INVESTIGACION CLINICA

La atorvastatina no modifica el incremento agudo de los niveles
de p-selectinay fibrinégeno inducido con esfuerzo fisico maximo.

Dante Lindefjeld, Ménica Acevedo, Gastén Chamorro, Diego Mezzano, Olga Panes,
Carolina Aranis, Jorge Oporto.

Departamento de Enfermedades Cardiovasculares, Pontificia Universidad Catélica de Chile
Recibido el 14 de Diciembre de 2009, Aceptado el 26 de Febrero de 2010

Rev Chil Cardiol 2010; 29: 47-56

Resumen

Introduccion: Las estatinas han demostrado disminuir los eventos cardiovasculares en sujetos con y sin
enfermedad aterosclerética establecida. Se ha demostrado, que sus efectos benéficos no sélo dependen de
la reduccién del colesterol, sino que también podrian ser secundarios a otros efectos de las estatinas, como
su efectos de reduccién de inflamacion y/ o trombogénesis entre otros. Sin embargo, no existen trabajos que
demuestren que las estatinas sean capaces de frenar la activacion de la cascada de inflamacién y/o trombogénesis.
Objetivos: Determinar el efecto de la administracion oral de atorvastatina por 7 dias sobre los niveles
plasmaticos de proteina C- reactiva ultrasensible (PCR us), fibrinbgeno y P-selectina, pre y post prueba
de esfuerzo maximo inmediato y a las 24 horas de su ejecucion.

Meétodos: Ensayo clinico en 50 hombres sanos (18 a 50 afos), randomizado atorvastatina 80 mg/dia
— placebo por 7 dias, doble ciego. Muestras tomadas en sangre para PCRus, fibrinbgeno y P-selectina,
perfil lipidico, creatin kinasa y transaminasas hepaticas, pre y post test de esfuerzo, y a las 24 horas.
Los resultados para datos continuos se expresan como medias * desviacion estandar, test de student
para muestras independientes, ANOVA para muestras repetidas. Programa estadistico SPSS 14.0.
Resultados: Un grupo de 44 sujetos completaron el estudio: atorvastatina 80 mg (n=24) o placebo (n=20). En
el grupo atorvastatina, después de una semana de tratamiento, los niveles de LDLc disminuyeron en 38%
(LDL basal: 97 + 27 mg/dL vs LDL post: 62 + 31 mg/dL, p < 0.001). Sin embargo, no se observaron cambios
en ese mismo periodo en los niveles de PCRus, fibrinbgeno y P-selectina con respecto a placebo. Los niveles de
fibrinbgeno se elevaron 8% entre la etapa pre y post ejercicio inmediato (341 + 56 mg/dL vs 368 + 65 mg/dL, p <0.001),
retornando a los niveles basales a las 24 horas; no hubo diferencias entre atorvastatina - placebo. Los niveles de P-
selectina aumentaron 9.5% entre la etapa pre y post ejercicio inmediato (25 + 1.5 ng/dL vs 28 + 1.7 ng/dL, p = 0.01),
retornando a los niveles basales a las 24 horas; no hubo diferencias entre atorvastatina - placebo. El ejercicio no indujo
elevacionde PCRus. Los niveles plasmaticos de CKtotal se elevaron significativamente en ambos grupos post ejercicio
(Atorvastatina 43% aumento, p = 0.004 versus nivel basal y placebo 12% aumento, p = 0.005 versus nivel basal).
Sin embargo, no se encontré diferencias estadisticamente significativas entre el grupo atorvastatina versus placebo.
Conclusiones: La administracion de atorvastatina oral 80 mg/dia por 7 dias en sujetos sanos no inhibio
la elevacion de los niveles plasmaticos de fibrinbgeno y P-selectina inducida por ejercicio.
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Atovastatin does not modify the acutely increased levels of P-selectin and fibrinogen induced
by maximal physical exercise.

Background: Chronic statin therapy is known to decrease inflammation and platelet aggregation. However, little
data exist regarding acute effect of statins upon these variables. Exercise can be used to induce inflammation and
platelet aggregation.

Aim: to determine the acute effect of atorvastatin upon plasma levels of ultra sensitive C reactive protein (US-PCR),
fibrinogen and P selectin before, immediately after and 24 hr following a maximal exercise test in healthy subjects.
Methods: This was a double blind, randomized prospective study. Fifty healthy male subjects (aged 18 to 50 years)
received atorvastatin 80 mg or placebo daily for 7 days. US-PCR, fibrinogen, P-selectin, blood lipids, total creatin-
kinase (CK) and transaminases were determined pre and immediately after maximal treadmill exercise. Repeat
determinations were performed 24 following the test. Results were analyzed using the SPSS statistical package, and
are expressed as mean + SD. Student’s t and repeated measures ANOVA were used as appropriate.

Results: 44 subjects completed the study (atorvastatin =24, placebo= 20). LDL cholesterol decreased from 97+27
to 62+31 mg/dl in the atorvastatin group (p<0.001). US-PCR, After 1 week, Fibrinogen and P-selectin were not
significantly modified from baseline, and no differences were observed between groups (atorvastatin vs. control).
However, fibrinogen increased 8% from baseline to immediately post exercise (341156 vs. 368+65mg/dl (95% C.I.
21/.3 — 33.6). 24hr after exercise, fibrinogen levels returned to baseline. Similar changes were observed for P-
selectin (25+1.5, 28+1.7 ng/dl, baseline and post exercise respectively, p<0.01), again returning to baseline 24hr
after exercise. No significant changes were observed for US-PCR after exercise in neither group. CK increased 43%
in the atorvastatin group and 12% in controls (NS).

Conclusion: Atorvastatin 80 mg/day during 7 days in healthy subjects did not inhibit exercise-increased fibrinogen
and P-selectin levels.

Key words: Atorvastatin, P-selectin, fibrinogen, exercise.

Introduccion

Los efectos pleiotropicos de las estatinas van mas
alla de la reduccion de los niveles séricos de colesterol,

inflamacion. Consiguieron la elevacion de la Proteina
C-reactiva ultrasensible (PCRus), pero no observaron

e incluyen entre otros, efectos antinflamatorios,
antiproliferativos y antitromboticos’. Los resultados
en multiples estudios avalan el empleo precoz de
altas dosis de estatinas durante sindromes coronarios
agudos o angina estable. Esto en base a la reduccion
de eventos clinicos, que se asocian a la disminucion de
parametros de inflamacién y trombosis?34. Sin embargo,
no existen trabajos que demuestren que las estatinas
sean capaces de frenar la activacion de la cascada de
inflamacién o trombogénesis.

Elejerciciointensoescapazdeelevartransitoriamente
los parametros de inflamacién y coagulacién®. Un estudio
disefado a probar el efecto antiinflamatorio precoz de
la aspirina, utilizo el test de esfuerzo como inductor de

ningun efecto significativo de inhibicion con el uso de
aspirina®.

En nuestro trabajo de investigacion pretendemos
demostrar que las estatinas tienen un efecto antinfla-
matorio y antitrombodtico agudo, y que éstas podrian
ser efectivas en frenar el ascenso inducido de
PCRus, fibrinbgeno vy P-selectina. Emplearemos
como modelo inductor de inflamacion un test de
esfuerzo en el cual se alcance el umbral anaérobico.
Los objetivos fueron 1) Evaluar la respuesta aguda
de la PCRus, fibrindbgeno y P selectina ante ejercicio
aerobico maximo; 2) Medir y com-parar el efecto de
la atorvastatina plasmaticos
de PCRus, fibrinogeno y P-selectina pre y post

sobre los niveles
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ejercicio,alcabode7diasdetratamientoconatorvastatina
80 mg versus placebo; 3) Evaluar la respuesta de
marcadores de dafo muscular con
ejercicio y estatinas (Creatinin Kinasa).

la asociacion

Metodologia:
(Flujograma 1)

Disefo:
Se diseid un ensayo clinico
atorvastatina 80 mg vs placebo, doble ciego. Fueron

randomizado a

Flujograma 1

incluidos sujetos de sexo masculino, entre 18 a 50
afios, sin antecedentes clinicos y electrocardiograficos
de enfermedad coronaria. Se excluyeron a todos
aquellos con dislipidemia (colesterol total <200mg/dL,
triglicéridos < 150 mg/dL, LDLc < 130 mg/dL), diabetes
mellitus (glicemia en ayunas < 100 mg/dL), hipotiroi-
dismo, hipertension arterial sistémica (presion sistélica
< 140 mmHg, presion diastdlica < 90 mmHg), procesos
inflamatorios no infecciosos o infecciosos activos, o
tratamiento crénico y habitual con antiinflamatorios o
corticoides.

P. lipidico

PROTOCOLO

50 PACIENTES
RANDOMIZACION

DiA 1

I

]

PLACEBO
Tx 7 dias

ATORVASTATINA
80 mg

Tx 7 dias

T. CARDIOPULMONAR

(umbral anaerdbico / lactico)

P. lipidico

DiA 8

FIN DE PROTOCOLO

DIA9

Procedimiento:

Los posibles candidatos eran contactados e
invitados a participar en nuestro estudio. Si accedian a
participar eran citados a presentarse en nuestro servicio
al dia siguiente, en ayunas (8-12 horas), para realizar
la evaluacion clinica (anamnesis, examen fisico y toma
de signos vitales), registro de electrocardiograma basal,
glicemia por hemoglucotest (Accu — chek ®) y toma de
muestras de sangre para evaluar, posteriormente, los
niveles plasmaticos basales de lipidos, creatinin kinasa,
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fibrinbgeno, PCRus y P-selectina. En esta cita se
randomizé a los participantes a recibir Atorvastatina 80
mg diarios o placebo durante una semana.

Al octavo dia fueron nuevamente citados (en
ayunas), se determin6 PCRus, P-selectina y fibrindbgeno
antes de iniciar el ejercicio y al finalizar la prueba. Los
sujetos realizaron un test de esfuerzo cardiopulmonar
en cinta caminadora, en el que debian alcanzar el
umbral anaerobico, proximo al plateau de consumo de
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oxigeno maximo, VO2 max (50 — 70% VO2 max), para
asi poder garantizar la realizacién uniforme de ejercicio
en los voluntarios’.

El dia 9, al finalizar el estudio (24 horas después de
la realizaciéon del ejercicio), se midieron nuevamente
niveles de PCRus, P-selectina, fibrindgeno y CK total.

Se determin6 la PCRus mediante inmunoensayo
competitivo, con sensibilidad de 0.18 mg/L (8); la P-
selectina soluble fue evaluada con método de ELISA
(Bender MedSystems GmbH, Vienna, Austria) y el
fibrinégeno fue medido por técnica de coagulacion de
Clauss.

Analisis de datos

Tamaino muestral:

Se efectud el calculo en base los resultados que se
obtuvieron en el estudio de Feng D et al®: 32 sujetos
sanos sometidos a test de esfuerzo (cinta caminadora)
maximo, elevaron 13% los niveles de PCR (basal 0.81,
sd 0.13 mg/L), inmediatamente después de finalizado el
ejercicio.

Asumiendo que el peak maximo de elevacion
de PCRus se produciria hasta 24 horas post test
de esfuerzo y no inmediatamente después de él
(descartando la posible hemoconcentracion), el nivel
basal de PCRus se elevaria a las 24 horas post
ejercicio en 25% en el grupo placebo (6,9-12), en tanto
que este incremento seria frenado en 50% en el grupo
tratado con atorvastatina. Asumimos que este resul-
tado tendria un efecto biolégicamente relevante. Con
error a de 0.05, y poder de 80 %, se necesitaran 21
sujetos por grupo, con margen de error: 25 por grupo.

Anadlisis estadistico:

Los parametros de comparacién para evaluar el
efecto de la atorvastatina fueron la diferencias entre
los niveles basales, pre y post esfuerzo (inmediato y
a las 24 horas) de PCRus, fibrindgeno y P-selectina.
Se utilizo el test T de Student para muestras indepen-
dientes y ANOVA para muestras repetidas. En el analisis

estadistico se empleé el programa SPSS 14.0.

Resultados

Fueron randomizados 50 sujetos varones sanos,
entre 18 y 50 afios. De estos, sélo 44 (24 atorvastatina
- 20 placebo) terminaron el estudio, debido al abandono
voluntario de 5 individuos (2 argumentaron el abandono
por circunstancias personales y 3 no se presentaron el
dia de la prueba de esfuerzo). Otro paciente fue retirado
por un episodio de sincope vasovagal durante latoma de
muestras sanguineas. Las caracteristicas demograficas
no fueron estadisticamente diferentes (tabla 1).

Como era esperable, la terapia con atorvastatina
80 mg por una semana, redujo los niveles de LDL en
38% (Grupo Atorvastatina: LDL basal 97 £+ 27 mg/dL vs
LDL post 62 + 31 mg/dL, p < 0.001), con respecto al
grupo control. Al finalizar la semana de tratamiento con
atorvastatina 80 mg, no se observaron cambios entre
los niveles basales y pre test de esfuerzo de PCRus,
fibrindgeno y P-selectina. (figuras 1,2,3)

El ejercicio no indujo la elevacién de los niveles de
PCRus (figura 1), sin embargo, se observé elevacién
significativa en los niveles de fibrindgeno y P-selectina
post ejercicio inmediato. Este ascenso no fue inhibido
por el uso de atorvastatina 80 mg, por una semana.

El test de esfuerzo elevo los niveles de fibrindgeno en
8% en la etapa post ejercicio inmediato (341 + 56 mg/dL
vs 368 + 65 mg/dL, p < 0.001), estos niveles retornaron
a niveles basales a las 24 horas, sin diferencias
significativas entre los grupos atorvastatina — placebo
(figura 2). La P-selectina presentd un ascenso de
9.5% entre la etapa pre y post ejercicio inmediato
(25 £ 1.5 ng/dL vs 28 + 1.7 ng/dL sd, p = 0.01), con
regresiéon a los niveles basales a las 24 horas, sin
diferencias entre ambos grupos (figura 3).

La CK se elevo un 28% con el ejercicio (165 + 85 mg/dL
vs 210 £ 105 mg/dL, p = 0.004) sin diferencias entre
atorvastatina - placebo (figura 4). Sélo 7 sujetos
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reportaron mialgias (Atorvastatina = 4, Placebo = 3)
(tabla 2). No hubo diferencias significativas entre el

grupo atorvastatina o placebo con respecto a los casos
de mialgias y elevacion de niveles de CK.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas, test de esfuerzo, perfil lipidico y de parametros inflamatorios basales en grupo
placebo y grupo atorvastatina.

Caracteristicas basales

Atorvastatina Placebo p
Media (Px) Media (Px)
Edad 29.33 (24) 28.40 (20) 610
IMC (+ds) 25.79 + 3.59 26.25 £ 4.72 .822
PA sistolica (+ds) 18 £+ 11 119 +12 132
PA diastolica (+ds) 75 £10 77 £10 .232
Tiempo Ejercicio 00:13:55 00:14:39 .205
METS 16.37 (24) 17.23 (20) 272
VO2 umbral 21.54 (23) 22.58 (18) 559
V02 Max 27.72 (24) 28.46 (20) 715
Glicemia 89.83 (24) 88.45 (20) 291
Colesterol 183.12 (24) 182.45 (20) 944
LDLc 96.62 (24) 97.45 (20) 922
HDL ¢ 40.67 (24) 46.10 (20) 076
Triglicéridos 230.37 (24) 194.45 (20) 356
CK total 147.92 (24) 184.65 (20) 151
PCR 1.746 (24) 1.810 (20) 605
Fibrinégeno 351.75 (24) 324.50 (20) A1
P selectina 24.32(22) 24.05 (18) 932
PCR (Grupos y Etapas)
2 1,81 1,82
’ 1,78 ; 1,79
175 140,47 172 | 04 175 | 40,41 1049 173
1,8 +0,34 40,33 it 0,34 0,42 ——
1,6
1,4
1,2
1 DAtorvastatin - @Placebo
0,8
0,6
0,4
0,2
0 .
Basal PCR Pre-PCR Post-PCR PCR 24 hrs
ETAPAS

Diferencias entre etapas: NS
Diferencias entre grupos: NS

Figura 1 PCR basal, pre ejercicio, en ejercicio maximo y 24 h post ejercicio en grupo placebo y atorvastatina.
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FIBRINOGENO (Grupos y Etapas)

384,46

351,75 352,88 +61,83349 g5

161,51324,45 53,01 327,3 164,83
46,75 57,9

OAtorvastatin

@Placebo

Basal Fibrinogen Pre - Fibrinogen Post - Fibrinogen Fibrinogen 24 hrs

ETAPAS

Atorvastatina: 8.9% (p<0.001)
Placebo: 6.9% (p<0.001)
Diferencias entre grupos: NS

Figura 2 Fibrindgeno basal, pre ejercicio, en ejercicio maximo y 24 h post ejercicio en grupo placebo y atorvastatina.

P- SELECTINA (Grupos y Etapas)

2556 2%
24,32 24,05 +10,14 ==
+10,98 18,58

BAtorvastatin

@Placebo

Basal Pselectin Pre - Pselectin Post - Pselectin Pselectin 24 hrs

ETAPAS
Atorvastatina: 9.4% (p=0.01)

Placebo:15.1% (p=0.01)
Diferencias entre grupos: NS

Figura 3 P — selectina basal, pre ejercicio, en ejercicio maximo y 24 h post ejercicio en grupo placebo y atorvastatina.
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250

200

150 1
100 1

50 1

Figura 4 Niveles de CK total pre y 24 horas post test de esfuerzo.

Creatinin Kinasa (Grupos y Etapas)

2117 208,35
+98,17 +115,78

Basal CK

Final CK

DAtorvastatin

@Placebo

Atorvastatina: 43% (p=0.004)
Placebo: 12% (p=0.005)

Diferencias

entre grupos: NS

Tabla 2 Niveles de CK total en los siete casos reportados con mialgias (4 casos con atorvastatina, 3 casos con placebo)

ATORVASTATINA

Mialgias y CK total
PLACEBO

CK total CK total
basal final
81 125
175 333
87 129
164 262

CK total | CK total
basal final
110 208
334 158
194 371
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Discusion

En nuestro estudio de sujetos sanos sometidos
a ejercicio fisico aerdbico, la breve terapia con
atorvastatina 80 mg por una semana, no pudo frenar
el ascenso ftransitorio de fibrindgeno y P-selectina
inducido con ejercicio. No pudimos evaluar el efecto de
la atorvastatina sobre la PCRus, debido a que no se
logré elevar la PCRus con ejercicio aerébico maximo.

Existe evidencia categorica del rol de la inflamacion
sobre los eventos cardiovasculares. Por otro lado,
marcadores de inflamacion y trombogénesis, tales como
la PCR vy fibrindgeno, han demostrado ser predictores
de eventos cardiovasculares, especialmente en pacien-
tes con factores de riesgo o ya con enfermedad
cardiovascular establecida™ 4. De alli que existe gran
interés en desarrollar terapias que puedan influir sobre
la actividad de dichos marcadores.

Son miultiples los estudios que demuestran el
beneficio clinico de la terapia precoz e intensiva con
estatinas en angina estable o cuadros coronarios
agudos, especialmente en aquellos que son sometidos
a angioplastia coronaria?*+'%2!', Se atribuye este
beneficio a efectos pleiotrépicos antiinflamatorios y
antitromboticos durante la isquemia y la injuria de
reperfusion, que van mas alla de la reduccion de LDL
colesterol'™#2223, Sin embargo, desconocemos si las
estatinas son capaces de frenar la activacion aguda de
la inflamacioén y trombosis.

Existen resultados divergentes de las estatinas y su
efecto agudo sobre el fibrindgeno, incluso sugiriendo
que la atorvastatina (40 a 80 mg) elevaria hasta en
46% los niveles basales de fibrindgeno, efecto que
podria considerarse deletéreo en un evento coronario
agudo™242526 A diferencia de lo reportado, nosotros no
registramos cambios en los niveles de fibrinégeno al
cabo de una semana de tratamiento con atorvastatina
80 mg. La elevacion precoz y transitoria de fibrinégeno
producida por el ejercicio, no fue influenciada por el uso
de atorvastatina.

Diversos trabajos han demostrado disminucion
de actividad plaquetaria al reducir la expresion de
P-selectina y CD40L a las 8 semanas con el uso de
atorvastatina?>%627, Pudimos observar que la P-selectina
se elevo de forma precoz y transitoria al concluir el
esfuerzo fisico, sin embargo, la atorvastatina no tuvo
un rol activo sobre este evento en comparacion al
grupo placebo.

En este protocolo de investigacion, el ejercicio
aerébico maximo no demostré ser un buen inductor
de elevacion de PCRus, contrariamente a lo publi-
cado en el estudio de Feng et al®. Pese al empleo
del mismo método de medicién de PCRus?, sabemos
que son multiples las variables que intervienen en
los resultados de la PCRus®". Es posible que el dis-
creto incremento del 13% en los niveles de PCRus que
reportd, se relacione con hemoconcentracion 6 que
nuestros sujetos en estudio tengan menor rendimiento
fisico en comparacién con la gente
en el trabajo citado.

involucrada

Las diferentes estatinas como la pravastatina,
lovastatina, atorvastatina, simvastatina, cerivastatina
(retirada del mercado) y rosuvastatina, reducen en un
15 a 20 % los niveles basales de PCRus (previamente
elevados). Este descenso se produce, en general,
después de 4 semanas de tratamiento?282%30  En
nuestro ensayo clinico no se registraron diferencias
entre los niveles PCRus basales y a la semana de
tratamiento con estatinas. Probablemente, el efecto
reductor de PCRus se vea con la terapia prolongada
y en sujetos con niveles de PCRus previamente
elevados.

El ejercicio intenso es capaz de producir inflamacion
muscular®®'°, También el uso de estatinas conlleva el
riesgo de causar miopatias, pero el riesgo absoluto
es muy pequefio cuando se usan en monoterapia,
con una frecuencia de 2 a 11% de mialgias, 0.5% de
miositis y, menos de 0.1% de rabdomiolisis®'*2. En
nuestro estudio la CK total se elevé significativamente
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en ambos grupos, con mayor tendencia en el grupo
de Atorvastatina 80 mg (estadisticamente no signifi-
cativa). Sin embargo, la seguridad del
estatinas a altas dosis y ejercicio debera ser evaluada
en estudios que se disefien para dicho proposito.

uso de
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