolemia LDL,
colesterolemia HOL, trigliceridemia

Creatininemia, valutazione del profilo glicemico,

dentificazione ; N o .
2 o ‘ valutazione funzionalita tiroidea, transaminasi, fosfatasi alcalina, yGT,
delle principaliforme secondarie bilirubinemia (Tabella 3), terapia farmacologica (Tabella 4)
] . Positivita per eventi cardiovascolari precoci nei familiari di primo grado
3| Indagine familiare e valutazione della dislipidemia nei familiari affetti
4 | Stratificazione del rischio cardiovascolare | Presenza di comorbidita

LDL: low density lipoproteins, HDL: high density lipoproteins




Il ruolo patogenetico dei lipidi
nella malattia cardiovascolare

Angela Pirillo, Alberico L. Catapano

Introduzione

Nonostante i notevoli progressi nelle terapie farmacologiche, le malattie cardiovascolari
(CV) rappresentano ancora la principale causa di morte nei paesi industrializzati e
stanno diventando tra le principali cause di mortalita e morbilita anche nei paesi in
via di sviluppo ©”. Le dislipidemie rappresentano uno dei principali fattori di rischio
per la malattia coronarica e losservazione di Virchow piti di 100 anni fa che l'ateroma
conteneva una sostanza successivamente identificata come colesterolo suggeriva gia
un ruolo dei lipidi nella patogenesi dell’aterosclerosi.

La lesione aterosclerotica si sviluppa attraverso il processo di accumulo e ritenzione di
lipoproteine aterogene contenenti apolipoproteina B (apoB) (soprattutto lipoproteine
a bassa densita, o LDL) nell'intima della parete arteriosa. In seguito a ritenzione delle
LDL, si innesca un processo infammatorio a cascata con attivazione dellendotelio,
richiamo di monociti e di altre cellule immunitarie dal sangue, produzione di
citochine pro-infiammatorie e di specie reattive dellossigeno in grado di modificare
le LDL; i monociti si differenziano in macrofagi, accumulano LDL modificate grazie
allespressione di specifici recettori sulla superficie e producono, insieme ad altre
cellule infiammatorie, sostanze in grado di richiamare cellule infiammatorie dal
sangue e cellule muscolari lisce dalla tunica media, portando alla progressione della
placca aterosclerotica. In tutte le fasi dell'aterosclerosi, dall’attivazione dellendotelio
alla formazione della placca aterosclerotica, i lipidi svolgono un ruolo fondamentale.
Tuttavia, non solo le LDL, ma anche altre lipoproteine contenenti apoB, quali i
remnants di lipoproteine a bassissima densita (very low density lipoproteins, VLDL) e
chilomicroni, e lipoproteina(a) [Lp(a)] sembrano avere un ruolo causale nello sviluppo
dellaterosclerosi e della malattia CV ischemiche.

Infatti, nonostante il trattamento con unbottimale terapia ipocolesterolemizzante
riduca significativamente i livelli di LDL e il rischio CV, molti pazienti continuano
a subire eventi CV, fenomeno definito “rischio residuo”. Levidenza clinica suggerisce
che il rischio CV residuo osservato in pazienti con livelli ottimali di LDL puo essere in
parte spiegato da altri fattori di rischio lipidico, inclusi Lp(a) e i remnants derivanti dal
metabolismo di lipoproteine ricche di trigliceridi (TG) ®¥. In generale, i livelli di apoB,
che danno una stima del numero di lipoproteine aterogene (ogni lipoproteina contiene
una sola molecola di apoB) e di non-HDL colesterolo, che ricapitolano il contenuto di
colesterolo di tutte le lipoproteine aterogeniche contenenti apoB, inclusi i remnants,
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sono un predittore migliore del rischio CV rispetto ai livelli di LDL. A supporto di
queste osservazioni, studi di randomizzazione mendeliana hanno suggerito che il
beneficio clinico dellabbassamento del colesterolo LDL puo essere meglio spiegato
dalla riduzione assoluta delle lipoproteine contenenti apoB .

Obiettivo di questo capitolo ¢ discutere il ruolo dei lipidi e delle lipoproteine nella
patogenesi dell’aterosclerosi, nonché il ruolo nella valutazione del rischio e come
bersagli della terapia.

LDL

Tra i fattori di rischio pit rilevanti nella patogenesi delle malattie CV ischemiche
(atherosclerotic cardiovascular disease, ASCVD), lipercolesterolemia € certamente
quello pit studiato. In particolare, elevati livelli di colesterolo LDL sono causalmente
associati allo sviluppo di ASCVD. Questa relazione causale & determinata dalla
capacita delle LDL (che sono le liporpoteine aterogene pitt abbondanti nel plasma)
di penetrare attraverso il sottile strato endoteliale e infiltrarsi nell'intima della parete
arteriosa. In presenza di elevate concentrazioni plasmatiche di colesterolo LDL,
le LDL vengono ritenute piu facilmente nell'intima, dove complessi meccanismi
cellulari ed extracellulari innescano il processo di formazione e progressione della
placca aterosclerotica. Le LDL non sono una classe omogenea di lipoproteine,
ma possono essere suddivise in sottoclassi con caratteristiche fisico-chimiche,
metaboliche e funzionali differenti. Molti fattori possono intervenire a modificare la
distribuzione delle sottoclassi di LDL, e in particolari condizioni metaboliche alcune
sottoclassi possono diventare rilevanti nell'innescare il processo aterosclerotico. Tra le
sottoclassi di LDL, particolare interesse rivestono le LDL piccole e dense (small dense
LDL, sdLDL): date le loro dimensioni possono penetrare lo strato endoteliale pil
facilmente rispetto alle sottoclassi di dimensioni maggiori, hanno unaffinita minore
per il recettore per le LDL (LDLR, finemente regolato dal contenuto intracellulare di
colesterolo), unaffinita maggiore per recettori non regolati, una maggiore affinita per i
proteoglicani presenti nella parete arteriosa (che determina quindi un maggior tempo
di ritenzione), una maggiore suscettibilita alla modificazione. Elevati livelli di sdLDL
sono presenti in alcune condizioni quali il diabete, caratterizzato dalla cosiddetta
dislipidemia aterogena che comprende anche elevati livelli plasmatici di TG e bassi
livelli di HDL (mentre i livelli di LDL sono generalmente nella norma o addirittura
ridotti).

Numerose evidenze genetiche, epidemiologiche e cliniche hanno inequivocabilmente
stabilito il ruolo causale delle LDL nel processo aterosclerotico.

Lipercolesterolemia familiare (familial hypercholesterolemia, FH) & una patologia
genetica ereditaria causata da mutazioni in geni coinvolti nel metabolismo delle LDL
(LDLR, APOB, PCSK9, LDLRAP1) che determinano elevati livelli di LDL fin dalla
nascita, con conseguente aumento del rischio CV e comparsa di eventi CV anche in
eta molto precoce. La forma pitt comune di FH ¢ quella eterozigote (~1:250), causata
da una mutazione presente in uno solo degli alleli; la piti rara forma omozigote
(1:300.000), causata da mutazioni in entrambi gli alleli, presenta un fenotipo pit severo,
con livelli plasmatici di LDL molto elevati (>500 mg/dL) e la comparsa di eventi CV
anche in giovanissima eta. Accanto a queste mutazioni che si associano a variazioni
molto significative dei livelli di LDL, esistono numerose altre varianti geniche che
possono influenzare i livelli di colesterolo LDL. Studi di randomizzazione mendeliana



hanno dimostrato che varianti in oltre 50 geni associate a ridotti livelli di LDL sono
anche associate a un ridotto rischio CV, proporzionale allentita di riduzione dei livelli
circolanti di LDL: varianti nei geni che codificano per lenzima idrossimetilglutaril-
coenzima A (HMGCoA, il target delle statine) reduttasi, Niemann-Pick C1-Like 1
(NPCI1L1, target di ezetimibe) o proproteina convertasi subtilisina/kexina tipo 9
(PCSKO, target dei PCSKY inibitori) sono associate alla stessa entita di riduzione del
rischio CV per unita di riduzione dei livelli di LDL (Figura 1). Questa osservazione,
se da un lato conferma il ruolo causale delle LDL in ASCVD, dall’altra indica che la
riduzione del rischio CV ¢é essenzialmente mediata dalla riduzione dei livelli di LDL,
indipendentemente dai meccanismi di riduzione *?.
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Il pannello A mostra che varianti genetiche associate a ridotti livelli di LDL-C sono anche associate a
un ridotto rischio cardiovascolare che & comparabile quando corretto per unita di riduzione dei livell
di colesterolo LDL.

Il pannello B mostra che le terapie comunemente utilizzate per il trattamento dell'ipercolesterolemia
riducono il rischio cardiovascolare in modo comparabile per ogni mmol/I di LOL ridotta.

Adattato da ref #39.

PCSK9: praproteina convertasi subtilisina/kexina tipo 9, NPCIL1: Niemann-Pick C1-Like 1,
HMGCR: idrossimetilglutaril-coenzima A reduttasi, LDLR: recettore per le LDL, PCSK9i: PCSK9 inibitori.

Figura 1. Effetto della riduzione deilivelli di LDL-C sulla malattia ischemica
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Numerose metanalisi di studi epidemiologici, studi di randomizzazione mendeliana
e studi clinici randomizzati hanno riportato in modo consistente un'associazione log-
lineare tra i livelli plasmatici di colesterolo LDL e il rischio CV, fornendo un’ulteriore
conferma allevidenza che i livelli plasmatici di LDL si associano in modo dose-
dipendente al rischio CV ®. Infine, numerosissimi studi clinici randomizzati hanno
dimostrato leffetto favorevole di terapie ipocolesterolemizzanti, basate su differenti
meccanismi di azione, sul rischio CV.

Grazie allo sviluppo di farmaci ipocolesterolemizzanti sempre piu efficaci, molti
pazienti trattati riescono a raggiungere livelli plasmatici di LDL molto bassi (<30 mg/
dL), e levidenza suggerisce che riducendo i livelli di LDL anche a valori cosi ridotti il
rischio CV continua a ridursi in modo lineare, senza una soglia al di sotto della quale
il beneficio non sia piu presente. Queste osservazioni hanno portato all'introduzione,
nelle piu recenti linee guida europee per il trattamento delle dislipidemie %, di
raccomandazioni con livelli di LDL sempre pill bassi, soprattutto per i pazienti a
rischio molto alto, per i quali & raccomandato un goal di LDL <55 mg/dL (associato
ad almeno il 50% di riduzione) e addirittura <40 mg/dL per quei pazienti ad altissimo
rischio che hanno un secondo evento CV ischemico entro due anni dal primo. Ad
oggi, non esistono evidenze di una associazione tra livelli molto bassi di LDL e effetti
clinici avversi “?, anche se rimane indispensabile continuare studi osservazionali a
lungo termine per monitorare la sicurezza della riduzione del colesterolo a valori
molto ridotti.

HDL

Le HDL sono una classe di lipoproteine altamente eterogenee per dimensioni, forma,
carica e composizione lipidica e proteica. Le HDL, infatti, sono sottoposte a un
continuo processo di rimodellamento grazie all’attivita di numerosi fattori plasmatici.
Alle HDL vengono attribuite una serie di proprieta potenzialmente protettive dal
punto di vista CV. La piu studiata ¢ la capacita delle HDL di mediare il trasporto
inverso del colesterolo in eccesso dai tessuti periferici (ed in particolare dai macrofagi
presenti nell'intima della parete arteriosa) al fegato per lescrezione; questo parametro
e un predittore inverso del rischio CV, indipendentemente dai livelli di HDL e apoA-I
@), Le HDL possiedono anche altre proprieta potenzialmente atero-protettive, tra cui
attivita anti-inflammatoria, anti-ossidante e anti-trombotica.

Numerosi studi epidemiologici hanno dimostrato una relazione inversa tra i livelli
di colesterolo HDL e il rischio CV facendo ipotizzare che trattamenti farmacologici
in grado di aumentare i livelli circolanti di HDL avrebbero dovuto associarsi a una
riduzione del rischio CV. Questa associazione inversa, tuttavia, non ha trovato
riscontro negli studi clinici che hanno valutato lefficacia di diversi farmaci in grado di
aumentare anche in modo consistente i livelli di HDL: i CETP inibitori, che aumentano
anche in modo sostanziale i livelli di HDL, non si sono mostrati efficaci nel ridurre
gli eventi CV, con leccezione di uno studio in cui, tuttavia, leffetto positivo ¢ stato
attribuito alla riduzione dei livelli di non-HDL (quindi alla riduzione dei livelli di
lipoproteine aterogene contenenti apoB) piu che allaumento di HDL. Anche I'utilizzo
diacido nicotinico non ha mostrato alcun effetto di riduzione del rischio CV, mettendo
cosi in dubbio il ruolo protettivo delle HDL.

A supporto di questa evidenza, studi di randomizzazione mendeliana hanno dimostrato
che varianti genetiche associate esclusivamente ad aumentati livelli plasmatici di



HDL (e che quindi non influenzano i livelli di LDL o di TG) non riducono il rischio
di infarto del miocardio “?. Pili recentemente & stata riportata una relazione a “U”
tra livelli di HDL e mortalita, che indica che soggetti con livelli estremamente bassi
o estremamente elevati di HDL hanno un maggiore rischio di mortalita rispetto a
soggetti con valori moderatamente elevati (Figura 2) Y. La concentrazione di HDL-C
associata al pit1 basso rischio di mortalita ¢ risultata di 73 mg/dL (54-77) negli uomini e
93 mg/dL (69-97) nelle donne “?. Quali siano le ragioni di questa inattesa associazione
tra livelli molto alti di HDL e mortalita non é ancora del tutto chiaro. E plausibile che,
pit che le concentrazioni plasmatiche di HDL, siano le caratteristiche funzionali delle
particelle HDL a giocare un ruolo predominante: la presenza di elevati livelli plasmatici
di colesterolo HDL in molti studi ¢ risultata associata alla presenza di particelle
HDL molto grandi che possono essere meno efficienti nel promuovere il trasporto
inverso del colesterolo e addirittura possono avere unattivita pro-aterogena anziché
protettiva. Inoltre, condizioni quali 'inflammazione cronica (tipica dellaterosclerosi)
o il diabete possono indurre modificazioni nella struttura e nella composizione delle
HDL, influenzando in modo negativo la loro funzionalita.

Questa osservazione ha spostato l'attenzione da terapie in grado di aumentare i livelli
di HDL (che si sono rivelate clinicamente inefficaci) a potenziali agenti in grado di
aumentare la funzionalita delle HDL anziché i livelli di colesterolo HDL. Ad esempio
CER-001 ¢ un HDL-mimetico composto da apoA-I ricombinante e fosfolipidi che
mima le pre-f§ HDL, le piu piccole ed efficienti particelle HDL in termini di efflusso
di colesterolo. Nonostante studi iniziali abbiano mostrato unaumentata capacita
del plasma di indurre efflusso di colesterolo in seguito a trattamento con CER-001,
e studi di imaging abbiano mostrato un effetto benefico sul burden della placca e
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Il gruppo di riferimento & quello relativo al range di HOL associato al piti basso rischio di mortalita
per tutte le cause ed & diverso nei due gruppi.

Adattato da ref #43.

HDL-C: colesterolo HOL (lipoproteine ad alta densita)

Figura 2. Rischio di mortalita per tutte le cause in base ai livelli di colesterolo HOL in uomini e donne della
popolazione generale
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sullinflammazione in pazienti con dislipidemia genetica, il trattamento con CER-
001 per 10 settimane non ha prodotto alcuna regressione dell'aterosclerosi coronarica
in pazienti con sindrome coronarica acuta e in terapia con statine. Una possibile
spiegazione ¢ legata al fatto che il trattamento con statine induce gia una regressione
della placca che non puo essere ulteriormente ridotta dal trattamento con CER-001 4.
Sulla base di tutte queste osservazioni, ad oggi non ci sono indicazioni per l'utilizzo di
farmaci in grado di aumentare i livelli di HDL per ridurre il rischio CV.

Lipoproteine ricche in trigliceridi

I TG sono per lo pit trasportati in circolo nei chilomicroni (prodotti dall'intestino) e
dalle VLDL, prodotte dal fegato. Una volta raggiunti i tessuti periferici (es. muscoli e
tessuto adiposo), i TG vengono idrolizzati dalla lipoproteina lipasi (LPL) e rilasciano
acidi grassi liberi che vengono utilizzati per produrre energia oppure conservati
all'interno della cellula. Questo processo genera chilomicroni remnants, che vengono
trasportati al fegato e degradati, e VLDL remnants, da cui si generano le LDL. Durante
il processo di degradazione a remnants, sia chilomicroni che VLDL si arricchiscono
in apoE, che svolge un ruolo importante nell uptake epatico dei remnants. I remnants
svolgono un ruolo importante nellaterogenesi in quanto possono determinare
disfunzione endoteliale, inflammazione vascolare e formazione di cellule schiumose
nella parete arteriosa.

Storicamente, la relazione tra TG e malattia CV ¢ stata controversa. Infatti, elevati
livelli di TG spesso si associano a riduzione nei livelli di HDL e aumento dei livelli di
colesterolo non-HDL, apoClIII e LDL piccole e dense (le piti aterogene), generando
confusione nel definire un'associazione causale. Piil chiaro sembra invece il concetto
che non tanto i TG in sé, quanto il contenuto di colesterolo delle lipoproteine ricche
in TG possa contribuire al rischio CV. Infatti ¢ stato dimostrato che elevati livelli di
colesterolo remnant si associano a aumentato rischio di malattia CV ischemica “*,
infarto del miocardio “¢
popolazione generale.

I livelli plasmatici di remnants sono in parte determinati geneticamente, in parte
determinati da fattori modificabili quali dieta, obesita, assunzione di alcol e attivita
fisica. Varianti in diversi geni sono infatti in grado di influenzare i livelli di TG, e
quindi di colesterolo remnant; tra questi geni, i pill importanti sono LPL, APOC2,
APOAS5, LMF1 e GPIHBP1.

Molte varianti geniche associate ad elevati livelli di colesterolo remnant si associano
anche a ridotti livelli di HDL, rendendo piu difficile la determinazione di un
nesso di causalita dei singoli fattori con la malattia CV ischemica. Uno studio di
randomizzazione mendeliana, che ha valutato varianti che influenzano solo remnants,

), ictus ischemico *” e mortalita per tutte le cause ¥ nella

remnants e HDL, o solo HDL, ha mostrato che le varianti associate solo con riduzione
di colesterolo HDL non sono causalmente associate al rischio di malattia ischemica
cardiaca, che invece ¢ risultato associato a varianti genetiche che modificano solo i
livelli di colesterolo remnant o che influenzano sia i livelli di colesterolo remnant che
quelli di HDL “. Questa osservazione indica che elevati livelli di colesterolo remnant
causano malattia ischemica indipendentemente dai livelli di HDL.

La ragione di questo legame causale tra colesterolo remnant e malattia CV ¢ da
ricercarsi nelle caratteristiche delle lipoproteine remnants. Infatti, i remnants hanno
maggior contenuto in colesterolo e dimensioni ridotte rispetto alle lipoproteine native



da cui originano, quindi sono in grado di attraversare la barriera endoteliale della parete
arteriosa e si accumulano nell'intima (Figura 3). Una conferma di questo meccanismo
¢ legata allosservazione che pazienti con sindrome di chilomicronemia familiare, una
rara malattia genetica recessiva caratterizzata da mancanza di funzionalita di LPL e
causata da mutazioni in geni quali LPL, apoc2, apoa5, LMF1 e GPIHBPI, presentano
elevati livelli di chilomicroni (le lipoproteine di dimensioni maggiori) associati ad un
elevato rischio di pancreatite, ma non hanno aumentato rischio CV.

I livelli di colesterolo remnant possono essere facilmente calcolati come “colesterolo
totale-LDL-HDL; tuttavia, questo semplice calcolo non puo essere applicato in alcune
condizioni, quali la presenza di livelli elevati di TG (>400 mg/dL) o di livelli molto
bassi di LDL (che possono essere raggiunti in alcuni soggetti trattati con i pill recenti
ed efficaci farmaci ipocolesterolemizzanti). Idealmente, la misurazione dei livelli di
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Chilomicroni

Chilomicroni remnant

In seguito alla secrezione in circolo, VLOL prodotte dal fegato e chilomicroni prodotti dall'intestino
vengono subiscono un processo di lipolisi, che porta alla generazione di remnants piu piccoli e in
grado di attraversare l'endotelio e di contribuire, insieme alle LOL, alla formazione della lesione
aterosclerotica.

VLDL: lipoproteine a densita molto bassa (very low density), LDL: lipoproteine a bassa densita (low
density)

Figura 3 . Ruolo pro-aterogeno delle lipoproteine ricche in trigliceridi
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colesterolo remnant sarebbe pill indicata, ma ad oggi manca un metodo efficace e
standardizzato per la misurazione e soprattutto manca ancora una chiara definizione
di cosa debba essere inteso come remnants.

Per ovviare a questo problema, numerosi studi hanno dimostrato che la determinazione
dei livelli di colesterolo non-HDL e ancor di piu di apoB rappresenta un parametro di
valutazione del rischio rilevante, poiché in grado di catturare I'insieme delle lipoproteine
aterogene contenenti apoB. Questo permette di identificare un aumentato rischio CV
residuo anche in soggetti che, pur essendo a target con i livelli di LDL grazie a terapie
altamente efficaci, possono ancora avere dei livelli di apoB elevati. Per questo motivo,
nelle attuali linee guida europee sono stati introdotti anche dei goal secondari per
colesterolo non-HDL e apoB per alcune categorie di soggetti caratterizzati spesso da
livelli di LDL nella norma ma che presentano un profilo lipidico alterato, quali soggetti
con sindrome metabolica o diabete. La dislipidemia aterogena, caratterizzata da elevati
livelli di TG, bassi livelli di HDL, elevati livelli di LDL piccole e dense (le piti aterogene),
ma con livelli di LDL nel range di normalita o addirittura molto bassi, puo essere
smascherata dalla valutazione dei livelli circolanti di apoB e colesterolo non-HDL.

Lipoporetina(a)

Lp(a) & una lipoproteina formata da una LDL in cui l'apolipoproteina B100 (apo-B100)
¢ legata covalentemente allapolipoproteina(a) [apo(a)] attraverso un legame
disolfuro. Apo(a) ¢ una proteina di origine epatica, che ha omologia strutturale con
il plasminogeno (ma non ha attivita fibrinolitica) ed & costituita da domini chiamati
kringles; il kringle IV & presente in 10 tipi con sequenze differenti (KIV1-KIV10),
ciascuna presente in singola copia, ad eccezione di KIV2 che puo essere presente in
un numero altamente variabile di ripetizioni, determinando un numero elevato di
isoforme (Figura 4). Il numero di ripetizioni KIV2 ¢ geneticamente determinato e
stabilisce i livelli circolanti di Lp(a): rispetto a soggetti con isoforme di dimensioni
maggiori, soggetti con isoforme di apo(a) pit piccole hanno livelli circolanti di Lp(a)
piu elevati che si riflette in un aumentato rischio di malattia CV ischemica e ictus
ischemico.

Lp(a) ha attivita pro-infiammatoria, pro-aterogena e pro-trombotica. Nell'intima
arteriosa, Lp(a) puo essere trattenuta pit avidamente delle LDL poiché si lega
alla matrice extracellulare non solo attraverso apo(a), ma anche attraverso la sua
componente apoB. E stato dimostrato che, nella popolazione generale, i soggetti
con i livelli pit elevati di Lp(a) (=120 mg/dL) hanno un rischio >3 volte superiore
di avere infarto al miocardio rispetto a soggetti con i livelli piu bassi. Inoltre, elevati
livelli di Lp(a) sono comuni nei soggetti con FH e sono un predittore di malattia CV
indipendentemente dai livelli di LDL.

Numerosi studi clinici hanno dimostrato che unelevata concentrazione plasmatica di
Lp(a) (50 mg/dL) & un fattore di rischio indipendente per le malattie CV “°), sia attraverso
meccanismi pro-aterogeni (deposizione nell'intima arteriosa) sia attraverso meccanismi
pro-trombotici (mediante I'inibizione apo(a)-mediata della fibrinolisi). I livelli di Lp(a)
mostrano elevata variabilita etnica; tipicamente la distribuzione dei livelli di Lp(a)
nella popolazione caucasica ¢ disomogenea, e solo il 20% della popolazione presenta
livelli >50 mg/dL. I livelli plasmatici di Lp(a) sono stati associati alla progressione
dellaterosclerosi carotidea in pazienti in terapia ipolipemizzante, e varianti geniche di
Lp(a) si associano a eventi CV in pazienti in terapia con statine ®”, giocando quindi un



ruolo rilevante nel rischio residuo nei pazienti in terapia con statine.

Nessuno studio di intervento con farmaci ipolipemizzanti in grado di ridurre i livelli
di Lp(a) del 25-35% ha mostrato un effetto di riduzione del rischio CV oltre a quello
determinato dalla riduzione di LDL. Studi di randomizzazione mendeliana hanno
mostrato che una riduzione geneticamente determinata di 10 mg/dL dei livelli di
Lp(a) si associa a una riduzione del rischio CV pari al 5.8%, mentre una riduzione
geneticamente determinata di 10 mg/dL dei livelli di LDL si associa a una riduzione
del rischio CV pari al 14.5%; inoltre una riduzione assoluta di 100 mg/dL di Lp(a)
ha lo stesso effetto di riduzione di 1 mmole/l di LDL (pari a 38,67 mg/dL) ©V. Questa
osservazione ¢ stata confermata da un altro studio di randomizzazione mendeliana
che ha mostrato la necessita di ridurre Lp(a) di 65,7 mg/dl per avere lo stesso effetto di
riduzione del rischio CV indotto dalla riduzione di 1 mmole/l di LDL 2.

Queste osservazioni spiegano il motivo per cui interventi farmacologici in grado di
ridurre Lp(a) solo del 25-35% non si traducono in un beneficio clinico, e suggeriscono
la necessita di sviluppare terapie in grado di ottenere una riduzione clinicamente pil
conistente dei livelli di Lp(a). Metodi di gene silencing hanno mostrato la capacita
di inibire in modo selettivo la produzione di proteine target; a questo scopo, ¢ stato
sviluppato un oligonucleotide antisenso in grado di inibire specificamente la sintesi
epatica di apo(a) riducendo drasticamente i livelli circolanti di Lp(a) fino all'80% in
pazienti con malattia aterosclerotica e livelli basali di Lp(a) 260 mg/dL (=150 nmol/l) ©*.
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Lp(a] & una lipoproteina simile alle LOL, caratterizzata dalla presenza di un‘apolipoproteina specifica,
apo(a), covalentemente legata all'apoB per mezzo di un ponte disolfuro. Caratteristica di apo(a) & la
sua struttura a kringles e la presenza di un numero variabile di ripetizioni del KIV.,

Lp(a): lipoproteina(a), apo(a): apolipoproteina(a), apoB: apalipoproteina B.

Figura4 . Struttura della lipoproteina(a)
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Uno studio di fase III attualmente in corso chiarira se la riduzione dei livelli di Lp(a)
attraverso terapia di silenziamento genico riduce gli eventi CV maggiori in pazienti ad
alto rischio CV.

Conclusioni

Un elevato numero di studi epidemiologici, genetici e clinici ha inequivocabilmente
stabilito la causalitd delle LDL nella malattia CV, dimostrando che la riduzione
del rischio (sia relativo che assoluto) & correlata allentita di riduzione dei livelli di
colesterolo LDL, e piu in generale, alla riduzione dei livelli di apoB. Questi ultimi
identificano, infatti, la totalita delle lipoproteine aterogene, incluse le lipoproteine
ricche in TG (remnants) e Lp(a), che, come le LDL, sono in grado di penetrare la
barriera endoteliale dei vasi arteriosi e contribuire al processo aterosclerotico. Per
quanto riguarda le HDL, nonostante siano state a lungo indicate come protettive
nell'ambito dell’aterosclerosi, ad oggi non esistono indicazioni supportate da risultati
di studi clinici randomizzati o genetici, suggerendo che il loro ruolo debba essere
ricercato in ambiti diversi, come ad esempio nell'immunita.



Genetica delle dislipidemie

Maurizio Averna

Introduzione

Le modalita di trasmissione del trait genetico delle dislipidemie nelle famiglie
sono varie; alcune dislipidemie come [lipercolesterolemia familiare (familial
hypercholesterolemia, FH) hanno una trasmissione co-dominante: un solo allele mutato
¢ in grado di determinare il fenotipo clinico e biochimico; in tali famiglie la malattia ¢
presente in ogni generazione con genitori e figli affetti in accordo con i principi della
ereditarietd mendeliana. Quando, come nella sindrome chilomicronemica familiare
(familial chylomicronemia syndrome, FCS) la modalita di trasmissione & recessiva,
per lespressione del fenotipo sara necessaria la presenza nell'individuo affetto di
entrambi gli alleli mutati ed in questo caso i genitori saranno normolipidemici. Negli
ultimi anni gli studi di associazione tra varianti geniche e fenotipi lipidici, estesi a
tutto il genoma (genome-wide association study, GWAS) e le nuove tecnologie di
sequenziamento genico massivo (next generation sequencing, NGS) hanno fatto luce su
quella che veniva definita la “missing heritability” cioé quella proporzione di pazienti
con un fenotipo molto suggestivo di dislipidemia primaria nei quali non si riusciva ad
identificare alcuna mutazione nei geni candidati. Oggi la “missing heritability” viene
spiegata in parte da alterazioni epigenetiche ed in parte dalla eredita poligenica e cioe
dal fatto che il fenotipo & determinato dal contributo di varianti di piu geni, ciascuno
dei quali aggiunge una piccola variazione quantitativa: piui ¢ alto il cosiddetto “burden
poligenico” (numero di varianti geniche nello stesso individuo) maggiore sara leffetto
quantitativo sul fenotipo (livelli di colesterolo LDL). Esistono quindi dislipidemie
primarie monogeniche e poligeniche come l'ipercolesterolemia familiare poligenica
e la chilomicronemia familiare multifattoriale (Tabella 1). Levoluzione e la diffusione
delle tecnologie di diagnostica molecolare ha reso la diagnosi genetica piti accessibile e
sempre maggiore sara il numero di pazienti nei quali verranno identificate le mutazioni
geniche responsabili del fenotipo clinico e biochimico.

Dislipidemie monogeniche

Il sospetto di una dislipidemia ad eziologia monogenica risulta da una serie di fattori:
1) la severita dellalterazione del quadro lipidico/lipoproteico; 2) la storia familiare di
dislipidemia e di eventi cardiovascolari (CV) precoci; 3) la precocita nella comparsa di
una dislipidemia; 4) caratteristiche cliniche quali segni e sintomi specifici; 5) l'assenza
o la mancata identificazione di fattori secondari.
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Tabella 1. Dislipidemie monogeniche e poligeniche

Dislipidemie monogeniche

Aumento isolato di LDL Ipercolesterolemia Familiare dominante (ADH)
Ipercolesterolemia Familiare recessiva (ARH)

Aumento isolato di Trigliceridi Chilomicronemia Familiare (FCS)

Aumento di Colesterolo e Trigliceridi Disbetalipoproteinemia (FD)

Aumento isolato di Lp(a) IperLp(a)

Dislipidemie poligeniche

Aumento isolato di LDL Ipercolesterolemia severa poligenica

Aumento isolato di Trigliceridi Chilomicronemia multifatttoriale (MCS)
Ipertrigliceridemia familiare

Aumento di Colesterolo e Trigliceridi Iperlipidemia familiare combinata (CHL)

Leffetto della mutazione a carico di un singolo gene risulta particolarmente penetrante
per la fenotipizzazione del profilo lipidico rendendo meno rilevante il contributo
di fattori secondari nelle dislipidemie monogeniche. Tuttavia, la presenza di fattori
secondari puo influenzare ed esacerbare il quadro clinico del paziente ed ¢ importante
la loro identificazione e controllo. Sono circa una ventina le mutazioni di singoli geni
che si traducono in alterazioni a carico di specifiche proteine quali enzimi, recettori,
apoproteine con conseguenti variazioni del quadro lipidico molto significative e
critiche da un punto di vista clinico. Queste dislipidemie monogeniche si trasmettono
secondo un carattere mendeliano autosomico dominante, codominante o recessivo.
Tali sindromi sono caratterizzate sia da un profilo lipidico severamente alterato e da
una serie di sintomi e segni specifici.

Dislipidemie monogeniche con aumenti isolati di colesterolo LDL
Ipercolesterolemia familiare (Familial Hypercholesterolemia, FH]

La FH e stata la prima dislipidemia ad essere stata caratterizzata dal punto di vista
genetico. La familiarita della FH ¢ stata dimostrata nel 1964 da Khachadurian et al.
©4 e la presenza di mutazioni nel gene che codifica per il recettore delle lipoproteine
a bassa densita (low density lipoproteins, LDL) da Goldstein a Brown nel 1976 ).
Negli anni larchitettura genetica della FH ¢ cambiata; oggi esistono tre forme di FH:
1) ipercolesterolemia autosomica dominante (autosomal dominant hyper-
cholesterolemia, ADH); 2) ipercolesterolemia autosomica recessiva (autosomal
recessive hypercholesterolemia, ARH) e 3) ipercolesterolemia poligenica ©®. La FH
¢ insieme alla fibrosi cistica ¢ una delle malattie genetiche piu frequenti con una
prevalenza nella popolazione tra 1:200 e 1:500. La FH puo essere considerata una delle
cause genetiche di malattia CV aterosclerotica per due motivi: livelli molto alti di LDL
(>190 mg/dL nell'adulto e >160 mg/dL nel bambino), fattore causale di aterosclerosi,
ed esposizione a tali livelli dalla nascita. Tutto cio anticipa di almeno due decadi
rispetto alla popolazione generale non FH, la comparsa delle manifestazioni cliniche
della cardiopatia ischemica (Figura 1). In Tabella 2 sono riassunte le caratteristiche
del fenotipo FH nella forma ADH. I geni responsabili di FH monogenica sono 4
e codificano per: LDL recettore (LDLR), apolipoproteina B (ApoB), Proprotein
Convertase Subtilisin/Kexin type 9 (PCSK9) e ARH adapter protein ©”.
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FH: familial hypercholesterolemia, ¢-HDL: colesterolo costituito da liloproteine ad alta densita (HDL),
CHD: coronary heart disease

Figura 1. Carico cumulativo del colesterolo LDL in individui con o senza FH in funzione dell'eta, all'inizio della
terapia con statine

Tabella 2. Ipercolesterolemia Familiare autosomica dominante (ADH): caratteristiche epidemiologiche e
cliniche

Malattia autosomica dominante

Nel 95% dei casi & causata da mutazioni nel gene che codifica per il recettore delle LDL (>1670 mutazioni)
in Italia si stimano 200.000-250.000 pazienti

2 forme cliniche: FH omozigote (HoFH) e FH eterozigote (HeFH)

La frequenza della HeFH & di 1: 200/1:250

La frequenza della HofH & di 1: 300.000/400.000

Fino al 10% di tutti i casi di malattia cardiovascolare prematura & associato alla FH

1'85% dei maschi e il 50% delle femmine con FH vengono colpiti da malattia cardiovascolare prima dei 60 anni se non curati
1'80% dei pazienti con FH rimane senza diagnosi

|'84% dei pazienti con FH non assume farmaci ipolipemizzanti

Caratteristiche cliniche e di laboratorio

- Elevati livelli di colesterolo LDL
eterozigoti ADH (Colesterolo totale= 300-600 mg/dL; LDL medio >220 mg/dL)
omozigoti ADH (Colesterolo totale= 500-1000 mg/dL; LOL medio >500 mg/dL)
- Storia familiare di cardiopatia ischemica prematura
- Xantomatosi tendinea
- Cardiopatia ischemica precoce nel probando
- Gli omozigoti molto precocemente e gli eterozigoti sviluppano stenosi aortica

LDL: lipoproteine a bassa densita (low density), FH: ipercolesterolemia familiare

Le mutazioni dei geni di LDLR ed ARH adapter protein fanno perdere la funzione
delle rispettive proteine e quindi sono classificate come loss of function; la perdita o
severa diminuzione dellattivita recettoriale provoca accumulo in circolo di LDL e
del colesterolo da esse trasportato; le mutazioni del gene di ApoB creano sostituzioni
puntiformi aminoacidiche che alterano il legame tra la apolipoproteina e LDLR,
impedendo quindi uptake e la internalizzazione delle LDL con accumulo di LDL in
circolo, effetto quindi sovrapponibile a quello causato dalle mutazioni dei geni LDLR
ed ARH-. Le mutazioni del gene PCSK9 sono invece mutazioni con gain of function
che aumentando lattivita della proteina PCSK9, aumentano la degradazione di LDLR
e di fatto ne riducono il numero, con un effetto finale analogo a quello provocato dalle
mutazioni del recettore: aumento in circolo dei livelli di colesterolo LDL.
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Sono state identificate pit di 1600 mutazioni del gene di LDLR che ¢ responsabile del
95% dei casi di ADH; le mutazioni del gene ApoB sono responsabili del 3-5% dei casi
di ADH mentre quelle del gene PCSK9 dell'1% ©®. Le mutazioni del gene del recettore
sono state classificate in 5 classi funzionali (Figura 2) ed il tipo di mutazione condiziona
lattivita residua del recettore. Le mutazioni piu gravi determinano un’attivita residua
<2% (mutazioni null) mentre quelle meno gravi (defective) unattivita tra il 2% ed il
35%. Lattivita residua correla con i livelli plasmatici di colesterolo LDL. Le forme
cliniche della ADH monogenica sono riassunte in Tabella 2. La forma piu frequente &
rappresentata dalla ADH eterozigote con una prevalenza stimata in Italia di 150.000-
300.000 soggetti. La ADH omozigote, pil rara ha una prevalenza nella popolazione
generale di 1:300.000/1:400.000 ed in Italia sono stati identificati circa 125 omozigoti.
La forma recessiva-ARH- ¢ meno frequente ed in Italia sono stati identificati 60
omozigoti la maggior parte in Sardegna dove come per altre condizioni genetiche
si ¢ realizzato nei secoli una sorta di “isolato genetico™ in altre parole la prevalenza
dei portatori asintomatici in eterozigosi dell'allele ARH mutato ¢ molto alta (1:70)
e questo spiega la elevata prevalenza della ARH recessiva omozigote. Tuttavia,
nell'Ttalia continentale sono stati identificati alcuni casi di ARH che apparentemente
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Figura2. Le mutazioni del gene del recettore delle LDL appartengono a b classi funzionali, in relazione a quale
stadio del ciclo intracellulare del recettore venga alterato o abolito



non sembrano avere origine sarda. In Sardegna sono due le mutazioni prevalenti
che rendono conto della quasi totalita dei casi di ARH. La diagnosi clinica di ADH
¢ considerata molto accurata quando sono presenti i criteri codificati da uno score
diagnostico ormai molto diffuso (Dutch Lipid Clinic Network Score) (Tabella 3). Un
punteggio uguale >8 rende la diagnosi di ADH certa, uno score tra 6 ed 8 possibile
ed <3 altamente improbabile. Va ricordato che la performance dello score diagnostico
dipende dal numero di informazioni disponibili e che i punteggi pit alti sono conferiti
dai livelli di LDL e dalla presenza del fenotipo nella famiglia in eta pediatrica.

La diagnosi clinica con score di >8 correla molto strettamente con la diagnosi genetica
che rappresenta il gold standard (Figura 3). Quando possibile ¢ sempre utile fare la
ricerca di mutazioni poiché la diagnosi genetica oltre a fornire informazioni utili dal
punto di vista scientifico, aumenta la consapevolezza e la motivazione dei pazienti e dei
familiari assicurando una migliore compliance e aderenza terapeutica. Inoltre, grazie
alla possibilita della diagnosi prenatale, consente ad una coppia di ADH eterozigoti di
decidere consapevolmente sulleventuale prole omozigote.

Oggi l'interpretazione del risultato genetico ¢ resa pitt complessa dalla identificazione
di varianti di incerto significato patogenetico (VUS) e dalla possibilita di un burden
poligenico. La ricerca di mutazioni nei geni candidati di ADH e ARH (LDLR,
ApoB, PCSK9 e ARH) ha successo nell'80% dei casi; in un 15-20% dei casi non si
trova alcuna mutazione patogenetica. Per tale motivo i pannelli di diagnostica
genetica comprendono oltre i geni candidati anche le varianti responsabili del burden
poligenico, questo ha ridotto, ma non abolito, il numero dei casi non spiegati. In una
residuale proporzione di casi non si riesce ad identificare la causa mono o poligenica.
La diagnosi clinica o genetica di FH deve attivare un processo definito “screening
a cascata’. Una volta diagnosticata la FH in un soggetto ¢ necessario che il medico
applichi i criteri di diagnosi clinica e/o genetica ai familiari di I grado. Questo perché la
FH ¢ sottodiagnosticata e perché nella forma dominante ci si attende di avere almeno

Tabella 3. Dutch Lipid Clinic Network (DLCN) Score
Condizione Punti

Storia familiare

a) Familiari di primo grado con coronaropatia prematura (<55 anni negli uomini, <60 anni nelle donne)
b Familiari di primo grado con colesterolo LOL >310 mg/dL (0 >35° percentile)

¢) Familiari di primo grado con xantomi tendinei e/o arco corneale

d) Bambini <18 anni con colesterolo LOL >230 mg/dL (0 >95° percentile)

MO PO — —

Storia clinica
a) Coronaropatia prematura (<55 anni negli uomini, <60 anni nelle donne)
b) Malattia vascolare cerebrale o periferica prematura (<55 anni negli uomini, <60 anni nelle donne) 1

Esame fisico
a) Xantoma tendineo
b] Arco corneale in soggetto di eta <45 anni

~ o

Colesterolo LDL
a) LDL >325 mg/dL
b) LDL 251-325 mg/dL
¢) LOL 191-250 mg/dL
d) 155-190 mg/dL

— O U1 o

Analisi genetica
a) Mutazione causativa nota nei geni LDLR, APOB, PCSK9 8

Diagnosi CERTA >8 punti; Diagnosi PROBABILE 6-8 punti; Diagnosi POSSIBILE 3-5 punti; Diagnasi IMPROBABILE 0-2 punti

LDL: lipoproteine a bassa densita (low density), LDLR: recettore per le LDL, ApoB: apolipoproteina B, PCSK9: proproteina convertasi
subtilisina/kexina tipo 9

03139



Varianti patogenetiche nei geni candidati

Probando con score clinico DLCN

FH Certa
FH Probabile
FH possibile

—>£Varianti patogenetiche nei geni candidati } [MUNUGENICA certa }

Risultati test

genetico —>[Varianti di incerto significato nei geni candidati } [MUNUGENICA possihile}

—>| Nessuna variante patogenetica nei 3 geni candidati |

|

| LDL GENETIC SCORE |
Elevato (275°) Normale (<75°)
FH Poligenica FH Orfana

DLCN: Dutch Lipid Clinic Network Score, LDL: lipoproteine a bassa densita (low density)
Figura 3. Algoritmo diagnostico-genetico della ipercolesterolemia familiare (FH)

uno dei genitori (entrambi se il paziente ¢ omozigote), eterozigote e quindi portatore
del fenotipo clinico e biochimico (elevati livelli di colesterolo LDL). Lo screening a
cascata permettera quindi di trattare il pili precocemente possibile i casi “nascosti” di
FH allo scopo di prevenire le manifestazioni cliniche della cardiopatia ischemica 7.

Dislipidemie monogeniche con aumenti isolati di trigliceridi

Le ipertrigliceridemie primarie comprendono malattie ad eziologia monogenica
o poligenica caratterizzate da alterazioni del metabolismo delle lipoproteine che
trasportano i trigliceridi (TG) [Chilomicroni e Lipoproteine a densita intermedia
(intermediate density, IDL) o molto bassa, very low density, VLDL)]. Per valori di TG
>885 mg/dL, I'ipertrigliceridemia viene definita severa e la forma monogenica piti rara
¢ rappresentata dalla sindrome chilomicronemica familiare (familial chylomicronemia
syndrome, FCS) mentre quella pit frequente, la sindrome chilomicronemica
multifattoriale (multifactorial chylomicronemia syndrome, MCS) ha eziologia
poligenica. Per valori di TG nel range 175-885 mg/dL, I'ipertrigliceridemia primaria
si definisce lieve/moderata e leziologia ¢ poligenica (Tabella 1).

Sindrome chilomicronemica familiare [FCS)

La FCS ¢ una malattia rara, monogenica a trasmissione recessiva, causata da
mutazioni con perdita di funzione in 5 geni che codificano per: 1) la proteina ad
attivita enzimatica, Lipoprotein Lipasi (LPL), responsabile in circolo della idrolisi
dei TG esogeni veicolati dai chilomicroni e dei TG endogeni veicolati dalle VLDL;
2) la apolipoproteina ApoC2, attivatore della LPL; 3) la apolipoproteina ApoAS5,
attivatore della LPL; 4) la proteina strutturale glycosylphosphatidylinositol anchored

lao | ea | high density lipoprotein binding protein 1 (GPIHBP1); 5) la proteina che favorisce la
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maturazione intracellulare di LPL, lipase maturation factor 1 (LMF1). La frequenza
nella popolazione generale della FCS era ritenuta rara, 1:100.0000; Oggi le stime di
frequenza devono tener conto delle varie eziologie monogeniche **. Per la FCS-LPL,
la frequenza puo variare da 1:100.000 ad 1:1.000.000 a secondo dei contesti geografici.
Le FCS-ApoC2, ApoA5, GPIHBP1 e LMF1 sono considerate molto rare.

In Italia sono state identificati ad oggi <50 casi di FCS-LPL e <10 casi per ciascunaltra
eziologia monogenica . Il fenotipo clinico delle FCS ¢ caratterizzato dal massiccio
aumento dei TG plasmatici (da 1000 mg/dL a 30000 mg/dL) con la presenza di plasma
lattescente, episodi di dolore addominale e pancreatite ricorrenti, alterazioni cutanee
e retiniche, epatosplenomegalia ed alterazioni “neurologiche e comportamentali”
(Tabella 4) ©V. Esistono differenti relazioni genotipo-fenotipo tra le cinque forme
monogeniche di FCS. Le FCS-LPL ed ApoC2 si esprimono fin dalla nascita e non
rispondono alle terapie convenzionali, mentre le FCS- ApoA5, GPIHBP1 e LMF1
possono avere una espressione clinica pit tardiva, in eta adulta e possono rispondere
alle terapie convenzionali. In Italia la maggior parte dei casi di FCS ¢ FCS-LPL e ad
oggi sono state descritte >30 mutazioni, la maggior parte missenso. La maggior parte
dei pazienti FCS-LPL & omozigote per mutazioni del gene LPL, ma una parte dei
pazienti puo essere eterozigote composto per mutazioni del gene LPL (portatori di due
differenti mutazioni dello stesso gene) e stanno emergendo casi di doppi eterozigoti
(due mutazioni in due geni diversi tra i 5 responsabili di FCS (es. mutazione in
eterozigosi di ApoA5 e mutazione in eterozigosi di LPL). La scoperta della complessita
della architettura genetica della FCS ¢é stata resa possibile, cosi come gia visto per la
FH, dallevoluzione delle strategie di deep sequencing di nuova generazione. E stato
inoltre riportato, e non solo in Italia, che i portatori in eterozigosi di mutazioni di
LPL possono sviluppare una FCS. Questo dato ¢ di difficile interpretazione e potrebbe
comunque suggerire una frequenza piu elevata della patologia. Gli eterozigoti LPL
non dovrebbero esprimere il fenotipo LPL; diverse potrebbero essere le spiegazioni:
la presenza di stressors metabolici come il diabete o I'insulino resistenza potrebbero
contribuire a slatentizzare il fenotipo clinico anche in assenza della doppia dose di
allele mutato oppure i dati sulla architettura genetica di tali eterozigoti potrebbero
essere incompleti perché identificati in epoca pre NGS, e quindi esiste sempre la
possibilita che siano presenti nelleterozigote FCS-LPL varianti patogenetiche di uno o
piu degli altri 4 geni (Figura 4).

La diagnosi di FCS che nel passato si basava sulla determinazione del fenotipo
biochimico (presenza/assenza della attivita lipolitica e della massa della LPL), oggi si
basa sui dati clinici e tra questi i pi sensibili sono la persistenza nel tempo di livelli
plasmatici di trigliceridi >885 mg/dL, lespressione del fenotipo in eta pediatrica e la

Tabella 4. Sindrome chilomicronemica familiare (FCS)/Sindrome chilomicronemica multifattoriale (MCS):
caratteristiche cliniche

Dolore addominale Perdita di memoria
Pancreatiti ricorrenti Depressione
Epatosplenomegalia Vomito e diarrea
Xantomatosi eruttiva Proteinuria
Lipemia retinale Anemia
Faticahilita
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MCS: sindrome chilomicronemica multifattoriale

Figura 4. Algoritmo diagnostico-genetico della sindrome chilomicronemica familiare (FCS)

mancata risposta alla terapia convenzionale. La sensibilita della diagnosi clinica di
FCS basata sui suddetti elementi ¢ pit elevata quando si tratta di FCS-LPL e ApoC2.
La pancreatite potrebbe non essersi ancora manifestata al momento della diagnosi.
Oggi sappiamo che un paziente con FCS durante l'arco della sua esistenza puo
sperimentare fino a 10 episodi di pancreatite che, quando gravate da complicanze, ne
possono mettere a rischio la vita.

E inoltre aumentato il rischio di diabete secondario alle alterazioni anatomiche
pancreatiche conseguenza delle pancreatiti ricorrenti.

Sono stati elaborati negli ultimi anni algoritmi diagnostici nel tentativo di rendere pil
accurata la diagnosi clinica di FCS. In Italia il network delle dislipidemie genetiche
“LIPIGEN” che offre la opportunita della diagnosi genetica per i pazienti FH, ha
recentemente allargato alla FCS la diagnosi genetica elaborando uno score a punti che
facilita la diagnosi clinica di FCS monogenica e MCS poligenica. Il golden standard utile
ed oggi necessario per l'accesso alle terapie innovative, & rappresentato dalla diagnosi
genetica. Grazie alle strategie di NGS ¢ possibile sequenziare contemporaneamente
non solo i geni candidati responsabili di FCS monogenica ma anche i geni, molto piu
numerosi, che contribuiscono al burden poligenico. In alcuni casi € possibile avere
un risultato genetico-non informativo: nessun coinvolgimento dei geni candidati
e burden poligenico troppo basso per spiegare il fenotipo FCS. In questo caso, cosi
come gia sottolineato per la FH, si parla di FCS orfana (nuove e sconosciute cause
genetiche?) (Figura 4). La FCS, quindi, ¢ una malattia relativamente rara che va
identificata precocemente per ridurre il rischio di pancreatite e migliorare la qualita
della vita dei pazienti, oggi obiettivi raggiungibili con i nuovi farmaci.



Dislipidemie monogeniche con aumento di colesterolo
e trigliceridi (dislipidemie miste)

Le dislipidemie primarie miste sono forme genetiche caratterizzate da aumento
dei livelli plasmatici di LDL e di TG. La forma monogenica ¢ rappresentata dalla
disbetalipoproteinemia familiare (familial dysbetalipoproteinemia, FD), da accumulo
di remnants (Iperlipoproteinemia Tipo IIT della classificazione classica); la forma
poligenica dalla Iperlipidemia familiare combinata (combined hyperlipidemia, CHL).

Disbetalipoproteinemia familiare

La FD ¢ unalterazione monogenica del metabolismo delle lipoproteine plasmatiche
con trasmissione autosomica recessiva che causa un fenotipo biochimico caratterizzato
da accumulo in circolo di lipoproteine remnants ricche in TG, colesterolo e IDL.
I fenotipo clinico ¢ caratterizzato da xantomi cutanei o tendinei, che possono essere
eruttivi (simili a quelli della FCS) o palmari. I pazienti affetti da FD presentano un
rischio molto alto di cardiopatia ischemica e di arteriopatia obliterante periferica
aterosclerotica. La presenza di livelli molto alti di TG (> 885 mg/dL) determina un
elevato rischio di pancreatite.

Lamutazione genica che causa FD interessa il gene che codifica per unaapolipoproteina,
la ApoE, che é presente nei chilomicroni, VLDL ed IDL, e ne consente la loro rimozione
dal circolo. Ciascun individuo & portatore di un genotipo di ApoE che nella grande
maggioranza ¢ rappresentato dalla omozigosi o dalleterozigosi per lallele epsilon 3
(e3/ €3-€3/ ¢4 0 €3/ €2). Quando la mutazione genica causa un genotipo in omozigosi
€2/ €2, la proteina ApoE2 codificata ¢ presente sui remnants dei chilomicroni e delle
VLDL, ma non ¢ in grado di legarsi al recettore e quindi i remnants ricchi in TG e
colesterolo si accumulano in circolo.

La prevalenza della FD varia nella popolazione generale tra 0.1% e 1.7%; tuttavia la
presenza del genotipo non ¢ sufficiente a determinare il fenotipo biochimico e clinico
della FD. Perché si realizzi la malattia con massivo accumulo in circolo di remnants
¢ necessario il concorso di altre condizioni genetiche o acquisite che determinano
una aumentata produzione epatica di VLDL o una riduzione dell’attivita recettoriale e
lipolitica (es. diabete, obesita, ipotiroidismo, insulina resistenza).

La diagnosi clinica si basa sulla presenza di valori elevati ed equivalenti di colesterolo
totale e TG (range 300-1000 mg/dL) con LDL ridotte - misurato con il metodo diretto
- ed il fenotipo clinico (xantomi, pancreatite, cardiopatia ischemica ed arteriopatia
periferica) V. La diagnosi genetica ¢ basata sulla presenza della omozigosi €2/€2. Di
recente, & stato proposto un algoritmo semplice ed accurato per la diagnosi di FD ¢
In presenza di una dislipidemia mista ¢ sufficiente calcolare il rapporto tra il non-
HDL colesterolo in mmol/L ed il livello plasmatico di ApoB in g/L; nel caso di FD
tale rapporto € >3.69. La conferma diagnostica si ottiene se presente il genotipo €2/¢2.

Iperlipidemia Familiare Combinata

la CHL ¢ una dislipidemia mista con aumento di LDL e TG; rappresenta la dislipidemia
piu frequente nella popolazione generale ed ¢ stata identificata nel 1973 ). La CHL si
associa molto spesso a condizioni caratterizzate da insulino-resistenza quali obesita e
diabete e ad un aumentato rischio CV. Il fenotipo biochimico & variabile nellambito
dello stesso individuo e della stessa famiglia con la presenza nel probando e nei parenti
di primo grado di dislipidemia mista, ipercolesterolemia o ipertrigliceridemia isolate.
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Non ¢ inoltre possibile stabilire una modalita certa di trasmissione dominante o
recessiva. Tutto cio ha reso complessa la definizione della genetica della CHL. Non ¢
stato possibile identificare una causa monogenica della malattia. Gli studi di GWAS
e le strategie di NGS hanno suggerito la possibilita che alla eziologia genetica della
CHL contribuiscano varianti di geni candidati delle forme monogeniche FH ed FCS
in eterozigosi (LDLR-ApoB-PCSK9-LPL-ApoA5-GPIHBP1-LMF1) in associazione a
varianti polimorfiche che nei GWAS sono state associate a LDL e TG. La genetica della
CHL ¢ quindi complessa e recentemente € stato dimostrato che i pazienti con CHL
non hanno un eccesso di varianti rare dei geni candidati per le forme monogeniche
di FH e FCS mentre hanno un elevato burden poligenico misurato con un pannello
di 16 polimorfismi associati ad ipertrigliceridemia. E quindi possibile che la CHL sia
una dislipidemia poligenica e che il fenotipo biochimico e la sua variabilita inter ed
intra individuale siano il risultato dell'interazione tra burden poligenico ed influenze
ambientali sul metabolismo dei TG e del colesterolo. La prevalenza nella popolazione
generale della CHL ¢ molto alta (circa 1:100) e la diagnosi clinica (Tabella 5) si basa
sulla presenza di livelli di livelli di TG >134 mg/dL, LDL >160 mg/dL, ApoB >120 mg/
dL associati alla variabilita intra ed interindividuale del fenotipo biochimico all'interno
del cluster familiare ed alla presenza nell'individuo e/o nella famiglia di malattia CV,
obesita e diabete tipo 2. La diagnosi genetica attualmente non € raccomandata perché
la valutazione del burden poligenico non ¢ accessibile né diffusa.

Tahella 5. Diagnosi clinica di Iperlipidemia Familiare Combinata (CHL)
Criteri maggiori
LOL >160 mg/dL e/0 TG >134 mg/dL +ApoB >120 mg/dL

Criteri aggiuntivi

Variabilita intra ed interindividuale (nel cluster familiare) del Presenza nella famiglia o nell'individuo di malattia CV,
fenotipo hiochimico obesita, diabete tipo Il

Adattato e modificato da Veerkamp MJ et al. Girculation. 2004;109:2980-2985
LDL: lipoproteine a bassa densita (low density), TG: trigliceridi, ApoB: apolipoproteina B, CV: cardiovascolare

Dislipidemia da Iper Lipoprorteina(a)

Lascoperta dellalipoproteina(a) [Lp(a)] risaleal 1965 (64) e fu considerata una variante
genetica delle LDL ed assimilata ad un nuovo sistema antigenico sierico in aggiunta al
sistema ABO. La Lp(a) ¢ costituita da una LDL che ¢ legata da un ponte disulfuro alla
apoproteina(a) - apo(a). La massa di Lp(a) ¢ due volte maggiore di quella delle LDL
e oltre a trasportare una quota del colesterolo totale, la Lp(a) rappresenta il veicolo
principale dei fosfolipidi ossidati ¢
ed apo(a) ¢ una proteina polimorfica: ciascun individuo eredita in eterozigosi due
isoforme differenti per dimensioni di apo(a) o in omozigosi due isoforme della stessa
dimensione. Se definiamo “small” (S) e “large” (L) le combinazioni possibili saranno:
LL, SS, LS . T livelli di Lp(a) sono geneticamente determinati e la distribuzione in
una data popolazione ¢ skewed con la maggior parte dei soggetti con valori <50 mg/
dL e con circa il 20% con valori >50 mg/dL ©”. I livelli plasmatici di Lp(a) sono stabili
nel corso della vita di un individuo, tuttavia un aumento primario dei livelli di Lp(a)
puo essere rilevato nelle condizioni che determinano una reazione di fase acuta (es.
flogosi, sepsi etc.) e questo perché nella regione del promotore del gene Lp(a) esiste la

. Il gene che codifica apo(a) ¢ un gene polimorfico



sequenza che quando attivata dall'interleuchina 6 aumenta lespressione di Lp(a); un
aumento secondario di Lp(a) si verifica nei pazienti con insufficienza renale cronica
specie se in trattamento dialitico, nei pazienti con sindrome nefrosica e nelle donne in
post-menopausa .

Il ruolo predominante della genetica nel determinare valori elevati di Lp(a) in una
rilevante parte della popolazione generale - range plasmatico di Lp(a): da 1mg/
dL a >1000 mg/dL - assieme alle evidenze sperimentali, epidemiologiche e di
randomizzazione mendeliana, hanno da un lato stabilito il ruolo causale di questa
lipoproteina nella malattia CV aterosclerotica e dall’altro costituito le basi concettuali
per la definizione di questa nuova forma di dislipidemia primaria, I'Iperlipidemia da
aumento quantitativo di Lp(a) - Iper Lp(a).

Lp(a) si accumula nella placca aterosclerotica e contribuisce alla formazione delle
foam cells ed all’attivazione della cascata di eventi immuno-flogistici che condizionano
levoluzione dell'ateroma e che sono causati non solo dai prodotti di ossidazione delle
LDL, ma anche e forse soprattutto dalla ossidazione dei fosfolipidi dei quali Lp(a) € il
principale serbatoio. I fosfolipidi ossidati della Lp(a) sono inoltre ritenuti responsabili
della stenosi valvolare aortica calcifica . 1l ruolo protrombotico della Lp(a), legato
all'analogia strutturale di apo(a) con il plasminogeno ed alla potenziale competizione
con esso e conseguente interferenza sui processi fibrinolitici, rimane oggetto di
dibattito. A differenza delle altre forme di dislipidemie primarie mono o poligeniche
che hanno una prevalenza da 1:100 ad 1:250 nella popolazione generale, la frequenza
di IperLp(a) con qualsiasi cut-off (>30 mg/dL, 50 mg/dL o 60 mg/dL) ¢ altissima
interessando nell’'Unione Europea tra 150 e 260 milioni di soggetti; i soggetti con
Lp(a) >180 mg/dL, che secondo le linee guida ESC/EAS 2019 hanno lo stesso rischio
conferito dallessere FH eterozigoti con LDL >190 mg/dL, in EU sono stimati essere
7.500.000 . Pur nella consapevolezza che il rischio da Lp(a) é continuo come quello
da LDL, esiste una forma di IperLp(a) grave, con livelli >180 mg/dL, familiare, con
una prevalenza doppia rispetto alla FH, che va considerata negli algoritmi diagnostici
alla stessa stregua della FH, inclusa la necessita di eseguire uno screening a cascata ™.
Per tali motivi & necessario che il clinico sia consapevole della rilevanza della IperLp(a):
valori elevati di Lp(a) sono responsabili del rischio residuo di nuovi eventi nei pazienti
ad alto ed altissimo rischio CV nonostante il trattamento con statine o inibitori di
PCSKO9; ¢ necessario dosare Lp(a), secondo linee guida, almeno una volta nella vita; i
livelli di Lp(a) consentono una migliore stratificazione del rischio CV; va sospettata la
IperLp(a) nei soggetti con eventi CV ricorrenti o prematuri, altrimenti non spiegati,
per iniziare una terapia mirata (aferesi lipoproteica o nel futuro farmaci innovativi) ed
intensificare la riduzione farmacologica delle LDL V.

Dislipidemie poligeniche

Le conoscenze acquisite nelle ultime tre decadi sulla genetica delle dislipidemie ne
hanno rivoluzionato I'inquadramento nosografico. Fino a pochi anni fa si riteneva
che I'FH e la FCS fossero le uniche forme di ipercolesterolemia ed ipertrigliceridemie
severe primarie. Oggi larchitettura genetica delle dislipidemie si e rivelata piu
complessa: accanto alle forme monogeniche esistono le forme oligogeniche ma
soprattutto le forme poligeniche. Lo stesso fenotipo clinico di una dislipidemia
primaria ¢ il risultato di un'importante alterazione di un singolo gene o leffetto della
somma di lievi alterazioni che coinvolgono molti geni e che si accumulano nello stesso
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individuo. Non piti quindi malattia di-allelica ma malattia multi-allelica. Inoltre, la
interazione gene/i-ambiente concorre non solo alla variabilita di espressione clinica
del fenotipo ma anche alla possibilita di intervento che deve sempre considerare le
modifiche dello stile di vita in associazione ai farmaci.

Ipercolesterolemia severa poligenica

Nella popolazione generale la curva gaussiana di distribuzione dei livelli di LDL ci
permette di identificare tre aree: la coda di sinistra (<5° percentile) rappresentata
dai soggetti con valori bassi di LDL, l'area centrale dove ¢ rappresentata la maggior
parte della popolazione con livelli di LDL la cui severita dipende dal profilo di rischio
individuale e la coda di destra (>95° percentile) (>190 mg/dL) dove sono rappresentati
i soggetti con FH che come gia detto ha una prevalenza di 1:200 individui. Tuttavia,
quando si cercano le mutazioni nei geni candidati per FH, in una percentuale
significativa di soggetti I'ipercolesterolemia severa non viene spiegata.

Khera et al. hanno chiaramente dimostrato come in una grande coorte di oltre 20.000
soggetti il 6.7% aveva livelli di LDL >190 mg/dL e con il semplice approccio della
sequenza dei tre geni candidati (LDLR, ApoB e PCSK9) solo circa il 2% era carrier di
FH monogenica “?. Lo studio epidemiologico AMCO ha messo in evidenza come la
prevalenza di ipercolesterolemia severa (LDL >190 mg/dL) nella popolazione italiana
nella fascia di eta tra 35 e 79 anni sia di gran lunga superiore a quella stimata per la FH
(7% vs 0.5 %). Nel 2013 Talmud “ ha dimostrato come livelli di LDL sovrapponibili
a quelli dei soggetti con ipercolesterolemia monogenica potevano essere spiegate dal
contributo additivo di 12 varianti funzionali in altrettanti geni che contribuivano
ciascuno ad un piccolo aumento di LDL.

E quindi possibile analizzare le 12 varianti) 7, o il pannello ridotto di 6 varianti che
funziona altrettanto bene, per accertare leziologia poligenica dell'ipercolesterolemia
severa. Tuttavia, in una certa percentuale di casi (fino al 30%) non ¢ possibile
determinare la presenza di uneziologia né monogenica né poligenica; queste forme
orfane potrebbero essere spiegate da altri geni ancora sconosciuti, ma prima di
definirle orfane bisogna escludere i casi di ipercolesterolemia da aumenti di estremi
di Lp(a). Un nuovo livello di complessita genetica ¢ rappresentato dallesistenza di
pazienti con ipercolesterolemia severa con una causa oligogenica: mutazioni sia nei
tre geni candidati (LDLR, PCSK9, e ApoB) che in 4 geni accessori (ABCG5, ABCGS,
ApoE, and LDLRAP1).

Lidentificazione dei soggetti con ipercolesterolemia severa a eziologia poligenica ha
importanti implicazioni cliniche; i soggetti con ipercolesterolemia poligenica pur
se esposti pill tardivamente dei monogenici a livelli elevati di LDL sono soggetti
ad alto rischio CV, vanno identificati e precocemente trattati. Inoltre, va ricordato
che il DUTCH score ¢ accurato per la diagnosi di FH monogenica, ma non per
I'ipercolesterolemia poligenica. Dal punto di vista clinico-pratico clinico I'algoritmo
diagnostico proposto nella Figura 57 potrebbe costituire un approccio semplificato
alla diagnosi di ipercolesterolemia primaria (mono e poligenica).

Ipertrigliceridemie poligeniche

Llpertrigliceridemia severa poligenica (TG >887 mg/dL) o la MCS rappresenta la
forma piti frequente di ipertrigliceridemia primaria. E caratterizzata da un aumento
delle lipoproteine ricche in trigliceridi (chilomicroni e VLDL) mentre la MCS da un



Iniziare trattamento:

R Esclusione forme - Lifestyle
LDL-C >130mg/dl secondarie’ - Terapia di combinazione
- iPCSK9
.| ANaiSi di sequenza
(NGS)
Forme Forme Forme Forme
Monogeniche Oligogeniche Poligeniche Orfane
- Exome sequencing
. - Nutrigenomica
Screening a cascata - Eredita non mendeliana
- Epigenetica

'Ipatiroidismo, colestasi, ipersurrenalismo, diabete, sindrome nefrasica, obesita viscerale, iperLp(a)
genetica, terapia steroidea, ciclosporina, anticoncezionali, derivati vitamina A ed altro.

LDL-C: colesterolo costituito da lipoproteine a bassa densita (low density), iPGSK9: proproteina
convertasi subtilisina/kexina tipo 9 inibitori, NGS: next generation seguencing

Figura 5. Algoritmo per la gestione diagnostico-terapeutica dell'Ipercolesterolemia severa

aumento dei chilomicroni. La ipertrigliceridemia moderata (TG tra 177 mg/dL e
887 mg/dL) presenta spesso una familiarita (denominata anche Ipertrigliceridemia
Familiare) e la classe lipoproteica aumentata ¢ rappresentata dalle VLDL.

Le due forme hanno una eziologia poligenica .

Gli studi di GWAS e le metodiche NGS hanno permesso di identificare ed utilizzare
a scopo diagnostico pannelli costituiti da numerose varianti geniche che sono
associate ad aumenti quantitativi dei TG (). Leziologia poligenica della MCS e della
ipertrigliceridemia primaria moderata non obbedisce alla trasmissione intra-familiare
di tipo dominante o recessivo tipica delle forme monogeniche. Per tale motivo non
¢ raccomandato lo screening a cascata. Il fenotipo clinico della MCS ¢ molto simile
a quello della FCS (Tabella 4) con una differenza relativa alla risposta alla terapia:
i pazienti con MCS rispondono alla terapia convenzionale (fibrati ed omega 3)
ipotrigliceridemizzante.
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Mentre nella MCS, cosi come nella FCS, il rischio maggiore riguarda la pancreatite,
nella ipertrigliceridemia primaria moderata il rischio da prevenire é quello di
malattia CV. Le evidenze sperimentali, epidemiologiche, di intervento farmacologico
e di randomizzazione mendeliana hanno chiaramente dimostrato il ruolo causale
delle lipoproteine ricche in TG e dei loro remnants nei confronti degli eventi
CV aterosclerotici. Le linee guida raccomandano lintervento farmacologico sui
TG nei pazienti a rischio dopo il fallimento delle modifiche degli stili di vita ed il
raggiungimento del goal primario per il target di LDL.



Il ruolo del recettore LOX-1
nella patogenesi dell’aterosclerosi

Francesco Romeo, Francesca Romana Prandi, Jawahar L Mehta

Introduzione

Laterosclerosi € una patologia inflammatoria cronica, caratterizzata da depositi di
lipidi e cellule infiammatorie risultanti nella formazione di placche fibrolipidiche nelle
pareti delle arterie di medio e grande calibro. Nel 1856 Rudolph Vircow fu il primo a
riconoscere il ruolo dell'inflammazione nella patogenesi dellaterosclerosi . Nel 1913
Nikolai N. Anitschkow dimostro che i conigli sottoposti a dieta ad alto contenuto di
colesterolo sviluppavano, in associazione a livelli sierici molto alti di colesterolo, lesioni
vascolari simili all'aterosclerosi umana (“senza colesterolo, non cé aterosclerosi’), ed
identifico per primo le cellule schiumose . Nel 1976 il patologo Russell Ross formulo
I'ipotesi della risposta al danno endoteliale (“response to injury”) e nel 1999 pubblico
un articolo sul New England Journal of Medicine affermando che laterosclerosi e
una patologia inflammatoria, determinata non soltanto da un passivo accumulo di
lipidi ™. Nel 1973 Michael S. Brown e Joseph L. Goldstein scoprirono il recettore
delle LDL (LDLR) e descrissero il suo funzionamento nella regolazione dellomeostasi
del colesterolo " vincendo il premio Nobel per la Fisiologia o la Medicina nel 1985.
Nel 2017 Hansson pubblico un articolo su Circulation intitolato “Infiammazione
ed Aterosclerosi- la fine di una controversia’, discutendo come i risultati del trial
randomizzato CANTOS (Canakinumab Anti-Inflammatory Thrombosis Outcomes
Study) stabilivano senza dubbio che I'inflammazione ¢ un meccanismo patogenetico
nellaterosclerosi e come tale puo essere utilizzato come target terapeutico 7. Diversi
studi hanno dimostrato tramite una serie di dati sperimentali che le lipoproteine a
bassa densita (low density lipoproteins, LDL) ossidate, agendo tramite il recettore
LOX-1 (LDLR ossidato di tipo lectina 1), rappresentano “l'injury” che innesca la
“response to injury”, ovvero I'inflammazione con i meccanismi dellimmunita innata
e adattativa che portano infine alla formazione della placca aterosclerotica. Dunque,
la malattia aterosclerotica ¢ una malattia infiammatoria che riconosce come “injury”
iniziale l'attivita delle LDL ossidate, che esercitano i loro effetti tramite il legame con il
recettore LOX-1, innescando una serie di pathway di segnalazione a valle.

LCaccumulo di lipoproteine e la disfunzione endoteliale rappresentano il primo
passo nellaterogenesi, insieme al reclutamento e migrazione dei leucociti a livello
subendoteliale, con formazione delle cellule schiumose e quindi delle strie lipidiche.
Successivamente le cellule muscolari lisce dalla tonaca media migrano nell'intima,
proliferano e producono matrice extracellulare, portando ad una lesione fibro-
lipidica, che puo poi evolvere in lesione complicata, caratterizzata da erosione, rottura

o4 | 49 |



|50 | ¢4 |

e trombosi della placca. Numerosi mediatori dell'inflammazione, citochine, fattori
chemotattici, meccanismi dell'immunita innata e adattativa intervengono nel processo
di aterogenesi.

Le LDL ossidate esercitano i loro vari effetti su cellule endoteliali, piastrine, macrofagi,
fibroblasti e cellule muscolari lisce attraverso la glicoproteina transmembrana LOX-
1, un membro della famiglia dei recettori scavenger di classe E, che svolge un ruolo
cruciale nella patogenesi dellaterosclerosi ® (Figura 1), di cui discuteremo nel
dettaglio in questo capitolo.

LOX-1

SMC Nuclei Confocal microscopy (x100)

LOX-1: LDL recettore ossidato di tipo lectina 1, SMC: smooth muscle cell, Mac: antigene del macrofago.

Figura 1. Co-localizzazione del segnale LOX-1 e delle cellule nella placca aterosclerotica alla microscopia
confocale (con il permesso del Prof. D. Li e del Prof. J. Metha)

Meccanismo dell’aterosclerosi

Le prime fasi dell'aterogenesi umana sono rappresentate dallaccumulo extracellulare
di LDL, che si legano ai proteoglicani dell'intima arteriosa e tendono a confluire
formando degli aggregati. Il legame con i proteoglicani ritarda lattraversamento
dellintima da parte delle LDL, aumentando il loro tempo di stazionamento e
rendendole maggiormente suscettibili a modificazioni ossidative. Tra i fattori che
contribuiscono allo stress ossidativo nell'ateroma nascente troviamo la nicotinammide
adenina dinucleotide/nicotinammide adenina dinucleotide fosfato (NADH/NADPH)
ossidasi, espresse dalle cellule vascolari, le lipossigenasi, espresse dai leucociti
infiltranti e lenzima mieloperossidasi. Lo squilibrio tra la generazione di specie reattive
dellossigeno (reactive oxygen species, ROS) ed il sistema di difesa antiossidante, che
si verifica in condizioni quali ipertensione, diabete mellito, fumo e dislipidemia 77,
determina un aumentato stress ossidativo, contribuendo allossidazione delle LDL
native in LDL ossidate, che svolgono un ruolo chiave nellaterogenesi.

La disfunzione endoteliale rappresenta un elemento chiave nellaterogenesi.
In condizioni fisiologiche, lo stress tangenziale endoteliale del flusso laminare
interagendo con i meccanosensori attiva le cascate di trasduzione del segnale che
aumentano lespressione genica di superossido dismutasi, che protegge dallo stress



ossidativo catabolizzando lanione superossido reattivo, e di ossido nitrico sintetasi
endoteliale (eNOS), che genera ossido nitrico, che oltre ad essere un vasodilatatore
endogeno esercita anche un effetto anti-inflammatorio aumentando la produzione
di IkBa, che inibisce NF-kB, che regola numerosi geni coinvolti nell'infiammazione.
In caso di alterazioni del flusso, si avra una riduzione dello stress tangenziale con
conseguente riduzione di superossido dismutasi ed eNOS, che determinano aumentato
stress ossidativo, ridotta vasodilatazione e aumentata produzione di molecole pro-
inflammatorie.

Nelle prime fasi del processo aterogenetico si verifica inoltre il reclutamento dei
leucociti, principalmente monociti circolanti, grazie ad un aumento dellespressione
di molecole di adesione per i leucociti sulle cellule endoteliali, come la molecola di
adesione alle cellule vascolari di tipo 1 (VCAM1), la molecola di adesione intercellulare
di tipo 1 (ICAM1) e la selectina-P o CD62P. Lo stress ossidativo puo stimolare la
produzione locale di citochine, che aumentano lespressione delle molecole di
adesione e la produzione di molecole chemotattiche o chemochine, come la proteina
chemotattica per i monociti 1 (MCP-1) o CCL2, che ¢ prodotta dallendotelio
in risposta a lipoproteine ossidate e a mediatori dell'infiammazione e guida la
migrazione direzionale dei monociti in sede subendoteliale. Oltre ai monociti, anche
i linfociti T tendono ad accumularsi nelle lesioni aterosclerotiche iniziali; gli ateromi
esprimono tre chemochine selettive per i linfociti, CXCL9, CXCL10 e CXCL11,
indotte dall'interferone gamma (INFg). Nei classici fattori di rischio per l'aterosclerosi,
come fumo, ipertensione, diabete e dislipidemia, si verifica unattivazione delle cellule
endoteliali con conseguente espressione di molecole di adesione che facilita I'adesione
delle cellule infiammatorie che successivamente migrano in sede sub-endoteliale in
risposta a segnali chemiotattici.

Diversi fattori di crescita presenti a livello della parete arteriosa, come il fattore
stimolante la crescita dei macrofagi, stimolano la differenziazione dei monociti
in macrofagi e lespressione di recettori scavenger come LOX1, SR-A e CD36, che
internalizzano le particelle lipoproteiche modificate e formano le cellule schiumose
macrofagiche, che rappresentano il segno distintivo della lesione aterosclerotica
iniziale. Le cellule schiumose a loro volta producono citochine, specie ossidanti
come lanione superossido e lacido ipocloroso e metalloproteinasi di matrice
(MMP), promuovendo I'infiammazione nella placca e la progressione della lesione.
Questo tipo di amplificazione della risposta infammatoria che non dipende da una
stimolazione antigenica rappresenta 'immunita innata. Nellaterogenesi entra in gioco
anche 'immunita adattativa, o antigene-specifica. Le cellule presentanti I'antigene
(cellule dendritiche, macrofagi e cellule endoteliali) possono presentare antigeni
(lipoproteine modificate, agenti infettivi, proteine da shock termico, etc.) ai linfociti
T presenti nella placca determinandone lattivazione e conseguente produzione di
citochine. I linfociti T CD4+ si distinguono in Thelper 1, che elaborano citochine
proinfiammatorie (INFg, CD40L, TNFalfa) e Thelper 2, che producono IL10 e fungono
da inibitori dell'infiammazione. I linfociti T CD8+ possono esprimere Fas ligando
e altri fattori citotossici che promuovono citolisi e apoptosi delle cellule bersaglio. I
linfociti T regolatori producono il fattore di crescita trasformante beta (TGF-b) e IL-
10, con effetti antinfiammatori. I linfociti B2 promuovono la produzione di citochine
proinfiammatorie, mentre i linfociti Bl possono secernere anticorpi naturali che
proteggono dall’aterosclerosi.

Le strie lipidiche sono rappresentate da depositi subendoteliali di macrofagi infarciti di
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lipidi. Lateroma nascente si sviluppa quindi sotto 'influenza di vari fattori di crescita
come il TGF-b ed il fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF), che stimolano
la proliferazione e la migrazione delle cellule muscolari lisce dalla tonaca media
allintima e la loro deposizione di matrice extracellulare, che forma un cappuccio
fibroso per la placca aterosclerotica. Le cellule muscolari lisce migrate a livello
dell'intima presentano un diverso fenotipo, contengono meno fibre contrattili e pit
reticolo endoplasmatico rugoso, ed esprimono livelli piu alti di isoforme embrionali
di miosina. La stria lipidica, pertanto, & evoluta in lesione fibro-lipidica. La reazione
infiammatoria locale provoca il rilascio di MMP, che porta alla perdita di endotelio a
causa della degradazione della membrana basale subendoteliale, e all'indebolimento
del cappuccio fibroso, con possibile rottura della placca e conseguente esposizione del
fattore tissutale trombogenico nel nucleo lipidico ai fattori di coagulazione nelle cellule,
portando alla trombosi nel vaso sanguigno. Crescendo, le placche aterosclerotiche
grazie a fattori di crescita come il fattore di crescita vascolare endoteliale (VEGF),
possono sviluppare una propria microcircolazione, che consente la crescita della
placca e la rende piu friabile e predisposta alla rottura. Inoltre, attraverso l'aumentata
secrezione di alcune citochine come le proteine morfogenetiche ossee, puo verificarsi
calcificazione della placca ateromasica; infine, durante l'aterogenesi, puo verificarsi la
morte cellulare delle cellule muscolari lisce sia per apoptosi che per mezzo dei linfociti
T CD8+, dando luogo ad una capsula fibrosa relativamente acellulare V.

|l ruolo dell’interazione LDL ossidate-L0X-1
nell’aterogenesi

Le LDL ossidate inibiscono lespressione delleNOS, contribuiscono alla generazione
di ROS dalle cellule muscolari lisce e dai macrofagi ed inducono lespressione delle
molecole di adesione sulle cellule endoteliali, la proliferazione dei macrofagi, la
migrazione delle cellule muscolari lisce, la produzione di collagene e lattivazione
piastrinica.

I recettori scavenger, di cui sono state identificate otto classi (A-H), sono un gruppo
di recettori che fanno parte dellimmunita innata, in grado di legarsi a vari ligandi,
compresi organismi patogeni e proteine self modificate. Con leccezione di SCARA-5
(classe A) e LAMP (classe D), tuttiirecettori scavenger sono in grado dilegarsi alle LDL
modificate. SR-A (tipo I e IT) e CD-36 contribuiscono fino al 75-90% dell'assorbimento
di LDL ossidate, ed insieme a LOX-1 sono coinvolti nella formazione di cellule
schiumose. Oltre alla captazione delle LDL ossidate, SR-A media anche l'adesione dei
macrofagi alla matrice extracellulare e CD36 I'adesione tra i macrofagi e le piastrine
attivate e il collagene.

La proteina LOX-1 umana ¢ codificata dal gene del recettore 1 delle LDL ossidate
(OLR1) nel cluster genico della lectina di tipo C nel cromosoma 12. LOX-1 ¢ un
membro della famiglia dei recettori scavenger di classe E, che ¢ stato inizialmente
identificato nelle cellule endoteliali aortiche bovine e successivamente riscontrato in
una varieta di altre cellule come macrofagi, cellule muscolari lisce vascolari, piastrine,
fibroblasti e cardiomiociti. E rappresentato da una glicoproteina transmembrana di
50kDa, costituita da un collo citoplasmatico, una regione transmembrana e domini
extracellulari. Il dominio extracellulare della proteina LOX-1, quando viene scisso
dalla regione del collo, forma il LOX-1 solubile (sLOX-1).



LOX-1 ha un ruolo cruciale nell'aterogenesi, essendo coinvolto nel legame,
nell'internalizzazione e nella degradazione delle LDL ossidate; inoltre, contribuisce alla
disfunzione endoteliale, allapoptosi, alla migrazione dei monociti, alla differenziazione
dei macrofagi, alla proliferazione e migrazione della muscolatura liscia e all'instabilita
della placca ®?.

La via di segnalazione di LOX-1ed i suoi effetti

Lattivazione di LOX-1 innesca diverse vie di segnalazione a valle. LOX-1 si lega a
MMP14 ed attiva RhoA e Racl. RhoA inibisce la sintesi endoteliale di NO, mentre Racl
aumenta lattivita della NADPH ossidasi, con conseguente produzione di ROS e stress
ossidativo. Lesposizione delle cellule endoteliali ad alti livelli di LDL ossidate fosforila
p66°™™, un enzima redox coinvolto nella produzione mitocondriale di ROS e nel danno
al DNA mitocondriale. Gli enzimi NADPH ossidasi (Nox) sono una fonte importante
di ROS nei tessuti vascolari. Lisoforma Nox2 ¢ localizzata principalmente nei monociti
e forma un complesso attivo con le subunita p22°™, p47phox, p40P'*, e p67Phx, Daltra
parte, Nox4 & espresso nelle cellule endoteliali e forma un complesso con p22°™*. La
formazione di ROS indotta dalle LDL ossidate ¢ favorita dallinduzione di Nox2, Nox4
e p477. La delezione di LOX-1 nei topi alimentati con dieta ad alto contenuto di
colesterolo e grassi diminuisce lespressione di Nox2, Nox4, p22°iox e p47°hox 63,

NF-kB ¢ attivato dalle LDL ossidate attraverso LOX-1, ed attiva a sua volta le vie
proinflammatorie e LOX-1 (LOX-1 ha difatti un sito di legame per NF-kB nella
regione 5’), formando cosi un circolo vizioso di aumentato assorbimento di LDL
ossidate attraverso il LOX-1 attivato, aumentata produzione di ROS ed aumentata
espressione dei recettori LOX-1. Dunque le LDL ossidate aumentano lespressione di
LOX-1 attraverso NF-kB, portando ad un vizioso ciclo di signaling proinflammatorio.
Linterazione tra LDL ossidate e LOX-1 determina un aumento della produzione di
molecole d'adesione come VCAM-1 e citochine come MCP-1, che portano all'adesione
dei monociti alle cellule endoteliali. Il legame LDL ossidate-LOX-1 porta inoltre alla
fosforilazione della proteinchinasi attivata dal mitogeno (MAPK) e induce 'apoptosi.
Le LDL ossidate provocano lattivazione della proteina chinasi C e svolgono un ruolo
critico nellespressione delle MMP. Linduzione di LOX-1 riduce anche la fosforilazione
della protein chinasi B (PKB), che & coinvolta nell’attivazione di eNOS mediante
la sua fosforilazione. Cosi, la diminuzione della fosforilazione di PKB diminuisce
la produzione di NO a causa della diminuita attivazione delleNOS. Laumentata
espressione della proproteina convertasi subtilsina/kexina di tipo 9 (PCSK9) aumenta
la captazione di LDL ossidate mediata da LOX-1. LPS aumenta lespressione di LOX-1
ed i livelli di PCSK9 nelle cellule endoteliali e muscolari lisce vascolari umane. I dati
da topi knockout per geni e studi di trasfezione di siRNA hanno dimostrato che LOX-1
e PCSK9 aumentano lespressione genica 'uno dell’altro.

La rapamicina, inibitore di mTOR, regola negativamente LOX-1 interferendo con le
interazioni del signaling tra mTOR, LOX-1 e NF-kB. Linibizione della rapamicina e
di LOX-1 ¢ associata ad una diminuzione dellautofagia. Inoltre, LOX-1 & coinvolto
nellattivazione dell'inflammasoma NLRP3 (Nod, LRR and pyrin domain-containing protein
3) e nellaumentata dellespressione dellenzima di conversione dellangiotensina (ACE).

Il legame di LDL ossidate a LOX-1 provoca la rapida internalizzazione del complesso
recettore-ligando nella cellula. In base al tipo di cellula in cui si verifica questa

interazione, la segnalazione a valle porta a vari effetti ®?.
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Cellule endoteliali

Attraverso LOX-1, le LDL ossidate provocano disfunzione endoteliale attraverso
molteplici vie. Linterazione LDL ossidate-LOX-1 attiva MAPK, causando un aumento
dellespressione di MCP-1 e delle molecole di adesione come VCAM-1 e ICAM-
1, e promuovendo la migrazione e differenziazione dei monociti a macrofagi e la
generazione di vasocostrittori come 'ACE e lendotelina-1. Le LDL ossidate attivano
inoltre tramite LOX-1 NF-kB, che a sua volta aumenta lespressione di TNF-alfa,
molecole dadesione e LOX-1 nelle cellule endoteliali. Le LDL ossidate upregolano
il recettore di tipo 1 dell'angiotensina II (AT1R); in questo processo lattivazione del
pathway di NF-kB sembra svolgere un ruolo importante nella trasduzione del segnale
4 Le LDL ossidate mediante LOX-1 aumentano lattivitd della NADPH ossidasi,
con incrementata produzione di ROS ed inattivazione del’NO, e allo stesso tempo
provocano la disfunzione delleNOS spostandolo dal sito della membrana alveolare ed
attivando larginasi II, che a sua volta downregola eNOS a causa della competizione
per il suo substrato comune L-arginina.

Le LDL ossidate aumentano anche la sintesi di MMP-1, MMP-3 e MMP-9, causando
uno squilibrio nelle MMP nelle cellule endoteliali, contribuendo allaumento della
degradazione del cappuccio fibroso ed alla predisposizione alla rottura della placca
aterosclerotica.

Le LDL ossidate promuovono l'apopotosi delle cellule endoteliali sia mediante la via
intrinseca che estrinseca. Difatti, le LDL ossidate attivano la caspasi-3 e la caspasi-9
nella via apoptotica intrinseca e inibiscono proteine antiapoptotiche come la B-cell
lymphoma 2 (Bcl-2) e I'inibitore cellulare dell'apoptosi proteinal (c-IAP-2); regolano
inoltre positivamente lespressione di Fas nella via apoptotica estrinseca sulla superficie
delle cellule endoteliali, portando cosi allapoptosi Fas mediata 2.

Macrofagi

In circostanze normali, LOX-1 espresso nei macrofagi contribuisce al 5-10% della
captazione delle LDL ossidate. Tuttavia, negli stati proinflammatori e in condizioni di
iperglicemia, lespressione di LOX-1 ¢ aumentata, arrivando al 40% dell'assorbimento
delle LDL ossidate da parte dei macrofagi.

Attraverso LOX-1, le LDL ossidate modulano le proteasi cellule dipendenti come le
calpaine, provocano un aumento dell'adesione dei macrofagi e della concentrazione di
calcio nelle cellule ed un'inibizione della migrazione dei macrofagi, funzioni reversibili
con la delezione di LOX-1.

Yang et al. inoltre hanno mostrato, utilizzando la tecnologia degli small interfering
RNA (siRNA), che le LDL ossidate determinano un aumento della produzione di ROS
ed una diminuzione dell’attivita della superossido dismutasi nei macrofagi a livello
cellulare, contribuendo cosi allapoptosi. LOX-1 siRNA ¢ stato in grado di invertire
significativamente i parametri dello stress ossidativo.

Cellule muscolari lisce

LOX-1 ¢ espresso sulle membrane cellulari delle cellule muscolari lisce dei vasi
sanguigni e come nelle cellule endoteliali e nei macrofagi € upregolato negli stati
inflammatori in risposta a citochine proinfiammatorie. Le LDL ossidate inducono il
rilascio di fattori di crescita come il fattore di crescita insulino simile (IGF-1), PDGF
e il fattore di crescita epidermico (EGF), portando alla proliferazione delle cellule



muscolari lisce vascolari, e sopprimono lespressione di miR-141, che a sua volta
promuove la proliferazione delle cellule muscolari lisce vascolari. E stato dimostrato
che il miRNA let-7g, che inibisce il gene LOX-1, riduce la migrazione e proliferazione
delle cellule muscolari lisce vascolari mediata dalle LDL ossidate.

Le cellule muscolari lisce vascolari possono anche formare cellule schiumose
attraverso laccumulo di goccioline lipidiche. Lanticorpo anti-LOX-1 puo ridurre
significativamente I'assorbimento di LDL ossidate e la formazione di cellule schiumose
a partire dalle cellule muscolari lisce vascolari. Elevate concentrazioni di LDL ossidate
aumentano inoltre lespressione di proteine proapoptotiche come la proteina X
associata a bcl-2 (Bax), causando l'apoptosi delle cellule muscolari lisce vascolari.
Lapoptosi nelle cellule muscolari lisce vascolari porta all'instabilita e rottura della
placca aterosclerotica. Questi effetti sono mediati in gran parte da LOX-1©2.

Piastrine e fibroblasti

Lespressione di LOX-1 sulle piastrine avviene in modo attivazione dipendente,
a differenza di altri recettori scavenger come ad esempio CD36 che sono espressi
costitutivamente. Nelle piastrine attivate, LOX-1 media il legame e 'internalizzazione
di LDL ossidate ed induce lespressione delle molecole di adesione piastriniche e la
formazione di cellule schiumose. Le piastrine contribuiscono anche alla disfunzione
endoteliale inducendo Iendotelina-1, attraverso le interazioni con LOX-1 e CD40.
Attraverso LOX-1, le LDL ossidate possono causare instabilita della placca attraverso
il rilascio dell'induttore extracellulare di MMP CD147. LOX-1 ¢ importante nella
formazione di trombi, contribuendo all’attivazione ADP-indotta dei recettori del
fibrinogeno, come le integrine allbb3 e a2bl. Lanticorpo anti-LOX-1 inibisce
l'aggregazione piastrinica indotta da ADP. E stato anche dimostrato che laspirina e le
statine riducono lespressione di LOX-1 nelle piastrine.

Lespressione di LOX-1 nei fibroblasti contribuisce alla formazione del collagene. Nei
fibroblasti difatti, ¢ stato dimostrato che l'anticorpo anti-LOX-1 riduce gli effetti della
sintesi di collagene mediata dal TGF-beta. Inoltre, la delezione di LOX-1 nei topi
knockout per il recettore LDL riduce accumulo di collagene nella placca ®%.

Benefici dell’eliminazione di LOX-1
nell’aterosclerosi e nell’ischemia miocardica

La prova dei benefici delleliminazione di LOX-1 ¢ venuta dallo studio di Hinagata et
al. in un modello murino di iperplasia neointimale dopo una lesione arteriosa con
palloncino. Mehta et al. ®) hanno mostrato che la delezione del gene LOX-1 ¢ associata
ad una diminuzione dello stress ossidativo, della risposta infiammatoria, della
degradazione dell'NO e dellaterosclerosi nei topi privi di recettori LDL sottoposti a
dieta ricca di colesterolo per 18 settimane. In un altro studio di Hu et al., la delezione
di LOX-1 nei topi nulli per il recettore LDL riduceva la formazione di collagene nelle
regioni aterosclerotiche ®.

Oltre all’aterosclerosi, alcuni studi hanno dimostrato il beneficio della terapia anti-
LOX-1 nell'ischemia miocardica. In uno studio di Li et al. ®), un precedente trattamento
con lanticorpo LOX-1 era associato a una diminuzione dell'inflammazione,
dellapoptosi e delle dimensioni dell'infarto del miocardio. LOX-1 é stato anche
implicato nella deposizione di collagene che porta alla formazione e al rimodellamento
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della cicatrice nel cuore ischemico. Lu et al. hanno mostrato che la delezione del
gene LOX-1, nei topi sottoposti a legatura permanente dell'arteria coronaria, riduce i
segnali di rimodellamento cardiaco, con conseguente contrattilita cardiaca preservata
dopo un’ischemia miocardica sostenuta e miglioramento della sopravvivenza globale.

Regolazione di LOX-1

Lespressione di LOX-1 ¢ bassa in condizioni fisiologiche normali. Tuttavia, in presenza
di un ambiente inflammatorio, si verifica un’incrementata trascrizione e traduzione
del gene LOX-1. Le LDL ossidate sono il pill potente attivatore di LOX-1 (Figura 2).
Mediatori come l'angiotensina II (attraverso lattivazione del recettore ATRI) ®”, le
citochine, I'TEN-y, la lisofosfatidilcolina, i ROS, lo stress di parete ed i prodotti finali
di glicazione avanzata (advanced glycation end-product, AGE), e condizioni come
diabete mellito, ipertensione, dislipidemia, obesita, danno da ischemia-riperfusione,
stress psicologico e infezione da HIV aumentano lespressione di LOX-1. Il legame di
LDL ossidate a LOX-1 attiva NF-kB, che si lega al lato 5’ di LOX-1 ed attiva a sua volta
lespressione di LOX-1. Il legame di LDL ossidate a LOX-1 si traduce inoltre in una
maggiore espressione di molecole di adesione come VCAM-1 e MCP-1, che a loro
volta determinano aumentata espressione di LOX-1 a livello delle cellule endoteliali,
formando un ciclo che si autoalimenta tra LDL ossidate, LOX-1 e NF-kB. Altre
molecole pro-inflammatorie e pro-aterogeniche come IL-1,IL-6 e TNF-alfa aumentano
lespressione di LOX-1 nelle cellule muscolari lisce vascolari. Inoltre, l'attivazione di
LOX-1 accentua lo stress ossidativo, con conseguente maggiore formazione di LDL
ossidate, ed autoamplificazione del ciclo. Alcuni agenti infettivi come Chlamydia, H.
pylori e Citomegalovirus, che sono stati implicati nella aterosclerosi, sono in grado di

S
LOX-1 52 kD
LOX-1 193 bp
g-actin 201 bp
LOX-1: LDL recettore ossidato di tipo lectina 1

Figura 2 . Upregolazione del LOX-1da parte delle LDL ossidate (0x-LDL). Modificata da Mehta JL, Li D. Biochem
Biophys Res Commun 1998,248:511-4



aumentare i livelli di sSLOX-1 e lendocitosi delle LDL ossidate diretta da LOX-1 nelle
cellule endoteliali della vena ombelicale umana ®®.

Oltre all'infiammazione e ad agenti infettivi, lespressione di LOX-1 ¢ regolata da
diversi meccanismi epigenetici. Diversi studi hanno dimostrato che vari microRNA
come miR-155, miR-590-5P e let-7 g regolano lespressione di LOX-1. Le LDL ossidate
inoltre regolano negativamente la metilazione del DNA del promotore di LOX-1,
riducendo la soppressione della trascrizione ed aumentando cosi la produzione di
LOX-1. Analogamente, lesposizione delle cellule endoteliali allomocisteina (come
ad esempio nell'iperomocisteinemia) riduce lattivita della DNA metiltransferasi ed
aumenta lespressione di LOX-1, reversibile con la terapia con l'acido folico; possono
inoltre peggiorare I'infammazione attraverso lacetilazione dell'istone e la conseguente
regolazione positiva della produzione di IL-8 e MCP-1. Al contrario, la sirtuina 1
provoca istone deacetilazione di NF-kB e downregola lespressione di LOX-1.
Mentrup et al. in un recente studio hanno mostrato che il signaling di LOX-1 &
controllato anche da proteasi intramembrana come il peptide segnale peptidasi-
simile 2a e b (SPPL2a/b), che sono coinvolti nella proteolisi regolata intramembrana e
scindono i frammenti N-terminali di LOX-1, che sono in grado di attivare la via delle
MAP chinasi indipendentemente dai ligandi di LOX-1, senza attivare la via di NF-kB.
Stancel et al. hanno proposto che la proteina C-reattiva (PCR) e LOX-1 formino un
meccanismo ciclico con le LDL ossidate nell'aterogenesi. La PCR ¢ un ligando di LOX-
1 ed aumenta la permeabilita vascolare, altera la funzione vasodilatatrice endotelio-
dipendente e svolge un ruolo nell'adesione tra cellula endoteliale e monociti. La PCR,
tramite FcgammaRI/CD64 e FcgammaRIIa/CD32, aumenta lespressione di LOX-1.
Inoltre, LDL ossidate e plasma L5, attraverso un meccanismo dipendente da LOX-1,
aumentano il rilascio di PCR dalle cellule endoteliali aortiche umane. Quando il gene
OLRI che codifica per la proteina LOX-1 va incontro ad eventi di splicing alternativo,
genera tre varianti, OLR1, ORL1D4 e LOXIN. La variante LOXIN non presenta lesone
5 e i due terzi del dominio funzionale, svolgendo un ruolo protettivo in patologie
correlate con overespressione di LOX-1 come l'aterosclerosi ed i tumori ®”.

LOX-1come marker diagnostico

La porzione extracellulare del recettore LOX-1 puo essere scissa grazie allazione delle
metalloproteinasi ADAM10, formando sLOX-1. sLOX-1 ¢ stato investigato come
possibile marker diagnostico in varie malattie cardiovascolari. In letteratura sono
presenti studi che hanno evidenziato il ruolo di SLOX-1 come predittore precoce di
disfunzione endoteliale nella sindrome metabolica, inoltre elevati livelli elevati di
sLOX-1 sono stati associati a ipertensione, diabete mellito di tipo 2 e fumo. In uno
studio di Hayashida et al. i livelli di sSLOX-1 sono risultati significativamente piu alti
nei pazienti con sindrome coronarica acuta, con un picco piu precoce rispetto alla
troponina T e con livelli piti alti nella circolazione coronarica rispetto a quella sistemica,
suggerendo unorigine dalla circolazione coronarica. Dunque, sLOX-1 potrebbe
essere considerato un marker precoce di instabilita della placca. I livelli di sLOX-1
sono risultati pit alti anche nei pazienti sottoposti a rivascolarizzazione percutanea
per angina stabile che successivamente hanno sviluppato infarto miocardico peri-
procedurale legato alla procedura ®?. Ulteriori studi su larga scala sono necessari
prima di poter applicare sSLOX-1 come marker diagnostico di malattie cardiovascolari
nella pratica clinica.
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Inibitori LOX-1

In considerazione del suo ruolo cruciale in molteplici pathway nell'aterogenesi e nelle
malattie ad essa correlate, LOX-1 ¢ considerato un potenziale bersaglio terapeutico.
Molte delle attuali terapie come laspirina, le statine e gli ipoglicemizzanti orali
esercitano effetti indiretti sullespressione di LOX-1. In uno studio di Li et al. ® & stato
mostrato come le statine, in particolare atorvastatina e simvastatina, sono in grado di
ridurrelespressione di LOX-1 e delle molecole d'adesione VCAM1, ICAM1, E-selectina
e P-selectina a livello delle cellule endoteliali delle arterie coronarie umane, riducendo
l'attivazione del pathway di NF-kB. Inoltre, queste statine sono in grado di esercitare
un effetto cardioprotettivo anche grazie ad un'upregolazione delleNOS, mediante un
effetto inibitorio sullespressione di LOX-1 e sull’attivazione della via delle MAPK ©V.
Numerosi composti presenti in natura ed erbe vegetali hanno proprieta antiossidanti
e sono in grado di ridurre lespressione di LOX-1 e la generazione di ROS, come ad
esempio lestratto di Gingko biloba, la curcumina, il succo dibergamotto, l'acido ellagico,
il resveratrolo, il tanshionone II-A, la berberina, il diidrotanshinone I e la quercetina
®2_ Attualmente sono in fase di sviluppo farmaci disegnati sulla struttura, modulatori
sintetici LOX-1 basati su tecniche di interferenza del'RNA, e anticorpi monoclonali.
Nella struttura di LOX-1, c& un tunnel idrofobico che funge da sito di legame primario
per la frazione fosfolipidica di LDL ossidate. Le molecole che silegano in questo tunnel
impediscono l'interazione di LDL ossidate e LOX-1 e pertanto sono attualmente in
corso di studio, un esempio ¢ PLAzPC sviluppata da Falconi et al. Let7g miRNA ¢
stato usato per inibire lespressione di LOX-1 e l'assorbimento di LDL ossidate nelle
cellule muscolari lisce aortiche umane “?. Piccoli RNA interferenti, come I'antisenso
OLRI, hanno dimostrato di regolare negativamente 'mRNA e lespressione proteica
di LOX-1. Lo sviluppo di anticorpi monoclonali contro LOX-1 rappresenta una sfida
a causa del dominio lectinico di tipo C di LOX-1 altamente conservato tra le specie
di mammiferi ®?. Gli studi con anticorpi chimerici pollo-umano hanno dimostrato la
capacita di inibire gli effetti di LOX-1 e ridurre l'assorbimento di anticorpi chimerici
pollo-umano. Ulteriori studi sono in corso per sviluppare queste molecole chimeriche,
che possono essere utilizzate per uso clinico.

Conclusioni

La malattia aterosclerotica ¢ una malattia inflammatoria che riconosce come “injury”
iniziale azione delle LDL ossidate, che tramite il legame con il recettore LOX-1
svolgono un ruolo critico nell'aterogenesi ¥, esercitando effetti su piu tipi cellulari,
come cellule endoteliali, cellule muscolari lisce vascolari, fibroblasti, macrofagi e
piastrine, contribuendo alla disfunzione endoteliale, allapoptosi, alla migrazione dei
monociti, alla differenziazione dei macrofagi, alla proliferazione e migrazione della
muscolatura liscia e all'instabilita della placca. LOX-1 rappresenta un possibile link
tra aterosclerosi e ipertensione arteriosa, nonché tra aterosclerosi, inflammazione
e tumori. La regolazione dello splicing di OLR-1 e il pattern di espressione delle
isoforme di splicing alternativo di OLR-1 nei tumori e nell'aterosclerosi richiedono
ulteriori studi. Il recettore SLOX-1 ¢ attualmente in corso di studio come potenziale
biomarcatore per le malattie cardiovascolari. Inoltre, sono in corso studi per valutare
'uso di LOX-1 come bersaglio terapeutico per modificare il processo aterosclerotico e
le malattie ad esso correlate. m



Dislipidemia e danno vascolare

Marco Matteo Ciccone, Pietro Scicchitano,
Stefania Rizzo, Cristina Basso

Laterosclerosi rappresenta la patologia piu diffusa a livello globale nonché la principale
causa di morte 7%, Il carattere inflammatorio sistemico del processo aterosclerotico
rende conto della sua capacita di danneggiare tutti i vasi dellorganismo, non solo
quelli coronarici. Le recenti linee guida europee sul management delle arteriopatie
periferiche hanno posto l'attenzione proprio sullaspetto “sistemico” della patologia
aterosclerotica e sulla necessita di indagare precipuamente tutti i distretti periferici
al fine di ottimizzare I'inquadramento clinico-prognostico del paziente e la sua
probabilita di andare incontro ad eventi acuti cardiovascolari (CV), infarto e stroke
su tutti ®. Determinanti essenziali dellaterosclerosi sono rappresentati dai maggiori
fattori di rischio CV: prescindendo da quelli non modificabili (eta, sesso, familiarita),
un focus particolare viene essenzialmente posto su quelli modificabili come
ipertensione arteriosa, diabete mellito, abitudine tabagica e dislipidemia. Le alterazioni
del metabolismo lipidico rappresentano il pit importante “primum movens” nelle
alterazioni vascolari che conducono alla genesi della placca aterosclerotica. Nella
placca aterosclerotica, per distunzione endoteliale, si ha un progressivo accumulo di
colesterolo, macrofagi schiumosi, cellule muscolari lisce e prodotti ossidativi a livello
intimale, con successivo rimodellamento della media e dellavventizia ®”*®. La placca
aterosclerotica si accresce fino a determinare ostruzione del lume vascolare e ostacolo
al flusso ematico, con sviluppo successivo di ischemia che dipendono dallentita
dellostruzione, dalla rapidita di sviluppo (acuta o cronica) e dalla presenza di circoli
collaterali. Nel cuore le pili comuni entita cliniche sono rappresentate dallangina
stabile e dalle sindromi coronariche acute. Laterosclerosi ¢ una malattia lunga e silente
che rimane asintomatica per un lungo periodo di tempo e che si manifesta nell'arco di
anni o decadi dall'iniziale deposito lipidico nell'intima dei vasi.

I sintomi si rendono evidenti quando lostruzione del lume vascolare & superiore o
uguale al 70% (soglia critica di stenosi), con discrepanza fra domanda da parte del
miocardio e capacita di apporto di ossigeno. Il primo sintomo puo essere l'infarto
miocardico o la morte improvvisa per occlusione acuta del lume residuo da parte di
un trombo o per vasospasmo ©”.

La placca aterosclerotica consiste di un rilievo intimale in genere fibro-ateromasico,
ovvero con una pappa lipidica in profondita (ateroma o core lipidico) e un cappuccio
fibroso sovrastante che separa l'ateroma dal lume (100) (Figura 1A). La placca stabile
e la placca aterosclerotica a lenta crescita, con stenosi fissa e ostacolo meccanico alla
progressione ematica, senza un contributo funzionale (vasospasmo). Con il tempo il
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“core lipidico” della placca (ateroma) aumenta di volume, per progressivo accumulo
di lipidi e apoptosi delle cellule schiumose, mentre il cappuccio fibroso diventa
sempre piu sottile, per lisi del collageno da parte di metalloproteasi (collagenasi),
liberate dai macrofagi. Siamo di fronte alla placca vulnerabile, a rischio di rottura
e delle potenziali complicanze trombotiche, quindi di infarto miocardico e morte
improvvisa coronarica. Altri fattori di instabilitd di placca sono la presenza di
calcificazioni, in forma sia puntiformi a livello del cappuccio fibroso dove aumentano
lo stress meccanico e predispongono alla rottura, che come noduli calcifici in placche
avanzate, che affiorano sulla superficie endoteliale e possono scatenare una trombosi;
e la neoangiogenesi, a rischio di emorragia intraplacca ed espansione del volume della
placca, e anche via di ingresso di nuove cellule infiammatorie, ulteriore fattore di
vulnerabilita. Da sottolineare ¢ che le placche vulnerabili sono in genere non ostruttive
(stenosi <70%) per un fenomeno di rimodellamento positivo della parete arteriosa,
per cui possono essere valutate come angiograficamente non significative, sono
silenti e non determinano lo sviluppo di circoli collaterali. La severita della stenosi
del lume non ¢ quindi un parametro sufficiente per stimare il rischio di eventi acuti.
La placca instabile, infine, & quella placca aterosclerotica con improvvisa alterazione
della struttura e dellentita della stenosi, per rottura del cappuccio fibroso (due terzi
dei casi), erosione (un terzo dei casi) e affioramento di noduli calcifici, come prima
descritto (in <5% dei casi). La condizione piu frequente € la rottura di un sottile
cappuccio fibroso per il rilascio da parte delle di collagenasi in un contesto di flogosi
acuta con successiva trombosi sovrapposta (Figura 1B). In questo caso il collagene e
il core lipidico, altamente trombogenici, vengono esposti direttamente al sangue. Si
ha inoltre emorragia di placca, per entrata nellateroma di sangue, che contribuisce
ad aumentare il volume della placca e ad ostruire, insieme alla trombosi, il segmento
coronarico affetto .

Nel caso dellerosione si verifica una disendotelizzazione in corrispondenza di una
placca con spesso cappuccio fibroso, perfino privo di ateroma con trombosi coronarica

Stahile (pannello A): la placca mostra uno spesso cappuccio di tessuto fibroso con fibre collagene
e un core necrotico in profondita. Instabile (pannello B): la placca ¢ caratterizzata da un ampio
core lipidico e un sottile cappuccio fibroso infiltrato da macrofagi e linfociti. La rottura del sottile
cappuccio fibroso e la formazione di un trombo a diretto contatto col collageno e la pappa lipidica
altamente trombogenica rappresenta il meccanismo di instabilita piu frequente. Lemorragia
intraplacca partecipa all'espansione della placca e allocclusione del vaso.

Figura1. Placca aterosclerotica



occlusiva in assenza di una rottura di placca. Tale complicanza ¢ imprevedibile, non
solo perché la placca sottostante spesso non causa stenosi critica, ma soprattutto
perché in termini di composizione tissutale non si tratta di una placca vulnerabile.
I meccanismi responsabili dellerosione endoteliale possono essere vari e oggi sono
estesamente studiati (danno endoteliale da attacco ipertensivo? endotelite per flogosi
immunitaria o infettiva? vasospasmo con danno endoteliale?) 1°1%2), Piti raramente, un
nodulo calcifico che affiora sulla superficie endoteliale puo dare inizio alla formazione
del trombo.

Da ricordare, infine, ¢ che l'instabilita di placca puo avere un mero meccanismo
funzionale da vasospasmo sopraggiunto per contrazione delle cellule muscolari lisce
della tonaca media e stenosi critica-occlusiva transitoria. Recenti evidenze mostrano
come anche le cellule muscolari lisce dell'intima mantengano un fenotipo contrattile
che potrebbe contribuire al vasospasmo e all'ischemia transitoria 1°*!*%. La necessita
di identificare precocemente la placca aterosclerotica ¢ fondamentale al fine di
inquadrare il rischio CV individuale nonché permettere di identificare le forme di
lesioni aterosclerotiche cha potrebbero rivelarsi a pit alto rischio di rottura. Nel corso
del tempo sono state messe a punto innumerevoli tecniche di imaging non invasivo e
biomarcatori umorali che cercano di identificare le alterazioni vascolari precoci.

Lo studio delle carotidi, la valutazione della funzione endoteliale (flow mediated
dilation, FMD), il diametro antero-posteriore dellaorta addominale infrarenale
(APAO) e biomarcatori come il suppressor of tumorigenicity solubile (sST2) 0 i miRNAs
sono solo alcuni degli strumenti a nostra disposizione per I'inquadramento del profilo
vascolare aterosclerotico del paziente.

La deregolazione del metabolismo lipidico favorisce la progressione dell’alterazione
della funzione e morfologia dei vasi arteriosi e le tecniche/biomarcatori sopra indicati
sono in grado di identificare minimi sovvertimenti. E noto, infatti, che lendotelio ¢ in
grado di presiedere ad una innumerevole serie di attivita che vanno dalla regolazione
dei processi di vasodilatazione/vasocostrizione, alla modulazione dei processi di
adesione, infiltrazione e migrazione leucocitaria, nonché di rimodellamento dei
vasi . Le cellule endoteliali sono in grado di rilasciare ossido nitrico (NO), una
molecola fondamentale per la dilatazione vascolare in relazione alle esigenze
metaboliche organiche. La dislipidemia, come d’altronde altri fattori di rischio CV,
¢ in grado di alterare questa capacita delle cellule endoteliali *'*”. Le lipoproteine a
bassa densita (low density lipoproteins, LDL) sembrano avere una particolare affinita
per i proteoglicani delle pareti arteriose e cio promuove la ritenzione subendoteliale
di queste particelle: cio diventa premessa per la precoce alterazione della funzione
endoteliale che si esprime, metodologicamente parlando, in anomalie della
vasodilatazione flusso-mediata dellarteria brachiale "%, Dialtro canto, pazienti
affetti da ipercolesterolemia familiare presentano ridotti valori di FMD (circa -2%)
e pit alti di spessore medio-intimale carotideo (cIMT) e spessore intima-media
femorale rispetto a soggetti normolipemici del tutto correlabili alle concentrazioni
plasmatiche di colesterolo totale e legato a LDL “*. Per questo motivo l'uso di statine
e il ridimensionamento dei livelli di colesterolo promosso da tali farmaci determina
un reale miglioramento della funzione endoteliale "'*''V. In realta, le alterazioni del
metabolismo lipidico non sono in grado di determinare una precoce disfunzione
endoteliale, ovvero una alterazione funzionale dellepitelio di rivestimento dei vasi.
Le dislipidemie alterano nettamente il profilo morfologico della parete vascolare.
In questo senso, il progressivo ed incontrollato incremento delle concentrazioni
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plasmatiche dei lipidi ¢ notoriamente correlato con lo sviluppo di un incremento del
cIMT e, successivamente, con la comparsa di vere e proprie placche carotidee 2. E
stato calcolato che il rischio di comparsa di placca carotidea aumenta del 24% e del
62% per ogni incremento di 1 mmol/L nei livelli plasmatici di colesterolo totale e LDL,
rispettivamente '),

La rilevazione di alterazioni morfo-funzionali in pazienti dislipidemici non ¢ un puro
esercizio clinico di valutazione del paziente. La presenza di placche aterosclerotiche
carotidee ¢ strettamente correlata con il riscontro di lesioni aterosclerotiche
coronariche. Se € vero che valori incrementati di cIMT sono correlati con alterazioni
strutturali cardiache come I'indice di massa ventricolare sinistra ¥, & anche reale che
la presenza di placche carotidee e di un incremento del cIMT si lega ad un numero di
vasi coronarici coinvolti dal processo aterosclerotico, ergo di eventi CV avversi !+,
La presenza di placche aterosclerotiche, infatti, aumenta di 2-3 volte il rischio di eventi
CV futuri """ In tutto questo, un ruolo predominante ¢é rivestito dalla morfologia
della placca carotidea: placche anecogene, altamente inflammate e con un largo core
lipidico rappresentano elementi particolarmente instabili e prone alla degenerazione
ed allevento cerebro-cardiovascolare 19,

Il problema sostanziale, dunque, ¢ comprendere se vi sono biomarcatori in grado
di predire l'instabilita di placca. Al di la della predittivita prognostica della placca
carotidea, del cIMT o dellFMD in termini di occorrenza di eventi CV futuri,
una delle piti annose questioni aperte in ambito di prevenzione CV ¢ proprio la
ricerca di un parametro in grado di identificare lalterazione aterosclerotica che
risulta maggiormente in grado di degenerare e provocare un evento acuto. LsST2
puo effettivamente rappresentare un ottimo biomarcatore in tal senso . sST2
rappresenta la forma libera, plasmatica del recettore dell'interleuchina-33 ed agisce
come decoy receptor per questa proteina. Generalmente aumenta in condizioni di
sovraccarico meccanico ventricolare sinistro in quanto lo stiramento delle fibre
miocardiche favorisce la produzione di questo recettore "', E stato osservato che, in
pazienti sottoposti a tromboendoaterectomia carotidea, le concentrazioni di ST2L -
la forma di ST2 presente sulla membrana cellulare - rilevabili sulla membrana dei
macrofagi delle placche carotidee aterosclerotiche sono elevati in pazienti sintomatici
per patologie cerebro-vascolari "?”. Zhang et al. "V hanno osservato una correlazione
tra livelli plasmatici di sST2 ed estensione e complessita delle lesioni aterosclerotiche
coronariche. D’altro canto i livelli plasmatici di sST2 sono associati alle concentrazioni
plasmatiche di P-selectina e allespressione monocitaria di fattore tissutale in pazienti
con arteriopatia periferica *?, ovvero con sostanze correlate con la progressione
aterosclerotica. Cio rende conto della correlazione che sussiste tra sST2, eventi CV
maggiori a lungo termine e morte da tutte le cause in pazienti con coronaropatia 1>,

Lalterazione del metabolismo lipidico determina un sovvertimento del rapporto
reciproco che sussiste tra metalloproteinasi della matrice (MMP) ed i loro relativi
inibitori (TIMP)"2%. E stato dimostrato che i valori sierici di MMP-9 eTIMP-2 sono
in grado di predire il livello di complessita della lesione aterosclerotica coronarica
129 Studi su conigli hanno dimostrato che i farmaci ipolipemizzanti sono in grado
di ridimensionare lattivita delle MMP con conseguente stabilizzazione delle placche
aterosclerotiche e ridotto rischio di rottura delle stesse .



Statine, inibitori del riassorbimento
del colesterolo e terapia di combinazione

Francesco Barilla, Dalgisio Lecis,
Gaetano Idone, Saverio Muscoli

Introduzione

Le statine, in associazione alle modifiche dello stile di vita, in monoterapia o in
combinazione ad ezetimibe, sono i farmaci di riferimento e di prima linea per il
trattamento dell'ipercolesterolemia, sia in prevenzione primaria che secondaria. Le
Linee Guida 2019 dell European Society of Cardiology (ESC) "% sul trattamento delle
dislipidemie raccomandano, in classe IA, la prescrizione di statine ad alta intensita, da
titolare fino alla dose massima tollerata, al fine di raggiungere il target di lipoproteine
a bassa densita (low density lipoproteins, LDL) corrispondente alla classe di rischio
cardiovascolare (CV) di ogni paziente; qualora con la dose massima tollerata di
statine non fosse raggiunto il target desiderato, & raccomandata la combinazione con
ezetimibe (classe IB). Raccomandazioni simili derivano dal recente consensus statement
dell’European Atherosclerosis Society (EAS) “?% che propone, inoltre, come prima linea
l'associazione statina/ezetimibe in determinate categorie di pazienti, ovvero in coloro nei
quali ¢ prevedibile, in base ai valori basali di LDL ed alla riduzione percentuale richiesta
per raggiungere il target (Tabella 1), che con la sola statina non raggiungerebbero i target
desiderati, in particolare nei pazienti con nota atherosclerotic cardiovascular disease
(ASCVD) ed elevati valori basali di LDL. Le statine ad alta intensita determinano, infatti,
una riduzione media del valore di LDL di circa il 50%, mentre la loro combinazione
con ezetimibe determina una riduzione media di LDL che puo raggiungere anche il
65% rispetto al valore basale. Pertanto, tale combinazione ¢ altamente raccomandata per
raggiungere il target di LDL, favorendo l'uso di farmaci a combinazione fissa, al fine di
semplificare il trattamento e migliorare 'aderenza dei pazienti.

Tabella 1. Effetto sulla riduzione di LDL dei farmaci ipolipemizzanti e della loro combinazione

Trattamento farmacologico Riduzione media LDL
Statina a moderata intensita ~30%
Statina a alta intensita ~50%
Statina a alta intensita + ezetimibe ~65%
Inibitore PCSK9 ~60%
Inibitore PCSKY + statina a alta intensita ~75%
Inibitore PCSKI + statina a alta intensita + ezetimibe ~85%

PGSK9: proproteina convertasi subtilisina/kexina tipo 9
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Statine

Le statine sono farmaci naturali o sintetici, che bloccano la sintesi del colesterolo a
livello epatico, attraverso il blocco selettivo e competitivo dellenzima 3-idrossi-3-
metiglutaril coenzima A (HMGCoA) reduttasi. Questo enzima converte 'THMGCoA
in mevalonato, un precursore fondamentale nella biosintesi del colesterolo (Figura 1).
Negli anni '70 lo scienziato giapponese Akira Endo ¢ riuscito ad isolare dal brodo di
coltura di un fungo, il Penicillium citrinum, una sostanza, la mevastatina, in grado di
inibire selettivamente lenzima HMGCoA reduttasi. Dalla seconda meta degli anni
’80, questi farmaci sono entrati nella pratica clinica ed attualmente sono prodotti per
sintesi chimica. Delle statine attualmente in commercio la maggior parte ¢ liposolubile:
lovastatina, fluvastatina, simvastatina, atorvastatina, pitavastatina (non disponibile in
Italia) e la cerivastatina (ritirata dal commercio nel 2001 per rischio di rabdomiolisi).
Le uniche idrosolubili sono la pravastatina e la rosuvastatina.

Questi farmaci determinano, come conseguenza del ridotto pool intracellulare di
LDL, un aumento dellespressione del numero dei recettori per le LDL sulla superficie
degli epatociti, cui consegue un incremento della captazione e del catabolismo delle
lipoproteine plasmatiche. Le statine inibiscono anche la sintesi epatica delle very low
density lipopreteins (VLDL) riducendo il numero totale di lipoproteine appartenenti
alle VLDL e LDL, deputate al trasporto del colesterolo dal fegato ai tessuti periferici ed
ai vasi arteriosi, e principali responsabili dello sviluppo e progressione della malattia
aterosclerotica.

Nei pazienti in terapia con statine, lefficacia massima sulla riduzione dei valori di LDL
¢ stata documentata gia dopo 4-6 settimane di trattamento. Leffetto di questi farmaci
non ¢ limitato alla riduzione dei livelli di colesterolo LDL, ma anche alla riduzione
del colesterolo totale e dei trigliceridi (TG), con un incremento, seppur modesto, del
colesterolo composto primariamente da high density lipoproteins (HDL). E dimostrato
che le statine non sono efficaci sulla riduzione dei livelli di Lipoproteina(a). Gli effetti
antinflammatori delle statine sono importanti nei pazienti con sindrome coronarica

( Acetil-CoA )

HMG-CoA Sintasi > {
( HMG-Co ) O

HMG-CoA Reduttasi > { W Statine
( Acido Mevalonico )

: Mevalonato )

Difosfomevalonato o

Decarhossilasi —

S

Isopentil-Pirofosfato (IPP) )

( Gernanil-Pirofostato )
( Farnesil-Pirofostato )
( Squalene )
( Colesterolo )

el e | Figura 1. Inibizione del’HMGCoA reduttasi da parte delle statine
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acuta (SCA). In questi, le statine quando somministrate in fase acuta e ad alto
dosaggio, sono in grado di ridurre sia i livelli di colesterolemia totale e LDL, e lo stato
infiammatorio locale, fondamentale per la stabilizzazione della placca ateromasica
della lesione culprit e/o di altre lesioni ateromasiche instabili.

Infatti, un effetto molto discusso, ma affascinante, delle statine ¢ il cosi detto effetto
pleiotropico (Figura2). E stato dimostrato che le statine a dosaggi adeguati sono in grado
di ridurre lo stato inflammatorio, la disfunzione endoteliale, inibiscono lattivazione
piastrinica e hanno una attivita stabilizzante la placca ateromasica. E comunque
verosimile, che questi cosiddetti effetti pleiotropici siano secondari alla riduzione
dei valori di colesterolo LDL ossidato e alla conseguente riduzione dell’attivazione
monocitaria, macrofagica e dello stato infiammatorio, aspetto che rende incerto
il contributo degli effetti “pleiotropici” (ovvero colesterolo indipendenti) descritti
in modelli sperimentali, riguardo ai benefici clinici nell'uomo. Numerose evidenze
scientifiche hanno dimostrato come la terapia con statine riduca il rischio di major
adverse CV events (MACE) in maniera direttamente proporzionale alla riduzione di
LDL e al tempo di trattamento. Tutti gli studi clinici sia con statine che con gli inibitori
del recettore PCSK9, hanno dimostrato che la separazione delle curve di Kaplan Meier
tra i pazienti in trattamento attivo/intensivo vs. coloro in trattamento con placebo/
meno intensivo, iniziano a separarsi dopo un tempo di latenza che solitamente va
oltre i 12 mesi. Per quanto riguarda i valori sierici di LDL bisogna riconoscere che non
esiste un concetto assoluto di normalita per questo parametro; i livelli raccomandati
dalle linee guida dipendono dallentita del rischio CV dei pazienti.

Funzione Endoteliale ) Attivita anti-ossidante )
A eNOS 0X LDL
Cellule Progenitrici Endoteliali LOX-1
NO ROS
NADPH ossidasi
Endotelina-1
VCAM-1
[CAM-1
\ 4 Proliferazione VSMC
N\ J N\ J
Stabilizzazione della Placca ) Attivita Anti Infammatoria )
Attivazione Piastrinica Attivazione Macrofagica
l SMC Immunomodulazione
MMP PCR
Chemochine
1 LDL receptors
Sintesi di Collagene
N\ ) N\ J

eNOS: endothelial nitric oxide synthase, NO: ossido nitrico, VCAM-1: vascular cell adhesion molecule
1, ICAM-1: intercellular adhesion molecule 1, VSMG: vascular smooth muscle cell, 0X LDL: LDL
ossidate, LOX-1: lectin-like oxidized low-density lipoprotein (LDL) receptor-1, ROS: reactive oxygen
species, NADPH: nicotinammide adenina dinucleotide fosfato, SMC: smooth muscle cell, MMP:
matrix metalloproteinase, LDL: low density lipoproteins, PCR: proteina C-reattiva.

Figura 2 . Principali effetti pleiotropici delle statine
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Figura 3. Correlazione tralivelli di LDL e rischio cardiovascolare

Il famoso aforisma, introdotto ed accettato dalla comunita scientifica internazionale
del “the lower, the better”, ¢ dovuto al fatto che tutti i frials clinici hanno dimostrato
che la riduzione degli eventi in prevenzione primaria e in prevenzione secondaria, ¢
direttamente proporzionale ai mmol/L (o mg/dL) di riduzione dei livelli di LDL. A tal
proposito, il Cholesterol Treatment Trialists’ (CTT) Collaborators"?” ha dimostrato che
la riduzione di un 1 mmol/L (39 mg/dL) di LDL comporta in 5 anni una riduzione
del rischio di eventi coronarici maggiori del 23% e una riduzione del rischio di eventi
vascolari maggiori del 21%, mentre una riduzione di 2-3 mmol/L di LDL ridurrebbe
il rischio di eventi CV del 40-50% (Figura 3). Nonostante ci siano delle differenze
riguardo alle indicazioni di trattamento tra le linee guida europee ed americane,
entrambe sottolineano la necessita di un approccio personalizzato in base alla classe
di rischio del paziente e alla presenza di importanti comorbidita come il diabete,
l'insufficienza renale cronica, ecc.

Luso delle statine ¢ in continua crescita, circa il 25% della popolazione mondiale con
pit di 65 anni assume una statina in prevenzione primaria o secondaria con effetti
positivi in termini di riduzione di morbilita e mortalita.

Farmacodinamica e farmacocinetica

Le statine vengono estratte dal circolo a livello epatico, che rappresenta il sito
principale di sintesi del colesterolo e di eliminazione delle sue lipoproteine. Un ruolo
fondamentale per la captazione a livello epatico, di alcune statine come pravastatina,
fluvastatina, atorvastatina e rosuvastatina, ¢ svolto dal trasportatore di membrana
noto come peptide di trasporto degli anioni organici (organic anion transporting
polypeptide-C, OATP-C). Simvastatina e lovastatina sono invece lattoni inattivi, che
essendo lipofili entrano per diffusione semplice a livello degli epatociti dove vengono
attivati nei rispettivi  idrossiacidi.

Nonostante i trials randomizzati sulle statine abbiano dato per tutte risultati di efficacia



rilevanti, questi farmaci manifestano un diverso profilo farmacocinetico, diversa
potenza e diversa efficacia. Le statine pil recenti come atorvastatina e rosuvastatina
hanno dimostrato un profilo di sicurezza/efficacia superiore anche se si differenziano
per alcuni aspetti.

Latorvastatina viene rapidamente assorbita nel tratto gastroenterico, raggiungendo la
concentrazione plasmatica massima (C_ ) entro 1-2 ore (T ) dallassunzione ed ha
una biodisponibilita assoluta del 14%. Questa bassa disponibilita ¢ attribuibile alla sua
clearance a livello della mucosa gastroenterica e/o al metabolismo epatico di primo
passaggio. Lassunzione di atorvastatina ai pasti determina una riduzione del 25%
della C__(Tabella 2); anche antiacidi contenenti magnesio o alluminio, riducono la
biodisponibilita dell'atorvastatina. Invece, 'assorbimento di lovastatina & aumentato
dalla contemporanea assunzione di cibo. Una particolare attenzione va prestata al succo
di pompelmo, potente inibitore del CYP3A4, che aumenta in maniera significativa le
concentrazioni plasmatiche di lovastatina, simvastatina, atorvastatina con potenziale
aumento dellattivita farmacologica. Latorvastatina ¢ metabolizzata dal citocromo
P450 3A4 ed il suo legame con le proteine del plasma ¢ superiore al 98%. Il sistema
enzimatico P450 ¢ presente prevalentemente nel fegato e in presenza di altri farmaci,
puo determinare, per competizione col substrato, un aumento o una riduzione delle
concentrazioni plasmatiche delle statine.

Tahella 2. Caratteristiche farmacologiche delle statine

Lovastatina Provastatina Fluvastatina Simvastatina Atorvastatina Rosuvastatina

CYP450 CYP3A4 Nessuno CYP2C9 CYP3A4 (maggiore) CYP3A4 CYP2C9 (<10%)
(CYP3A4 minare) CYP3AS CYP2C13 (minore)

Biodisponihilita (%) <h 18 25 <h 14 20
Emivita (h) 29 25 2 2 30 19
Escrezione urinaria 10 20 5 13 ? R
Escrezione fecale 83 70 9% 60 98 90
Lipofilia Si No Si Si Si No
Assorhimento 30 34 98 70 30 Veloce

Il metabolismo di rosuvastatina, invece, dipende scarsamente dal citocromo P450
e quindi la probabilitd di una sua interazione con farmaci metabolizzati da questo
citocromo ¢ ridotta. La rosuvastatina, cosi come la pravastatina, sono composti
idrofili, mentre le altre statine sono lipofile. I composti lipofili vengono generalmente
metabolizzati a composti pitt idrofili per essere escreti, mentre i composti idrofili sono
piu facilmente escreti nelle urine senza essere modificati, il che riduce le potenziali
interazioni tra farmaci. Le statine idrofile sono quindi potenzialmente molto
pit selettive verso le cellule epatiche rispetto a quelle di natura lipofila. Per la sua
caratteristica idrofila, la rosuvastatina si dimostra altamente selettiva per efficacia nelle
cellule epatiche rispetto alle cellule di altri organi. La rosuvastatina viene assorbita
dal tratto gastroenterico e la C___viene raggiunta dopo circa 5 ore dall'assunzione
raggiungendo una biodisponibilita assoluta del 20% ed unemivita di circa 19 ore.
Inoltre, la rosuvastatina silega nella misura del 90% circa prevalentemente all'albumina,
per cui la molecola viene metabolizzata in maniera limitata dal citocromo P450, in
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particolare dallisoenzima CYP2C9. Leliminazione avviene in forma immodificata
nelle feci (90% circa, compresa la quota di composto non assorbita), mentre la parte
rimanente, circa 5%, viene escreta nelle urine.

Le statine sono anche i substrati per la glicoproteina P che favorisce il passaggio dei
farmaciattraversolamembrana citoplasmatica. Questa ¢ una proteina ubiquitaria, la cui
attivita condiziona un ridotto assorbimento intestinale ed unaumentata eliminazione
dei farmaci a livello renale. Le sostanze che interferiscono con la glicoproteina P
possono competere tra loro con conseguente aumento dell'assorbimento e diminuita
escrezione epatica o renale. Sia la glicoproteina P che il citocromo P450 3A4 si
trovano sia negli epatociti che negli enterociti, dove coadiuvano la riduzione della
concentrazione dei loro substrati.

Il grado diriduzione del LDL da parte delle statine ¢ dose-dipendente e varia a seconda
dellintensita di effetto della statina stessa oltre che in base alla risposta individuale del
paziente. In diversi studi questi farmaci hanno dimostrato sia di ridurre efficacemente
i livelli di colesterolemia, sia di rallentare levoluzione del processo aterosclerotico,
stabilizzare la placca ateromasica e, in alcuni casi, favorirne la regressione. La
riduzione dei livelli di LDL ha un effetto positivo sulla riduzione della disfunzione
endoteliale, maggiore produzione di ossido nitrico (NO), ridotta espressione di fattori
di crescita, ridotta attivazione delle cellule muscolari lisce dei monociti, dei macrofagi
e dei linfociti T, fattori che influenzano la fisiopatologia della formazione, progressione
ed instabilita della placca aterosclerotica. Studi angiografici con ultrasonografia
intravasale hanno dimostrato una parziale regressione delle placche ateromasiche a
seguito di una terapia intensiva e prolungata con statine.

Statine in prevenzione primaria

Numerosi studi clinici, effettuati in pazienti senza storia clinica di malattia CV, hanno
dimostrato che livelli sierici elevati di colesterolemia totale e soprattutto di LDL
comportano un aumento del rischio di sviluppo di malattia aterosclerotica coronarica.
Infatti, anche in prevenzione primaria, esiste una relazione lineare tra la riduzione dei
livelli di LDL e la riduzione del rischio di sviluppo di aterosclerosi.

Nei bambini, adolescenti (10-19 anni) e in eta giovanile (20-39 anni), in caso di livelli
elevati di LDL, il primo trattamento raccomandato ¢ la promozione di uno stile di
vita adeguato che comporti la correzione e la riduzione dei fattori che nel tempo
aumentano il rischio CV (esercizio fisico, alimentazione, controllo del peso corporeo,
abolizione del fumo di sigaretta, ecc.). La terapia farmacologica in questa fascia di eta,
si rende necessaria solo in pazienti selezionati con ipercolesterolemia familiare o alti
livelli di LDL (>160 mg/dL [>4.1 mmol/L]), con familiarita per eventi CV e che non
rispondono, o non sono aderenti, alle modifiche dello stile di vita .

I pazienti con ipercolesterolemia familiare e gli adulti dai 45 ai 75 anni con
ipercolesterolemia severa, o con altri fattori di rischio come il diabete o I'ipertensione
arteriosa, sono solitamente candidati ad un trattamento immediato con statine oltre
alle modifiche dello stile di vita. Il tipo di trattamento da iniziare dovrebbe essere
scelto in base al rischio globale del paziente e quindi al target di LDL da raggiungere.
In caso di rischio CV basso o intermedio, puo essere utile I'integrazione degli score
di rischio con i cosiddetti risk modifiers, ovvero determinanti aggiuntivi di rischio
che permettono di riclassificare il rischio del paziente (generalmente da intermedio a
classi di rischio piu elevate), come il Calcium Score Calculator (CAC), lankle-brachial



index (ABI) e la presenza di placche carotidee, femorali o coronariche, per definire
meglio il profilo di rischio CV globale 9. I pazienti diabetici, specie coloro con storia
di malattia >10 anni, con fattori di rischio associati e/o danno dorgano, sono pazienti
considerati a rischio CV alto o molto alto, pertanto, dovrebbero precocemente iniziare
un trattamento con statine %)

Leta & un importante indicatore della classe di rischio per malattia aterosclerotica,
ma non € l'unico da considerare e non riflette quelli che sono i fattori di rischio
individuali. In quest'ultimi sono da considerare sia fattori genetici, che acquisiti, come
per esempio: malattie infiammatorie croniche, sindrome metabolica, insufficienza
renale cronica, livelli sierici elevati ed inspiegabili di proteina C-reattiva (PCR), che
sembrano aumentare la predisposizione ad eventi aterotrombotici. In presenza di
fattori di rischio aggiuntivi, in coloro che per eta hanno un rischio, sarebbe giustificato
I'inizio del trattamento con statine, nel caso in cui le modifiche dello stile di vita non
siano sufficienti a mantenere livelli adeguati di LDL 2.

Importanti studi hanno dimostrato il ruolo favorevole della riduzione di LDL in
prevenzione primaria.

Lo studio JUPITER (Rosuvastatin to Prevent Vascular Events in Men and Women with
Elevated C-Reactive Protein) "* ha arruolato 17.800 pazienti (uomini >50 anni, donne
>60 anni), senza storia pregressa di malattia coronarica, livelli di LDL pari o inferiori
a 130 mg/dL e valori di PCR >2 mg/L. Di questi, un gruppo (8900 pazienti) ¢ stato
randomizzato a rosuvastatina 20 mg e laltro gruppo (8900 pazienti) a placebo. Nel
gruppo trattato con rosuvastatina ce stata una riduzione significativa dell'incidenza di
eventi CV maggiori (infarto e ictus), rispetto al gruppo trattato con placebo. Il gruppo
in trattamento attivo ha avuto una riduzione dei livelli di LDL del 50% e dei livelli di
PCR del 37%. Evidenze ancora piu significative sono state fornite dallo studio HOPE-
3 39 che, nel braccio lipidico, ha confrontato rosuvastatina 10 mg vs. placebo in
individui a rischio moderato in prevenzione primaria e livelli mediani di LDL di 130
mg/dL. Lo studio ha dimostrato una sorprendente riduzione dell'endpoint primario
composito costituito da morte CV, infarto miocardico (IM) non fatale o stroke non
fatale e dei singoli endpoint CV secondari, dimostrando, per la prima volta, come un
approccio assimilabile ad una strategia di popolazione possa contribuire a ridurre
mortalita e morbilita CV in maniera significativa.

Statine in prevenzione secondaria

Lo studio 4S (Scandinavian Simvastatin Survival Study) 3V ¢ stato il primo trial clinico
randomizzato, controllato, che ha dimostrato lefficacia delle statine in prevenzione
secondaria. Lo studio ha arruolato 4444 pazienti, con storia di pregresso IM ed elevati
livelli di colesterolemia (213-310 mg/dL); lendpoint primario era la valutazione
dellefficacia di 20 o 40 mg di simvastatina vs. placebo in un follow-up medio di 5,4
anni. Lo studio ha dimostrato che i pazienti trattati con simvastatina avevano una
riduzione dei livelli di colesterolemia totale e di LDL del 25% e 35% rispettivamente,
ed un aumento dell'8% dei valori di HDL. La mortalita totale, che rappresentava
Pendpoint primario dello studio, nei pazienti trattati con statina e stata dell'8% vs. il
12% del gruppo trattato con placebo, con una riduzione del rischio relativo del 30%
(rischio relativo - RR 0.70, 95% Cl 0.58-0.85; p=0.0003). I pazienti morti per cause
CV sono stati 111 nel gruppo simvastatina e 189 nel gruppo placebo (RR 0.58, 95% CI
0.46-0.73). Durante i sei anni di follow-up, 431 (19%) pazienti trattati con simvastatina
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hanno avuto un nuovo evento coronarico rispetto a 622 (28%) pazienti nel gruppo
placebo, con una riduzione del rischio relativo del 34% (RR 0.66, 95% CI 0.59-0.75;
p<0.00001). E interessante osservare come lo studio 4S sia stato I'unico frial con statine
a poter investigare, per gli elevati livelli di LDL basali della popolazione arruolata e per
lelevato profilo di rischio basale, un endpoint primario di mortalita per tutte le cause.
Lefficacia delle statine in prevenzione secondaria, ¢ stata confermata a meta degli anni
’80 dallo studio LIPID (The Long-Term Intervention with Pravastatin in Ischaemic
Disease) 12 che ha valutato lefficacia della pravastatina 40 mg sulla riduzione degli
eventi CV nei pazienti con IM e/o angina instabile. Il LIPID ha arruolato 9014 pazienti,
randomizzati a pravastatina vs. placebo. Il gruppo pravastatina ha dimostrato una
riduzione significativa di mortalita globale (11.0% vs. 14.1%, riduzione del RR 22%)
e per cause CV (6.4% vs. 8.3%, riduzione del RR 24%), rispetto al gruppo trattato con
placebo. Nei pazienti trattati con pravastatina, ce stata una riduzione significativa del
rischio di eventi CV in termini di IM (riduzione del RR 29%; p<0.001), morte CV o
IM non fatale (riduzione del RR 24%; p<0.001), ictus (riduzione del RR 19%; p=0.048)
e necessita di rivascolarizzazione coronarica (riduzione del RR 20%; p<0.001).

Un ulteriore importante risultato sull'utilizzo delle statine in prevenzione secondaria,
¢ arrivato dallo studio CARE (The Cholesterol and Recurrent Events) **%, dove ¢ stata
valutata la correlazione tra la riduzione di LDL ed eventi CV in pazienti i cui i valori
basali di colesterolo totale erano <240 mg/dL. Il CARE ha arruolato 4159 pazienti,
con pregresso IM e livelli di colesterolo LDL tra 115 e 174 mg/dL, randomizzati a
pravastatina 40 mg o placebo. Lo studio, durato 5 anni, ha dimostrato una ridotta
incidenza di morte CV, IM fatale e non fatale (endpoint primario) in pravastatina;
in particolare, ¢ stata registrata una percentuale di eventi del 10.2% nel gruppo in
trattamento, rispetto al 13.2% del gruppo in placebo con una riduzione del RR del
24%. Ck stata, inoltre, una riduzione dell'incidenza di ictus del 31% nel gruppo in
trattamento attivo rispetto al placebo.

I risultati dei primi trials con le statine hanno dimostrato chiaramente come la
riduzione dei livelli di LDL riduca il tasso di eventi coronarici ma, dato ancor piu
interessante, € stata losservazione che il beneficio clinico ¢ direttamente proporzionale
al grado di riduzione dei livelli di LDL. Questa constatazione ha dato il via ad unaltra
serie di studi clinici con dosaggi pit elevati di statine vs. dosaggi pit1 bassi e di confronto
tra statine ad alta intensita (atorvastatina e rosuvastatina) e statine a bassa intensita
(simvastatina e pravastatina).

Lo studio TNT (Treating to New Targets) ¥ a avuto lobiettivo di valutare se il
trattamento con alti dosaggi di atorvastatina, 80 mg vs. 10 mg, fosse pit efficace
sulla riduzione del rischio di eventi CV in pazienti con storia clinica di cardiopatia
ischemica. Sono stati arruolati 10.001 pazienti con malattia coronarica stabile e valori
di LDL <130 mg/dL. I follow-up medio ¢ stato di 4,9 anni, durante il quale i pazienti
con atorvastatina 80 mg hanno raggiunto un target di LDL di 77 mg/dL, rispetto ai
101 mg/dL dei pazienti trattati con 10 mg. Durante il follow-up, I'incidenza di eventi
CV ¢ stata dell'8.7% rispetto al 10.7% nei i pazienti trattati con alti vs. bassi dosaggi
di statina (p=0.0002). Non ce stata alcuna differenza nei due gruppi riguardo alla
mortalita totale.

Invece, lo studio IDEAL (High-Dose Atorvastatin vs. Usual-Dose Simvastatin for
Secondary Prevention After Myocardial Infarction) "* ha arruolato 8888 pazienti
con pregresso IM, seguiti per un follow-up medio di 4,8 anni. I pazienti sono stati
randomizzati a una dose elevata di atorvastatina 80 mg o a simvastatina 20 mg.



I pazienti trattati con atorvastatina hanno raggiunto un valore di LDL di 81 mg/
dL, rispetto al valore di 104 mg/dL del gruppo simvastatina. Lincidenza di eventi
coronarici maggiori ¢ stata del 9.3% nel gruppo atorvastatina, rispetto al 10.4% nel
gruppo simvastatina (Hazard Ratio - HR 0.89, 95% CI 0.78-1.01; p=0.07). Lincidenza
di IM non fatale ¢ stata del 6% nel gruppo in trattamento con atorvastatina, rispetto al
7.2% del gruppo simvastatina (HR 0.83, 95% CI 0.71-0.98; p=0.02). Anche I'incidenza
di eventi CV maggiori ¢ stata piu elevata nel gruppo simvastatina rispetto al gruppo
atorvastatina (HR 0.87, 95% CI 0.77-0.98; p=0.02). I trials eseguiti in questa fase
temporale sebbene abbiano dimostrato una relazione lineare tra la riduzione dei livelli
di LDL e la riduzione del rischio di eventi CV, hanno arruolato pazienti con sindromi
coronariche croniche o pazienti con storia di IM, ma non hanno valutato lefficacia
della riduzione dei livelli sierici di LDL nel follow-up post-SCA.

Lo studio MIRACL (Myocardial Ischaemia Reduction with Aggressive Cholesterol
Lowering) * stato il primo trial eseguito per valutare lefficacia e la sicurezza di un
trattamento intensivo con statine nei pazienti con NSTEMI o angina instabile. I
MIRACL ha arruolato 3086 pazienti di eta 218 anni dopo 24-96 ore dall'insorgenza
dei sintomi. Il disegno dello studio prevedeva il trattamento con atorvastatina 80 mg o
placebo per 16 settimane. Il trattamento con atorvastatina ha ridotto significativamente
i livelli di LDL, da un valore basale di 124 mg/dL a 81 mg/dL dopo 16 settimane di
trattamento. I pazienti in trattamento con atorvastatina hanno avuto una riduzione
significativa di eventi CV rispetto al placebo (RR 0.88, 95% CI 0.70-1.00; p=0.048). 11
MIRACLE ha dimostrato per la prima volta come il trattamento precoce ed intensivo
dopo SCA, sia in grado di ridurre 'incidenza di eventi coronarici nel follow-up a
medio termine.

In ultimo, lo studio PROVE-IT **” ha randomizzato 4162 pazienti ospedalizzati per
SCA nei 10 giorni precedenti l'arruolamento, a ricevere pravastatina 40 mg (standard
therapy) o atorvastatina 80 mg (intensive therapy). Lendpoint primario dello studio era
un composito di mortalita per tutte le cause, IM, angina instabile, rivascolarizzazione
e stroke. Il trattamento intensivo ha determinato una pit efficace riduzione del valore
di LDL (62 mg/dL vs. 95 mg/dL del trattamento standard) ed una minore occorrenza
dell'endpoint primario (22.4% vs. 26.3% del trattamento standard) con una significativa
riduzione del rischio pari al 16% in un follow-up mediano di 24 mesi, sottolineando
che un trattamento intensivo in fase acuta fornisce una maggiore protezione in un
follow-up a medio termine rispetto alla terapia standard.

I dati che hanno generato il cambio di paradigma sulla riduzione dei livelli di LDL
nel post-infarto sono provenuti da uno studio di metanalisi del Cholesterol Treatment
Trialists’ (CTT) Collaboration * che ha incluso 21 trials randomizzati e circa 170.000
pazienti, con un follow-up medio di 4,8 anni, dimostrando che non solo ¢ necessario
ridurre i livelli di LDL, ma che esiste una correlazione lineare tra la riduzione di LDL
e gli eventi CV, e che questa relazione continua ad essere lineare anche a livelli molto
ridotti di LDL (<50 mg/dL). In altri termini, maggiore ¢ la riduzione del colesterolo
LDL, maggiore ¢ lefficacia sulla riduzione dei MACE per cui, nella comunita scientifica
internazionale ce stata la consapevolezza del “the lower the better”.

Tutti i trials di prevenzione secondaria hanno, inoltre, dimostrato che il trattamento
con statine riduce il rischio di ictus tra i pazienti con storia di malattia coronarica ed
in quelli a rischio elevato di malattie CV. Uno studio di metanalisi eseguito su circa
90.000 pazienti trattati con statine, ha dimostrato che anche la riduzione del rischio
di ictus era direttamente proporzionale alla riduzione dei livelli plasmatici di LDL.

lc6 | 71|



|72 | ¢6 |

I dati in letteratura sulla efficacia delle statine nella riduzione del rischio ictus/TIA in
pazienti con una storia pregressa di stroke ischemico non sono tuttavia cosi corposi se
paragonati allevidenza riguardo alla prevenzione secondaria del post-IM.

Le statine negli studi sulla progressione dell'aterosclerosi
Nello studio REVERSAL (Reversal of Atherosclerosis with Aggressive Lipid Lowering)

(138 ¢ stato valutato leffetto di un trattamento ipolipemizzante intensivo con
atorvastatina 80 mg rispetto al trattamento con pravastatina 40 mg, mediante
metodica ecografica intravascolare (IntraVascular UltraSound, IVUS), sulla
progressione di aterosclerosi coronarica in pazienti con coronaropatia. LIVUS ¢
stata eseguita a tempo 0 e a 18 mesi in 502 pazienti con coronaropatia. Lendpoint
primario era rappresentato dalla variazione percentuale del volume dell'ateroma. Nel
gruppo in trattamento con atorvastatina non ¢ stata osservata alcuna progressione
della placca ateromasica. La variazione del volume dell'ateroma & stata di -0,4 % per
il gruppo in trattamento con atorvastatina e +2,7 % per il gruppo in pravastatina.
Lo studio ASTEROID "%, invece, ha valutato leffetto di rosuvastatina 40 mg sul
volume dell'ateroma rispetto al placebo su 349 pazienti, al basale e dopo 24 mesi di
follow-up. La terapia con rosuvastatina, oltre a ridurre i livelli di LDL a 60,8 mg/dL,
ha dimostrato di essere efficace nel ridurre significativamente il volume dell'ateroma
dopo 24 mesi di trattamento.

A fronte delle indiscutibili evidenze disponibili sulla efficacia e sulla intensita di
riduzione di LDL le ultime Linee Guida dellESC del 2019 sul trattamento delle
dislipidemie raccomandano in tutte le categorie di rischio, tranne che nei pazienti
a basso rischio, una riduzione piu aggressiva di LDL rispetto alle precedenti
raccomandazioni. In prevenzione secondaria, le statine ad alta efficacia (rosuvastatina,
atorvastatina) sono raccomandate, alla massima dose tollerata, in classe 1A, ed in
associazione con ezetimibe se non sufficienti, per raggiungere i target di LDL sulla
base del livello di rischio CV individuale.

Sicurezza e tollerahilita

Le statine sono in generale dei farmaci ben tollerati. La maggior parte dei pazienti
inizialmente intolleranti ad una statina ¢ poi in grado di proseguire il trattamento
utilizzando un altro tipo di statina, oppure riducendone il dosaggio. I pazienti che
ricevono un trattamento prolungato e con alti dosaggi hanno un rischio maggiore
di sviluppare eventi avversi, tra cui crampi e/o dolori muscolari, o altri sintomi,
a volte alquanto aspecifici. La mialgia da statine, il cosiddetto statin-associated
muscle symptoms (SAMS), ¢ riportata nel 10-15% dei pazienti in trattamento,
¢ caratterizzata da dolori muscolari diffusi in assenza di aumento del livello
sierico di CPK o di marcata limitazione funzionale. Effetti collaterali gravi come
la rabdomiolisi sono stimati nellordine dello 0.2%, determinano un aumento
oltre dieci volte dei livelli di CPK plasmatici e possono provocare insufficienza
renale secondaria, con urine scure per la presenza di mioglobinuria. Non molto
frequente ¢ leffetto tossico sul fegato; viene considerato indice di danno epatico
con indicazione alla sospensione della terapia, un aumento delle transaminasi
tre volte superiore ai valori di riferimento. Inoltre, ce da tener conto, che in una
piccolissima percentuale di pazienti ¢ anche possibile avere un aumento dei valori
di lipasi ed amilasi, come espressione anche di un danno pancreatico. Effetti



collaterali piti comuni anche a tanti altri farmaci, sono la dispepsia, la nausea e
lastenia. Particolare attenzione va rivolta a pazienti di eta >75 anni; in questi,
alti dosaggi di statine sono spesso mal tollerati, aumentano gli effetti collaterali e
riducono la compliance alla terapia. Il monitoraggio frequente delle transaminasi,
del CPK e degli enzimi pancreatici non ¢ raccomandato. Comunque sia, & sempre
utile fare una valutazione periodica a seconda del tipo di trattamento, delleta del
paziente e degli eventuali sintomi riferiti dai pazienti.

Alcuni trattamenti farmacologici possono interferire con I'uso di statine. Le drug-
drug interactions si sviluppano quando la farmacocinetica o la farmacodinamica diun
farmaco viene modificata dalla precedente o dalla contemporanea somministrazione
di un altro farmaco, con conseguente alterazione delleffetto atteso. Particolare
attenzione va posta alle interazioni farmacologiche a livello del citocromo P450.
Infatti, alcuni farmaci come la ciclosporina, 'amiodarone, il verapamil, il diltiazem,
il gemfibrozil e leritromicina, inibiscono lattivita del citocromo P450-3A4. In
questi casi, l'utilizzo di statine che non interagiscono con questi citocromi, come la
rosuvastatina o la fluvastatina, ha un rischio minore di sviluppare effetti indesiderati.
Le statine, soprattutto in individui con sindrome metabolica e pre-diabete possono
aumentare del 9% il rischio di sviluppare diabete (odds ratio - OR 1.09, 95% CI 1.02-
1.17) 9, mentre sono stati definitivamente sconfessati i presunti effetti sfavorevoli
sugli ictus emorragici e sui disturbi cognitivi in pazienti con livelli particolarmente
ridotti di LDL.

Ezetimibe

Farmacodinamica e farmacocinetica

Lezetimibe ¢ un farmaco ipolipemizzante che agisce inibendo I'uptake del colesterolo
alimentare, biliare e dei relativi steroli vegetali a livello del piccolo intestino, senza
interferire con l'assorbimento dei nutrienti liposolubili. Lezetimibe ha come bersaglio
molecolare la proteina Niemann-Pick C1-Like 1 (NPCIL1), un trasportatore degli
steroli, espresso sia sulle cellule intestinali, a livello dellorletto a spazzola, che sulle
cellule epatiche. A seguito della ridotta disponibilita di colesterolo a livello epatico,
si ha un incremento dellespressione dei recettori LDL sulla superficie degli epatociti
con conseguente incremento dell'uptake e della clearance sierica di LDL ed un effetto
positivo sulla riduzione dei livelli plasmatici di LDL.

Lezetimibe assunto per via orale, viene ampiamente assorbito nel tratto gastrointestinale
e successivamente metabolizzato a livello dellintestino tenue e nel fegato. Il
metabolismo si configura con un processo di coniugazione che porta alla formazione
di ezetimibe-glucuronide, metabolita farmacologicamente attivo. Il picco plasmatico
(C,,) di ezetimibe-glucuronide si verifica entro una o due ore dallassunzione. Il
legame alle proteine plasmatiche di ezetimibe e della sua forma glucuronata si attesta
rispettivamente per il 99.7% e 1'88-92%. In considerazione del suo basso effetto di
inibizione o induzione sul citocromo P450, presenta meno interazioni farmacologiche
delle statine; viene eliminato prevalentemente per via biliare e solo in minima parte
per via urinaria raggiungendo unemivita di 22 ore.

Nei pazienti con insufficienza renale o disfunzione epatica lieve (punteggio Child-
Pugh 5-6), non ¢ necessario eseguire modifiche del dosaggio farmacologico; al
contrario un punteggio Child-Pugh >9 controindica I'utilizzo del farmaco.
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Efficacia e sicurezza di ezetimibe: trial clinici

Lezetimibe, in monoterapia al dosaggio di 10 mg/die, determina una riduzione dei
livelli di LDL di circa il 15-20% ed un aumento del 4-9% di HDL. Inoltre, ha un profilo
di tollerabilita quasi simile al placebo. In monoterapia ¢ raccomandato esclusivamente
in quei pazienti che riferiscono intolleranza alle statine, in tutti gli altri casi &
preferibile l'associazione con le statine per potenziare lefficacia di entrambi i composti
e migliorarne la tollerabilita (Tabella 3).

Il trial multicentrico giapponese EWTOPIA-75 (Ezetimibe Lipid-Lowering Trial on
Prevention of Atherosclerotic Cardiovascular Disease in 75 or Older) ™", ha valutato la
terapia con ezetimibe 10 mg vs. terapia standard dietetica, in pazienti di eta >75 anni,
senza storia clinica di coronaropatia avendo come outcome primario un composito
di morte cardiaca improvvisa, IM, rivascolarizzazione coronarica o ictus. Il trial ha
dimostrato lefficacia di ezetimibe nel ridurre I'incidenza dell'outcome primario (HR
0.66, 95% CI 0.50-0.86; p=0.002). Tuttavia, non & stata riscontrata alcuna differenza,
rispetto al placebo, nell'incidenza di ictus, mortalita per tutte le cause o eventi avversi
tra i gruppi di studio.

Una metanalisi eseguita su otto RCT
monoterapia con ezetimibe nel trattamento dell'ipercolesterolemia eterozigote
familiare e non familiare, su un totale di 2722 pazienti. Lanalisi ha dimostrato che il
farmaco in monoterapia comportava una riduzione significativa del 18.5% dei valori
di LDL rispetto al placebo. Inoltre, & stata dimostrata una riduzione significativa del
colesterolo totale (-13.46%), dei TG (-8.06%) e un lieve aumento delle HDL (+3%).

42) ha valutato lefficacia e la sicurezza della

Terapia di associazione statine/ezetimibe

La terapia di associazione con statine ed ezetimibe ha il vantaggio di combinare
leffetto delle statine, che riducono la sintesi epatica del colesterolo mediante il blocco
dellenzima HMGCoA reduttasi e quello dellezetimibe, che blocca I'assorbimento
intestinale del colesterolo. La terapia di combinazione ha diversi vantaggi: 1) ¢ pil
efficace sulla riduzione dei livelli di LDL e consente di raggiungere i valori target pil

Tabella 3. Effetto sulla riduzione di LDL delle diverse combinazioni ezetimibe/statina (Modificata da De Luca
L. et al. Kardiol Pol 2020:78:850-860)

Trattamento farmacologico Riduzione media LDL

Ezetimibe/atorvastatina

10/10mg 53%

10/20mg 54%

10/40 mg 56%

10/80 mg 61%
Ezetimibe/rosuvastatina

10/5mg 52%

10/10mg 57%

10/20mg 64%
Ezetimibe/simvastatina

10/10mg 45%

10/20 mg 52%

10/40mg 55%

10/80 mg 60%




facilmente e pill precocemente di quanto non avvenga con le sole statine; 2) permette
di utilizzare dosaggi piu bassi di statine, il che riduce il rischio di effetti avversi ed
aumenta la compliance nel medio-lungo termine. Inoltre, in caso di utilizzo di
combinazioni fisse, si ha un effetto favorevole sulladerenza alla terapia.

Efficacia e sicurezza della combinazione statina/ezetimibe:

trial clinici

Lo studio IMPROVE-IT (Improved Reduction of Outcomes: Vytorin Efficacy International
Trial) 1) & stato il pitl importante trial randomizzato disegnato per valutare lefficacia
dellassociazione statina-ezetimibe rispetto a statina in monoterapia nei pazienti
con SCA. 1l trial IMPROVE-IT ha randomizzato 18.144 pazienti con SCA (STEMI/
NSTEMI) e livelli basali di LDL compresi tra 50 e 125 mg/dL a simvastatina/ezetimibe
vs. simvastatina in monoterapia, seguiti per un follow-up medio di 7 anni. Il dosaggio di
simvastatina di base era di 40 mg/die, titolato a 80 mg/die nei pazienti che continuavano
ad avere un valore di LDL >79 mg/dL. Gia dopo un anno dall'inizio del trattamento, i
risultati hanno documentato una efficacia schiacciante dellassociazione simvastatina/
ezetimibe sulla riduzione dei livelli di LDL. Il gruppo di pazienti in trattamento con la
terapia di associazione aveva raggiunto un valore medio di 53,3 mg/dL (1,4 mmol/L),
rispetto a 69,9 mg/dL (1,8 mmol/L) del gruppo di pazienti in trattamento con simvastatina
in monoterapia (p<0.001). Il tasso di eventi CV a 7 anni, endpoint primario combinato
di mortalita per cause CV, eventi coronarici maggiori (IM non fatale, angina instabile
richiedente ospedalizzazione e rivascolarizzazione coronarica) e ictus non fatale ¢ stato
del 32.7% nel gruppo simvastatina-ezetimibe e del 34.7% in placebo (p=0.016) (Figura 4).
Il rischio di IM e di ictus € stato significativamente pil basso nel gruppo simvastatina/
ezetimibe rispetto a simvastatina in monoterapia (HR 0.87, p=0.002 e HR 0.79,
p=0.008, rispettivamente). Invece, i tassi di mortalita CV e per tutte le cause sono

40 | e Simy 2742 eventi (34.7%)
== Simv/Ezet 2572 eventi (32.7%)
HR, 0.936 (95% CI, 0.89-0.99): P=0.016
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Years since Randomization

Endpoint primario composito: morte CV, evento coronarico maggiore (IMA non fatale, angina
instabile, rivasc coronarico), ictus non fatale

CV: cardiovascolare, IMA: infarto miocardico acuto

Figura 4. Curve di Kaplan-Meier per I'endpoint primario dello studio IMPROVE-IT
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risultati simili nei due gruppi. Il beneficio della terapia di combinazione ¢ stato
significativo in particolar modo nei pazienti diabetici e nei pazienti di eta >75 anni. La
sospensione del trattamento per eventi avversi si € verificata nel 10.1% dei pazienti in
simvastatina rispetto al 10.6% dei pazienti trattati con simvastatina/ezetimibe.

Le implicazioni cliniche dello studio IMPROVE-IT sono state di fondamentale
importanza per il trattamento dell'ipercolesterolemia in prevenzione secondaria. E
stato il primo studio a dimostrare che la riduzione dei valori di LDL al di sotto di
70 mg/dL (considerato allepoca il valore target di riferimento e raccomandato dalle
linee guida), determina una ulteriore riduzione del rischio relativo di eventi avversi
maggiori nei pazienti con SCA. Inoltre, ha confermato che la riduzione del rischio di
eventi CV ¢ presente nel follow-up a medio-lungo termine. Pertanto, ¢ fondamentale
che sia raggiunto il target raccomandato di LDL (attualmente, grazie allo studio
IMPROVE-IT, le linee guida raccomandano un valore <55 mg/dL, essendo i pazienti
con SCA ad altissimo rischio CV) e, dato anchesso importante, ¢ che questo target
rimanga costante nel tempo, per avere un beneficio sulla riduzione del rischio di
eventi cardio e cerebrovascolari.

La terapia di associazione si ¢ dimostrata vantaggiosa anche in specifiche categorie di
pazienti come documentato dallo studio SHARP . In tale studio sono stati arruolati
oltre 9000 pazienti con insufficienza renale cronica. I pazienti sono stati randomizzati
nel ricevere l'associazione simvastatina/ezetimibe (20/10 mg/die) o placebo. Dopo
un follow-up medio di circa 5 anni, i pazienti in terapia di associazione, inclusa la
popolazione in trattamento dialitico, hanno avuto una riduzione significativa del 17%
degli eventi CV, secondari ad aterosclerosi, rispetto a quanto osservato nel gruppo
trattato con placebo.

Una serie di studi ha, inoltre, dimostrato il vantaggio della combinazione statina/
ezetimibe rispetto alla statina in monoterapia o al raddoppio della dose di statina.
Nel trial Combination Therapy of Rosuvastatin and Ezetimibe '**) eseguito in pazienti
a rischio CV elevato, ¢ stato dimostrato che il tasso di raggiungimento del target di
LDL ¢ nettamente superiore nei gruppi trattati con farmaci in combinazione, rispetto
a quelli trattati con la sola statina (91% vs. 73%). La somministrazione combinata
di rosuvastatina ed ezetimibe si ¢ dimostrata piu efficace nel ridurre gli eventi
avversi drug-related, rispetto alla somministrazione della statina in monoterapia e
questo comporta certamente incremento della compliance e dell'aderenza alla terapia
ipocolesterolemizzante. Un altro vantaggio della terapia di combinazione rispetto
alla monoterapia ¢ la maggiore efficacia nell'indurre una regressione del volume della
placca ateromasica 49,

Lo studio ACTE "*” ha confrontato lefficacia di rosuvastatina 5 0 10 mg/ezetimibe 10
mg verso il raddoppio della dose di rosuvastatina da 5 a 10 mg o da 10 a 20 mg nel
ridurre il colesterolo LDL in 440 pazienti a rischio CV moderato/alto. Lo studio ha
dimostrato a 6 settimane una maggiore riduzione di colesterolo LDL con la terapia
combinata rosuvastatina/ezetimibe rispetto allaumento della dose in monoterapia con
rosuvastatina (21% vs. 5.7%, rispettivamente; differenza tra gruppi 15.2%, p<0.001);
risultati simili sono stati osservati quando ogni strato in rosuvastatina ¢ stato analizzato
singolarmente. Similarmente, lo studio EZ-PATH "*® ha confrontato lefficacia di
atorvastatina 40mg/ezetimibe 10 mg verso il raddoppio della dose di atorvastatina da
40 a 80 mg. Lo studio ha confermato a 6 settimane una maggiore riduzione del valore
di LDL con la combinazione atorvastatina/ezetimibe vs. la monoterapia raddoppiata
(27% vs. 11%, rispettivamente; differenza tra gruppi 16%, p=0.001).



Lo studio I-Rosette ¥ ha confrontato i diversi dosaggi della combinazione
rosuvastatina/ezetimibe vs. monoterapia con rosuvastatina alle varie dosi disponibili
in 396 pazienti con ipercolesterolemia sia in prevenzione primaria che secondaria.
Dopo 8 settimane di trattamento la variazione percentuale di LDL rispetto a basale
¢ stata di -57% e —44.4% nei gruppi totali rosuvastatina/ezetimibe e rosuvastatina,
rispettivamente (p<0.001). Lefficacia nella riduzione del valore di LDL di ogni
combinazione rosuvastatina/ezetimibe ¢ stata superiore a quella di ogni dose di
rosuvastatina e >50% in tutti i gruppi di terapia di combinazione. Il numero dei
pazienti che ha raggiunto i livelli target di colesterolo LDL alla settimana 8 ¢ stata
significativamente maggiore nel gruppo rosuvastatina/ezetimibe (180 [92.3%])
rispetto al gruppo in monoterapia con rosuvastatina (155[79.9%]) (p<0.001).

La terapia di combinazione si pone dunque come risorsa fondamentale per il cardiologo
e per il paziente, in quanto ¢ piu efficace nel raggiungimento e nel mantenimento del
target di LDL e consente di ridurre i dosaggi di statina, migliorando la tollerabilita del
paziente al trattamento e l'aderenza. Barkas ef al. " in una revisione della letteratura
pubblicata nel 2013 hanno riportato che i pazienti in terapia con una combinazione
precostituita per il trattamento dell'ipercolesterolemia erano per il 32% piu aderenti
al trattamento rispetto ai pazienti in terapia con multipli singoli farmaci (OR 1.32,
95% CI 1.27-1.36; p<0.01). Per tale motivo le ultime Linee Guida dellESC 10 e le
pil recenti raccomandazioni EAS "%, ne suggeriscono l'uso in pazienti a rischio CV
alto e molto alto, ovvero in quei soggetti in cui ¢ inverosimile raggiungere il target
desiderato di LDL con la sola statina, anche se ad alta intensita ed alta dose. In tale
contesto assumono un posto predominante i pazienti con ASCVD che gia per la sola
presenza di aterosclerosi manifesta si collocano in una classe di rischio molto alto con
un target di LDL <55 mg/dL. In tali pazienti, 'EAS suggerisce un algoritmo specifico
(Figura 5) che raccomanda di considerare I'associazione in singola compressa come

[ NO ( Aumentare I'intensita
I L della statina
(sl [oL=romg/ar )

1 { S| ( Switch a statina alta
—_— L intensita/ezetimibe

[ STEP1 } {Paziente gid in}

statina?

Iniziare statina }

v I @\ ad alta intensita

(N0 [LoL=100 mg/a? ]

| . { 9| ( Iniziare con associazione statina }

alta intensita/ezetimibe

ASCVD: atherosclerotic cardiovascular disease

Figura 5. Primo step di trattamento dell'ipercolesterolemia nel paziente con ASCVD (Modificata da ref #126)
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primo step terapeutico: i pazienti gia in trattamento con statina e con LDL >70 mg/
dL dovrebbero essere switchati direttamente a trattamento combinato statina ad alta
intensita/ezetimibe; i pazienti non ancora in terapia con statina dovrebbero ricevere
upfront tale combinazione in presenza di un valore basale di LDL >100 mg/dL.
Questa raccomandazione, che supera 'anacronistico algoritmo terapeutico a gradini
delle linee guida ESC 2019, dovrebbe rappresentare Iapproccio convenzionale al
trattamento della ipercolesterolemia nei pazienti a rischio molto elevato, ai fini del
raggiungimento precoce del target lipidico, miglioramento dell'aderenza terapeutica,
riduzione degli effetti collaterali delle alte dosi di statine.

Associazioni fisse statine-antipertensivi

La combinazione in singola compressa di statina ad alta efficacia e antipertensivi
rappresenta una recente importante opportunita terapeutica per i pazienti ipertesi.
La coesistenza di ipertensione e dislipidemia varia tra il 15 ed il 30% circa e le linee
guida ESC/ESH sullipertensione e sulle dislipidemie hanno reso piu stringenti i target
di LDL nei soggetti ipertesi. Dunque, la disponibilita in singola compressa di farmaci
che agiscono su differenti fattori di rischio CV rappresenta una nuova potenzialita
terapeutica per il controllo simultaneo della pressione arteriosa e dei valori di LDL.
In tale contesto lo studio ASCOT “*" forni nel 2003 importanti evidenze, soprattutto,
per questo aspetto, provenienti dal braccio di pazienti ipertesi ad alto rischio
CV randomizzati, oltre che a differenti modalita di riduzione della pressione, al
trattamento con atorvastatina o placebo. Fu riportata una significativa riduzione pari
al 36% degli eventi CV maggiori negli ipertesi in prevenzione primaria randomizzati
ad atorvastatina (HR 0.64, 95% CI 0.50-0.83; p=0.0005) successivamente confermata
nella osservazione a lungo termine piti recentemente pubblicata **2.



Acidi grassi e fibrati

Savina Nodari, Francesco Fioretti,
Martino Deidda, Giuseppe Mercuro

Acidi grassi

Introduzione

Linteresse per gli acidi grassi polinsaturi (polyunsaturated fatty acids, PUFA) e i loro
effetti favorevoli sul profilo di rischio cardiovascolare (CV) e sulla prevenzione degli
eventi CV & andato crescendo nel corso degli anni, anche se i risultati non sempre
concordanti forniti da studi osservazionali e trial clinici relativi allaumentato apporto
dietetico o farmacologico di tali sostanze ha portato a modificarne le indicazioni e la
prescrivibilita, limitandole attualmente al trattamento dellipertrigliceridemia '?. Le
pit recenti favorevoli evidenze sugli eventi CV hanno tuttavia riconfermato un loro
importante ruolo nellariduzione del rischio residuo rappresentato daipertrigliceridemia
e non-HDL colesterolo in pazienti in trattamento ottimizzato con statine.

Cosa sono gli acidi grassi

Gli acidi grassi (AG) presentano la tipica struttura RCOOH, contenente unestremita
metilica, una catena idrocarburica (R) ed un terminale carbossilico (Figura 1). La
catena di carbonio (C) puo notevolmente variare in lunghezza, con un range compreso
trai2 ei36 atomidi C. Vengono distinti in saturi, monoinsaturi e polinsaturi in base
al numero di doppi legami C=C presenti nella loro molecola (rispettivamente nessuno,
uno o pitt di uno). Gli AG hanno un nome sia sistematico che comune (ad esempio
acido ottadecanoico o stearico) e sono spesso espressi con una formula schematica
(notazione abbreviata): CN:p n-x, dove CN rappresenta il numero totale di atomi di
C, p il numero di doppi legami, x la posizione del primo doppio legame dallestremita
metilica (n) 4.

Rivestono particolare interesse biologico e medico i PUFA n-3 (Omega 3, PUFA
n-3) ed n-6 (Omega 6, PUFA n-6), ovvero AG il cui primo doppio legame ¢ presente
rispettivamente sul terzo e sul sesto atomo di C, numerato dallestremita metilica della
catena carboniosa **?.

Gli acidi linoleico (AL) e alfa-linoleico (ALA) sono definiti essenziali perché non
possono essere sintetizzati de novo nell'uvomo e devono, quindi, essere assunti con la
dieta (Tabella 1); sono considerati i precursori delle famiglie PUFA n-3 ed n-6 (154).
PUFA n-3. Includono 'ALA (18:3 n-3), di origine vegetale e gli AG di derivazione
animale, in ispecie frutti di mare (olio di pesce), principalmente rappresentati
dagli acidi eicosapentaenoico (EPA; 20:5 n-3), docosaesaenoico (DHA; 22:6n-3) e
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Acidi Grassi Acido Miristico (14:0) Acido Palmitico (16:0) Acido Stearico (18:0)

Saturi HU\H/\/\/\/\/\/\/ HU\[(\/\/\/\/\/\/\/ HUTI/\/\/WW\/\/
0 ! I
Acidi Grassi . _
Insaturi Mono-insaturi:

Acido oleico (18:1[n-91) Poli-insaturi:
Acido linoleico (18:2[n-9])

EPA: acido eicosapentaenoico, DHA: acido docosaesaenoico

Figura1. Struttura degli acidi grassi

Tabella 1. Contenuto (in mg) di n-6 PUFA ed n-3 PUFA negli alimenti.

Prodotto AL ALA AA EPA+DHA
n-6 PUFA
Olio di semi di mais 50000 900
Olio di semi di catone 47800 1000
Olio di semi di arachide 23900
Olio di semi di soia 53400 7600
Olio di semi di girasole 60200 500
Olio di cartamo 74000 470
Margarina 17600 1900
Lardo 8600 1000 1070
Uova di gallina 3800 220
Bacon 6080 250 250
Prosciutto 2480 160 130
Soia 8650 1000
Mais 1630 40
Mandarle 9860 260
Noce brasiliana 24900
Arachidi 13900
Noci 34100 6800 530
n-3 PUFA
Olio di colza 19100 8600
Olio di semi dilino 13400 55300
Aringa 150 61 36 1700
Salmaone 440 550 300 1200
Trota 74 30 500
Tonno 260 270 280 400
Merluzzo 4 2 3 300

‘ ‘ ‘ AL: acido linoleico, ALA: acido alfa-linoleico, AA: acido arachidonico, EPA: acido eicosapentaenoico, DHA: acido docosapentaenoico
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docosapentaenoico (DPA, 22:5 n-3). LALA ha mostrato di indurre benefici CV in
studi osservazionali "**, l'assunzione di pesce ¢ risultata protettiva verso il rischio di
malattia coronarica "* e una correlazione negativa tra PUFA n-3 e mortalita CV ¢é
stata segnalata in studi clinici e metanalisi **7.

PUFA n-6. I principali PUFA n-6 sono I'AL e l'acido arachidonico (AA). AL é il
principale PUFA n-6 alimentare ed ¢ contenuto negli oli vegetali, in noci e semi; TAA
si assume principalmente da carne rossa, uova, alghe e olio di pesce "*¥. Unelevata
assunzione di PUFA n-6, prevalentemente di AL in sostituzione di AG saturi,
sembrerebbe associata a un ridotto rischio di cardiopatia ischemica, ictus ischemico
e mortalita CV ). Diversi studi hanno evidenziato I'importanza dellequilibrio tra
PUFA n-6 ed n-3 piuttosto che della quantita assoluta di ogni singola molecola. E la
centralita di questo rapporto € stata sottolineata non solo in ambito cardiologico, ma
anche nella patogenesi delle patologie oncologiche, inflammatorie ed autoimmuni. In
una versione semplificata di tale concetto, un rapporto n-6/n-3 elevato ¢ considerato
dannoso per la salute umana, mentre un valore prossimo ad 1 ¢ ritenuto protettivo nei
confronti delle patologie degenerative .

In soggetti sani alimentati con una dieta tipica svedese ¢ stato osservato come un
rapporto sierico PUFA n-6/n-3 di 4.72:1 risulti associato ad un aumento del numero di
leucociti e piastrine e dei livelli di VEGE quando confrontato con un rapporto PUFA
n-6/n-3 di 2.6:1, garantito agli individui che seguivano una dieta di tipo mediterraneo.
Questo confronto dietetico e le rispettive implicazioni cliniche sono alla base del
riconoscimento dell'importanza dell'alimentazione mediterranea nel mantenimento
di un migliore stato di salute, sancito dall'inserimento di tale dietra nellelenco dei
Patrimoni Immateriali dell Umanita dellUNESCO "¢V,

Meccanismi molecolari alla base degli effetti dei PUFA n-3

I PUFA n-3 producono multipli effetti, manifestando, oltre alla nota funzione
ipolipemizzante e ipotrigliceridemizzante, proprieta anti-inflammatorie, anti-
trombotiche e sulla funzione endoteliale. I meccanismi molecolari attraverso i quali
i PUFA n-3 esercitano la loro pleiotropica attivita sono complessi e non ancora
completamente definiti. In primo luogo, i PUFA n-3 sono incorporati nella parete e
negli organelli cellulari, alterando l'ambiente lipidico delle membrane e la loro fluidita.
Con cio i PUFA n-3 sono coinvolti in diverse funzioni cellulari, quali la trasduzione del
segnale e il protein trafficking. Da questa stessa modalita sembrano derivare gli effetti
benefici dei PUFA n-3 osservati sullinfiammazione, sulla funzione piastrinica e sui
fenotipi dei monociti riconosciuti negli individui con ipertrigliceridemia. In particolare,
la produzione di mediatori specializzati, come le resolvine della serie E derivate dal’EPA
e le protectine e resolvine della serie D derivate dal DHA, possono svolgere un ruolo
importante nella risoluzione del fenomeno inflammatorio. Alla riduzione della risposta
infiammatoria da parte dei PUFA n-3 concorre I'inibizione della generazione di secondi
messaggeri intracellulari, quali il diacilglicerolo ela ceramide. Inoltre, i PUFA n-3 legano
e attivano diversi recettori nucleari e fattori trascrizionali coinvolti nella regolazione
dellespressione di diversi geni che partecipano a funzioni relative all'aterosclerosi, come
I'infiammazione, lomeostasi glucosio-insulina, il metabolismo lipidico e la produzione
di adipocitochine. Infine, lattivazione del peroxisome proliferator-activated receptor-y
da parte di PUFA n-3 determina la riduzione della traslocazione di NF-kB nel nucleo,
riducendo la generazione di molteplici citochine infammatorie %,
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Figura 2 . Meccanismi molecolari alla base degli effetti dei PUFA n-3

Meccanismi alla base dell’'effetto ipolipemizzante dei PUFA n-3

Sebbene la capacita dei farmaci a base di PUFA n-3 di ridurre i trigliceridi (TG)
plasmatici sia ampiamente riconosciuta, il meccanismo d’azione attraverso cui
essi agiscono non ¢ completamente interpretato. I risultati di studi preclinici e
clinici suggeriscono che i PUFA n-3 riducono le concentrazioni plasmatiche di TG
limitandone la sintesi, ma anche diminuendo la loro incorporazione nelle lipoproteine
a densita molto bassa (very low density lipoprotein, VLDL), riducendo la loro secrezione
e migliorando la clearance dei TG da parte delle VLDL (62163,

ol o | E stato proposto che i PUFA n-3 esercitino questi effetti attraverso una serie di
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meccanismi (Figura 3):

- diminuzione della lipogenesi epatica attraverso la soppressione dellespressione della
sterol regulatory element-binding protein-1c (SREBP-1c). Tale effetto, a sua volta,
conduce ad una diminuzione dellespressione degli enzimi preposti alla sintesi di
colesterolo, acidi grassi e TG.

- aumento della f-ossidazione degli AG, con conseguente riduzione della disponibilita
del substrato necessario per la sintesi di TG e VLDL 2.

- inibizione degli enzimi chiave coinvolti nella sintesi epatica dei TG, come la fosfatasi
acida fosfatidica e la diacilgilcerolo aciltransferasi ‘.

- aumento dellespressione della lipoproteina lipasi (LPL), componente chiave delle vie
biosintetiche delle lipoproteine ricche in TG (trygliceride-rich lipoproteins, TRL), con
conseguente, maggiore rimozione dei TG da parte delle VLDL e dei chilomicroni
circolanti.

I costituenti primari delle formulazioni di PUFA n-3,1'EPA e il DHA, hanno, entrambi,

dimostrato di ridurre i TG. Tuttavia, i due PUFA n-3 sono noti per produrre effetti

diversi su LDL e HDL “*°. In una meta-analisi di studi in cui gli effetti del DHA e

dell’EPA sono stati posti a diretto confronto, il DHA ¢ stato associato ad una maggiore

riduzione dei TG, ma anche ad un maggiore incremento del colesterolo LDL rispetto
all’EPA. Il DHA é¢ stato, inoltre, associato ad un aumento delle HDL rispetto al placebo,

ma non rispetto all’EPA. Sono necessari ulteriori studi per chiarire i meccanismi e il

significato di tali differenze .

E stato anche dimostrato che i PUFA n-3 riducono i livelli circolanti di apolipoproteina

CIII (ApoClIII) che si ritiene contribuisca alla progressione dell'aterosclerosi e delle

malattie CV attraverso molteplici meccanismi, tra cui lattivazione e il potenziamento
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sintetizzanti i TG TG sintesi e della

secrezione di VLDL
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PUFA: polyunsaturated fatty acids, FA: fatty acids, TG: trigliceridi, VLDL: very low density lipoproteins,

LPL: lipoprotein lipasi, DGAT: diglyceride acyltransferase, ApoClll: apolipoproteina Clll

Figura 3. Meccanismi alla base dell'effetto ipolipemizzante dei PUFA n-3
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di vie pro-infiammatorie. Inoltre, inibisce anche l'assorbimento mediato dal recettore
delle TRL e dei loro remnants, rallentando la loro clearance, e promuovendo la
formazione di piccole particelle dense di LDL a partire dalle VLDL. CApoCIII fornisce
anche un contributo chiave alla patogenesi dell'ipertrigliceridemia, principalmente a
causa della sua azione inibitoria sul'LPL che idrolizza le TRL plasmatiche, producendo
AG liberi, remnants di chilomicroni e lipoproteine a densita intermedia (intermediate
density lipoproteins, IDL). Alcune particelle di IDL possono subire un'ulteriore idrolisi
mediata da LPL, convertendosi in LDL.

E stato ipotizzato che proprio alle loro differenti interazioni con la sintesi di ApoCIII
possano essere ricondotti i diversi effetti del DHA e delbEPA sul profilo lipidico.
Si ritiene che il DHA riduca la sintesi di ApoCIII, regolando un certo numero di
fattori di trascrizione epatica, quali I'hepatic nuclear factor-4-alpha (HNF4A) e il
forkhead box-O transcription factor O1 (FOXOL1). In questo modo, il DHA promuove
maggiormente lidrolisi delle VLDL, con conseguente maggiore conversione delle
stesse in LDL, determinando infine la formazione di particelle LDL piu grandi e meno
dense. Ulteriori studi si rendono necessari allo scopo di chiarire queste proprieta.
Oltre alleffetto di riduzione dei TG, i PUFA n-3 sono accreditati di ulteriori benefici
effetti sui fattori di rischio cardio-metabolici, dimostrando di ridurre in modo
significativo una serie di marker dell'inflammazione associati all’aterosclerosi e allo
sviluppo di malattie CV. Studi clinici hanno rilevato che i livelli di fosfolipasi A2
lipoproteina-associata (Lp-PLA2) vengono ridotti dai PUFA n-3 e dall'icosapent
etile (IPE) rispetto al placebo, e che la concentrazione di proteina C-reattiva (PCR)
ad alta sensibilita & diminuita dalLIPE %17, Studi preclinici e clinici hanno, altresi,
evidenziato che EPA e DHA possiedono effetti antiaritmici e antiossidanti, migliorano
la funzione endoteliale e favoriscono un profilo di lipoproteine meno aterogenico
se somministrati in associazione alla terapia con statine "®. Anche i biomarcatori
di attivitd piastrinica risultano ridotti dallEPA e dal DHA rispetto al placebo,
indipendentemente dallassunzione concomitante di aspirina e statine e si suppone
che a cio si associ una inibizione dell'aggregazione piastrinica. In merito a questultima
proprieta, si ritiene che il DHA possegga effetti anti-aggreganti piti potenti di quelli
dell’EPA. Inoltre, il DHA ha dimostrato di ridurre la pressione arteriosa e la frequenza
cardiaca e di svolgere un effetto protettivo sul declino cognitivo.

Sebbene la maggior parte degli studi sul potenziale terapeutico dei PUFA n-3 si sia
concentrata sullEPA e sul DHA, ricerche recenti hanno approfondito il meccanismo
dazione del DPA. I livelli di DPA sono risultati associati in modo indipendente ad una
riduzione del rischio di sviluppo di infarto miocardico (IM) e coronaropatia, mentre
ridotti livelli circolanti di DPA hanno dimostrato di associarsi allo sviluppo di placche
ricche in lipidi e di arteriopatia periferica.

EPA, DHA e DPA contrastano laggregazione piastrinica in modo dipendente dalla
dose assunta. Tuttavia, il DPA si € rivelato inibitore dellattivita piastrinica pill potente
dellEPA e del DHA. Come il DHA e I'EPA, anche il DPA puo ridurre lespressione di
geni pro-inflammatori.

Le modalita di riduzione dei TG da parte dei PUFA n-3 a catena lunga differiscono
da quelle di altri farmaci ipolipemizzanti, quali le statine. Pertanto, se somministrati
in combinazione, farmaci delle 2 classi potrebbero potenzialmente determinare effetti
benefici complementari sul profilo lipidico 2. Le riduzioni incrementali dei livelli
di TG che si ottengono quando i PUFA n-3 vengono associati alle statine hanno
confermato questo assunto %)



PUFA n-3 e placca ateromasica

La relazione inversa riscontrata tra lo spessore intima-media della carotide e l'uso di
PUFA n-3 ha suggerito che questi ultimi possano esercitare attivita protettiva nei
confronti dell’aterosclerosi in tale sede. Esiste specifica evidenza che tale effetto si realizzi
attraverso una riduzione dell'inflammazione e unaumentata stabilita della placca.

In uno studio che ha arruolato pazienti sottoposti ad angioplastica coronarica
percutanea ¢ stato valutato il rapporto tra la vulnerabilita della placca ateromasica e il
rapporto sierico PUFA n-3/n-6 "%, Il rapporto EPA/AA ¢ stato esaminato al momento
del ricovero del paziente. Un esame angioscopico del vaso culprit ha valutato la
tonalita di colore della placca (bianco 0; giallo leggero 1; giallo 2; giallo intenso 3) e
leventuale presenza di un trombo. I pazienti con angina stabile (n=38) sono stati divisi
in 2 gruppi in base ad un rapporto EPA/AA ridotto (<0,37; n=19) o elevato (=0,37;
n=19). Nel gruppo con EPA/AA ridotto, la massima tonalita gialla delle placche era
significativamente piu alta rispetto ai pazienti con angina stabile e rapporto EPA/AA
elevato. Il numero di placche gialle non-culprit con associato un trombo tendeva ad
essere piu elevato, senza raggiungere la significativita statistica. Uanalisi multivariata
rivelava un'associazione dei ridotti livelli sierici di EPA e un basso rapporto EPA/AA
con il riscontro di placche gialle di grado 3, maggiormente vulnerabili.

In un altro studio sono state valutate 49 placche ateromasiche non-culprit con
cappuccio sottile (thin-cap fibroatheroma, TCFA) in 30 pazienti con dislipidemia non
trattata farmacologicamente 7. T pazienti sono stati randomizzanti a terapia con
EPA (1,8 g/die) + rosuvastatina (n=15, 23 TCFA) o con sola rosuvastatina (n=15, 26
TCFA). Sono stati eseguiti interventi percutanei e una OCT di follow-up a 9 mesi per
valutare i cambiamenti morfologici delle TCFA. Sono stati valutati anche il rapporto
EPA/AA e i livelli di pentraxina-3. Nonostante che i livelli di LDL durante il follow-
up fossero comparabili nei due gruppi, i soggetti trattati con EPA+statina hanno
presentato un rapporto EPA/AA pit elevato e livelli di pentraxina-3 piu bassi rispetto
a coloro che ricevevano la sola statina. COCT ha, inoltre, evidenziato nel gruppo
EPA + statina un maggiore incremento dello spessore del cappuccio fibrotico, una
riduzione piu evidente dell'arco lipidico e della sua lunghezza, nonché un minor
riscontro di accumulo macrofagico. Tali evidenze suggeriscono che I'uso concomitante
di EPA e rosuvastatina contribuisce alla stabilizzazione di una placca vulnerabile in
misura maggiore rispetto alla sola statina e, presumibilmente, attraverso l'inibizione
dellinfiammazione della parete arteriosa. Il recente trial clinico controllato,
randomizzato, in doppio cieco EVAPORATE 7? ha valutato levoluzione del volume
della placca ateromasica, mediante TC multidetector (MDCT), confrontando gli
effetti di una dose di 4 g/die di IPE in associazione alla dieta e alla terapia con statina,
con quelli della statina da sola. Lo studio ha arruolato 80 pazienti con aterosclerosi
coronarica documentata dal’MDCT (una o piu stenosi con restringimento >20%),
gia in terapia con statina e con livelli di TG costantemente elevati (valore mediano in
entrambi i gruppi di 259,1+78,1 mg/dL). Le MDCT di follow-up sono state eseguite a
9 e 18 mesi. Lendpoint primario era rappresentato dalle variazioni di volume con bassa
attenuazione (LAP volume) a 18 mesi. Nel gruppo trattato con IPE il LAP volume della
placca si e ridotto del 17%, mentre nel gruppo di controllo si ¢ piui che raddoppiato
(+109%; p=0.0061). Sono state osservate, inoltre, differenze significative nell'indice di
progressione di altre placche, come quelle fibrose e fibro-adipose, i cui volumi si sono
ridotti nel gruppo IPE e sono progrediti nel gruppo placebo (p<0.01).

| c7 185



1861 ¢7 |

Differenti formulazioni farmacologiche (OM3EE, OM3CA, IPE, EPA/
DPA/DHA EE, prescrivibili come farmaco)

Note generali

Formulazioni prescrivibili a base di PUFA n-3 sono indicate, in associazione alla dieta,
per la riduzione dei TG sierici in individui adulti affetti da ipertrigliceridemia.
Sono attualmente disponibili principalmente tre formulazioni di PUFA n-3 (62
- abase di esteri etilici diacidi grassia catena lunga (OM3EE), composti principalmente
da EPA e DHA;
- abase di formulazione carbossilica di PUFA n-3 (OM3CA), composti da AG a catena
lunga in forma libera, fra cui EPA, DHA e DPA;
- a base di IPE, composto per piu del 96% dallestere etilico purificato e stabilizzato
dell’EPA 07,
IPE ¢, dunque, un composto stabile e altamente purificato, contenente un unico
principio attivo. E stato recentemente approvato negli Stati Uniti dalla FDA per
la prevenzione delle malattie CV in soggetti ad elevato rischio (in terapia con
statine, con trigliceridemia >150 mg/dL, pregressa malattia CV o diabete mellito e
2 o piu fattori di rischio CV). Tale approvazione deriva da numerose evidenze. La
principale proviene dal trial REDUCE-IT 7%, in cui & stata osservata una riduzione
del 25% del rischio di eventi CV nei pazienti trattati con IPE. In contrasto, le
altre due formulazioni prevedono una combinazione di prodotti a base di PUFA
n-3 (ad es. DHA+EPA), con limitate evidenze in termini di riduzione del rischio
di eventi CV 7, Nonostante cio, alle dosi approvate tutte e tre le formulazioni
disponibili in commercio si sono dimostrate efficaci nel ridurre la trigliceridemia
e i livelli sierici di VLDL.
Biodisponihilita
E stato dimostrato che l'assorbimento di DHA ed EPA varia da una formulazione
allaltra. La formulazione di OM3CA ha una biodisponibilita (area che sottende la
curva “concentrazione plasmatica-tempo” da zero all>ultimo valore di concentrazione
misurato [AUC(0-t)]) di 4 volte maggiore sia per EPA che per DHA in caso di basso
consumo di grassi, rispetto a quella degli OM3EE [12]. Lassorbimento degli OM3EE e
di IPE richiede una idrolisi mediata da una lipasi pancreatica. Dal momento che i livelli
di lipasi pancreatica dipendono dalla quantita e dal tipo di lipidi ingeriti, si ritiene che
l'assorbimento degli OM3EE dipenda fortemente dal contenuto di grassi dei pasti. Al
contrario, i PUFA n-3 in forma di AG libero, contenuti nelle formulazioni di OM3CA,
non dipendono dallidrolisi della lipasi pancreatica. Pertanto, la biodisponibilita di
EPA e DHA presenti in tale formulazione risulta meno dipendente dal contenuto di
grassi dei pasti rispetto alle formulazioni di OM3EE.
In uno studio condotto in condizioni di scarso introito di grassi, il 59% dei soggetti in
trattamento con OM3CA ha mantenuto un AUC(0-t) per EPA e DHA >50% rispetto
alla AUC(0-t) osservata in caso di elevato introito di grassi. In contrasto, tale dato
era presente solamente nel 6% dei soggetti trattati con OM3EE. Tale osservazione
potrebbe risultare utile da un punto di vista terapeutico, poiché le attuali linee
guida raccomandano ai pazienti con ipertrigliceridemia grave di seguire una dieta a
bassissimo contenuto di grassi 7.



Efficacia

Tutte le formulazioni a base di PUFA n-3, somministrati ad una dose di 4 g/die, hanno

dimostrato di ridurre significativamente i livelli di TG, VLDL, non-HDL e ApoB

nei pazienti iperitrigliceridemici e con alto rischio CV "*?. Dosi maggiori di PUFA

n-3 e livelli di trigliceridemia di base piu elevati si associano a maggiori riduzioni

percentuali dei TG "7®. Cio ¢ stato evidenziato anche nel MARINE trial "), in cui

sono stati confrontati differenti dosaggi di etil-estere di EPA altamente purificato. Tale
effetto risulta indipendente dalla gravita della ipertrigliceridemia.

Nello studio JELIS 77, I'utilizzo di una formulazione di etil-estere di EPA altamente

purificato ha dimostrato di ridurre gli eventi CV quando associato alla statina e una

riduzione dello spessore della placca ateromasica. Inoltre, ha dimostrato di possedere
un buon profilo di sicurezza e tollerabilita.

Nel REDUCE-IT "% ¢ stato, invece, evidenziato che una dose di 4 g/die di etil estere di

EPA determina effetti favorevoli in termini di riduzione degli eventi ischemici e della

mortalita per cause CV.

Al contrario, nel trial STRENGTH 7, che ha utilizzato la formulazione OM3CA

(EPA+DHA), si € osservato un effetto neutro in termini di eventi CV, non supportando

quindi l'ipotesi di utilizzo di PUFA n-3 per la riduzione del rischio di eventi CV.

Le formulazioni contenenti DHA (OM3CA e OMS3EE) possono provocare,

specialmente nei pazienti con ipertrigliceridemia grave (TG >500 mg/dL) un

incremento dei livelli di LDL. Tale fenomeno non si associa pero ad un incremento
dei livelli di colesterolo non-HDL o di ApoB, che sembra essere un migliore indicatore

di rischio CV rispetto ai valori di LDL (162). Cio ¢ particolarmente vero per i pazienti

con ipertrigliceridemia, che spesso hanno bassi livelli di LDL 7.

Le formulazioni non contenenti DHA (EPA e IPE) sembrano non provocare un

incremento dei livelli di LDL 7%, come evidenziato nei trial clinici MARINE 7 e

ANCHOR "8, che hanno studiato efficacia e sicurezza di IPE.

Questi effetti differenti del’EPA rispetto al DHA sui livelli di LDL possono essere

attribuiti a uno o pitt meccanismi:

- in primo luogo, il DHA (ma non I'EPA) puo ridurre lespressione del recettore delle LDL
(LDLR) ela clearance LDLR-mediata da parte del fegato, che ¢ un importante regolatore
inverso dei livelli di LDL. Cio sembra avvenire attraverso la soppressione dellespressione
della sterol regulatory element binding protein (SREBP-2) da parte del DHA.

- In secondo luogo, il DHA puo aumentare lattivita della cholesteryl ester transfer
protein (CETP), che promuove il trasferimento dei core lipidici tra le lipoproteine,
tendendo ad aumentare 'LDL e diminuire i livelli di HDL. CEPA invece ha un effetto
neutro sull’attivita del CETP.

- Infine, il DHA sembra up-regolare lattivita dellenzima lipoproteina lipasi in misura
maggiore rispetto all'EPA, con cio favorendo la conversione del VLDL in LDL e
tendendo ad aumentare i livelli di LDL.

E interessante notare come nei pazienti con TG >200 mg/dL, ma <500 mg/dL,

non sia stato osservato alcun aumento di LDL con nessuna delle formulazioni. Cio

¢ probabilmente dovuto al fatto che nei vari trial clinici su PUFA n-3, tali pazienti
avevano livelli di TG sierici di base piui bassi ed erano gia in terapia con statina.

E stato inoltre osservato che, a differenza di IPE, le formulazioni contenenti DHA

aumentano i livelli di HDL-C. Ad oggi, leffetto di qualsiasi formulazione di PUFA n-3

sulla pancreatite non ¢ stato invece determinato ¢2.
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Si ritiene inoltre che EPA e DHA agiscano in modo differente e, in alcuni casi,
contrastante a livello della membrana plasmatica. In particolare, I'inserzione di EPA
e DHA avviene in regioni distinte del duplice strato della membrana lipidica, come
conseguenza della differente lunghezza degli idrocarburi coinvolti. Il loro inserimento
provoca cambiamenti conformazionali che risultano in un incremento della fluidita di
membrana e nella promozione dei domini di colesterolo. Fra i due PUFA n-3, EPA ha
una struttura pit stabile ed estesa e cio contribuisce alla stabilita di membrana, oltre
che allinibizione della ossidazione dei lipidi e alla formazione di nuovi domini di
colesterolo "®Y. Tloro principali effetti sono riassunti nella Figura 4.

Sicurezza e tollerahilita

Le formulazioni disponibili in commercio a base di PUFA n-3 sono generalmente
ben tollerate, con frequenze di interruzione del trattamento simili tra gruppi in
trattamento e gruppi placebo . Negli studi clinici, gli eventi gastro-intestinali sono
stati i principali effetti avversi con formulazioni contenenti DHA, mentre lartralgia ¢
stato il principale evento avverso segnalato con EPA 7%, Nello studio REDUCE-IT 7%,
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atriale (5.3% contro 3.9% nel gruppo placebo) e di edemi periferici (6.5% contro 5.0%
nel gruppo placebo). I meccanismi patogenetici alla base di tali osservazioni sono
sconosciuti, ma studi in vitro e su animali hanno dimostrato che i PUFA n-3 possono
influenzare i canali ionici del tessuto miocardico. Precedenti studi osservazionali e
randomizzati hanno esaminato i potenziali effetti antiaritmici di PUFA n-3, portando
a risultati contrastanti. Alcuni studi hanno rilevato una tendenza verso unaumentata
incidenza di fibrillazione atriale con PUFA n-3. Nel trial REDUCE-IT 7%, 'aumentata
incidenza di fibrillazione atriale nel gruppo trattato con EPA non ¢ risultata associata
ad unaumentata incidenza di scompenso cardiaco o di ictus. Sono, quindi, necessari
ulteriori studi per esaminare altre potenziali conseguenze legate alla fibrillazione
atriale durante il trattamento con EPA.

Sia nello studio JELIS "7 che nel REDUCE-IT 7% sono stati osservati modesti
aumenti degli episodi di emorragia nel gruppo in trattamento con EPA rispetto ai
controlli. I tassi di emorragia sono risultati inferiori nello JELIS (1,1% con EPA; 0,6%
nei controlli) rispetto al REDUCE-IT (2,7% con EPA; 2,1% con placebo); al basale,
la terapia antiaggregante era presente nel 13% e nel 14% dei rispettivi gruppi di
trattamento in JELIS, rispetto al 79.7% e al 79.1% dei rispettivi gruppi nel REDUCE-
IT. Sebbene non siano stati osservati gravi eventi emorragici in REDUCE-IT o in altri
studi clinici con PUFA n-3, anche in coloro i quali erano in terapia con aspirina o
warfarin e in coloro che avevano subito un intervento chirurgico o per via percutanea,
la potenziale interazione tra EPA e farmaci antitrombotici merita ulteriori indagini.
Non ¢ noto se i pazienti con allergie ai pesci e/o ai molluschi siano a maggior rischio di
reazioni allergiche ai PUFA n-3. Quindi queste formulazioni devono essere utilizzate
con cautela nei pazienti con ipersensibilita nota ai pesci /o ai molluschi *¢?).

Differenze rispetto a integratori alimentari a base di PUFA n-3

Gli integratori alimentari a base di PUFA n-3 sono ampiamente utilizzati e sono
tra gli integratori alimentari pil popolari in tutto il mondo. Tuttavia, essi non sono
soggetti alle norme rigorose richieste per i farmaci soggetti a prescrizione medica.
Di conseguenza, il contenuto di EPA e DHA degli integratori alimentari puo essere
variabile e insufficiente 2.

Spesso vengono erroneamente considerati adeguati ed affidabili gli integratorialimentari
a base di PUFA n-3. Tuttavia, una recente analisi dei singoli integratori a base di olio
di pesce ha dimostrato come essi contengano una dose inadeguata di EPA e DHA, in
media equivalente a solo il 68% di quella richiesta. La stessa analisi ha rilevato che la
maggior parte degli integratori supera i livelli raccomandati di marker dellossidazione.
Il processo di ossidazione subito dai PUFA n-3 ne determina una riduzione progressiva
di concentrazione, con conseguente riduzione di efficacia. Uno studio ha dimostrato
che era necessaria unassunzione mediana di 11 porzioni di integratori alimentari di
olio di pesce al giorno per ottenere una dose di 3,4 g/giorno di PUFA n-3. Lo stesso
studio ha evidenziato che gli integratori alimentari contengono spesso altri grassi e
colesterolo e che il loro contenuto varia ampiamente tra i diversi prodotti. Tale variabilita
puo essere fonte di confusione per i pazienti, ma anche per i medici, comportando
lassunzione di un dosaggio impreciso di farmaco, potenzialmente inadeguato per
ridurre efficacemente i TG sierici nei pazienti con ipertrigliceridemia 8.

Sulla base di queste evidenze dobbiamo concludere che, a tuttoggi, i benefici dei
nutraceutici a base di PUFA n-3 risultano incerti e il loro utilizzo controverso .
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Studi controllati di diverse formulazioni di PUFA n-3

Efficacia sul profilo lipidico ed eventi CV

GISSI-Prevenzione trial (1999). Studio multicentrico " “open label”; ha valutato
11.324 pazienti con IM acuto recente (<3 mesi) randomizzati in quattro gruppi di
trattamento: gruppo 1, PUFA n-3 (850-882 mg di EPA e DHA come esteri etilici
in rapporto EPA/DHA 1:2); gruppo 2, vitamina E (300 mg, in 1 cp di a-tocoferolo
sintetico); gruppo 3, PUFA n-3 + vitamina E; gruppo 4 di controllo (nessun
supplemento). Endpoint primario combinato di efficacia rappresentato dal tasso
cumulativo di mortalita per tutte le cause, IM non fatale e ictus non fatale; e il tasso
cumulativo di morte per cause CV, IM non fatale e ictus non fatale. Sono state eseguite
analisi secondarie per ciascuna componente degli endpoint primari e per le principali
cause di morte.

Il trattamento con PUFA n-3, ma non con vitamina E, ha ridotto significativamente
Iendpoint primario (riduzione RR del 10% (95% CI 1-18) con analisi della varianza
two-way e del 15% (2-26) con analisi four-way. I benefici sono stati attribuiti alla
riduzione del rischio di morte (14% (3-24) con two-way, 20% (6-33) four-way) e
della morte per cause CV (17% (3-29) two-way, 30% (13-44) four-way). Non ¢é stata
osservata modificazione significativa dei valori di colesterolo (totale, HDL, LDL)
ne¢ del fibrinogeno in tutti i gruppi. In confronto con il gruppo di controllo, la lieve
riduzione della trigliceridemia ¢ stata evidenziata con maggiore frequenza nei pazienti
trattati con PUFA n-3. Gli effetti del trattamento combinato sono risultati simili a
quelli osservati nel trattamento con soli PUFA n-3, sia per I'endpoint primario (14%
(1-26)), che per gli eventi fatali (20% (5-33)).

I risultati ottenuti dimostrano i benefici clinici, statisticamente significativi, della
supplementazione alimentare con PUFA n-3, laddove la supplementazione con
vitamina E non ha dimostrato alcun beneficio.

JELIS (Japan EPA Lipid Intervention Study; 2007). Trial randomizzato “open label”,
con analisi degli endpoint in cieco che ha valutato gli effetti di prevenzione a lungo
termine del’EPA degli eventi coronarici maggiori in pazienti con ipercolesterolemia
17 Nellarco di 3 anni sono stati arruolati 18.645 pazienti (60% donne; eta media
61 anni) affetti da coronaropatia (accertata angina pectoris, interventi coronarici,
pregresso IM; n=3664) o esenti da coronaropatia (n=14.981), con valore basale di C
totale >250 mg/dL (corrispondente a LDL >170 mg/dL).

La terapia di prima linea per tutti i pazienti consisteva in pravastatina 10 mg o
simvastatina 5 mg una volta al giorno (20 mg di pravastatina e 10 mg di simvastatina
in caso di ipercolesterolemia grave). Endpoint primari erano gli eventi coronarici
maggiori: morte cardiaca improvvisa, IM fatale e non fatale e eventi non fatali, come
sviluppo di angina instabile, CABG, angioplastica e/o stenting coronarico. I pazienti
sono stati randomizzati a trattamento con EPA (EPA+statina) o sola statina (controlli).
Dopo un follow-up medio di 4.6 anni, I'endpoint primario si e verificato in 262 pazienti
(2.8%) del gruppo EPA e 324 pazienti (3.5%) del gruppo di controllo, con una relativa
riduzione del 19% di eventi coronarici maggiori (p=0.011). La riduzione del 25% del
colesterolo LDL in entrambi i gruppi dopo il trattamento non & risultato essere un
fattore significativo nella riduzione del rischio di eventi. Il rischio di angina instabile
e di eventi coronarici non fatali si ¢ ridotto del 19% nel gruppo EPA, mentre la morte



POPOLAZIONE TOTALE PREVENZIONE PRIMARIA
4 4 4
Controllo 5 ,
e EPA F P 3
3 f// 3 /3

Eventi coronarici maggiori (%)
|

PREVENZIONE SECONDARIA

HR: 0.81(0.69-0.95) . HR: 0.82 (0.63-1.06) HR: 0.81(0.657-0.998)
p=0.01 L p=0132 p=0.048
S/ /'/'
0 T T T T 1 0 T T T T 1 T T 1
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 3 4 5
Anni Anni Anni

EPA: acido eicosapentaenoico, HR: hazard ratio

Figura 5. Risultati dello studio JELIS (Modificata da ref #177)

cardiaca improvvisa e la morte per cause coronariche sono risultate sovrapponibili nei
2 gruppi.

Nei pazienti con coronaropatia (prevenzione secondaria), 'EPA ha ridotto gli eventi
coronarici maggiori del 19% rispetto ai controlli (8.7% vs. 10.7%; p=0.048). Nei
pazienti esenti da coronaropatia 'EPA ha ridotto in misura non significativa gli eventi
coronarici maggiori (-18%; 1.4% vs. 1.7% dei controlli; p=0.132).

I risultati dello studio fecero ipotizzare che EPA fosse un trattamento promettente per
la prevenzione primaria e secondaria degli eventi coronarici maggiori, specialmente
per quelli non fatali (Figura 5).

Una sotto-analisi del JELIS del 2012, evidenziando la riduzione del 38% (p=0.007)
degli eventi coronarici nei pazienti che non raggiungevano i valori target di LDL e
colosterolo non-HDL, concludeva che la supplementazione con EPA era anche pil
efficace nei pazienti che non raggiungevano i valori target di colesterolemia.

GISSI-HF (2008). Studio randomizzato, multicentrico, in doppio cieco "9, che
ha arruolato pazienti affetti da scompenso cardiaco cronico (classe NYHA II-IV),
in assenza di un criterio di ingresso relativo alleziologia o al valore di frazione di
eiezione, randomizzati a ricevere PUFA n-3 1 g/die (n=3494) o placebo (n=3481),
seguiti per un follow-up mediano di 3,9 anni. Gli endpoint primari erano rappresentati
dal tempo di morte e dal tempo di morte o di ospedalizzazione per cause CV; ¢ stata
effettuata una analisi “intention-to-treat”. Luso di PUFA n-3 ha determinato una lieve,
ma significativa riduzione del rischio di mortalita totale rispetto al placebo, 27% vs.
29%, rispettivamente (HR 0.91, 95% CI 0.83-0.99; p=0.041) e dell'endpoint combinato
di morte o di ospedalizzazione per cause CV, 57% vs. 59%, rispettivamente (HR 0.92,
99% CI 0.84-0.99; p=0.009), fornendo un dato interessante in ambito di insufficienza
cardiaca con un trattamento semplice e sicuro. Relativamente al profilo di sicurezza,
in entrambi i gruppi i disturbi gastrointestinali sono stati levento avverso pilt comune
[96 pazienti (3%) trattati con PUFA n-3 vs. 92 (3%) di quelli trattati con placebo] e non
clinicamente significativo.
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ALPHA OMEGA (2010). Studio randomizzato, multicentrico, in doppio cieco 5%,
che ha arruolato 4837 pazienti con storia di IM acuto nei 10 anni precedenti
larruolamento, in terapia medica ottimizzata, randomizzati a ricevere per 40 mesi
una delle 4 formulazioni di margarina previste dallo studio: supplementata con una
combinazione di EPA e DHA (400 mg/die di EPA-DHA), supplementata con ALA (2
g/die of ALA), supplementata con EPA-DHA e ALA, o margarina placebo. Lendpoint
primario dello studio era il tasso di eventi CV maggiori (eventi CV fatali e non fatali,
rivascolarizzazione coronarica percutaneo o chirurgica). Lo studio ha dato un risultato
neutro, in quanto né la combinazione EPA-DHA né ALA hanno ridotto I'endpoint
primario (HR con EPA-DHA 1.01, 95% CI 0.87-1.17; p=0.93; HR con ALA 0.91, 95%
CI 0.78-1.05; p=0.20). Il tasso di eventi avversi non ¢ stato differente tra i vari gruppi
esaminati. Il risultato non significativo del trial Alpha Omega, a differenza degli studi
precedentemente citati, puo essere attribuito da un lato al progressivo miglioramento
nel tempo della terapia farmacologica del paziente con sindrome coronarica cronica
(85% in terapia con statine), dall’altro alle caratteristiche della popolazione arruolata,
di circa 10 anni pit anziana rispetto a GISSI-Prevention, GISSI-HF e JELIS, in
prevalenza di sesso maschile (78%) rispetto al JELIS (40%), con storia di IM nei 10
anni precedenti rispetto al recente IM (<3 mesi) del GISSI-Prevention e alla storia di
scompenso cardiaco del GISSI-HE.

REDUCE-IT (2019). Studio multicentrico, randomizzato, controllato con placebo, in
doppio cieco ", che ha valutato gli effetti dellestere etilico di EPA sugli eventi CV in
pazienti con elevati livelli di trigliceridemia. I trial ha arruolato e seguito in media per
4,9 anni, 8179 pazienti con diagnosi di malattia CV (70.7%; prevenzione secondaria)
o con diabete mellito e altri fattori di rischio in terapia con statina. I pazienti dovevano
presentare al basale una trigliceridemia compresa tra 135 e 499 mg/dL e un valore di
LDL compreso tra 41 e 100 mg/dL. I pazienti sono stati randomizzati a ricevere 2 g
dellestere etilico di EPA due volte al giorno (con una dose complessiva di 4 g) o placebo
(olio minerale). Lendpoint composito primario era rappresentato dall'associazione di
morte CV, IM non fatale, ictus non fatale, rivascolarizzazione coronarica o angina
instabile. Gli endpoint secondari chiave erano rappresentati dall'associazione di morte
CV, IM non fatale e ictus non fatale. Cendpoint primario si ¢ verificato nel 17.2% dei
pazienti del gruppo EPA, rispetto al 22% dei controlli (HR 0.75, 95% CI 0.68-0.83;
p<0.001) (Figura 6). Gli endpoint secondari sono stati osservati, rispettivamente,
nell'11.2% dei pazienti con EPA e nel 14.8% dei pazienti con placebo (HR 0.74, 95% CI
0.65-0.83; p<0.001). Il tasso di eventi ischemici ¢ risultato significativamente inferiore
nel gruppo EPA rispetto al gruppo placebo, cosi come il tasso di mortalita per cause
CV (4.3% vs. 5.2%; HR 0.80, 95% CI 0.66-0.98; p=0.03).

Per quanto concerne il profilo di sicurezza ¢ stato osservato un aumento dei casi
di flutter o fibrillazione atriale nei pazienti trattati con EPA rispetto al gruppo di
controllo (3.1% vs. 2.1%; p=0.004). Eventi emorragici gravi si sono verificati nel 2.7%
dei pazienti con EPA e nel 2.1% dei controlli (p=0.06).

Il beneficio prognostico di EPA nei confronti degli eventi CV osservato nel trial
REDUCE-IT deriverebbe da diversi meccanismi, che vanno oltre la semplice
riduzione dei livelli di TG. La stimolazione della produzione di prostanoidi con
attivita anti-aggregante e vasodilatatoria, come la prostaciclina, agirebbe contro
i fenomeni di trombosi e vasospasmo; la capacita dei PUFA n-3 di integrarsi nella
membrana plasmatica e mitocondriale, determina una resistenza nei confronti dei



fenomeni di ossidazione; omega-3 e prostanoidi da essi derivati posseggono attivita
anti-inflammatoria, cosi come gli omega-3 possono fornire precursori di mediatori
che combattono gli stati di inflammazione cronica.

STRENGTH (2020). Studio multicentrico, randomizzato, in doppio cieco '’?, che ha

valutato gli effetti della CA di EPA e di DHA sugli eventi CV in pazienti in terapia con

statine da almeno 4 settimane e con un elevato rischio CV, definito dalla presenza di:

« Malattia aterosclerotica a livello coronarico, carotideo, aortico o periferico
(prevenzione secondaria);

« Diabete mellito tipo I o tipo II (eta >40 anni per gli uomini e >50 anni per le donne)
e almeno un fattore di rischio aggiuntivo: tabagismo, ipertensione arteriosa, PCR >2
mg/L o moderata albuminuria;

« Pazienti ad alto rischio (eta >50 anni per gli uomini e >60 anni per le donne) con
almeno un fattore di rischio, tra cui: familiarita per coronaropatia, tabagismo
cronico, PCR >2 mg/L, alterata funzionalita renale o un calcium score coronarico
>300 unita di Agatston (prevenzione primaria).

Sono stati arruolati 13.078 pazienti in 675 ospedali comunitari e universitari e in 22

stati in Nord America, Europa, Sud America, Asia, Australia, Nuova Zelanda e Sud

Africa. Tutti i pazienti inclusi presentavano valori elevati di TG (tra 180 e 499 mg/

dL) e bassi valori di HDL (<42 mg/dL negli uomini, <47 mg/dL nelle donne). Oltre il

50% era in prevenzione secondaria. I pazienti sono stati randomizzati a ricevere 4 g/

die di CA di PUFA n-3 (n=6539) oppure placebo a base di olio di mais (n=6539), in

associazione alla terapia medica usuale.

Lendpoint composito primario di efficacia era rappresentato da morte CV, IM non

fatale, ictus non fatale, rivascolarizzazione coronarica e ospedalizzazione per angina

instabile. Quando 1384 pazienti hanno sviluppato un evento dell’endpoint primario

(rispetto ai 1600 previsti), il trial € stato interrotto precocemente sulla base di unanalisi

parziale dei dati, da cui era emersa una bassa probabilita di beneficio clinico del CA di

PUFA n-3 rispetto al placebo.

Rispetto ai 13.078 pazienti trattati (etda media 62.5+9.0 anni; 35% donne; 70% con

diabete; LDL mediano 75.0 mg/dL; livelli mediani di TG 240 mg/dL; livelli mediani

di HDL 36 mg/dL e PCR mediano 2.1 mg/L), 12.633 (96.6%) avevano completato il

trial con possibilita di valutazione dell'endpoint primario. Quest'ultimo si e verificato

in 785 pazienti (12.0%) trattati con CA di PUFA n-3 rispetto a 795 (12.2%) trattati con
olio di mais (HR 0.99, 95% CI 0.90-1.09; p=0.84) (Figura 6). E stato, inoltre, registrato
un significativo aumento di eventi avversi gastrointestinali nel gruppo trattato con CA

di PUFA n-3 (24.7% vs. 14.7%). I risultati di questo studio non supportano, quindi,

T'utilizzo di formulazioni a base di PUFA n-3 per la riduzione degli eventi CV in

pazienti ad alto rischio CV e in terapia con statine.

Sul risultato conflittuale dei trials REDUCE-IT e STRENGTH

Diverse ipotesi sono state elaborate per interpretare le ragioni dei risultati contrastanti
osservati nei trials REDUCE-IT e STRENGTH, due studi di elevata qualita e che
hanno, entrambi, impiegato dosi piene di PUFA n-3.

Una possibile spiegazione teorizza che nello studio REDUCE-IT I'EPA non abbia
ridotto il rischio di eventi CV, ma che il suo comparatore (olio minerale) lo abbia
aumentato. Un incremento di LDL, ApoB e PCR associato con lolio minerale sembra
supportare questa interpretazione. Tuttavia, una revisione dell’FDA sui risultati del
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ospedalizzazione per angina instabile) del trial REDUCE-IT [A) e del trial STRENGHT (B) (Modificata da ref
174 e #178)

REDUCE-IT ha concluso che tale ipotesi potrebbe spiegare solo in parte la differenza
evidenziata tra EPA e olio minerale.

Una seconda considerazione riguarda l'utilizzo nello STRENGTH della formulazione
di CA di PUFA n-3 composta sia da EPA che da DHA, a differenza degli studi condotti
con EPA purificato. Tuttavia, sebbene i livelli di EPA nel plasma e nei globuli rossi
fossero piu alti nel REDUCE-IT rispetto allo STRENGTH, non & chiaro se queste
differenze siano sufficienti a spiegare i risultati osservati. Tale dubbio ¢ accentuato dal
fatto che nello STRENGTH non si ¢ verificata una riduzione significativa del rischio
di eventi CV nei pazienti con livelli maggiori di EPA, rispetto a quelli con livelli
minori. Inoltre, la riduzione dei TG dopo 12 mesi é stata del 18% in entrambi i trial,
suggerendo un effetto simile delle formulazioni utilizzate.



Motivo di riflessione ¢ anche il fatto che lo STRENGTH sia stato interrotto durante la
prima fase della pandemia da COVID-19 e che le visite “end-of-treatment” siano state
condotte tramite contatto telefonico, al fine di consentire di terminare il trial il pit
precocemente e ordinatamente possibile. Cid puo aver compromesso l'integrita dello
studio stesso.

Per risolvere le discrepanze fra STRENGTH e REDUCE-IT, le agenzie del farmaco
come I'FDA potrebbero autorizzare un trial clinico post-marketing di confronto fra
alte dosi di EPA vs. olio di mais in pazienti a rischio di eventi CV.

Real World Data

TG-REAL (2020). Recente e rilevante studio di coorte longitudinale, retrospettivo,
che ha utilizzato 3 database amministrativi di 3 realta sanitarie locali italiane **¥ ed
ha incluso in totale 158.042 individui con disponibilita di almeno un dosaggio dei TG
sierici tra gennaio 2010 e dicembre 2015. I soggetti con valori normali di TG (<150
mg/dL; n=142.289) sono stati confrontati con pazienti con valori elevati (150-500 mg/
dL; n=15.558) e con coloro con valori molto elevati (>500 mg/dL; n=195).

Gli outcome valutati sono stati gli eventi CV aterosclerotici e la mortalita per tutte le
cause. In complesso, le incidenze di eventi CV e di mortalita per tutte le cause sono
state del 7.2 e del 17.1 per 1000 individui-anno, rispettivamente. Dopo correzione
multivariata per potenziali fattori confondenti, negli individui con valori elevati o
molto elevati di TG si ¢ evidenziato un significativo incremento del rischio di mortalita
per tutte le cause (HR 1.49, 95% CI 1.36-1.63; p<0.001, e HR 3.08, 95% CI 1.46-6.50;
p<0.01, rispettivamente), e dell'incidenza di eventi aterosclerotici (HR 1.61, 95% CI
1.43-1.82; p<0.001 e HR 2.30, 95% CI 1.02-5.18; p<0.05, rispettivamente).

Lo studio TG-REAL ha consentito di acquisire dati dalla pratica clinica reale, in una
coorte ampia di pazienti con rischio CV basso-moderato, dimostrando come valori
da moderati a gravemente elevati di TG si associno a un significativo incremento di
malattia aterosclerotica e del rischio di morte per tutte le cause.

Considerazioni finali sugli AG

Dopo i risultati del trial clinico REDUCE-IT, le principali agenzie del farmaco hanno

dato la approvazione all'utilizzo dei PUFA n-3 nei pazienti ad elevato rischio CV,

allo scopo di ridurre gli eventi su base aterosclerotica. Il confronto fra le indicazioni

all'utilizzo dei PUFA n-3 nelle principali Linee Guida europee e statunitensi &

rappresentato in Tabella 2.

Si ¢ ora in attesa di un adeguamento delle raccomandazioni anche da parte delle

societa scientifiche italiane ed europee. Infatti nelle Linee Guida della European

Society of Cardiology (ESC) del 2019 "” la raccomandazione all'utilizzo dei PUFA n-3

nei pazienti ad alto rischio con ipertrigliceridemia ¢ ancora di classe Ila, nonostante i

risultati positivi emersi recentemente dai trial clinici presenti in letteratura.

Ancora oggi, vi sono importanti gaps da colmare riguardo alla prescrivibilita e

rimborsabilita dei PUFA n-3 in Italia. La nota AIFA 13, su cui si basano attualmente

i criteri di rimborsabilita dei PUFA n-3 in Italia, prevede che essi vengano rimborsati

dal SSN in tre soli casi:

1) Iperlipemia familiare combinata gia in terapia con statine nel caso permangono
elevati i livelli di TG

2) Forme familiari con TG molto elevati: iperchilomicronemie e gravi iper-
trigliceridemie
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Tabella 4. Linee guida europee e statunitensi nel periodo post REDUCE-IT

Societa scientifica Data Linee guida / Standards / Statements

American Diabetes Association Marzo 2019 | “ADA's Standards of Medicai Care updates Section 10, Treatment of Other

[ADA) Lipoprotein Fractions or Targets”:

- In pazienti con patologia cardiovascolare aterosclerotica o altri fattori
di rischio cardiaci in terapia con una statina, colesterolo LDL controllato
e trigliceridi elevati, l'aggiunta di Icosapentaetile dovrebbe essere
presa in considerazione per ridurre il rischio CV - Livello A

- Sidovrebbe notare che i dati sono carenti con gli altrin-3 PUFA e i
risultati del REDUCE-IT non dovrebbero essere estesi ad altri prodotti

- La terapia di combinazione (Statine/Fibrati) non ha dimostrato di
migliorare la cardiopatia aterosclerotica e non &, generalmente,
raccomandata - Livello A

- La terapia di combinazione (statina/Niacina) non ha dimostrato di
fornire effetti benefici addizionali rispetto alla sola terapia statinica,
puo incrementare il rischio di stroke con ulteriori effetti collaterali ed &
generalmente non raccomandata - Livello A

American Heart Association Agosto 2019 | - L'uso din-3 PUFA (4 g/die) per migliorare il rischio di malattia

AHA Science Advisory aterosclerotica in pazienti con ipertrigliceridemia e supportata da una
riduzione del 26% dei MACE nel REDUCE-IT

- La potenza, la qualita e I'efficacia dei supplementi dietetici non e stata
sottoposta a revisione 0 approvata, ne e stata conseguentemente
monitorata dall'FDA; pertanto, tali formulazioni non sono indicate come
terapia

- Nel trattamento di pazienti con livelli di trigliceridi molto alti con 4 g/
die, EPA + DHA riducono i trigliceridi di circa il 30% con un contestuale
aumento delle LOL, mentre il solo EPA non incrementerebbe le LOL in
pazienti con livelli molto elevati di trialiceridi

European Atherosclerosis Agosto 2019 | - In pazienti ad alto rischio con Trigliceridi tra 135 e 499 mg/di
Society/European Society of nonostante trattamento con statine, gli n-3 PUFA (icosapentaetile 2 x 2
Cardiology (FAS/ESC) g/die) dovrebbero essere presiin considerazione in comhinazione con
|e statine - Classe lla, Livello B
National Lipid Association (NLA) Settembre - Per pazienti di eta =45 anni con malattia aterosclerotica clinica, o di
2019 eta =50 anni con diabete mellito tipo 2 in terapia and =1 fattore di

rischio addizionale, e trigliceridi a digiuno compresi tra 135 e 499 mg/
di nonostante trattamento con statina alla massima dose tollerata, con
0 senza ezetimibe, il trattamento con icosapentaetile & raccomandato
per la riduzione della malattia cardiovascolare aterosclerotica - Classe

|, Livello 8-R
American Heart Association Aprile 2020 | L' AHA raccomanda di prendere in considerazione l'icosapentaetile
Scientific Statement in pazienti con diabete mellito tipo 2 per un'ulteriore riduzione del

rischio cardiovascolare quando i livelli di trigliceridi imangano elevati
nonostante statina alla massima dose tollerata assunta per il controllo
della cardiopatia ischemica

Nuova indicazione approvata Dicembre ['lcosapentaetile & indicato in aggiunta alla statina alla massima
dell'FDA per la riduzione dei 2019 dose tollerata per ridurre il rischio di IMA, Stroke, rivascolarizzazione
livelli di trigliceridi coronarica, e angina instabile con necessita di ospedalizzazione in

pazienti adulti con livelli elevati di trigliceridi (=150 mg/di) e patologia
cardiovascolare diagnosticata o diabete mellito and =2 fattori dirischio
addizionali per patologia cardiovascolare

3) Pazienti con insufficienza renale moderata e grave con TG >500 mg/dL

Lanota 13, inoltre, non riporta esplicitamente i limiti di LDL e/o di TG che autorizzino

la rimborsabilita di tali formulazioni. In altri stati europei, i risultati del trial clinico

REDUCE-IT sono stati recepiti e sono stati inclusi nelle linee guida nazionali "\

Attualmente, la strategia per la gestione e la prevenzione delle patologie CV segue il

cosiddetto schema “ABCDEF”. In tale strategia:

- A corrisponde alla valutazione del rischio CV (Assessment of risk), alla necessita di
impostare una terapia antiaggregante (Antiplatelet therapy), e alla necessita di gestire
la fibrillazione atriale (Atrial fibrillation management),

- B corrisponde alla gestione della pressione arteriosa (Blood pressure management)

- Ccorrisponde alla gestione del colesterolo (Cholesterol management) e alla cessazione
del fumo di sigaretta,



- D corrisponde alla dieta e alle modifiche dello stile di vita, oltre alla gestione del
diabete,

- E corrisponde allesercizio fisico,

- F alla gestione dello scompenso cardiaco.

Sulla base delle attuali evidenze, si ritiene che alla lettera “E”, insieme allesercizio

fisico, andrebbero considerate come “new entry” anche lassunzione di EPA ed IPE,

anziché di integratori alimentari a base di olio di pesce.

E importante sottolineare, inoltre, che gli studi precedenti sui PUFA n-3 non hanno

dato risultati concordanti relativamente alla riduzione degli eventi CV. Tali discrepanze

sembrano attribuibili a vari fattori, fra cui I'utilizzo frequente di posologie inadeguate

di farmaco, I'impiego di formulazioni differenti /o una selezione non adeguata della

popolazione farget.

E tuttavia importante sottolineare che la terapia con IPE si & dimostrata altamente

efficace nella riduzione di eventi CV maggiori e della mortalita CV in pazienti affetti

da ASCVD o con diabete mellito di tipo II e altri fattori di rischio CV in prevenzione

primaria, gia in terapia con statina e con livelli di LDL ben controllati soprattutto in

questo ultimo gruppo. Tali evidenze supportano un’indicazione preferenziale all'uso

di IPE rispetto alle formulazioni attualmente in commercio.

Fibrati

I fibrati sono antagonisti dei PPAR (peroxisome proliferator-activated receptors),
specialmente della sottoclasse alfa (PPAR-a), che giocano un ruolo chiave
nell'adipogenesi e nel metabolismo dei lipidi. In particolare, lattivazione dei PPAR
induce lespressione di geni che intervengono nel metabolismo lipidico e i fibrati,
attraverso PPAR, regolano la beta ossidazione dei lipidi. Di conseguenza, i fibrati
hanno una buona efficacia nella riduzione dei valori di TG che puo arrivare fino al
50%, cosi come dei TG post-prandiali e delle TRL. Riducono, inoltre, per una quota
<20% il valore di LDL e determinano un aumento <20% dei livelli di HDL, dati molto
dipendenti dai valori basali di lipidi plasmatici e meno evidenti in soggetti con valori
molto elevati di TG.

Effetti sulla mortalita e morhilita CV

Gli effetti clinici dei fibrati sono stati studiati in numerosi RCT che hanno, pero,
fornito risultati contrastanti in termini di outcome CV. Lo studio HHS (Helsinki Heart
Study) "*) ha riportato una riduzione significativa di eventi coronarici con gemfibrozil
in 4081 pazienti in prevenzione primaria, diversamente né il trial FIELD (Fenofibrate
Intervention and Event Lowering in Diabetes) "*® né TACCORD (Action to Control
Cardiovascular Risk in Diabetes) *®), entrambi con fenofibrato, hanno confermato tale
dato, cosi come lo studio LEADER (Lower Extremity Arterial Disease Event Reduction)
199 non ha dimostrato unefficacia del bezafibrato in pazienti con arteriopatia periferica
sugli eventi CV. Per tali motivi, lefficacia dei fibrati sugli eventi CV maggiori ¢ ancora
molto discussa e le evidenze sono molto meno robuste che per le statine. Il pemafibrato,
un nuovo modulatore di PPAR-a con un miglior profilo rischio/beneficio rispetto
agli altri fibrati, ¢ in corso di studio nel trial PROMINENT (Pemafibrate to Reduce
Cardiovascular OutcoMes by Reducing Triglycerides IN PatiENts With DiabeTes) " in
soggetti dislipidemici con diabete di tipo 2.

In caso di dislipidemia mista, i fibrati (bezafibrato o fenofibrato) possono essere
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considerati, con cautela, in associazione alle statine in pazienti in prevenzione
primaria con buon controllo di LDL e valori di TG >200 mg/dL (Classe di
Raccomandazione I1b) ),

Effetti avversi

I fibrati sono generalmente ben tollerati con unoccorrenza di effetti collaterali gastro-
intestinali <5% e di rash cutaneo di circa il 2%, possono determinare un aumento
di creatinina plasmatica e sono associati ad un rischio lievemente aumentato di
pancreatite. Gli effetti collaterali pitt temuti sono l'aumento di enzimi epatici e la
miopatia, il cui rischio & superiore a quello del trattamento con statine di circa 5.5 volte
(soprattutto con gemfibrozil) ed ¢ amplificato da eventuale terapia di associazione.



| Ruolo dell’acido hempedoico,
un inibitore dell’ATP citrato liasi,
nella pratica clinica

Roberto Pedrinelli, Pasquale Perrone Filardi

Introduzione

Nonostante gli enormi benefici clinici ricavati dalla assunzione di statine, una
grande percentuale della popolazione a rischio di eventi cardiovascolari (CV) non
raggiunge i target terapeutici di LDL raccomandati dalle Linee Guida piu recenti "%
Svariate ragioni sono alla base di questo insuccesso terapeutico, fra cui livelli di
lipoproteine a bassa densita (low density lipoproteins, LDL) superiori alla capacita
delle statine di ridurli efficacemente ' e/o la comparsa di mialgie ed altri disturbi
muscolari che frequentemente obbligano all'interruzione della loro somministrazione
o allinterruzione della titolazione "*?. La disponibilitd dellezetimibe, un inibitore
dellassorbimento intestinale di colesterolo "> *¥ e, piu recentemente, di farmaci
ipocolesterolemizzanti con meccanismi d’azione diversi dalle statine "> ha fornito
alternative terapeutiche al loro uso. Esiste pertanto una relativamente ampia
porzione di popolazione ipercolesterolemica e/o affetta da patologie CV su base
aterosclerotica (atherosclerotic cardiocascular disease, ASCVD) in cui esiste un bisogno
non soddisfatto di terapie innovative, ben tollerate ed efficaci nel ridurre gli eventi
e le morti per ASCVD. Lacido bempedoico (acido ETC-1002 o 8-idrossi-2,2,14,14-
tetrametilpentadecandioico), ¢ un nuovo farmaco ipocolesterolemizzante che agisce
attraverso meccanismi farmacologici diversi rispetto a quello di tutte le altre categorie
di terapie ipolipidemizzanti attualmente disponibili. Il farmaco € stato approvato negli
Stati Uniti e nell'Unione Europea come terapia finalizzata a ridurre il colesterolo LDL
nei pazienti con patologia CV aterosclerotica o ipercolesterolemia familiare eterozigote
(Heterozygous Familial Hypercholesterolemia, HeFH) in cui la terapia con statine a
dosi massimali non abbia raggiunto il target previsto dalle Linee Guida. Inoltre, l'acido
bempedoico € approvato nell Unione Europea per pazienti intolleranti alle statine o
quelli nei quali la statina € controindicata.

Farmacologia dell'acido bempedoico

Lacido bempedoico ¢ il prototipo di una nuova classe di farmaci ipolipidemizzanti
che inibiscono l'adenosina trifosfato-citrato liasi (ACL), un enzima chiave nella catena
biosintetica del colesterolo. In quanto profarmaco, l'acido bempedoico richiede un
preliminare processo di attivazione enzimatica che viene effettuato a livello epatico
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tramite l'acil-CoA grasso sintasi 1 alunga catena (very long-chain acyl-CoA synthetase-1,
ACVSLI) che consente alla molecola di inibire TACL "%, un enzima citosolico epatico
che scinde il citrato mitocondriale in ossalacetato e acetil-CoA. La riduzione della
sintesi di acetil-CoA, un substrato indispensabile per la biosintesi epatica di colesterolo
ne riduce la sintesi epatica con conseguente aumento della trascrizione di recettori LDL
epatici tramite i quali si riduce il livello di LDL circolanti, un meccanismo d’azione
finale che non differisce in questo riguardo dalle statine (Figura 1) 7). Tuttavia poiché
I'inibizione dell'acido bempedoico si esercita su un enzima che agisce a monte dellenzima
3-idrossi-3-metil-glutaril-coenzima A (HMGCoA) reduttasi nella catena biosintetica
del colesterolo epatico, la somministrazione combinata del farmaco determina un
effetto ipocolesterolemizzante additivo (Figura 2). Da notare che il muscolo scheletrico
non ¢ in grado di attivare l'acido bempedoico a causa dellassenza delTACVSL-1 che
converte il profarmaco in composto attivo **, una peculiaritd biologica che puo
contribuire a limitare lo sviluppo di mialgie che complicano frequentemente la terapia
con statine 2. Studi di randomizzazione mendeliana sullassociazione fra varianti
genetiche che determinano diminuiti livelli di ACL e rischio di eventi CV, confermano
il il ruolo patogenetico dellACL nello sviluppo di malattia aterosclerotica **® e
supportano indirettamente la plausibilita biologica della sua inibizione tramite acido
bempedoico. Negli stessi studi "*® ¢ emerso che il profilo lipidemico associato ad ACL
ha affinita con quello osservato per HMGCoA reduttasi, il target delle statine, e quello
della proteina Niemann-Pick C1-Like 1 (NPCI1L1), il bersaglio di ezetimibe “*?. Studi
in-vitro e nellanimale da esperimento hanno inoltre dimostrato che I'acido bempedoico,
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LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol, HMG-CoA: 3-idrossi-3-metil-glutaril-coenzima A, AGL: ATP-
citrato liasi, ASCVL1: very long-chain acyl-CoA synthetase-1, TCA: tricarboxylic acid.

Figura 1. Sito e meccanismo d'azione dell'acido bempedoico. Dopo la sua assunzione per via orale, Iacido
bempedoico & convertito a livello epatico da parte dellASCVLT nel suo metabolita attivo bempedoyl-CoA. |l
bempedoyl-CoA a sua volta inibisce I'ACL che converte il citrato in acetil-CoA determinando 'upregulation dei
recettori epatici delle LDL
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LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol, LDLR: low-density lipoprotein receptor, 0AT2: organic anion transporter-2.

Figura 2. Meccanisma ipocolesterolemizzante additivo di acido bempedoico e statine. Stante la sua posizione a
monte dell'HMG-CoA reduttasi (HMGR in figura) nella via biosintetica del colesterolo, cio consente di associare
il farmaco alle statine e di ottenere un effetto ipocolesterolemizzante additivo. Lassenza di ASCVLI nel
muscolo impedisce la conversione del farmaco nel metabolita attivo a quel livello. La glicorunazione dell'acido
hempedoico e del suo metabolita attivo ne consente I'eliminazione per via renale. L'acido bempedoico & anche
un inihitore debole OAT2 che potrebbe causare incrementi di lieve entita della creatinina e dell'uricemia e lo
sviluppo nelle persone predisposte ad attacchi gottosi

attivando la via metabolica della chinasi attivata dallTAMP (AMPK), riduce lattivita di
enzimi chiave nella sintesi degli acidi grassi e dei carboidrati **” ma al momento la
rilevanza clinica di questeffetto farmacologico non appare definita ).

Studi Clinici di Fase 2

Successivamente all'identificazione del meccanismo dazione farmacologico e della
sua attivita in vitro e nellanimale da esperimento ed alla dimostrazione dellassenza
di effetti avversi di rilievo dellacido bempedoico dopo somministrazione unica
giornaliera per os ™, studi di Fase 2 pubblicati a partire dal 2013, condotti in pazienti
ipercolesterolemici, hanno evidenziato la capacita del farmaco di ridurre i livelli di
LDL ed altri parametri lipidici e confermarne la sicurezza sia in monoterapia che in
associazione con altri farmaci ipocolesterolemizzanti.

Acido bempedoico in monoterapia

Ballantyne et al. ®*V sono stati i primi a testare dosi incrementali di acido bempedoico
per os (40, 80 0 120 mg qd vs. placebo x 12 settimane) in 177 pazienti ipercolesterolemici
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(LDL 130-220 mg/dL) in prevenzione primaria, stratificati per livelli di trigliceridi
(TG) circolanti <150 mg/dL o superiori a 150 mg/dL (fino a 400 mg/dL). Lo studio ha
dimostrato lefficacia del farmaco sui livelli circolanti di LDL gia dopo 2 settimane di
trattamento con il raggiungimento di un plateau fra 80 e 120 mg/die (-17.9%, -25.0%
e -26.6% rispettivamente per le 3 dosi vs -2.1% nel placebo; p<0.0001). Colesterolo
non-HDL, apolipoproteina B (ApoB) e numero di particelle LDL si modificavano
consensualmente al valore di LDL, mentre proteina C-reattiva (PCR), TG, HDL
e pressione arteriosa non si modificavano in modo statisticamente significativo.
Lefficacia del farmaco era sovrapponibile in presenza di valori di TG normali o elevati.
Sette pazienti in trattamento attivo hanno sviluppato mialgie ®*". Questi risultati sono
stati poi confermati da Thompson et al. % in 56 pazienti ipercolesterolemici (LDL 100-
220 mg/dL) con profilo di rischio variabile ed intolleranti alle statine in cui il farmaco
a dosi incrementali di 60, 120, 180, 240 mg qd per 2 settimane ciascuna riduceva le
LDL (-32% vs. -3.2% nel gruppo placebo; p<0.0001), gli altri parametri lipidici ad
esso correlati (non-HDL, ApoB e colesterolo totale) e PCR senza eventi avversi che
richiedessero la sospensione della terapia ?*?. Leffetto della monoterapia con acido
bempedoico ¢ stato ulteriormente valutato da Gutierrez et al. ®* in 60 soggetti diabetici
di tipo 2 nei quali il farmaco (80 mg qd per 2 settimane seguito da 120 mg qd per altre
2 settimane) riduceva LDL e PCR (-43% e -41% rispettivamente). La cefalea era leffetto
collaterale pill frequente, ma mialgie e parametri di laboratorio non si modificavano ed
il controllo glicemico dimostrava una tendenza alla riduzione, seppur non significativa;
la pressione arteriosa non si modificava.

Acido bempedoico in terapia di combinazione

Lassociazione fra statine ed acido bempedoico 120 mg o 180 mg/die per 12 settimane
¢ stata valutata da Ballantyne et al. in 134 pazienti in trattamento con statine a dosi
basse-moderate (atorvastatina 10-20 mg, simvastatina 5-20 mg, rosuvastatina 5-10 mg,
pravastatina 10-40 mg) per almeno 3 mesi prima dellarruolamento nello studio e con
colesterolo LDL persistentemente elevato (115-220 mg/dL) ®*. Alla fine del periodo
di trattamento combinato, l'acido bempedoico ha dimostrato un'ulteriore riduzione
del colesterolo LDL (120 mg -17.3%, p=0.0055; 180 mg -24.3%, p<0.0001; placebo
-4.2%). In accordo con gli studi precedenti, ambedue le dosi di farmaco riducevano
ApoB, non-HDL, colesterolo totale e PCR senza modificazioni significative dei TG.
Gli eventi avversi muscolari erano meno frequenti con acido bempedoico rispetto
al placebo e nessun paziente ha interrotto il trattamento per eventi avversi a carico
del muscolo striato ®. Thompson et al. @ hanno, invece, valutato l'associazione
di acido bempedoico (120 mg o 180 mg/die) ed ezetimibe (10 mg) in 348 pazienti
ipercolesterolemici (LDL >130 mg/dL) con (n=177) o senza (n=171) intolleranza a
varie statine, definita come incapacita di tollerare 2 o pili statine per mialgia, debolezza
muscolare, crampi risoltisi dopo interruzione del trattamento. Lo studio ha dimostrato
effetto additivo dello schema terapeutico combinato rispetto al solo ezetimibe (-43%
e -48%, rispettivamente ai due dosaggi, vs. -21% in ezetimibe; p<0.0001). Gli eventi
avversi muscolari sono stati numericamente inferiori nel gruppo in monoterapia
con acido bempedoico (120 mg n=3 e 180 mg n=1) rispetto al gruppo ezetimibe
(10 mg, n=6) @, Tali dati sono stati confermati da un secondo studio con acido
bempedoico 180 mg in combinazione ad ezetimibe 10 mg tramite 'uso dei due farmaci
in combinazione a dose fissa (fixed dose combination, FDC) in 301 pazienti ad alto
rischio CV con ipercolesterolemia (LDL>100 mg/dL in presenza di nota malattia



Placeho Ezetimibe Acido Bempedoico FDC
10mg 180mg 180+10mg
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FLDL: low density lipoprotein, FDC: Fixed Dose Comhbination

Figura 3. Riduzione percentuale di LDL con ezetimibe, acido bempedoico o combinazione ezetimibe/acido
bempedoico dopo 12 settimane di trattamento rispetto ai valori basali. Le differenze fra gruppi rappresentano
medie e limiti di confidenza al 95%. (Modifcata da ref #206)

aterosclerotica e/o HeFH o >130 mg/dL in presenza di pit fattori di rischio CV) %)

Il disegno sperimentale prevedeva la comparazione della FDC con acido bempedoico
da solo, ezetimibe da solo o placebo per 12 settimane. Come mostrato in Figura 3, la
FDC riduceva il livello di LDL piu dei due farmaci da soli con LDL <100 mg/dL e 70
mg/dL nel 67.5% e 31.3% dei pazienti rispetto ai pazienti in monoterapia (ezetimibe nel
42.5% e 10%, rispettivamente; acido bempedoico nel 43.9% e 6.1%, rispettivamente).
Inoltre, i livelli di LDL circolanti si dimezzavano nel 34% dei pazienti nel gruppo FDC
rispetto al 5% ed il 3.7% di quelli in monoterapia. Solo l'acido bempedoico riduceva in
modo sostanziale la PCR (FDC -35.1%, acido bempedoico -31.9%, ezetimibe -8.2%,
placebo +21.6%), a suggerire uno specifico effetto antiinfiammatorio del farmaco.
Mialgie di severa entita si sono manifestate in 3 pazienti in monoterapia con acido
bempedoico, in 1 con ezetimibe e in nessuno nel gruppo in FDC. Complessivamente,
il 2.4% dei pazienti ha manifestato aumento dell'uricemia, costipazione, affaticamento
e spasmi @), Leffetto ipolipidemizzante dellacido bempedoico, in associazione ad altre
terapie ipolipidemizzanti, € stato ulteriormente valutato comparando la sua associazione
con atorvastina ed ezetimibe (180+20+10mg/die, n=43) rispetto al solo placebo (n=20)
in pazienti ipercolesterolemici (LDL 130-189 mg/dL) in prevenzione primaria ®””. Alla
fine delle 6 settimane di trattamento previste dal disegno sperimentale, la tripla terapia
ha ridotto il livello di LDL del 64% rispetto al placebo (p<0.001) (Figura 4, sinistra);
LDL <70 mg/dL nel 90% dei casi e <55mg/dL nel 59% dei pazienti trattati, con livelli
circolanti dimezzati nel 95% dei casi. In accordo con i risultati degli studi precedenti,
colesterolo non-HDL, apoB, colesterolo totale e PCR si riducevano significativamente.
Menoattesa e statalariduzione dei TG circolanti (-36.3%, p<0.001), mai evidenziata negli
studi precedenti. Gli effetti avversi non differivano fra i due gruppi di trattamento 7).
Recente ¢ anche la dimostrazione delleffetto additivo dell'acido bempedoico associato
ad evolocumab, un inibitore di PCSK9 ", in 57 pazienti con LDL >100 mg/dL dopo 3
mesi di trattamento con evolocumab 420 mg/mese (n=28) rispetto al gruppo di pazienti

08 1103



1104/ c8 |

Atorvastatina Placeho Acido Bempedoico Evolocumah

20mg-+Ezetimibe 10mg 180mg/die +Evolocumab  420mg/mese +Placeho
+Acido Bempedoico 420 mg/mese
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10
3%

LDL Riduzione %

LDL: low density lipoprotein

Figura 4. Riduzione percentuale delle LDL in pazienti trattati con la tripla associazione (acido bempedoico,
atorvastatina ed ezetimibe) post-6 settimane di trattamento o evolocumab, un inibitare di PCSK9. (Modificata
da ref #207 e #208)

trattati con il solo inibitore del PCSK9 (n=31) (Figura 4, destra). Il calo delle LDL del
31% era accompagnato da attesa riduzione di ApoB, colesterolo non-HDL, colesterolo
totale e PCR. Gli effetti collaterali erano sovrapponibili a quelli del gruppo placebo.
Gli studi clinici di Fase 2 hanno, quindi, dimostrato una significativa efficacia dell'acido
bempedoico nella riduzione dei livelli di LDL e di parametri correlati, in monoterapia
ed in terapia di combinazione, in pazienti in varie classi di rischio CV. Tali risultati
hanno dato il via ad un fitto programma di studi di Fase 3 che ne ha confermato i
benefici in differenti setting, come di seguito descritto.

Studi Clinici di Fase 3: il programma CLEAR

Quattro studi clinici di Fase 3 multicentrici, randomizzati e controllati del programma
registrativo CLEAR (Cholesterol Lowering via bEmpedoic Acid, an ACL-Inhibiting
Regimen) hanno valutato leffetto dell'acido bempedoico. Gli studi hanno coinvolto
complessivamente 3623 pazienti con vari profili di rischio, i cui criteri di inclusione
nelle varie fasi del programma sono riassunti nella Figura 5. Due degli studi (CLEAR
Harmony e CLEAR Wisdom, n=3009) sono stati condotti in pazienti ad alto rischio CV
trattati con statine a dosi massimali e due (CLEAR Serenity and CLEAR Tranquillity,
n=614) in pazienti non trattati con statine per intolleranza o tolleranti solo a dosi basse/
molto basse 222,

Lo studio CLEAR Harmony ha studiato primariamente la sicurezza a lungo termine
dell'acido bempedoico rispetto al placebo in pazienti con storia di patologia vascolare
aterosclerotica o HeFH o entrambi con LDL >70 mg/dL, in trattamento con statine
a dosaggi massimamente tollerati, in combinazione o meno con altre terapie
ipocolesterolemizzanti ®*. Lo studio, che ha arruolato 2230 pazienti randomizzati
(rapporto 2:1) a ricevere acido bempedoico 180 mg o placebo per 52 settimane, ha
dimostrato un’incidenza di eventi avversi analoga tra i gruppi. In particolare, la
percentuale di mialgie (6.0% vs. 6.1%) e spasmi muscolari € stata bassa in termini assoluti
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con statine a dosi alte/molteezetimihe Acido Acido

ezetimibe

Bempedoico Bempedoico+ Bempedoico

N=345 N=779
Serenity Serenity
Acido Acido Wisdom

N=2230 N=T19
ASCVD 98% ASCVD 94%
HeFH 4% HeFH 5%
HTN 85%
DM 30%

Cholesterol Lowering

via hEmpedoic Acid,
an ACL-Inhibiting
Regimen

LDL Riduzione %

12 settimane M 24 settimane

Pazienti in prevenzione primaria Pazienti in prevenzione primaria

(LDL>130 mg/dL) o secondaria (LDL>130 mg/dL] intolleranti alle
(LDL>100 mg/dL) intolleranti alle statine od in terapia con statine a dosi
statine a dosi basse/molto basse hasse/molto hasse

mellitus, HeFH: heterozygous familial hypercholesterolemia, HTN: hypertension

| I
2.9 25

C-LDL: low-density lipoprotein cholesterol, GV: cardiovascolare, ASCVD: atherosclerotic cardiovascular disease, DM: diabetes

52 settimane

Figura 5. Sinossi del programma CLEAR. La dizione “dosi basse di statina” si riferisce a rosuvastatina 5 mg,
atorvastatina 10 mg, simvastatina 10 mg, lovastatina 20 mg, pravastatina 40 mg, fluvastatina 40 mg, o
pitavastatina 2 mg e la dizione “dosi molto basse” si riferisce a dosi giornaliere inferiori a quelle sopra citate

senza differenze tra i due gruppi. Il gruppo trattato ha mostrato aumenti statisticamente
significativi, ma di lieve entita dell'uricemia (0,7 mg/dL) associati ad attacchi gottosi
(1.2% vs. 0.3%) e della creatininemia (0,02 mg/dL). La riduzione percentuale delle
LDL rispetto ai valori basali, che rappresentava un endpoint secondario dello studio,
era del 16.5% alla 12ma settimana (differenza vs. placebo in variazione rispetto al
basale -18.1%; 95% CI -20.0 -16.1; p<0.001) senza modificazioni significative alla
24ma e 52ma settimana di trattamento (Figura 5, riquadro destro). In accordo con
studi precedenti, la riduzione del colesterolo LDL plasmatico si accompagnava ad una
parallela diminuzione di colesterolo non-HDL, colesterolo totale, ApoB e PCR (-13.3%,
-11.1%, -11.9% e -21.5%, rispettivamente; p<0.001 per tutti).

Lo studio CLEAR Wisdom ha valutato lefficacia delleffetto ipocolesteromizzante
dell'acido bempedoico a 12 settimane, oltre che la sua efficacia e sicurezza a lungo
termine, in 799 pazienti con storia di patologia vascolare aterosclerotica, HeFH o
entrambi che ricevevano statine alla massima dose tollerata con o senza altri trattamenti
ipocolesterolemizzanti e LDL >100 mg/dL. Il disegno dello studio prevedeva la
randomizzazione dei pazienti in proporzione 2:1 ad acido bempedoico 180 mg o
placebo per 52 settimane .. Dopo 12 settimane di trattamento lacido bempedoico
riduceva il livello di LDL del 15.1% rispetto al placebo (98 vs. 123mg/dL in valore
assoluto, p<0.001), endpoint primario dello studio. Alla settimana 24 la riduzione
percentuale rispetto ai valori basali era del 12.1% e si manteneva alla 52esima (Figura
5, riquadro destro) con un comportamento analogo del colesterolo non-HDL e totale,
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ApoB e PCR. La comparsa di mialgie (2.9% vs. 3.1%) e debolezza muscolare (0.4% per
entrambi i gruppi) era sovrapponibile nei due gruppi cosi come il diabete incidente
o il suo peggioramento (circa il 7% in entrambi i gruppi) e gli eventi cardiaci avversi
maggiori (6.1% nel gruppo acido bempedoico vs. 8.2% nel gruppo placebo). Gotta ed
iperuricemia sono stati riscontrati nel 2.1% e nel 2.7% dei soggetti in trattamento con
acido bempedoico vs. 0.8% e 0.4% del gruppo placebo.

Lefficacia e sicurezza di acido bempedoico in associazione ad ezetimibe & stata valutata
nello studio CLEAR Tranquility in 269 pazienti con LDL >100 mg/dL e storia di
intolleranza alle statine V. Il disegno dello studio prevedeva la randomizzazione in
rapporto 2:1 ad acido bempedoico 180 mg+ezetimibe 10 mg o placebo+ezetimibe 10
mg per un periodo di 12 settimane. Terapie ipocolesterolemizzanti aggiuntive venivano
assunte dal 47.5% dei soggetti nel gruppo acido bempedoico e dal 39.1% dei soggetti nel
gruppo placebo (di cui il 32.6% ed il 27.6%, rispettivamente, in trattamento con statine).
I risultati dello studio hanno dimostrato una maggiore riduzione delle LDL del 28.5%
vs. placebo (96,2 vs. 128,8 mg/dL, p<0.001) oltre che del colesterolo non HDL (-18.4%
vs. 5.2%), totale (-15.1% vs. 2.9%), ApoB (-14.6% vs. 4.7%) e PCR (32.5% vs. 2.1%).
La riduzione del valore di LDL in risposta allacido bempedoico ¢ stata maggiore nei
soggetti non trattati con statine o senza terapia di base rispetto a quelli che assumevano
statine (—34.7% vs. —20.5%, rispettivamente). Eventi avversi muscolari si sono verificati
con simile frequenza nei due gruppi di trattamento (3.3% e 3.4% in acido bempedoico/
ezetimibe e placebo/ezetimibe, rispettivamente) cosi come i tassi d’interruzione del
trattamento per eventi avversi (6.1% vs. 5.7%, rispettivamente), dei quali solo una netta
minoranza per eventi avversi muscolari (n=2 nel gruppo acido bempedoico in terapia
concomitante con statine e n=1 nel gruppo placebo). Un aumento dell'uricemia & stato
osservato nel 7.7% di pazienti randomizzati ad acido bempedoico e 2.3% nel gruppo
placebo.

Lo studio CLEAR Serenity ha, infine, valutato lefficacia e la sicurezza dellacido
bempedoico in pazienti intolleranti alle statine, con LDL 2130 mg/dL se in prevenzione
primaria e LDL>100 mg/dL se soggetti con HeFH o patologie vascolari pregresse. Un
totale di 354 soggetti sono stati randomizzati 2:1 a ricevere acido bempedoico 180 mg o
placebo una volta al giorno per 24 settimane *'?. Al termine delle prime 12 settimane di
trattamento, la riduzione percentuale dei livelli di LDL rispetto al basale era di -23.6%
con analoghi comportamenti di non HDL (-19%), colesterolo totale (-16.1%), ApoB
(=15.0%), PCR (-25.4%) senza modifiche significative di TG e HDL. La riduzione delle
LDL indotta dall'acido bempedoico ¢ stata maggiore nei soggetti che non ricevevano
altre terapie ipocolesterolemizzanti. Eventi avversi di natura muscolare si sono verificati
con eguale frequenza nei due gruppi (22.2% e 25.2% acido bempedoico e placebo,
rispettivamente) con comparsa di mialgia nel 4.7% nel gruppo acido bempedoico e 7.2%
nel placebo. Iperglicemia di nuova insorgenza o peggioramento di diabete preesistente
si sono verificati meno frequentemente nel gruppo acido bempedoico rispetto al
placebo (2.1 vs. 4.5%), mentre livelli di uricemia >7 mg/dL sono stati riscontrati pil
frequentemente in acido bempedoico con comparsa di sintomi gottosi comunque bassa
(1.7%).

Complessivamente, iperuricemia, gotta, aumento delle transaminasi epatiche, riduzione
del filtrato glomerulare, sono stati gli eventi avversi, seppure scarsamente rilevanti dal
punto di vista clinico, piti frequentemente associati all'uso di acido bempedoico nei 4
studi del programma CLEAR, riportati analiticamente in Tabella 1©@". In particolare,
laumento dell'uricemia ¢ stato attribuito all'inibizione da parte del farmaco di OATP2



Tabella 1. Eventi avversi di acido bempedoico vs. placeho riscontrati nel programma CLEAR. (Modificata da

ref #204)
EFFETTI AVVERSI ACIDO BEMPEDOICO CONTROLLI
Mialgia 118 (4.9%) 63 (5.3%)
Dolori acrali 89 (3.7%) 31(2.6%)
Debolezza muscolare 13(0.5%) 7(0.6%)
Nuovo diabete o suo peggioramento 96 (4%), p=0.03 67 (5.6%)
Aumento dell uricemia 51(21%), p<0.001 6 (0.5%)
Iperuricemia 40 (1.7%), p=0.007 7(0.6%)
Gotta 33 (1.4%), p=0.008 5(04%)
Aumento della creatininemia 19(0.8%) 4(0.3%)
Riduzione del filtrato glomerulare 16 (0.7%), p=0.02 1(<01%)
Aumento di AST o ALT 67 (2.8%), p=0.004 15 (1.3%)
=3 volte 18(0.7%) 3(0.3%)
=5 volte 6 (0.2%) 2(0.2%)
Disordini neuro cognitivi 16 (0.7%) 9(0.8%)
Riduzione di emoglobina 69 (2.8%) 22 (1.8%)
Anemia 60 (2.5%) 19(1.6%)
Riduzione di emoglobina 9(0.4%) 3(0.3%)
Riduzione di ematocrito 2(<01%) 3(0.3%)
Rottura tendinea 6 (0.2%) 0
AVVENTI AVVERSI CON INTERRUZIONE DELLO STUDIO

Mialgia 31(1.3%) 21(1.8%)
Contratture muscolari 18(0.7%) 3(0.3%)
Cefalea 11(0.5%) 3(0.3%)
Diarrea 11(0.5%) 1(<01%)

29 senza escludere altri meccanismi che richiedono

(organic anion transporter-2) {
valutazioni piu precise ?'?. Questi effetti avversi sono controbilanciati dall'assenza di
mialgie ed altri sintomi muscolari che talora complicano il trattamento con statine
e ne causano la sospensione ", cui potrebbe contribuire l'incapacita del muscolo
striato di attivare l'acido bempedoico per I'assenza di ASCVLI. Di interesse ¢ anche il
favorevole profilo metabolico dell'acido bempedoico che si associa a meno frequente
comparsa di diabete e tassi meno elevati di peggioramento del controllo metabolico in
soggetti gia diabetici @"**'°. Questo profilo farmacodinamico si differenzia dalleffetto

pro-diabetogeno delle statine, peraltro quantitativamente non elevato *”

e comunque
largamente sopravanzato dai loro effetti benefici *'®). Inoltre, a differenza degli inibitori
del PCSK9 @ e simile in questo alle statine ®**, 'acido bempedoico riduce la PCR
(Figura 6), un effetto antinfiammatorio che potrebbe avere importanti conseguenze
cliniche in termini di prevenzione degli eventi CV su base aterosclerotica *.

In conclusione, i risultati degli studi di Fase 2 e di Fase 3 attualmente disponibili hanno
dimostrato la sicurezza dellacido bempedoico alla dose di 180 mg/die e la sua efficacia
nel ridurre i livelli circolanti di LDL ed i parametri lipidici ad esse correlati (Figura

6). Lo studio CLEAR Outcome, attualmente in corso, sta valutando lefficacia di acido

|08 1107



108! c8 |

25 | =e=LDL
== non-HOL

APOB
== PCR
== 1C

15 DN

20 -

Riduzione (%)

[] T T T
12 24 54
Settimane

Figura 6. Riduzione percentuale della proteina C reattiva (PCR) ad alta sensibilita durante il trattamento con
acido bempedoico in studi di Fase 2 e 3. La figura mostra anche il comportamento del colesterolo totale
(TC), lipoproteine a bassa densita (LDL), colesterolo non ad alta densita (non-HDL) e apolipoproteina B (ApoB).
(Modificata da ref #220)

bempedoico in pazienti ad alto rischio CV intolleranti alle statine, rappresentando
il primo studio di outcome clinico CV dedicato a questo importante gruppo di
pazienti @2V,

In conclusione, 'uso dell'acido bempedoico e della associazione bempedoico/ezetimibe
puo essere considerato in pazienti con differenti profili di rischio CV e/o HeFH in
trattamento con statine o ad esse intolleranti i cui livelli di LDL rimangono sopra quelli
suggeriti dalle Linee Guida piu recenti*.



Opzioni terapeutiche
nell'ipercolesterolemia familiare
omozigote: il ruolo di lomitapide

Maurizio Averna, Alberico L. Catapano

Introduzione

Lipercolesterolemia autosomica dominante (autosomal dominant hypercholesterolemia,
ADH), riferita pitt generalmente come ipercolesterolemia familiare (familial
hypercholesterolemia, FH), & unraro disordine del metabolismolipoproteico caratterizzato
da livelli molto elevati di lipoproteine a bassa densita (low density lipoprotein, LDL) che
se non trattati sono responsabili di manifestazioni precoci di malattie cardiovascolari
(CV) su base aterosclerotica. Difetti genetici nei geni coinvolti nel metabolismo
intracellulare del colesterolo sono responsabili di questo disordine (Figura 1). Mutazioni
con perdita di funzione nel gene codificante per il recettore delle LDL (LDL receptor,
LDLR) ne rappresentano la causa principale (ADH-1). Come risultato di diversi tipi di
mutazioni, lattivita di LDLR puo variare, caratterizzando cosi sia mutazioni recettore-
negative che mutazioni recettore-difettive sulla base dell’attivita recettoriale residua
(<2% 0 >2% della funzione fisiologica, rispettivamente). Pili raramente ADH ¢ causata
da mutazioni a carico del gene APOB (ADH-2, o apolipoproteina B familiare difettiva
— familial defective apolipoprotein B, FDB) o mutazioni con guadagno di funzione della
proproteina convertasi subtilisina-kexina tipo 9 (PCSK9) (ADH-3) @22,

Ipercolesterolemia autosomica
dominante (ADH)

Ipercolesterolemia
familiare

lpercolesterolem.ia autosomica m LDLRAP1
recessiva

LDLR: recettore per le LDL, APOB: apolipoproteinaB, PCSK9: proproteina convertasi subtilisina/kexina tipo 9, 6OF: gain of function,
ARH: ipercolesterolemia autosomica recessiva, LDLRAPT: gene che codifica per la proteina-1adattatrice del recettore delle LOL

Figura 1. Cause genetiche dell'ipercolesterolemia familiare
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I pazienti portatori della stessa mutazione su due alleli dello stesso gene sono omozigoti
veri (Homozygous FH, HoFH) e si distinguono dai portatori di due diverse mutazioni
nello stesso gene (eterozigote composto) e soggetti portatori di due diverse mutazioni
in due geni candidati (doppio eterozigote). Unaltra rara forma di FH ¢ quella recessiva,
causata da mutazioni nel gene LDLRAP1 che codifica per la proteina-1 adattatrice del
recettore delle LDL (autosomal recessive hypercholesterolemia, ARH), coinvolta nel
meccanismo di endocitosi di LDLR ???, La prevalenza di HoFH ¢ di 1:160.000-300.000.
Le manifestazioni cliniche della HoFH sono eterogenee e dipendono dall’attivita
residua di LDLR. I soggetti affetti solitamente hanno livelli plasmatici molto elevati
di LDL (500-1000 mg/dL) (Figura 2), xantomi tendinei, xantomi cutanei e malattia
CV su base aterosclerotica ad esordio precoce (prima-seconda decade di vita) che
coinvolge principalmente le arterie coronarie e la valvola aortica ?*%. I pazienti HoFH
con attivita recettoriale di LDLR residua variabile mostrano una ampia variabilita di
livelli plasmatici di LDL (Figura 2) e di manifestazioni cliniche CV **)

Sebbene la terapia ipolipemizzante convenzionale, inclusa la LDL-aferesi, abbia
notevolmente migliorato la gestione terapeutica dei pazienti HoFH, il controllo a
lungo termine degli eventi CV rappresenta ancora una sfida aperta e pertanto sono
necessari ulteriori approcci terapeutici.

Lavanzamento delle conoscenze sui meccanismi di regolazione dei livelli di LDL
ha aperto nuovi scenari per la gestione della HoFH. La proteina di trasferimento
microsomiale dei trigliceridi (microsomal triglyceride transfer protein, MTP) svolge un
ruolo centrale nellassemblaggio e nella secrezione delle lipoproteine a densita molto
bassa (very low density lipoprotein, VLDL) nel fegato e dei chilomicroni nell'intestino e
la sua inibizione ¢ quindi un target farmacologico. Lomitapide ¢ un inibitore selettivo
di MTP approvato dalle autorita regolatorie del farmaco in 35 Paesi per il trattamento
dell’'HoFH. Lefficacia e la sicurezza di lomitapide sono state valutate e confermate in
studi clinici di Fase 2 e 3 ed il suo uso nella pratica clinica ha mostrato una riduzione
dei livelli plasmatici di LDL superiore al 50%. Obiettivo di questo capitolo ¢ discutere
brevemente le terapie disponibili o in corso di valutazione per il trattamento della
HoFH, focalizzando l'attenzione su lomitapide.

| | | | | >
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HeFH: ipercolesterolemia familiare eterozigote, LDL-C: colesterolo LDL, HoFH: ipercolesterolemia familiare
gterozigote, APOB: apolipoproteinaB, PCSK9: proproteina convertasi subtilisina/kexina tipo 9,
LDLR: recettore per le LDL, LDLRAPT: gene che codifica per la proteina-1adattatrice del recettore delle LDL

o ca | Figura 2. Variabilita dei livelli plasmatici di LDL nei pazienti affetti da ipercolesterolemia familiare
110 1 €9



Trattamento dei pazienti HoFH

I pazienti HoFH necessitano di una terapia ipolipemizzante intensiva, basata sul
trattamento farmacologico convenzionale associato a LDL-aferesi *. 1l trattamento
intensivo con statine ad alta efficacia (rosuvastatina o atorvastatina) in associazione
ad ezetimibe non consente tuttavia di raggiungere i target di LDL raccomandati dalle
Linee Guida in base alla categoria di rischio CV "? e la maggior parte dei pazienti
HoFH ha la necessita di sottoporsi a procedure di LDL-aferesi a cadenza settimanale
o bisettimanale, che pero non ¢ disponibile in tutti i Paesi e diversi fattori possono
ostacolarne l'uso (ad esempio i costi, la presenza di personale sanitario qualificato per
eseguire la procedura, la necessita di mantenere un accesso vascolare adeguato). Inoltre,
circa il 50% dei pazienti mostra comunque progressione dellaterosclerosi ed eventi CV
maggiori. Sono quindi necessari ulteriori approcci per la gestione a lungo termine dei
pazienti HoFH; recentemente sono state sviluppate nuove terapie per il trattamento
dell'ipercolesterolemia che possono essere applicate anche a pazienti con HoFH e che
si basano sull'inibizione di PCSK9 mediante anticorpi monoclonali (alirocumab ed
evolocumab) o un oligonucleotide antisenso (inclisiran), inibizione di apolipoproteina B
(ApoB) con un oligonucleotide antisenso (mipomersen), inibizione di angiopoietin-like
protein 3 (ANGPTL3) mediante un anticorpo monoclonale (evinacumab) e inibizione
di MTP (lomitapide), che rappresenta il fulcro principale di questo capitolo (Tabella 1).

Tahella 1. Farmaci per il trattamento dell'ipercolesterolemia familiare omozigote

Farmaco Meccanismo d'azione Riduzione % LDL Eventi avversi
Lomitapide Inibizione di MTP con conseguente 50% - Steatosi epatica
ridotta secrezione di lipoproteine - Disturbi gastrointestinali
contenenti ApoB - Incremento degli indici di
funzionalita epatica
Evolocumab-Alirocumab Inibizione di PCSK9 mediante MAb 20%-30% - Reazioni nel sito diiniezione
- Sintomi simil-influenzali
Mipomersen Inibizione della sintesi di ApoB 20%-50% - Reazioni nel sito diiniezione

- Sintomi simil-influenzali

- Incremento degli indici di
funzionalita epatica

- Steatosi epatica

Inclisiran Inibizione di PCSK9 mediante SiRNA 12%-37% - Reazioni nel sito di iniezione
Evinacumab Inibizione di ANGPTL3 ~47% - Sintomi simil-influenzali
ApoB: apolipoproteina B; MTP: proteina di trasferimento microsomiale di trigliceridi; Mah: anticopri monoclonali;

ANGPTL3: angiopoietin-like protein; siRNA: small interfering RNA

Inibitori di PCSK9

PCSK9 ¢ una serino-proteasi espressa negli epatociti, nelle cellule mesenchimali renali,

227), PCSK9 gioca un ruolo centrale nella

nell'intestino e nei neuroni telencefalici embrionali¢
regolazione dellomeostasi del colesterolo inducendo la degradazione di LDLR. Mutazioni
con guadagno di funzione nel gene PCSK9 sono causa di FH, determinano elevate
concentrazioni plasmatiche di LDL fin dalla nascita e aumentato rischio CV, mentre varianti
con perdita di funzione sono associate ad ipocolesterolemia e riduzione del rischio CV. Il
ruolo chiave di PCSK9 nella degradazione di LDLR ha indirizzato Iinteresse scientifico
sullo sviluppo di farmaci per ridurre i livelli di LDL. LCuso di anticorpi monoclonali anti-
PCSK9 ha eccezionalmente migliorato la gestione dell'ipercolesterolemia. Due anticorpi
interamente umanizzati anti-PCSK9, evolocumab ed alirocumab, riducono efficacemente

i livelli di LDL e il rischio CV in diversi gruppi di pazienti (pazienti FH, soggetti non
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adeguatamente controllati dalla massima dose tollerata di statina, soggetti intolleranti alle
statine). Lo studio TESLA (Trial Evaluating PCSK9 Antibody in Subjects With LDL Receptor
Abnormalities) * ¢ stato disegnato per valutare la sicurezza, la tollerabilita e lefficacia di
evolocumab nei pazienti HoFH. Otto pazienti HoFH con mutazioni nulle o difettive di
LDLR sono stati trattati con evolocumab (420 mg ogni 4 settimane) e dopo 12 settimane
di trattamento hanno mostrato una riduzione media di LDL del 16.5% rispetto al basale.
I pazienti che hanno mostrato una maggiore e significativa riduzione di LDL (fino al
43.6%) erano portatori di mutazioni difettive nel gene LDLR mentre i pazienti portatori
di mutazioni nulle (pazienti recettore-negativi) non hanno risposto al trattamento. Nello
studio TAUSSIG (Trial Assessing Long Term Use of PCSK9 Inhibition in Subjects With
Genetic LDL Disorders) “*), un gruppo di 106 pazienti HoFH trattati con evolocumab in
aggiunta al trattamento ipolipemizzante standard con o senza LDL-aferesi ha mostrato
una riduzione media di colesterolo LDL del 21.1%. Anche in questo studio, i pazienti
che hanno mostrato una significativa riduzione di LDL erano portatori di mutazioni
difettive nel gene LDLR, mentre i pazienti portatori di mutazioni recettore-negative ed
i pazienti ARH hanno risposto poco al trattamento. Nello studio ODYSSEY HoFH %), il
trattamento di pazienti HoFH con alirocumab (150 mg ogni 2 settimane) ha determinato
una sostanziale riduzione dei livelli di LDL (differenza rispetto al placebo: -35.6%). Alla
fine della fase in doppio cieco, tutti i pazienti sono entrati in un periodo di trattamento in
aperto per altre 12 settimane, mostrando una riduzione media di LDL rispetto al basale del
27.3% (-67.9 mg/dL). I pazienti che avevano ricevuto alirocumab durante la fase in doppio
cieco hanno riportato riduzioni di LDL maggiori rispetto a quelli che avevano ricevuto
placebo (30.7% vs. 20.6%). Le variazioni di LDL sono risultate altamente variabili, ma
per lo piti basse o assenti nei pazienti portatori di mutazioni LDLR nulle. Questi risultati
suggeriscono che gli anticorpi monoclonali anti-PCSK9 possono essere utili nel ridurre i
livelli di LDL in pazienti HoFH portatori di mutazioni difettive del gene LDLR.

Mipomersen

Mipomersen € un inibitore della sintesi dellapoB approvato dallFDA nel 2013
per il trattamento della HoFH alla dose di 200 mg/settimana per via sottocutanea
come terapia aggiuntiva a quella ipolipemizzante convenzionale. Mipomersen ¢ un
oligonucleotide antisenso (AntiSense Oligonucleotides, ASO) di seconda generazione
che si lega allmRNA di ApoB, prevenendo cosi la sua traduzione e la conseguente
produzione della proteina ApoB. Molti studi clinici hanno mostrato la capacita di
mipomersen di ridurre significativamente ApoB, LDL e colesterolo non-HDL, ma ha
evidenziato eventi avversi caratterizzati da reazioni anche severe nel sito di iniezione
e sintomi simil-influenzali in circa il 70% dei pazienti trattati. Inoltre, molti soggetti
hanno mostrato steatosi epatica e gli effetti a lungo termine sono ancora sconosciuti.
Per tale motivo 'EMA non ha approvato l'utilizzo di mipomersen in Europa.

Strategie farmacologiche emergenti
per ridurre le LDL nella HoFH

Inibitore di ANGPTL-3 (Evinacumab)

ANGPTL-3 ¢ una proteina secreta dal fegato che inibisce la lipasi lipoproteica e la lipasi
endoteliale, due enzimi coinvolti nel metabolismo dei trigliceridi e delle lipoproteine
ad alta densita (high density lipoprotein, HDL). Studi di randomizzazione mendeliana



hanno dimostrato che la riduzione dei livelli di LDL associata a varianti di ANGPTL3
¢ correlata ad una minore prevalenza della malattia CV su base aterosclerotica.
Linibizione di ANGPTL3 con un anticorpo monoclonale (evinacumab) puo
rappresentare una strategia terapeutica innovativa per la riduzione di LDL con un
meccanismo indipendente da LDLR. Un recente studio ha dimostrato lefficacia di
evinacumab nel ridurre significativamente i livelli di LDL (~50%) in pazienti HoFH
gia in trattamento con la massima dose di terapia ipolipemizzante; grazie all’attivita
indipendente da LDLR, evinacumab ¢ altamente efficace anche in pazienti con
mutazioni nulle nel gene LDLR *V.

Silenziamento genico di PCSK9 (Inclisiran)

Inclisiran ¢ un oligonucleotide sintetico di RNA a doppio filamento (small interfering
RNA, siRNA) disegnato per silenziare in modo selettivo PCSK9 a livello epatico. Studi
di Fase 1 condotti in volontari sani con livelli plasmatici di LDL >100 mg/dL hanno
mostrato che il trattamento con inclisiran per 3 mesi riduce significativamente i
livelli di PCSK9 (~70% con dosaggi >300 mg) e LDL (~50% con dosaggi >100 mg).
Durante il periodo di trattamento non sono stati riportati eventi avversi clinicamente
rilevanti. Successivamente, inclisiran ¢ stato testato in pazienti a rischio CV molto alto
in prevenzione secondaria e con livelli di LDL >70 mg/dL o >100 mg/dL in assenza di
malattia CV. E interessante sottolineare che la riduzione dei livelli di LDL si & mantenuta
fino a 240 giorni dopo la prima somministrazione del farmaco. Lo studio ORION-2
(studio pilota multicentrico di Fase 3, in aperto, a braccio singolo) ha valutato lefficacia
e la sicurezza di inclisiran nei pazienti HoFH in aggiunta alla massima dose tollerata di
terapia ipolipemizzante (statina/ezetimibe): si € assistito ad una riduzione media di LDL
di circa il 30% @?. Attualmente ¢ in corso uno studio di Fase 3 che sta valutando leffetto
ipocolesterolemizzante di inclisiran in pazienti HoFH (ORION-5).

Una differenza importante di inclisiran rispetto agli anticorpi monoclonali & che il
farmaco riduce sia i livelli circolanti che quelli intracellulari (epatici) di PCSK9; leffetto
sui livelli intracellulari potrebbe contribuire a migliorare lefficacia ma potrebbe anche
smascherare effetti inattesi legati al blocco di PCSK9. Gli studi in corso saranno
cruciali per rispondere a tali quesiti.

Lomitapide

Lomitapide ¢ un inibitore selettivo di MTP autorizzato dalle autorita internazionali
regolatorie come terapia aggiuntiva alla dieta ipolipidica e al trattamento ipolipemizzante
convenzionale per il trattamento dei pazienti adulti affetti da HoFH. MTP & una proteina
coinvolta nellassemblaggio e la secrezione delle VLDL nel fegato e dei chilomicroni
nellintestino (Figura 3) ®. Il ruolo di MTP ¢ stato chiarito grazie agli studi sulla
abetalipoproteinemia, una malattia ereditaria rara caratterizzata dalla assenza di
lipoproteine contenenti ApoB, accumulo di grassi nel fegato e nell'intestino associato a
malassorbimento dei grassi, vitamine liposolubili e a steatorrea. I deficit delle vitamine A
ed E ¢ responsabile di neuropatie periferiche, degenerazione spinale-cerebellare e retinite
pigmentosa e quindi la supplementazione di vitamine liposolubili in questa rara malattia
¢ altamente raccomandata ®*). Linibizione di MTP & emersa come possibile approccio
per ridurre i livelli lipidici plasmatici attraverso I'inibizione dellassemblaggio e secrezione
delle VLDL e dei chilomicroni. Studi in vitro in cellule HepG2 hanno evidenziato una
riduzione della secrezione di lipoproteine dopo trattamento con lomitapide.

Queste osservazioni preliminari hanno suggerito che [linibizione di MTP puo
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Figura 3. Meccanismo dazione di lomitapide. La proteina di trasferimento microsomiale dei trigliceridi (MTP) media
il trasferimento di lipidi allapolipoproteina B (ApoB), con conseguente sintesi di VLDL (nel fegato) e chilomicroni
(nell'intestino). Lomitapide inibisce Iattivita di MTP riducendo cosi la produzione dilipoproteine contenenti apoB con
conseguente riduzione dei livelli circolanti di LDL-C

rappresentare un eccellente candidato per la riduzione dei livelli di LDL in modo
indipendente da LDLR. Linibizione di MTP nell'intestino puo tuttavia indurre problemi

@33), Teflicacia e la sicurezza dilomitapide sono

gastrointestinali come diarrea e steatorrea
stati valutati in uno studio di Fase 3, a singolo braccio, in aperto in pazienti HoFH, che
sono stati trattati con graduali incrementi di dose di lomitapide in aggiunta alla terapia
ipolipemizzante in corso (inclusa laferesi). Lomitapide ha significativamente ridotto
i livelli di LDL (50% di riduzione dopo 26 settimane di trattamento in 23 HoFH che
hanno completato lo studio). Un sottogruppo di questi pazienti (19 su 23) ha proseguito
il trattamento nello studio di estensione confermando lefficacia associata a una buona
tollerabilita e profilo di sicurezza @*. I livelli di proteina C reattiva (PCR) ad alta
sensibilita si sono ridotti progressivamente di circa il 60% per tutta la durata dello studio.
Unesperienza clinica di “real-world” in Italia ha confermato lefficacia e la sicurezza del
trattamento con lomitapide in 15 pazienti HoFH seguiti in diversi Centri Italiani per
lo studio delle dislipidemie ***. Laggiunta di lomitapide alla terapia ipolipemizzante
convenzionale ad un dosaggio piti basso che nello studio di Fase 3 (19 mg/die) ha ridotto
ilivelli di LDL del 68.2+24.8% e ha consentito nel 60% dei pazienti di raggiungere valori
di LDL <100 mg/dL e nel 46.6% <70 mg/dL. Inoltre, durante il periodo di follow-up,
8 pazienti su 10 che praticavano LDL-aferesi (80%) hanno potuto sospendere tale
trattamento. E importante notare che la riduzione di LDL non si correla con il genotipo
suggerendo che lomitapide puo essere usata in tutti i pazienti HoFH, inclusi coloro che

235

hanno mutazioni nulle nel gene LDLR **. Simili risultati di efficacia e sicurezza sono

stati ottenuti in altri studi clinici di “real-world’”.



Eventi avversi comuni della lomitapide sono disturbi gastrointestinali come nausea,
vomito, crampiaddominali, diarrea; tuttavia questisintomidiventano progressivamente
meno frequenti in termini di severita e di intensita dopo la fase di incremento della
dose del farmaco, con l'aderenza alla dieta ipolipidica (<20% dellapporto calorico
giornaliero derivante dai grassi) e la supplementazione di omega-mix e di vitamine
liposolubili ®*. In alcuni casi la riduzione di dose di lomitapide rappresenta una
valida strategia per mantenere un ragionevole equilibrio tra efficacia e sicurezza. Il
trattamento con lomitapide puo inoltre causare steatosi epatica e/o incremento delle
transaminasi **¥. Gli effetti del trattamento a lungo termine con lomitapide sulla
possibile evoluzione della steatosi epatica in steatoepatite/fibrosi e potenzialmente
in cirrosi sono ancora sconosciuti e necessitano di una attenta valutazione in studi
post-marketing. Lomitapide ¢ metabolizzata in massima parte nel fegato tramite
il citocromo P-450 (CYP) isoenzima 3A4 e laggiustamento della dose ¢ necessaria
quando € somministrata contemporaneamente a substrati del CYP3A4 come le
statine (atorvastatina e simvastatina) o warfarin. La dose iniziale raccomandata ¢ 5
mg una volta al giorno, seguita da un incremento della dose (fino a 60 mg) in base alla
efficacia e tollerabilita. Lomitapide non ¢ raccomandata in gravidanza e pertanto viene
raccomandato l'uso della contraccezione nelle pazienti HoFH in eta fertile. Sebbene
lefficacia e la sicurezza di lomitapide siano ben documentate, esistono pochi dati sugli
outcome CV a lungo termine e sull'impatto sulla sopravvivenza. Un'analisi derivante
da studi osservazionali e di intervento su 149 pazienti HoFH sudafricani ha mostrato
i benefici della terapia con lomitapide in aggiunta alla terapia ipolipemizzante
convenzionale in termini di sopravvivenza e di riduzione di rischio di eventi CV
maggiori . In base ai dati di efficacia e sicurezza disponibili, la lomitapide puo essere
considerata un farmaco di prima linea sia nel trattamento delle forme autosomiche
dominanti che di quelle recessive di HoFH in aggiunta al trattamento ipolipemizzante
massimale e/o alla LDL-aferesi.

LOWER: un registro sull uso clinico di lomitapide

Recentemente ¢ stato ritenuto necessario acquisire informazioni sui pazienti HoFH
trattati con lomitapide nella pratica clinica quotidiana. Le informazioni acquisite possono
aiutare a valutare lefficacia e la sicurezza a lungo termine della lomitapide, gli eventuali
outcome su eventuali gravidanze e attuare pertanto interventi indirizzati a ridurre
potenziali rischi derivanti dal trattamento. Al fine di raggiungere questi obbiettivi, le
autorita internazionali regolatorie del farmaco hanno richiesto listituzione di un
registro dei soggetti trattati con lomitapide. In Europa, il registro LOWER sta rendendo
disponibili dati di efficacia e sicurezza a lungo termine nella pratica clinica, facilitando
cosi lapproccio a pazienti HoFH. Lanalisi dei dati di 5 anni ha dimostrato che, ad una
dose mediana di 10 mg, lomitapide determina una riduzione media del 33% dei livelli
di LDL (riduzione assoluta ~71 mg/dL); il 64.5% dei pazienti trattati raggiunge livelli
di LDL <100 mg/dL e il 41.1% livelli <70 mg/dL (237). E stata riportata un‘incidenza
degli eventi avversi inferiore rispetto a quella osservata negli studi clinici, probabilmente
dovuta alla dose mediana inferiore **”. Un sottostudio del LOWER (CAPTURE - Effects
of Lomitapide on Carotid and Aortic Atherosclerosis in Patients Treated with Lomitapide
in Usual Care) sta valutando lefficacia della lomitapide sugli outcome vascolari come la
riduzione e/o la stabilizzazione delle placche aterosclerotiche carotidee ed aortiche. E
stato istituito anche un registro indipendente per valutare gli effetti della lomitapide in
donne che vanno incontro a una gravidanza durante il trattamento.
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Lomitapide e varianti geniche di MTP

Nella pratica clinica, i pazienti HoFH trattati con lomitapide in aggiunta alla terapia
ipolipemizzante standard, inclusa l'aferesi, mostrano una risposta variabile alla terapia.
E stato dimostrato che alcuni pazienti con risposta pitl marcata (iper-responders)
possono ottenere una riduzione maggiore di LDL rispetto agli altri (ipo-responders)
(>50% vs. <50% di riduzione di LDL). E stato suggerito un possibile ruolo di
varianti geniche di MTP (single nucleotide polymorphisms — SNPs) nella risposta
al trattamento con lomitapide. Sono state identificate 36 diverse varianti tramite
sequenziamento diretto dei 26 esoni e delle regioni non codificanti del gene MTP. I
soggetti iper-responders condividono sei SNPs di MTP, che non sono presenti negli
ipo-responders. E stato ipotizzato che gli SNPs del gene MTP possano modulare le
funzioni della proteina MTP attraverso interazioni tra gene ed ambiente e/o gene-
gene (238
lomitapide e potrebbe fornire informazioni sui pazienti che meglio beneficeranno del
trattamento con lomitapide. Ulteriori dati sono comunque necessari per supportare
questa ipotesi.

. Questa ipotesi potrebbe spiegare la variabilita della risposta alla terapia con

Considerazioni finali

Lomitapide & stato approvato come farmaco per il trattamento di pazienti HoFH
adulti e come terapia aggiuntiva alla terapia ipolipemizzante standard. Lefficacia
e tollerabilita di lomitapide sono state ampiamente documentate, ma € necessaria
un’attenta valutazione a lungo termine della sicurezza. Mentre l'intensita dei disturbi
gastrointestinali si riduce progressivamente con la titolazione della dose e con una
stretta aderenza alla dieta ipolipidica, la possibilita di sviluppare steatosi epatica e la sua
eventuale progressione verso stadi piti avanzati di malattia quali steatoepatite, fibrosi
e/o cirrosi non devono essere sottostimati nella gestione a lungo termine dei pazienti
trattati con lomitapide. I dati raccolti nei registri post-marketing saranno utili nella
valutazione degli outcome a lungo termine. Luso di lomitapide in gravidanza e durante
l'allattamento ¢ ancora in corso di valutazione, e anche per questo aspetto i dati raccolti
nei registri potranno rispondere a domande riguardanti questo specifico gruppo di
pazienti. Inoltre, la lomitapide non ¢é stata testata nella popolazione HoFH pediatrica.
La disponibilita di dati clinici e la valutazione di efficacia, sicurezza, tollerabilita e
outcome clinici nei bambini con HoFH potrebbe essere un tema interessante per
future ricerche. Probabilmente I'uso di lomitapide nei bambini dovrebbe essere
considerato superando le limitazioni all'uso derivanti dalleta al fine di impattare sulla
prevenzione delle complicanze CV precoci che possono derivare dalla indisponibilita
di efficaci trattamenti ipolipemizzanti. Un altro interessante argomento di discussione
¢ losservazione che SNPs di MTP possono influenzare la risposta al trattamento con
lomitapide. Questa ipotesi potrebbe essere meglio analizzata estendendo lo studio ad
un gruppo pitt numeroso di HoFH. In questo modo la decisione terapeutica dei clinici
potrebbe essere facilitata nella selezione dei pazienti da trattare con lomitapide.

In conclusione, la terapia ipolipemizzante convenzionale per il trattamento della
HoFH rappresenta una sfida. Sulla base dei dati disponibili, lomitapide rappresenta
un trattamento aggiuntivo efficace e sicuro per la gestione dei pazienti HoFH. Sono
necessari ulteriori dati sulla sicurezza a lungo termine.



Anticorpi monoclonali:
inibitori di PCSK9 ed evinacumab

Gianfranco Sinagra, Maddalena Rossi, Massimo Mancone

Una delle piu recenti strategie farmacologiche nellambito della terapia delle
dislipidemie ¢ rappresentata dagli anticorpi monoclonali. A questa innovativa classe di
farmaci appartengono da un lato gli inibitori della Proproteina Convertasi Subtilisina/
Kexina di tipo 9 (PCSK9), il cui ruolo terapeutico ¢ gia stato chiaramente definito nelle
Linee Guida della European Society of Cardiology e European Atherosclerosis Society
(ESC/EAS) del 201919, dall’altro evinacumab, inibitore della proteina angiopoietin-like
3 (ANGPTL3), una nuova promettente opzione per la terapia dell'ipercolesterolemia
familiare omozigote (Homozygous Familial Hypercolesterolemia, HoFH).

Inibitori di PCSK9: alirocumah ed evolocumah

Nel 2003 Abifadel et al. descrissero per la prima volta una forma severa di
ipercolesterolemia familiare a trasmissione autosomica dominante dovuta ad una
mutazione gain-of-function del gene codificante per la proteina PCSK9 e, in maniera
speculare, un gruppo di individui con mutazioni loss-of-function dello stesso
enzima con livelli ematici molto bassi di colesterolo low-density-lipoprotein (LDL) e,
contestualmente, una bassa prevalenza di malattia coronarica aterosclerotica ®).
Studi successivi hanno confermato che PCSK9 svolge un ruolo chiave nella regolazione
del metabolismo del colesterolo, favorendo un’intensa attivita di ricerca e rendendo
questa proteina uno dei principali target per lo sviluppo di nuove terapie per il
trattamento dell'ipercolesterolemia.

Lapproccio piti avanzato da un punto di vista clinico ¢ rappresentato oggi dagli
anticorpi monoclonali inibitori di PCSK9, alirocumab ed evolocumab, che, con la loro
notevole efficacia, hanno inaugurato una nuova era nel mondo degli ipolipemizzanti.

Meccanismo d’azione

PCSK9 ¢ una serin-proteasi di 692 amminoacidi sintetizzata nel fegato e poi secreta
nel circolo sanguigno, che regola lemivita dei recettori epatici le LDL (LDLR) i quali,
legandosial colesterolo LDL circolante, lo rimuovono dal torrente ematico favorendone
il catabolismo. PCSK9 ¢ in grado di legare LDLR sia a livello intracellulare che sulla
superficie della membrana plasmatica degli epatociti, promuovendone, attraverso
una modifica conformazionale e I'internalizzazione nel citoplasma, la degradazione
lisosomiale. Il principale fattore in grado di regolare lespressione genica di PCSK9
¢ rappresentato dalla concentrazione di steroli intracellulari, in una complessa
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Figura 1. Meccanismo d'azione di alirocumab, evolocumab ed evinacumab

interazione fra LDL, LDLR e PCSK9 deputata a mantenere la colesterolemia nei limiti
di normalita ®?. Alirocumab ed evolocumab sono due anticorpi monoclonali di
sottotipo IgG completamente umani che si legano, in un rapporto stechiometrico 1:1,
alla proteina PCSK9 circolante, inibendone l'interazione con i recettori epatici per le
LDL. Ne deriva unaumentata espressione degli stessi sulla superficie epatocitaria e,
conseguentemente, unaumentata clearance del colesterolo LDL circolante (Figura 1).

Effetto ipolipemizzante

Fra i farmaci ipolipemizzanti attualmente disponibili, gli anticorpi monoclonali
inibitori di PCSK9 sono quelli che hanno dimostrato la maggiore efficacia. Nei trials
clinici di Fase 3 il trattamento con alirocumab od evolocumab ¢ stato associato ad
una riduzione dei livelli di LDL circolanti del 60% circa, indipendentemente dalla
terapia ipolipemizzante di background *© (Tabella 1) (Figura 2). Quando aggiunti
ad una statina ad alta intensita (i.e. atorvastatina 40-80 mg/die) essi garantiscono
una riduzione di LDL del 46-73% rispetto al placebo e del 30% rispetto allezetimibe,
mentre l'associazione di statina ad alta intensita, ezetimibe ed inibitori di PCSK9
assicura una riduzione di LDL dell'85% circa (vedi Tabella 1 Capitolo 6).

Inoltre, nei pazienti intolleranti alle statine, che rappresentano una categoria di difficile
gestione terapeutica, gli inibitori di PCSK9, usati come terapia di primalinea, determinano
una riduzione di LDL circolanti del 45-56% **” (Tabella 2). In considerazione del loro
meccanismo d’azione, lefficacia di questa classe di farmaci dipende dallespressione
epatica di LDLR, per cui nei pazienti con ipercolesterolemia familiare omozigote, spesso
correlata a mutazioni loss of function del gene codificante per i recettori delle LDL, il
loro uso ¢ condizionato dalla valutazione dellespressione residua di tali recettori. In uno
studio randomizzato controllato con placebo, la terapia con evolocumab si ¢ associata

g ero| ad una riduzione media di LDL del 31%, con un range estremamente variabile: dal 47%
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Tabella 1. Studi di Fase 3 con alirocumab ed evolocumab.

Trial Popolazione N.Pazienti | Riduzione LDL

ALIROCUMAB

Odyssey mono | Ipercolesterolemia con o senza statine 103 472%

Odyssey Intolleranza alle statine; ipercolesterolemia primitiva e rischio CV 251 52.2%

alternative moderato, alto o molto alto

Odyssey Ipercolesterolemia primitiva non adeguatamente controllata da 183 44% - 54%

options | atorvastatina, con o senza altri agenti ipolipemizzanti, ed alto rischio CV

Odyssey Ipercolesterolemia non adeguatamente controllata da rosuvastatina 415 36%-51%

options |l con 0 senza altri agenti ipolipemizzanti, ed alto rischio CV

Odyssey Ipercolesterolemia non adeguatamente controllata da statine a dose 316 48%

combo massima con o senza altri agenti ipolipemizzanti, ed alto rischio GV

Odyssey FH eterozigote non adeguatamente controllata dalla terapia 107 46%

high HF ipolipemizzante in atto

Odyssey long Ipercolesterolemia non adeguatamente controllata dalla terapia 3109 61%

term ipolipemizzante in atto, ed alto rischio CV

Odyssey Ipercolesterolemia non adeguatamente controllata da statine a dose 720 50%

combo |l massima con o senza altri agenti ipolipemizzanti, ed alto rischio GV

Odyssey Ipercolesterolemia non controllata in pazienti intolleranti alle statine 233 51.7% - 53.5%

choice Il

Odyssey FHI FH eterozigote non adeguatamente controllata dalla terapia 486 579%
ipolipemizzante in atto

Odyssey FHII FH eterozigote non adeguatamente controllata dalla massima dose di 249 514%
statina tollerata con o senza altri agenti ipolipemizzanti

Odyssey Recente ospedalizzazione per SCA (1-12 mesi prima) e LOL =70 mg/dL 18924 55%

outcomes™ nonostante terapia con statina

EVOLOCUMAB

Mendel-2 Rischio secondo Framingham <10% e LOL =100 mg/dL 614 58%

(auss-2 Ipercolesterolemia in pazienti intolleranti alle statine 307 54%

Descartes LOL =85 mg/dL e/o LDL fuori target in terapia ipolipemizzante 901 55%
massimale

Laplace-2 Ipercolesterolemia primaria o dislipidemia mista in terapia con statine 2067 70%
£on 0 senza ezetimibe

Rutherford-2 FH eterozigote e LDL =100 mg/dL nonostante terapia con statina 331 56%

Tesla FH omozigote e LDL =130 mg/dL nonostante terapia ipolipemizzante 50 231%
massimale

Osler1e 2 Ipercolesterolemia o dislipidemia mista (studio di estensione) 4465 61%

Glagov Malattia coronarica; LDL =80 mg/dL o fra 60 e 80 mg/dL in presenza 968 -56 mg/dL
di fattori di rischio CV

Fourier™ Malattia CV aterosclerotica e LOL =70 mg/dL nonostante terapia con 27564 59%
statina

*CV outcomes. LDL: low density lipoproteins, CV: cardiovascolare, SCA: sindrome coronarica acuta, FH: ipercolesterolemia familiare

in pazienti receptor-defective (attivita residua 2-25%) al 25% in pazienti receptor-negative
(attivita residua <2%) fino all'inefficacia in pazienti con due alleli negativi ®V. Recenti
studi hanno evidenziato che PCSK9 gioca un ruolo chiave in processi indipendenti
dallattivita sui recettori delle LDL, potendosi legare anche al recettore delle very low
density lipoproteins (VLDL) e a CD36, recettore coinvolto nel metabolismo degli acidi
grassi, favorendone la degradazione. A conferma di cio leffetto degli inibitori di PCSK9
si esplica anche sulle altre componenti lipidiche: come gia dimostrato per le statine, essi
si associano ad una riduzione dei livelli ematici di trigliceridi (TG) del 26% circa e di
apolipoproteina B (ApoB), componente essenziale di tutti i lipidi aterogenici, del 50% ad
alte dosi. Inoltre alirocumab ed evolocumab, a differenza delle statine, sono in grado di
ridurre i livelli plasmatici di lipoproteina(a) del 25% circa, anche se i risvolti terapeutici
di tale effetto appaiono ad oggi non chiari (Tabella 3).
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LDL: low density lipoprotein

Figura 2. Riduzione del valore di LDL nel trial ODISSEY Outcomes con alirocumab (pannello A e nel trial FOURIER con evolocumab (pannello B)
(Modificata da ref #244 e #243)
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Tabella 2. Riduzione percentuale dei livelli di LDL in terapia con anticorpi monoclonali inibitori di PCSK (ref #240)

In monoterapia in In aggiunta alla In pazienti con In pazienti con
pazientiintolleranti | terapia con statine ipercolesterolemia ipercolesterolemia
alle statine familiare eterozigote | familiare omozigote
Alirocumab 55-57% 63-75% 60-66% 31%
Evolocumab | 45% 46-51% 58% ND
Tahella 3. Effetto di statine ad alta intensita, inibitori di PCSK9 ed evinacumab
LDL HDL T6 ApoB Lp(a)
Statine ad alta intensita -50/60% +5/10% -25/35% -40/50% Neutro
Inibitori di PCSK9 -60% +0/10% -26% -50% -25%
Evinacumab -47% -30% -b5% -41% ND

LDL: low density lipoproteins, HDL: high density lipoproteins, T6: trigliceridi, ApoB: apolipoproteina B, Lp(a) lipoproteina a,
PCSK9: proproteina convertasi subtilisina/kexina tipo 9

Via e frequenza di somministrazione

Gli inibitori di PCSK9 vengono somministrati per via sottocutanea con cadenza
mensile o bisettimanale. Una sola iniezione introduce in circolo una quantita di
anticorpi nettamente superiore rispetto al target (rapporto stimato 100:1) che gia nelle
prime ore “cattura’ I'intero pool di PCSK9 circolante, garantendo poi una riduzione
stabile nel tempo. Alirocumab ¢ disponibile in tre dosaggi: 75 o 150 mg una volta
ogni due settimane oppure 300 mg una volta al mese; il dosaggio iniziale viene scelto
in base ai livelli di LDL di partenza, considerando che con 75 mg ci si aspetta una
riduzione degli stessi del 45% circa mentre con la dose di 150 mg la riduzione attesa



sale al 60%. Evolocumab, invece, puo essere somministrato ad un dosaggio di 140
mg ogni due settimane oppure di 420 mg ogni quattro settimane, garantendo una
riduzione di LDL di circa il 60% in entrambi i casi.

Farmacocinetica ed interazioni con altri farmaci

Alirocumab ed evolocumab hanno una biodisponibilita assoluta dell'85% e del 72%,
rispettivamente. Dopo somministrazione di una singola dose le concentrazioni sieriche
massime sono raggiunte in 3-4 giorni, tuttavia I'azione di inibizione di PCSK9 inizia
gia dopo 4-6 ore. Il volume di distribuzione medio allo steady-state ¢ pari a circa tre
litri, indicando una limitata distribuzione di tali farmaci nei tessuti 2. Lemivita effettiva
stimata e compresatrall e 17 giorniper evolocumab e 17-20 giorni peralirocumab. Poiché
queste molecole, come le immunoglobuline naturali, sono composte esclusivamente
da aminoacidi e carboidrati, la loro eliminazione non coinvolge pathways epatici né
renali ma avviene tramite degradazione in piccoli peptidi e singoli aminoacidi *?.
Non ¢ quindi necessario alcun aggiustamento di dosaggio in pazienti con insufficienza
epatica o renale, tuttavia, poiché nei trial di Fase 3 su evolocumab ed alirocumab sono
stati esclusi, rispettivamente, pazienti con velocita di filtrazione glomerulare minore di
20 ml/min/1.73 m* e 30 ml/min/1.73 m?, essi devono essere usati con cautela in caso
di disfunzione renale severa ®**2*), Inoltre, non sono state descritte interazioni con il
sistema del citocromo P450 né interazioni degne di nota con altri farmaci assunti per os.

Effetti sulla morhilita e sulla mortalita cardiovascolare

Il razionale dell'uso di farmaci ipolipemizzanti deriva dalla dimostrazione della loro
efficacia nella diminuzione dei livelli circolanti di colesterolo LDL ma soprattutto
dalleffettiva correlazione con i fenomeni di regressione del processo aterosclerotico
e dalla conseguente riduzione degli eventi ischemici. Nel 2016 lo studio GLAGOV
(Effect of Evolocumab on Progression of Coronary Disease in Statin-Treated Patients)
@4 ha chiaramente documentato che, in pazienti con malattia coronarica, la terapia
con evolocumab in aggiunta a statina si associava ad una riduzione significativa della
percentuale di volume della placca aterosclerotica. Lipotesi avanzata indirettamente
dagli studi sull'imaging coronarico che tanto pitl si riducono i livelli assoluti e
percentuali di LDL e si induce regressione dell'ateroma, tanto pil si prevengono gli
eventi cardiovascolari (CV) e stata successivamente confermata da due ampi trials
clinici randomizzati controllati con placebo: lo studio ODISSEY Outcomes (Evaluation
of Cardiovascular Outcomes After an Acute Coronary Syndrome During Treatment With
Alirocumab) ®¥ e lo studio FOURIER (Further Cardiovascular Outcomes Research
with PCSK9 Inhibition in Subjects with Elevated Risk) **¥ (Tabella 4).

In entrambi i trials gli inibitori di PCSK9 venivano somministrati in prevenzione
secondaria in pazienti con livelli di LDL >70 mg/dL, il target al tempo da raggiungere
in tali pazienti, nonostante terapia con statina. Tuttavia, mentre lo studio ODISSEY
Outcomes ?*¥ ha arruolato pazienti ospedalizzati per sindrome coronarica acuta
(SCA) nei precedenti 1-12 mesi, il FOURIER ** ha arruolato pazienti con malattia
aterosclerotica stabile (cardiopatia ischemica cronica, ictus o arteriopatia periferica
sintomatica) (Tabella 4). NellODISSEY Outcomes *** la terapia con alirocumab
ha determinato una riduzione del 15% del rischio relativo dell'endpoint primario
composito di morte CV, infarto del miocardio (IM) non fatale, ictus ischemico fatale
e non fatale od ospedalizzazione per angina instabile (HR 0.85, 95% CI 0.78-0.93;
p=0.0003), dopo un follow-up medio di 2,8 anni (Figura 3A).
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Tahbella 4. 0DYSSEY Outcomes vs. FOURIER: trial a confronto

Odyssey outcomes (ref #244) Fourier (Ref #243)
Criteri di - =40 anni - 40-85 anni
arruolamento - Ospedalizzazione per SCA (IM 0 angina instabile) | - Storia di malattia CV aterosclerotica (pregresso
daTa 12 mesi precedenti [M, stroke non emorragico, arteriopatia
- Scarso controllo lipidico, definito da uno dei periferica sintomatica,
seguenti: LOL =70 mg/dL, non-HDL =100 mg/dL | - Scarso controllo lipidico, definito da uno dei
0 ApoB =80 mg/dL seguenti: LDL =70 mg/dL o non-HOL =100 mg/dL
- In trattamento ipolipemizzante ottimizzato - 16 <400 mg/dL
[atorvastatina 40-80 mg, rosuvastatina 20-40 In trattamento ipolipemizzante ottimizzato
mg o la massima dose tollerata di tali statine, (preferibilmente statina ad alta intensita,
inclusa no statina in caso di documentati effetti | ma necessariamente atorvastatina 20 mg o
collaterali) equivalenti con o senza ezetimibe)

Endpoint primario | Morte per causa GV; IM non fatale; stroke Morte per causa CV; IM; stroke; ospedalizzazione
ischemico fatale e non fatale; angina instabile con | per angina instabile; rivascolarizzazione
necessita di ospedalizzazione coronarica

Pazienti, n 18.924 27564

Eta, anni 58593 62.5:9.0

Sesso femminile | 26.2% 24.5%

Pregresso IM 83% 811%

LOL baseline 92 mg/dL 92 mg/dL

Pazientiin terapia | 89% 69%

con statina ad

altaintensita

Pazientiin terapia | 3% 5%

con ezetimibe

Follow-up 2,8 anni 2,2 anni

Riduzione -48 mg/dL 56 mg/dL

assoluta di LOL

Riduzione % -55% -59%

di LDL

Riduzione % di TG | -10% -16%

Riduzione % di -24% -27%

Lp(a)

Riduzione relativa | 15% 15%

dell'endpoint

primario

SCA: sindrome coronarica acuta, CV: cardiovascolare, LDL: low density lipoproteins, HDL: high density lipoprotein,
ApoB: apolipoproteina B, T6: trigliceridi, IM: infarto del miocardio, Lp(a): lipoproteina a

Dati simili sono emersi dal FOURIER, in cui nel braccio di trattamento con
evolocumab, dopo un follow-up medio di 2,2 anni, si & osservata una riduzione del
15% del rischio relativo delloutcome primario di morte CV, IM, ictus ischemico,
ospedalizzazione per angina instabile o rivascolarizzazione coronarica (HR 0.85, 95%
CI 0.79-0.92; p<0.001) (Figura 3B). In particolare, il trattamento con evolocumab ha
determinato una riduzione del rischio relativo di IM del 27%, di ictus del 21% e di
rivascolarizzazione coronarica del 22% ***). In entrambi gli studi lanalisi delle diverse
componenti dell'endpoint primario non ha dimostrato una differenza statisticamente
significativa tra il gruppo di trattamento e quello di controllo in termini di mortalita
per tutte le cause o per cause CV, tuttavia un'analisi time-to-benefit ha evidenziato
che, in maniera simile a quanto noto per le statine, il beneficio clinico della terapia
con inibitori di PCSK9 emerge potentemente dopo il primo anno di terapia; ¢ quindi
verosimile che il follow-up relativamente breve dei due studi abbia determinato una
sottostima del reale impatto sulla mortalita di una terapia a lungo termine. In termini
di endpoint secondari, nello studio ODISSEY Outcomes **, alirocumab ha dimostrato
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Figura 3. Incidenza cumulativa dell'endpoint primario nel trial ODISSEY Outcomes con alirocumab (pannello A)

e nel trial FOURIER con evolocumab (pannello B (Modificata da ref #244 e #243)
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Figura 4. Incidenza cumulativa dell'endpoint secondario di morte per tutte le cause, IM non fatale o stroke
non fatale nel trial ODISSEY Outcomes con alirocumab (pannello A) e dell'endpoint secondario di morte CV, IM o
stroke non fatale nel trial FOURIER con evolocumab (pannello B) (Modificata da ref #244 e #243)

di ridurre significativamente rispetto al placebo il combinato di morte per tutte le
cause, IM non fatale e stroke non fatale (HR 0.86, 95% CI 0.79-0.93; p<0.001) (Figura
4A). Nello studio FOURIER @*), similmente, evolocumab ha significativamente
ridotto vs. placebo I'endpoint combinato di morte CV, IM o stroke (HR 0.80, 95% CI
0.73-0.88; p<0.001) (Figura 4B). Successive analisi di sottogruppo hanno indagato
efficacia di tali agenti nelle diverse classi di rischio CV dimostrando che il beneficio
in termini di riduzione assoluta di eventi ¢ maggiore nei soggetti a rischio alto o molto
alto (pregresso IM, malattia coronarica multivasale, diabete, arteriopatia periferica)
(24 ed ¢ proporzionale alla riduzione dei valori assoluti di LDL 7).

T 1

30 36

lc10l123]



1124 | 10

I pazienti che presentano piu alti livelli di LDL al baseline sperimentano, quindi, una
maggiore riduzione di rischio per ogni dato decremento percentuale di LDL e, infatti,
¢ stato stimato che il number needed to treat (NNT) per evitare il primo evento CV
¢ minore di 30 nella classe di pazienti ad alto rischio CV con valori di LDL >130
mg/dL e sarebbe minore di 50 in pazienti con LDL >70 mg/dL. Tale dato si applica
all'uso di questi farmaci nella pratica clinica dove dati recenti europei indicano che i
livelli di LDL dei pazienti trattati sono intorno ai 160 m/dL, rispetto ai 90 mg/dL degli
studi di Fase 3, lasciando prevedere un beneficio in termini di risparmio di eventi
sostanzialmente piu ampio di quanto riportato nei due studi registrativi.

Sicurezza e tollerahilita

Gli anticorpi monoclonali inibitori di PCSK9 hanno dimostrato un ottimo profilo di
sicurezza, confermando I'ipotesi che tale proteina abbia un ruolo biologico limitato alla
regolazione dei livelli di colesterolo. Gli eventi avversi pit frequentemente descritti,
sia nei trials sia nei report di farmacovigilanza, sono le reazioni nel sito di iniezione
come eritema, prurito, gonfiore, dolore, sanguinamento, usualmente di grado lieve.
Relativamente comuni, potendo interessare una persona su dieci trattate, sono anche
sintomi simil-influenzali, sensazione di malessere e nausea, mal di schiena ed artralgie.
Molto piu rare sono invece le manifestazioni di natura allergica, come orticaria e, nei
casi pilt gravi, angioedema (meno di 1 paziente su 1000). In base ai risultati di alcuni
piccoli studi era stata inizialmente sospettata un’incidenza significativa di deficit
neurocognitivi in corso di terapia con inibitori di PCSK9, tuttavia tale ipotesi ¢ stata
poi smentita dai risultati del trial EBBINGHAUS (Evaluating PCSK9 Binding antibody
Influence on cognitive HeAlth in High cardiovascular Risk Subjects) che ha dimostrato
lassenza di differenze statisticamente significative in termini di working memory e
funzioni psicomotorie fra pazienti trattati con evolocumab e braccio placebo, seguiti
per un follow-up di 19 mesi ®¥. Inoltre, nonostante alcuni studi mendeliani avessero
suggerito una possibile associazione fra I'inibizione di PCSK9 ed un rischio maggiore
di diabete mellito di tipo 2, questa ipotesi non ¢ stata suffragata dai risultati dei trials.
A conferma di cio, in una meta-analisi di 20 RCTs con 68.000 pazienti trattati con
inibitori di PCSK9 ¢ stato evidenziato un minimo aumento della glicemia a digiuno
(1.88 mg/dL), senza tuttavia un significativo maggior rischio di sviluppare diabete .
Un potenziale problema della terapia a lungo termine con anticorpi monoclonali &
rappresentato dalla produzione di anticorpi anti-farmaco; il programma di sviluppo
di un terzo anticorpo anti-PCSK9, bococizumab, contenente una breve sequenza
murina, € stato precocemente interrotto proprio a causa del riscontro di livelli
elevati di anticorpi anti-farmaco, con conseguente progressiva riduzione delleffetto
ipolipemizzante nel tempo e una maggiore incidenza di reazioni avverse nel sito di
iniezione *. Al contrario, alirocumab ed evolocumab sono completamente umani e,
infatti, solo pochissimi casi di anticorpi anti-farmaco sono stati riportati, ma a basso
titolo e non associati a variazioni significative farmacocinetiche, farmacodinamiche
o cliniche. In considerazione della notevole efficacia ipolipemizzante di questa nuova
arma terapeutica, iniziale materia di discussione ¢ stata la possibilita di uneventuale
tossicita da livelli troppo bassi di LDL. Da analisi aggregate dei dati degli studi di
Fase 2 e 3 emerge che il 37% dei pazienti in terapia con alirocumab ed il 26% dei
pazienti in terapia con evolocumab raggiungevano livelli di LDL minori di 25 mg/
dL; inoltre nel 9.4% dei pazienti trattati con alirocumab ¢ stato riportato un valore di
LDL minore di 15 mg/dL. Tali valori, estremamente bassi, non sono mai stati associati



a reazioni avverse di rilievo od alterazioni metaboliche importanti, confermando
quanto ampiamente dimostrato da studi genetici e mendeliani, che non hanno mai
evidenziato un valore di soglia al di sotto del quale la riduzione di LDL possa essere
ritenuta dannosa.

Ruolo degli inibitori di PCSK9 nella gestione clinica

dell’ipercolesterolemia

Nel 2019 ESC/EAS "® hanno rilasciato le nuove Linee Guida per la gestione delle
dislipidemie, che hanno “rivisitato” la definizione delle categorie di rischio CV ed
identificato nuovi target terapeutici per ognuna di esse. La task force europea ha basato
I'identificazione dei nuovi obiettivi terapeutici sul concetto “the lower the better”,
enfatizzando la riduzione proporzionale del rischio di eventi CV che si associa alla
riduzione assoluta di LDL, con un calo di circa un quinto del rischio per ogni
decremento di 38 mg/dL di LDL. In tale ottica ¢ stata ottimizzata anche la gestione
farmacologica delle dislipidemie, riconoscendo agli inibitori di PCSK9 un ruolo
notevolmente piti ampio, sia in prevenzione primaria che in prevenzione secondaria.
Nel paziente con valori di LDL non a target secondo quanto previsto per la specifica
classe di rischio CV, la terapia di prima linea rimane la statina alla massima dose
tollerata, con o senza lassociazione con ezetimibe in relazione ai livelli basali di
colesterolemia. Secondo modelli statistici un trattamento ideale “a tappeto” con questi
due farmaci garantirebbe all'80% dei pazienti con malattia CV aterosclerotica di
raggiungere i livelli ottimali di LDL previsti dalle Linee Guida, tuttavia i dati derivanti
dai registri indicano che il 70% circa non raggiunge tale risultato. Gli inibitori di
PCSKOY, che garantiscono un’ulteriore riduzione del 60% di LDL, rispondono proprio
a questa necessita terapeutica e il loro uso & previsto, con diverse classi di
raccomandazione, in diversi scenari clinici. Nei pazienti a rischio CV molto alto, che
non raggiungono il target di LDL nonostante trattamento con statina alla massima
dose tollerata ed ezetimibe, l'aggiunta di un inibitore di PCSK9 ¢ raccomandata in
prevenzione secondaria (classe di raccomandazione I, livello di evidenza A) mentre
puo essere presa in considerazione in prevenzione primaria (IIb, C) 1%, Particolare
attenzione € stata riservata allo scenario della recente SCA, poiché sia il FOURIER che
IODYSSEY Outcomes hanno confermato che in questa categoria di pazienti la terapia
con inibitori di PCSK9 si associa ad una riduzione del rischio assoluto di eventi
ischemici del 3.7% a tre anni, con un NNT di 27, enfatizzando che peggiore ¢ il profilo

di rischio CV, maggiore ¢ il beneficio che si ottiene 2424

. In tal senso, nei pazienti in
terapia ipolipemizzante non ottimale al momento dellevento ischemico acuto
l'algoritmo delle Linee Guida ESC/EAS "” raccomanda una terapia con statina ad alte
dosi, seguita da una rivalutazione dei livelli ematici di LDL dopo 4-6 settimane che
prevede I'introduzione di ezetimibe in caso di mancato raggiungimento del target; se
anche la terapia combinata non garantisce il raggiungimento dellobiettivo terapeutico,
dopo ulteriori 4-6 settimane I'aggiunta di un inibitore di PCSK9 ¢ raccomandata (I, B).
Tuttavia, la pratica clinica, supportata recentemente da un documento di consenso
del’EAS % (Figura 5), ¢ sempre pitl orientata all'introduzione in prima istanza della
terapia di combinazione fissa statina/ezetimibe nei pazienti nei quali & prevedibile, in
relazione ai valori basali di LDL, 'impiego di entrambe le classi di farmaci, al fine di
raggiungere velocemente il target terapeutico e di ridurre la dispersione dei pazienti
dopo la dimissione ospedaliera. La possibilita di impiegare precocemente i PCSK9
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Figura 5. Algoritmo diagnostico dell'European Atherosclerosis Society (EAS) per il trattamento dei pazienti con nota malattia CV (atherosclerotic CV
disease, ASCVD) ed elevati valori di colesterolo LOL (Modificata da ref #126)
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inibitori durante la fase acuta di una SCA ¢ stata valutata nello studio EVOPACS
(EVOlocumab for early reduction of LDL-cholesterol levels in Patients with Acute
Coronary Syndromes) che ha dimostrato una sostanziale riduzione di LDL con
lintroduzione di evolocumab entro 72 ore in pazienti ricoverati per sindrome
coronarica acuta senza alcun effetto indesiderato *V; In questo studio ad 8 settimane
dall’inizio della terapia il 90% dei pazienti raggiungeva il target di LDL <55mg/dL. Le
ultime Linee Guida consigliano, nel caso di pazienti gia in terapia ottimizzata al
momento dellevento acuto, di considerare un inibitore di PCSK9 subito dopo levento,
se possibile gia durante la degenza ospedaliera (ITa, C) “?. Una delle categorie a maggior
rischio di malattia CV aterosclerotica é rappresentata dai pazienti con ipercolesterolemia
familiare eterozigote (Heterozygous Familial Hypercholesterolemia, HeFH), che si
associa ad eventi ischemici precoci (prima di 55 e 60 anni in uomini e donne,
rispettivamente), con un rischio maggiore di 10 volte rispetto alla popolazione generale.
In questa popolazione, laddove siano presenti anche altri fattori di rischio, come il
diabete, e la terapia con statine/ezetimibe non sia sufficiente, gli inibitori di PCSK9
sono raccomandati (I, C), anche in assenza di storia CV precedente.
E attualmente raccomandato dalle Linee Guida ESC/EAS che il trattamento
dell'ipercolesterolemia familiare inizi intorno agli 8-10 anni “?. In questo contesto un
recente studio con evolocumab ha arruolato 157 pazienti con HeFH, di etd media di 13
anni e con LDL 2130 mg/dL e TG <400 mg/dL, randomizzati 2:1 a evolocumab 420
mg/mese o placebo con un endpoint primario di variazione percentuale di LDL alla
settimana 24. Lo studio ha dimostrato una riduzione percentuale di LDL rispetto al
basale pari al 44.5% in evolocumab vs. 6.2% in placebo con una differenza tra gruppi
del 38.3% (p<0.001), mantenutasi per tutta la durata del trial. Alla settimana 24, il 74%



dei pazienti in evolocumab ha raggiunto un valore di LDL <130 mg/dL vs. 23% del
gruppo placebo, con unefficace riduzione anche di colesterolo non-HDL e apoB ed
eventi avversi sovrapponibili nei due gruppi. Pitt complessa ¢ la gestione terapeutica del
paziente con HoFH, in cui gli inibitori di PCSK9 hanno dimostrato unefficacia
ipolipemizzante minore, condizionata dallespressione residua di LDLR. In questo
scenario 'uso di alirocumab ed evolocumab nei soggetti receptor-defective o con
mutazioni gain-of function di PCSK9 offre un approccio terapeutico aggiuntivo, ma
non risolutivo, riducendo, ma non azzerando la necessita di aferesi delle LDL. Un altro
sottogruppo in cui gli inibitori di PCSK9 hanno dimostrato un notevole impatto clinico
sono i pazienti con arteriopatia periferica, che, in relazione al loro alto rischio ischemico

di base, beneficiano di una significativa riduzione sia del rischio assoluto di morte CV,

IM o stroke (3.5% vs. 1.4% in pazienti non affetti), sia del rischio di ischemia acuta degli

arti inferiori e amputazioni. Pertanto, in questa categoria, la terapia con inibitori di

PCSKO9 in associazione a statina/ezetimibe, laddove il paziente non raggiunga il target

di LDL, é raccomandata (I, A) "%, Gli inibitori di PCSK9 offrono altresi una valida arma

terapeutica nella gestione dei pazienti con intolleranza “vera” alle statine, definita come

I'incapacita di tollerare la dose di farmaco necessaria per ridurre efficacemente il rischio

CV, che interessa il 5-6% circa dei pazienti ed ¢ imputata, nella maggior parte dei casi,

agli eventi avversi muscolari. In questo scenario, di impatto epidemiologico rilevante,

la terapia con inibitori di PCSK9 in associazione allezetimibe, che garantisce una

riduzione di LDL del 60%, rappresenta unottima alternativa. Nonostante gli inibitori di

PCSK9 rappresentino unopportunita terapeutica di riconosciuta efficacia, il loro

utilizzo nella pratica clinica quotidiana € ancora limitato; il tasso di penetrazione, vale

a dire la percentuale dei pazienti eleggibili alla terapia ai quali viene effettivamente

somministrato il farmaco, si attesta infatti attorno al 15%, principalmente per vari

motivi. Il primo limite & rappresentato dallesiguo numero di “centri prescrittori” sul
territorio nazionale e sulla ridotta disponibilita di centri prescrittori sul territorio,
generando la necessita di un referral verso i centri abilitati alla prescrizione fortemente
limitante all'impiego di questi farmaci. Allo stesso modo il mantenimento di un registro

di monitoraggio e la dispensazione sul territorio solo attraverso le farmacie territoriali

rende pit difficoltoso I'accesso alla terapia nella pratica clinica. Essendo noto che una

riduzione del LDL di 38 mg/dL si traduce in una diminuzione del rischio relativo di

eventi CV del 20% e di mortalita del 12%, con un beneficio clinico maggiore in pazienti

con elevato rischio basale e valori di LDL maggiori di 100 mg/dL ®*?, 'impiego di

inibitori di PCSK9 appare giustificato e sostenibile nei pazienti considerati ad alto

rischio di eventi CV aterosclerotici. Il recente registro OSMED 2020 pubblicato da

AIFA ®3 riporta una elevata aderenza al trattamento con inibitori di PCSK9, pari al

57.8% vs. 38.7% di statine in monoterapia; tale dato raggiunge per gli inibitori di PCSK9

il 78% in pazienti con 4 comorbidita rispetto al 52% per le statine. Su queste basi, le

determine dellAgenzia Italiana del Farmaco n. 172/2017 e 256/2017 hanno previsto

T'utilizzo di evolocumab e alirocumab in regime di rimborsabilita nei seguenti casi:

« in prevenzione primaria in pazienti di eta <80 anni con HeFH e LDL >130 mg/
dL nonostante terapia da almeno 6 mesi con statina alla massima dose tollerata ed
ezetimibe oppure con dimostrata intolleranza alle statine;

« in prevenzione secondaria in pazienti di eta <80 anni con HeFH o ipercolesterolemia
non familiare o dislipidemia mista con LDL >100 mg/dL nonostante terapia da
almeno 6 mesi con statina alla massima dose tollerata ed ezetimibe oppure con
dimostrata intolleranza alle statine ***.
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Nel 2019, per allinearsi allapproccio pit aggressivo suggerito dalle ultime Linee Guida
ESC/EAS, la determina AIFA 1771 ha garantito una sorta di fast-track per i pazienti con
IM recente (entro 12 mesi) e con unanamnesi di eventi CV multipli, in cui ad oggi ¢
richiesta una singola valutazione del profilo lipidico che documenti livelli di LDL >100
mg/dL nonostante statina alla massima dose tollerata ed ezetimibe nei 30 giorni che
precedono la data di valutazione per poter prescrivere il farmaco con rimborsabilita.
Ancora piu recentemente (2021), su sollecitazione delle Societa Scientifiche Nazionali
SIC ed ANMCO, AIFA ha ritenuto ammissibili alla rimborsabilita dei PCSK9 inibitori
tutti i pazienti in prevenzione secondaria nei quali i valori di LDL restino >70 mg/
dL (ovvero il valore soglia di ingresso negli studi registrativi) nonostante terapia
ottimizzata con statina ed ezetimibe, aprendo un nuovo favorevole scenario alla
riduzione del rischio CV residuo. Si stima che l'utilizzo di inibitori di PCSK9 in tutti i
pazienti eleggibili avrebbe un impatto economico positivo che, solo per gli eventi CV
evitati, ammonta a circa 20 milioni di euro a cinque anni.

Evinacumah

Con una prevalenza di 1:300.000, THoFH é una delle pitt comuni malattie metaboliche
ereditarie. E causata da mutazioni a carico dei geni codificanti per LDLR, che ne
determinano la perdita o la riduzione della funzionalita, con conseguente innalzamento
dei livelli di LDL ed insorgenza prematura di aterosclerosi e cardiovasculopatie. Se
non trattata, leta media del decesso ¢ di 18 anni. In questo setting le comuni terapie
ipolipemizzanti, che hanno come target i recettori per le LDL, sono poco efficaci,
e infatti l'aferesi di LDL rappresenta ancora oggi lo standard of care. Lomitapide,
mipomersen e piu recentemente evinacumab hanno arricchito l'armamentario
terapeutico a disposizione per il trattamento di questa patologia. Evinacumab ¢ un
anticorpo monoclonale completamente umano inibitore della proteina ANGPTL3,
che ha richiamato lattenzione della comunita scientifica quando mutazioni loss-of-
function a suo carico sono state associate alla ipolipoproteinemia familiare combinata,
caratterizzata da bassi livelli di LDL, high density lipoproteins (HDL) e TG e da un
rischio di malattia coronarica inferiore a quello della popolazione generale del 41%
circa®?). Costituita da 431 aminoacidi e strutturalmente analoga alle angiopoietine,
ANGPTL-3 viene sintetizzata quasi esclusivamente dal fegato ed € coinvolta nella
regolazione del metabolismo lipidico con molteplici meccanismi. Essa inibisce sia la
lipoproteina lipasi epatica sia la lipasi endoteliale; il primo enzima ¢ deputato alla
clearance delle VLDL e dei chilomicroni, mediante I'idrolisi dei TG da essi trasportati,
mentre il secondo favorisce la clearance delle HDL. Linibizione dellazione della
ANGPTL-3 si traduce, quindi, in una riduzione delle concentrazioni plasmatiche di
TG e HDL e, poiché le VLDL sono il precursore delle LDL, anche di queste ultime,
secondo un meccanismo LDLR indipendente ***.

Lefficacia e la sicurezza di evinacumab sono state indagate nel trial di Fase 3
randomizzato controllato con placebo ELIPSE HoFH (Evinacumab Lipid Studies in
Patients with Homozygous Familial Hypercholesterolemia), che ha randomizzato 65
pazienti con HoFH a ricevere evinacumab 15 mg/kg per via endovenosa o placebo,
con cadenza mensile V. Il livello medio basale di LDL era di 255 mg/dL, nonostante i
pazienti fossero gia in terapia ipolipemizzante alla massima dose tollerata con statine,
ezetimibe, inibitori di PCSK9 o lomitapide (94%; 75%; 77%; 25%, rispettivamente).
Riguardo all'endpoint primario, ovvero la variazione percentuale di LDL a 24



settimane, nel gruppo trattato con evinacumab si & registrata una riduzione dei
livelli di LDL del 47%, con una differenza fra i due gruppi del 49% (p<0.001) (Figura
6), corrispondente ad una riduzione media assoluta di 132 mg/dL. Peraltro, una
riduzione significativa dei livelli plasmatici di LDL ¢ stata osservata gia dalla seconda
settimana di trattamento e si ¢ mantenuta stabile fino alla settimana 48 (fase di
estensione open-label). E interessante notare che non sono state osservate differenze
significative di efficacia in relazione al genotipo, allespressione residua dei recettori
per le LDL o alla terapia ipolipemizzante di background. In particolare un'analisi post-
hoc sugli 8 pazienti receptor-negative (attivita residua recettoriale <2%) ha riportato
una riduzione percentuale dei livelli di LDL del 53%, con una differenza fra i due
gruppi del 72% (p<0.001), pari a 245 mg/dL, risultato sorprendente nella popolazione
che meno di tutte risponde alle terapie attualmente disponibili e che quindi presenta
un piu alto rischio CV. Alla fine del periodo di trattamento solo il 7% dei pazienti
necessitava ancora di aferesi. Riduzioni significative sono state osservate anche in
altri endpoint secondari chiave, come i livelli di ApoB, colesterolo totale, HDL e TG,
ridotti del 37%, 48%, 30% e 50%, rispettivamente (p<0.0001 per tutti). Nellambito
dellanalisi di sicurezza sono stati riportati sintomi influenzali, gastroenteriti,
dispepsia, prurito nel sito di iniezione ma, nel complesso, nel braccio di trattamento
si sono verificate meno reazioni avverse rispetto al braccio di controllo (66% vs. 81%).
In considerazione della notevole efficacia ipolipemizzante di evinacumab, un altro dei
suoi potenziali ambiti di applicazione é I'ipercolesterolemia refrattaria, definita come
la persistenza di valori di LDL non ottimali nonostante terapia ipolipemizzante alla
massima dose tollerata con statina, ezetimibe ed inibitori di PCSK9, che agiscono,
invece, aumentando lespressione dei recettori per le LDL. Come dimostrato da uno
studio di Fase 2 randomizzato controllato con placebo che ha arruolato 272 pazienti
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Figura 6. Endpoint primario del trial ELIPSE. Variazione percentuale di LDL rispetto al basale in evinacumab vs.
placebo (Modificata da ref #231)
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con ipercolesterolemia refrattaria, l'associazione di evinacumab, somministrato per
via sottocutanea una volta alla settimana o per via endovenosa una volta al mese,
alla terapia ipolipemizzante di background, produce una riduzione significativa del
LDL del 50% circa (p<0.001), con un effetto evidente gia alla seconda settimana di
trattamento e poi stabile fino al quarto mese, in assenza di reazioni avverse di rilievo
%) Evinacumab potrebbe quindi essere la risposta all' unmet need ancora inevaso dei
pazienti con livelli di LDL elevati nonostante terapia ottimizzata non solo con statine
ed ezetimibe ma anche con inibitori di PCSK9, che da dati di registro costituiscono
circa il 60% della popolazione ad alto rischio CV, cosi come dei pazienti che non hanno
i criteri per accedere al trattamento con inibitori di PCSK9. Lazione ipolipemizzante
di evinacumab non si esaurisce nella sola riduzione del colesterolo, infatti, come
dimostrato in due studi di Fase 1 che hanno arruolato pazienti con ipertrigliceridemia,
la terapia con evinacumab si associa anche ad una riduzione dose-dipendente dei livelli
plasmatici di TG (fino all'83%) *”). Poiché elevati livelli di TG sono riconosciuti come
un fattore di rischio CV indipendente, tale azione potrebbe tradursi in un’ulteriore
riduzione del rischio di malattia aterosclerotica. Evinacumab, con la sua azione
ipolipemizzante LDLR indipendente, rappresenta quindi una strategia terapeutica
innovativa e promettente per il paziente con ipercolesterolemia familiare omozigote,
ipercolesterolemia refrattaria od ipertrigliceridemia. Tuttavia, ad oggi, rimangono
delle aree grigie da indagare: in primis non sono stati condotti studi di outcome per cui
non ¢ ancora noto il potenziale effetto del farmaco sugli eventi avversi CV; in secondo
luogo, in considerazione dellesiguo numero di pazienti arruolati nei trials sopracitati e
della breve durata degli stessi, non ¢ possibile valutare in maniera esaustiva il profilo di
sicurezza e tollerabilita di tale terapia. La necessita di somministrazione endovenosa
in ambiente medico, che potrebbe inficiare la compliance del paziente, non & tuttavia
di grande rilievo nello scenario dei pazienti affetti da HoFH, che necessitano di terapie
ben pil invasive, come laferesi di LDL. Nel febbraio 2021, sulla scia dei risultati
del trial ELIPSE, I'FDA ha approvato 'uso di evinacumab come add-on therapy in
pazienti con piu di dodici anni affetti da ipercolesterolemia familiare omozigote, gia in
trattamento con ipolipemizzanti. Contemporaneamente il Comitato per i medicinali
per uso umano dellEMA ha espresso parere positivo, ma il farmaco non ¢ ancora
disponibile in Europa.

Negli ultimi dieci anni, grazie ad una fervente ricerca nellambito della biologia dei
lipidi e delle lipoproteine, l'armamentario terapeutico ipolipemizzante si ¢ arricchito
di nuove opzioni farmacologiche. Fra queste, gli anticorpi monoclonali inibitori di
PCSK9 e di ANGPTL-3 sono un'arma estremamente efficace e promettente, soprattutto
per i pazienti ad alto rischio CV, intolleranti alle statine o con ipercolesterolemia
familiare, che rappresentano tradizionalmente le categorie in cui le soluzioni attuali,
per quanto consolidate, si associano a percentuali rilevanti di insuccesso terapeutico.



Oligonucleotidi antisenso
e RNA interfering

Ciro Indolfi, Carmen Spaccarotella, Antonio Curcio

Introduzione

Le statine sono raccomandate come “first-line therapy” nel trattamento delle
dislipidemie **%; tuttavia, la loro efficacia terapeutica nel ridurre la quota di low
density lipoproteins (LDL) e controbilanciata dalla stimolazione della produzione
di proprotein convertasi subtilisina-kexina di tipo 9 (PCSK9) ®*, una proteina di
origine epatica che riduce lattivita del recettore delle LDL, rendendone difficile la
clearance dal torrente ematico. A tal proposito, il ruolo terapeutico degli inibitori
di PCSK9 @ in alcuni scenari clinici, quali i pazienti affetti da ipercolesterolemia
familiare (soprattutto in omozigosi) che presentano elevati livelli di colesterolo
LDL, rimane insufficiente; in aggiunta, il ruolo di nuove particelle aterogene nel
processo aterosclerotico ®Y, tra cui la lipoproteina a (Lp(a)) **?, l'apolipoproteina
a (apola]) ® e le lipoproteine ricche in trigliceridi ®**, hanno spinto la ricerca
scientifica e tecnologica verso un farget un tempo considerato non aggredibile, cioe
'RNA messaggero (mRNA). La terapia genica selettiva ha attraversato numerose
difficolta per giungere alla fattibilita attuale: i meccanismi di controllo usati per
regolare lespressione dei geni umani, infatti, sono molto piti complessi di quelli usati
dagli altri organismi ®* e cio ha richiesto diversi step per il trattamento di svariate
patologie ereditarie, arrivando ad ottimi risultati per quanto riguarda il trattamento
delle dislipidemie 2%

Ad oggi possiamo quindi considerare il targeting del'mRNA dei geni che codificano
per i principali costituenti delle particelle aterogene, in particolare PCSK9, apoCIII,
apola], ed angiopoietin-like 3 (ANGPTL-3) come nuovo approccio terapeutico per
la riduzione del rischio cardiovascolare (CV).

Dal punto di vista molecolare, I'utilizzo di una sequenza oligonucleotidica “antisenso”
capace di ibridizzarsi con uno specifico mRNA target (“senso”), rende quest'ultimo
non disponibile per la traduzione nella proteina corrispondente e ne induce la
degradazione tramite specifiche nucleasi ®*”. Cio rappresenta il “silenziamento
genico’, un processo post-trascrizionale di controllo dellespressione, e si realizza
mediante oligonucleotidi antisenso (antisense oligonucleotides, ASO) oppure small
interfering RNA (siRNA, Figura 1).
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Figura 1. Processo di silenziamento genico attraverso la tecnologia small interfering RNA (SiRNA)

Gli oligonucleotidi antisenso

Gli ASO sono singoli filamenti sintetici di acidi nucleici (tipicamente lunghi 5-25
nucleotidi) progettati per formare ibridi con trascritti target che hanno sequenze
complementari, secondo lappaiamento di basi classico di Watson-Crick. Gli
ASO sono usati per controllare lespressione genica mediante un meccanismo
di “degradazione” che coinvolge la RNasi HI, unendoribonucleasi che si lega
preferenzialmente alleteroduplex DNA-RNA a partenza dagli omoduplex RNA-RNA
e DNA-DNA ®7), Pertanto, I'ibridazione di un determinato ASO a formare il “gapmer
ASO” mima l'appaiamento DNA-RNA, che porta allattivazione della RNasi H1 che
idrolizza selettivamente il filamento di RNA del duplex ASO-RNA. 1l risultato finale
¢ la scissione selettiva del filamento di RNA mentre il DNA sintetico rimane intatto
e libero di legare ulteriori mRNA bersaglio. Gli ASO possono anche agire attraverso
meccanismi diversi dalla “degradazione” appaiandosi con 'mRNA bersaglio ma, data
la struttura, non avviando la degradazione diretta del’ mRNA @9,

Luso terapeutico degli ASO, tuttavia, ha richiesto una serie di modifiche chimiche al
fine di migliorarne la stabilita, la resistenza alle nucleasi, la biodisponibilita e la capacita
di raggiungere un preciso compartimento cellulare. Negli ASO di “prima generazione”,
laggiunta di un estremo fosforotioato era la modifica piu utilizzata; la sostituzione
dellossigeno fosfodiestere con zolfo ha ridotto lidrofilicita degli ASO, ha migliorato
la loro resistenza all’attivitd nucleasica e ha conferito benefici farmacocinetici, in
primis un aumento del legame alle proteine plasmatiche, con il risultato netto di
minore clearance renale e quindi prolungamento dellemivita. Tuttavia, la capacita di
interagire con le proteine plasmatiche ha portato a diversi effetti collaterali, tipici degli
ASO di prima generazione, come lattivazione del complemento, I'inibizione della



via intrinseca della coagulazione e la stimolazione della risposta immunitaria da cui
derivava aumentata incidenza di glomerulonefrite e vasculite. Nel tentativo di superare
questi effetti collaterali, negli “ASO di seconda generazione” la posizione 2’-idrossile
del residuo glicidico ¢ stata implementata con tre nuovi residui: 2’-O-metil (2’-OMe),
2’-O-metossietile (2’-MOE), e 2’-fluoro (2’-F). Queste modifiche hanno conferito agli
ASO unelevata resistenza alla nucleasi, una maggiore affinita di legame al bersaglio
mRNA, minore tossicita e una migliorata lipofilicita, in particolare favorendo la
permeazione del doppio strato lipidico e aumentando lemivita plasmatica. Daltra
parte, I'introduzione di modificazioni chimiche negli ASO spesso interferisce con la
loro capacita di indurre RNasi H1, una limitazione superata dall'aggiunta di un nucleo
centrale di fosforotioato, affiancato da catene resistenti alla nucleasi costituite da 2’-O-
Me o “-oligonucleotidi MOE.

Queste modifiche chimiche influiscono anche sulle proprieta farmacocinetiche degli
ASO. Dose e frequenza di somministrazione variano da una volta alla settimana a
una volta ogni 4 mesi con una biodisponibilita del 50-100%. Dopo la iniezione
sottocutanea, le concentrazioni plasmatiche di picco vengono raggiunte entro 3-4 ore
con una rapida clearance plasmatica a causa della rapida distribuzione tissutale e della
lenta clearance dai tessuti.

Lemivita terminale di eliminazione ¢ lunga, cioe da 2 settimane a 6 mesi. Inoltre,
poiché gli ASO sono metabolizzati dalle nucleasi cellulari e non dal sistema del
citocromo P450, possono essere co-somministrati con agenti terapeutici tradizionali
con differenti modalita di azione.

Poiché gli ASO mostrano tipicamente unampia distribuzione e gli organi con
la distribuzione piu alta sono il rene e il fegato, la tendenza era di sviluppare ASO
principalmente per il trattamento delle dislipidemie dovute a difetto di sintesi nel
fegato. Tra queste strategie, la coniugazione con tre antenne di N-acetilgalattosamina
(GalNAc) e stata la pit utilizzata nel trattamento delle iperlipoproteinemie. GalNAc
si lega al recettore asialoglicoproteico specifico degli epatociti (ASGPR) con elevata
affinita. TASGPR riconosce unampia varieta di ligandi contenenti galattosio terminale
o residui di GalNAc. Questo legame si verifica a livello dei sinusoidi, dove vi sono
circa 500.000 recettori per cellula epatocitica. Una volta interiorizzato, il complesso
viene dissociato, consentendo al’ASGPR di tornare alla membrana e al’ASO di essere
rilasciato nel compartimento intracellulare.

RNA interfering

LRNA interfering (RNAi), noto anche come silenziamento genico post-
29, ¢ un procedimento biologico che consente la distruzione di un
mRNA in risposta al’RNA a doppio filamento (dsRNA). La reazione di partenza per
giungere a RNAI ¢ la scissione di lunghe molecole di dsRNA in piccoli frammenti di
siRNA, lunghi 21-23 basi, operata da un tipo di ribonucleasi (RNasi) III, denominato
DICER ), Pertanto, i siRNA sintetici, agiscono silenziando specifici geni bersaglio,
nello specifico mimando la struttura dei prodotti del DICER. I siRNA sono composti
da due filamenti: il filamento “guida’, contenente le informazioni per il riconoscimento
del gene target, ed il filamento “passeggero” che supporta il legame stechiometrico
per essere caricato nel RISC (complesso di silenziamento indotto dall’RNA, Figura
2). Una volta nel citoplasma, i due filamenti vengono separati: quello “guida” viene
caricato nel RISC e quello “passeggero” viene rimosso e degradato. RISC utilizza TRNA

trascrizionale ¢
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Figura 2. Inihizione della sintesi di PCSKI tramite SiRNA
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guida per trovare sequenze di mRNA complementari tramite 'appaiamento di basi
secondo Watson-Crick. Allorquando 'mRNA bersaglio complementare si ibridizza
con parte del filamento guida, avviene una scissione endonucleasica innescata dalla
proteina Argonaute 2 (Ago2) uno dei componenti di RISC, a cui appartengono oltre
appunto ad Ago2 che ha capacita enzimatiche, anche proteine non catalitiche (Agol,
Ago3 e Ago4). La scissione del'mRNA avviene tra i nucleotidi 10 e 11 sul filamento
antisenso complementare, rispetto allestremita 5. Nonostante la promettente efficacia
dei siRNA, lapplicazione farmacologica ha richiesto modifiche e/o formulazioni
chimiche per aumentare la stabilita, ridurre I'immunogenicita e favorire il rilascio ai
tessuti bersaglio @. T siRNA nudi subiscono la degradazione da parte delle nucleasi
plasmatiche o vengono filtrati dal glomerulo con una rapida clearance renale che porta
ad una breve emivita, cioé da 15 min a 1 ora®?. Per migliorare la stabilita, le modifiche
piu utilizzate sono: la posizione 2’ dell'anello glicidico che include 2’-OMe, 2’-F, 2’-
MOE #7; I'introduzione di estremita di fosforotioato al posto di legami fosfodiestere.
Lottimizzazione del rilascio di siRNA consiste nel migliorare il targeting tissutale e
l'assorbimento cellulare, ad esempio coniugando siRNA a ligandi che promuovono
lassorbimento da parte delle cellule bersaglio. Una svolta nella somministrazione
vettore-mediata ¢ stata lo sviluppo del siRNA coniugato con GalNAc, che ha come
target il recettore ASGPR negli epatociti. Dopo la somministrazione, I'assorbimento
¢ rapido con unemivita di eliminazione dagli epatociti di diverse settimane. Unaltra
strategia che favorisce l'assorbimento epatico di siRNA ¢ stata la coniugazione con
molecole lipofiliche che consente l'assorbimento di siRNA da parte degli epatociti. La
bioconiugazione con colesterolo e acidi grassi migliora 'assorbimento della specificita
tissutale tramite il recettore LDL e protegge i siRNA dallattivita della nucleasi. Il
miglioramento della terapia con siRNA passa attraverso alcune implementazioni,
quali: la prevenzione della clearance renale, ottenuta mediante 'uso di nanoparticelle
con un diametro superiore a 20 nm che impedisce la filtrazione renale; la modifica
della carica negativa di siRNA, una caratteristica che non consente a queste molecole



idrofiliche di permeare la superficie cellulare caricata appunto negativamente #’; la
ridotta degradazione ad opera dei lisosomi per fusione con lipidi cationici; infine,
le interazioni non specifiche con proteine del siero e cellule non bersaglio. A tal
proposito, rivestendo siRNA con il polimero idrofilico polietilenglicole, ¢ possibile
ridurre al minimo la captazione da parte dei macrofagi, le interazioni aspecifiche ed
il trigger immunitario. Per quanto riguarda il profilo di sicurezza, i siRNA possono
causare effetti pleiotropici silenziando geni non intenzionali che hanno una parziale
omologia con i geni target; possono inoltre indurre unattivazione non specifica del
sistema immunitario innato mediata o meno dai recettori 3/7/8 Toll-like. Quest'ultimo
punto sembra essere stato sopravanzato grazie all'uso di vettori di nanoparticelle in
grado di proteggere il siRNA dallinterazione con i recettori Toll-like, prevenendo
possibili tossicita immuno-mediate.

Inclisiran: un siRNA diretto contro PCSK9

Inclisiran, un siRNA diretto contro PCSK9 ¢ stato valutato ed ¢ in corso di
valutazione nel programma ORION, composto al momento da 14 studi di Fase 1,
2 e 3, che hanno investigato e continuano a valutare il ruolo del farmaco in termini
di farmacocinetica, efficacia su riduzione del colesterolo LDL ed efficacia a lungo
termine sulla prevenzione degli eventi CV (Tabella 1). A differenza degli anticorpi

Tabella 1. Trials del programma ORION su inclisiran

Fase clinica Arruolamento (n) Popolazione Follow-up Endpoint primario
ORION-1 2 501 ASCVD o 180 giorni Riduzione LDL
ASCVD-RE
ORION-2 2 4 HoFH 180 giorni Riduzione LDL
ORION-3 2 374 ASCVD 0 48 mesi Riduzione LOL
Ongaing, in fase ASCVD-RE
di follow-up
ORION-4 3 15,000 (stimati) ASCVD 60 mesi MACE
Ongaing, in fase
di arruolamento
ORION-5 3 56 HoFH 24 mesi Riduzione LDL
Ongoing, in fase
di follow-up
ORION-6 1 28 Danno epatico 180 giorni Farmacocinetica
ORION-7 1 31 Danno renale 60 giorni Farmacocinetica
ORION-8 3 2991 ASCVD o 36 mesi Riduzione LDL
Ongoing, in fase ASCVD-RE 0
di follow-up HeFH/HoFH
ORION-9 3 482 HeFH 18 mesi Riduzione LDL
ORION-10 3 1561 ASCVD 18 mesi Riduzione LDL
ORION-11 3 1617 ASCVD o 18 mesi Riduzione LOL
ASCVD-RE
ORION-12 1 48 Volontari sani 180 Effetti ECG e QT
ORION-13 3 16 stimati) Adolescenti con 12 mesi Riduzione LDL
Ongoing, in fase HoFH double-blind
di arruolamento 12 mesi
open-label
ORION-16 3 150 (stimati) Adolescenti con 12 mesi Riduzione LDL
0Ongoing, in fase HeFH double-blind
di arruolamento 12 mesi
open-label

ASCVD: atherosclerotic cardiovascular disease, ASCVD-RE: ASCVD-risk equivalent, LDL: low density lipoproteins,
HoFH: ipercolesterolemia familiare omozigote, MAGE: major adverse GV events, HeFH: ipercolesterolemia familiare eterozigote
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che legano la proteina extracellulare, sottraendola all'interazione con il recettore LDL,
inclisiran penetra negli epatociti bloccando la traduzione del'mRNA; in questo modo
¢ sufficiente una singola molecola di siRNA per inibire pitt molecole di PCSK9. E
stato stabilito che levento chiave che da inizio allaterogenesi ¢ la ritenzione di LDL e
delle altre apolipoproteine prima descritte all'interno della parete arteriosa. Gli studi
clinici hanno indicato che pit bassi sono i valori di LDL raggiunti, minore ¢ il rischio
di futuri eventi CV, senza limiti inferiori per i valori di LDL o leffetto della curva a “J”.
Inoltre, gli studi sulla sicurezza clinica di valori di LDL molto bassi si sono dimostrati
rassicuranti, sebbene sia necessario un monitoraggio per periodi piti lunghi ®,

Negli studi di Fase 1 e 2, inclisiran ha ridotto il colesterolo LDL fino al 50% in modo dose-
dipendente e con unefficacia che si raggiunge a partire gia dopo le prime due settimane
di trattamento, cosi come ha ridotto high density lipoproteins (HDL) e apolipoproteina
B. Successivamente, & stato testato in due studi di Fase 3, in pazienti con colesterolo
LDL elevato (NCT03399370 e NCT03400800) @7, 1 programma ORION ha studiato
pazienti con malattia CV aterosclerotica (trial ORION-10) e pazienti con malattia
aterosclerotica o una caratteristica rischio-equivalente di malattia CV aterosclerotica
(trial ORION-11) #), ovvero diabete, ipercolesterolemia familiare o un rischio di eventi
CV a 10 anni >20% secondo il Framingham Risk Score for Cardiovascular Disease,
con livelli elevati di colesterolo LDL nonostante terapia con statine alla dose massima
tollerata. I pazienti sono stati randomizzati in un rapporto 1:1 a ricevere inclisiran (284
mg) o placebo, somministrato per iniezione sottocutanea il giorno 1, il giorno 90 e
successivamente ogni 6 mesi per 540 giorni. Il co-primary endpoint in ogni studio era
la variazione percentuale, rispetto al placebo, del livello di LDL dal basale al giorno 510
e la variazione percentuale time-adjusted del livello di LDL dal basale al giorno 90 e
fino al giorno 540. Gli studi ORION-10 e ORION-11 @’ hanno randomizzato 1561 e
1617 pazienti con livelli medi di LDL al basale di 104.7+38.3 mg/dL e 105.5+39.1 mg/
dL, rispettivamente. Inclisiran ha ridotto al giorno 510 il colesterolo LDL del 52.3%
in ORION-10 e del 49.9% in ORION-11 (Figura 3) (p<0.001 per tutti i confronti
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Figura 3. Effetto di inclisiran sui livelli di LDL negli studi ORION-10 (A e ORION-11(B) (Modificata da ref #275)
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rispetto al placebo), con corrispondenti riduzioni time-adjusted del 53.8% e 49.2%,
rispettivamente (p<0.001 per tutti i confronti rispetto al placebo). Inclisiran ha, inoltre
determinato una significativa riduzione di colesterolo totale, non-HDL e apoB (p<0.001
per tutti in entrambi i trials), considerati key secondary endpoints. Gli eventi avversi e le
alterazioni dei parametri di laboratorio sono stati simili nei gruppi inclisiran e placebo in
entrambi gli studi e di entita da lieve a moderata. Gli eventi avversi nel sito di iniezione,
generalmente lievi e transitori, siano stati pit1 frequenti con inclisiran rispetto al placebo
(2.6% vs. 0.9% in ORION-10 e 4.7% vs. 0.5% in ORION-11).

Unanalisi post-hoc del trial ORION-11 presentata al congresso dell’ American College
of Cardiology 2020 ha analizzato gli effetti di inclisiran su un endpoint prespecificato
esplorativo di eventi CV, dimostrando in particolare un significativo effetto del
farmaco su infarto miocardico fatale e non fatale (RR 0.5, 95% CI 0.2-0.9). Leffetto
di inclisiran sugli eventi CV ¢ in corso di studio nel trial ORION-4 (NCT03705234),
in fase di arruolamento, con un endpoint primario combinato di morte CV, infarto
miocardico, stroke ischemico fatale e non fatale o rivascolarizzazione coronarica
urgente. Tali risultati, se confermati, forniranno una nuova arma per il trattamento
dell'ipercolesterolemia, che avra non solo un vantaggio in termini di efficacia, ma
soprattutto di maneggevolezza del trattamento in termini di dosi da assumere e
verosimile migliore aderenza terapeutica.

Lultimo decennio ha visto l'approvazione di diversi oligonucleotidi per la pratica
clinica in diversi campi. In ambito cardiovascolare, 'FDA ha approvato la prima
terapia a base di siRNA patisiran da utilizzare in pazienti con amiloidosi mediata da
transtiretina. Il recente avvento di inclisiran sta rivoluzionando l'approccio alla terapia
ipolipemizzante, mostrando come sia possibile ottenere un'importante e clinicamente
significativa riduzione dellespressione di PCSK9 con un approccio terapeutico sempre
piu semplificato @®). Inclisiran ¢ stato approvato da FDA ed EMA, ed ¢ gia disponibile
in USA ed in alcuni paesi europei, con una previsione di disponibilita in Italia gia a
partire dal 2022.

ASO in corso di studio

La ricerca in ambito di utilizzo di ASO per il trattamento dell'ipercolesterolemia € in
rapido sviluppo ed altri due composti sono in corso di studio, che hanno come target
PCSK9 e Lp(a).

ION449, noto anche come AZD8233, ¢ un ASO che ha come ftarget I'mRNA di
PCSKO. Inibisce, quindi, la traduzione intracellulare di PCSK9 e la conseguente sintesi
proteica. La somministrazione sottocutanea di AZD8233 ha dato risultati promettenti
negli studi di Fase 1 in soggetti con valori basali di LDL compresi tra 100-190 mg/
dL, dimostrando come una singola dose di ION449 sia responsabile di una riduzione
dose-dipendente dei livelli circolanti di PCSK9 >90% e di una riduzione di circa il 70%
dei livelli di LDL (NCT03593785). La Fase 2 ¢ in corso (NCT04641299) ed a breve
saranno disponibili i primi risultati, per poi passare a head-to-head trials con anticorpi
monoclonali anti-PCSK9 e inclisiran.

TQJ230, precedentemente noto come AKCEA-APO(a)-LRx, ¢ un ASO per
somministrazione sottocutanea che ha come farget ImRNA della Lp(a) ed &
responsabile di una riduzione dei livelli circolanti di Lp(a) in soggetti che partono
da valori elevati di tale lipoproteina. Un recente studio di Fase 2 randomizzato vs.
placebo ¥ ha dimostrato in 286 soggetti con nota malattia CV e livelli basali di Lp(a)
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pari almeno a 60 mg/dL, che il trattamento AKCEA-APO(a)-LRx ¢ responsabile a 6
mesi di una riduzione significativa e dose-dipendente dei livelli di Lp(a) con un range
di riduzione che varia tra il 35% e I'80% alle varie dosi utilizzate nel trial (20, 40, 60
mg ogni 4 settimane, 20 mg ogni 2 settimane o 20 mg a settimana, vs. 6% del gruppo
in placebo; range di significativita tra 0.003 e <0.001) (Figura 4), ed una percentuale di
pazienti che raggiunge a 6 mesi un valore di Lp(a) <50 mg/dL che varia dal 23% al 98%
alle varie dosi utilizzate e con una parallela riduzione anche di apoB e colesterolo LDL.
Il profilo di safety ¢ stato sovrapponibile tra i due gruppi, ma si € osservata una maggiore
occorrenza di reazioni nel sito di iniezione nel gruppo in trattamento attivo. E in corso
di arruolamento uno studio di outcome di Fase 3 (Lp(a)HORIZON - NCT04023552)
multicentrico, randomizzato, in doppio cieco, che prevede una somministrazione
sottocutanea mensile di TQJ230 vs. placebo con lobiettivo di valutare lefficacia del
farmaco nella riduzione di eventi CV maggiori (morte CV, infarto non fatale, stroke
non fatale, rivascolarizzazione coronarica urgente) in pazienti con storia di malattia
CV aterosclerotica (storia di infarto miocardico o stroke di 3 mesi a 10 anni prima
dello screening o arteriopatia periferica sintomatica) e livelli di Lp(a) = 70 mg/dL. I
primi risultati del trial saranno disponibili nel 2024.

In ambito di ipertrigliceridemia, volasenorsen, un ASO che ha come target I'mRNA
dellapolipoproteina C3 (apoC3) per somministrazione sottocutanea ha dimostrato in
Fase 2 vs. placebo in pazienti con TG compresi tra 350-2000 mg/dL di ridurre i valori di
apoC3 per una quota che va dal 40% all'80% circa ai 3 dosaggi testati (100 mg, 200 mg e
300 mg) in monoterapia e del 60% e 71% circa ai dosaggi di 200 e 300 mg, rispettivamente,
in combinazione con fibrati. Parallelamente ha ridotto significativamente il valore di TG
circolanti per una quota compresa tra 31% e 71% in monoterapia ai 3 dosaggi, e del
51% e 54% ai dosaggi di 200 e 300 mg, rispettivamente, in combinazione con fibrati,
con un aumento di HDL che puo arrivare a fino il 50% circa. Un successivo studio di
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Figura 4. Effetto di AKCEA-APO(a)-LRx sui livelli di Lp(a) alle varie dosi utilizzate nel trial di Fase 2 (Modifcata
da ref #53)



outcome di Fase 3 (APPROACH trial) #” randomizzato, in doppio cieco, ha confrontato
volasenorsen 300 mg una volta a settimana vs. placebo in 66 pazienti con sindrome
iperchilomicronemica familiare e valore medio di TG all'ingresso pari a 2209 mg/dL
dimostrando a 3 mesi una riduzione di apoC3 dell'84% (vs. +6.1% in placebo; p<0.001) e
una riduzione dei TG del 77% (vs. +18% in placebo; p<0.001); tale riduzione si manteneva
del 53% a 6 mesi e del 40% a 12 mesi. Il farmaco ¢ stato recentemente approvato da AIFA
per il trattamento di pazienti con sindrome iperchilomicronemica familiare.

Conclusioni e prospettive future

Le due strategie di silenziamento genico descritte in questo capitolo, ASO e siRNA,
rappresentano un’innovazione nello scenario terapeutico delle dislipidemie (Tabella
2). Le modifiche chimico-tecnologiche hanno reso le molecole di cui sopra altamente
tollerate e pienamente efficaci nella grande maggioranza dei pazienti inclusi negli
studi clinici.

La sicurezza, la rapida efficacia e la durata degli effetti di riduzione del colesterolo LDL
di inclisiran, un piccolo RNA interferente che inibisce la sintesi di PCSK9 nel fegato,
sono state ora confermate in studi clinici di Fase 3 ed a breve saranno disponibili dati
sulla riduzione degli eventi CV, il che fornira un elemento aggiuntivo di utilizzo di
un nuovo trattamento altamente efficace e nel contempo di facile gestione clinica. In
aggiunta, nuovi composti sono in corso di studio e nei prossimi anni nuove alternative
terapeutiche si aggiungeranno allarmamentario del clinico rendendo la meta di una
medicina personalizzata in ambito di dislipidemie ormai prossima.

Tahella 2. Confronto trale varie tecnologie disponibili per la riduzione dei lipidi plasmatici e delle lipoproteine

Drug technology

Parameter

Gene silencing with

Gene silencing with small

incells

Small molecules Antibodies antisense oligonucleotides interfering RNA
Chernical structure Organic cornpound Protein Single-stranded RNA Double-stranded RNA
Mass (kDa) <1 ~150 ~12 ~21
Mechanism of action Blocks enzyrme or receptor Blocks protein in plasma Blocks gene mRNA transcripts Blocks gene mRNA transcripts

in cell

incell

Potential for off-target
adverse effects

High likelihood of off-target,

non-tissue-specific effects

Low, given high specificity
for target

Low, given high specificity for
target with third-generation
agents

Low, given high specificity for
target

Immunogenicity Low High High High

Efficacy 50% reduction in LDL- 60% reduction in LDL- 90% reduction in lipoprotein(a) | 50% reduction in LDL-
cholesteral levels cholesterol levels levels cholesterol levels

\é?lzigtrieosnp%fn\év;thinfperson High High Low Low

Half-life Days Weeks Months >1year

Administration route Oral Subcutaneous Subcutaneous Subcutaneous

Dosing frequency Daily Weekly to twice monthly Monthly Twice yearly

Targets Proteins in ng to pg Proteins in pg to mg Lipoproteinsing Lipoproteinsin g
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ABBREVIAZIONI

AA: acido arachidonico

ABI: ankle-brachial index

ACE: enzima di conversione dell’angiotensina
ACL: adenosina trifosfato-citrato liasi

ACVSLI: very long-chain acyl-CoA synthetase-1, acil-CoA grasso
sintasi 1 a lunga catena

ADH: autosomal dominant hypercholesterolemia,
ipercolesterolemia autosomica dominante

AG: acidi grassi

AGE: advanced glycation end-product, prodotti finali di glicazione
avanzata

Ago2: proteina Argonaute 2

AL: acido linoleico

ALA: acido alfa-linoleico

AMPK: chinasi attivata dal’AMP
ANGPTL3: angiopoietin-like protein 3

APAO: (diametro) antero-posteriore dell'aorta addominale
infrarenale

Apo: apolipoproteina

Apo(a): apolipoproteina (a)
ApoB: apolipoproteina B

Apo CIII: apolipoproteina CIII

ARH: autosomal recessive hypercholesterolemia,
ipercolesterolemia autosomica recessiva

ASCVD: atherosclerotic cardiovascular disease

ASGPR: recettore asialoglicoproteico specifico degli epatociti
ASO: antisense oligonucleotides, oligonucleotide antisenso
ATI1R: recettore di tipo 1 dell'angiotensina II

CAC: Calcium Score Calculator

CE: esteri del colesterolo

CETP: cholesteryl ester transfer protein, proteina di trasferimento
degli esteri del colesterolo

CHL: combined hyperlipidemia, iperlipidemia familiare combinata
CIL: intervallo di confidenza

cIMT: carotid intima-media thickness, spessore medio-intimale
carotideo
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Cmax: concentrazione plasmatica massima
CTT: Cholesterol Treatment Trialists

CV: cardiovascolare

DHA: acido docosaesaenoico

DPA: acido docosapentaenoico

dsRNA: RNA a doppio filamento (double strand)
EAS: European Atherosclerosis Society
EGF: fattore di crescita epidermico

EPA: acido eicosapentaenoico

ESC: European Society of Cardiology
eNOS: ossido nitrico sintetasi endoteliale

FCS: familial chylomicronemia syndrome, sindrome
chilomicronemica familiare

FDC: fixed dose combination

FD: familial dysbetalipoproteinemia, disbetalipoproteinemia
familiare

FDB: familial defective apolipoprotein B, apolipoproteina B
familiare difettiva

FH: familial hypercholesterolemia, ipercolestrolemia familiare
FMD: flow mediated dilation

FOXO1: forkhead box-O transcription factor O1

GalNAc: N-acetilgalattosamina

GWAS: genome-wide association study

GPIHBPI: glycosylphosphatidylinositol anchored high density
lipoprotein binding protein 1

HDL: high density lipoproteins

HeFH: heterozygous familial hypercholesterolemia,
ipercolesterolemia familiare eterozigote

HMGCoA: idrossimetilglutaril-coenzima A
HNF4A: hepatic nuclear factor-4-alpha

HoFH: homozygous familial hypercholesterolemia,
ipercolesterolemia familiar omozigote

HR: hazard ratio
ICAMI: molecola di adesione intercellulare di tipo 1
IDL: intermediate density lipoproteins

IGF-1: fattore di crescita insulino simile



IM: infarto del miocardio

INFy: interferone gamma

IPE: icosapent etile

IVUS: Intravascular ultrasound, ecografia intravascolare
LCAT: lecitina: colesterolo aciltransferasi

LDL: low density lipoproteins, lipoproteine a bassa densita
LDLR: recettore per le LDL

LMFI: lipase maturation factor 1

LOX-1: LDL recettore ossidato di tipo lectina 1

Lp(a): lipoproteina (a)

LPL: lipoproteinlipasi

Lp-PLA2: fosfolipasi A2 lipoproteina-associata

MAPK: proteinchinasi attivata dal mitogeno

MCP-1: proteina chemotattica per i monociti 1

MCS: multifactorial chylomicronemia syndrome, sindrome
chilomicronemica multifattoriale

MDTC: TC multidetector
MMP: metalloproteinasi di matrice

MTP: microsomal triglyceride transfer protein, proteina di
trasferimento microsomiale dei trigliceridi

NGS: next generation sequencing
NO: ossido nitrico

NPCIL1: Niemann-Pick Cl-Like 1
NNT: number needed to treat

OATP-C: organic anion transporting polypeptide-C, peptide di
trasporto degli anioni organici

OMB3EE: omega-3 fatty acid ethyl esters, omega-3 a base di esteri
etilici di acidi grassi a catena lunga

OM3CA: omega-3 carboxylic acids, omega-3 a base di
formulazione carbossilica

OR: odds ratio

PCR: proteina C-reattiva

PCSK?9: proproteina convertasi subtilisina/kexina tipo 9
PKB: protein chinasi B

PDGEF: fattore di crescita derivato dalle piastrine
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PUFA: polyunsaturated fatty acids, acidi grassi polinsaturi
RISC: complesso di silenziamento indotto dal’RNA
RNAi: RNA interfering

ROS: reactive oxygen species, specie reattive dell'ossigeno
RR: rischio relativo

SCA: sindrome coronarica acuta

sdLDL: small dense LDL

siRNA: small interfering RNA

sLOX-1: LOX-1 solubile

SNPs: single nucleotide polymorphisms SREBP-1c: sterol regulatory
element-binding protein-1c

sST2: suppressor of tumorigenicity solubile

TCFA: thin-cap fibroatheroma, placca ateromasica con cappuccio
sottile

TG: trigliceridi

TGF-p: fattore di crescita trasformante beta

TRL: trygliceride-rich lipoproteins, lipoproteine ricche in trigliceridi
VCAMI: molecola di adesione alle cellule vascolari di tipo 1

VEGEF: fattore di crescita vascolare endoteliale

VLDL: very low densisty lipoproteins
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