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SUMMARY

In an attempt to elucidate the anti-atherogenic effects of HDLs, a multitude of protective properties of
this class of lipoproteins have been identified. Among the others, HDLs are known to exert antioxidant,
antithrombotic and anti-inflammatory effects and mediate the reverse cholesterol transport (RCT)
from the periphery (including the arterial wall) to the liver and other organs. CETP is an enzyme
that, produced in the liver and adipose tissue and associated mainly with circulating HDLs, promotes
the transfer of cholesterol esters from HDLs to apolipoprotein B-containing particles (mostly VLDL
and LDL) in exchange for triglycerides. There are elements to think that CETP can exert both anti-
atherogenic and pro-atherogenic activities. CETP can be seen as an enzyme facilitating the flow
of cholesterol to the liver, through the so-called indirect route of RCT, which sees in lipoproteins
containing apolipoprotein B the vehicle of cholesterol towards the liver receptors and the excretion
of cholesterol through the bile. However, this action is also directly responsible for the decrease of
HDL cholesterol levels, to which pro-atherogenic significance is known to be attributed. Although
Mendelian randomization studies seem to attribute a pro-atherogenic role to CETP, randomized
clinical trials with CETP inhibitors have not produced exciting results. A more careful interpretation of
the data currently available on the meaning of CETP in different clinical and experimental settings is
therefore necessary to better design therapeutic devices that may modulate the activity of CETP and
at the same time produce a favourable impact on cardiovascular risk.
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trasferimento bidirezionale lipidico € fon-
damentale nell'uomo per avviare gli esteri
del colesterolo ai cosiddetti siti catabolici.
Il sistema CETP é generalmente caratte-
ristico delle specie animali superiori; le
specie inferiori non sono dotate di questo
sistema (1), per tale ragione, queste ulti-
me hanno maggiori quantita di HDL, di
dimensioni maggiori ed arricchite in apoli-
poproteina E (apoE), necessaria all'intera-
zione delle stesse HDL con i recettori dei
tessuti periferici.

Da quando CETP é stata identificata
per la prima volta le opinioni sul suo pre-
sunto ruolo pro- o anti-aterogeno sono
risultate assai contrastanti (2). Secondo
alcuni CETP svolge un’azione primaria-
mente anti-aterogena in virtu della sua ca-
pacita di promuovere il trasporto inverso
del colesterolo (RCT), la via attraverso cui
il colesterolo nei tessuti periferici viene
trasportato nel fegato per l'eliminazione
biliare (2). Questo percorso comporta una
captazione iniziale del colesterolo cellula-
re periferico da parte delle HDL, all'inter-
no delle quali il colesterolo viene esterifi-
cato prima di essere trasferito dalla CETP
alle lipoproteine contenenti apoB. Gli
esteri di colesterolo nel pool VLDL/LDL
vengono successivamente “consegnati” al
fegato e infine eliminati attraverso la bile.
Pertanto, nella misura in cui la CETP pro-
muove RCT, puo essere considerata un
fattore anti-aterogeno (2). Tuttavia, il fatto
che CETP trasferisca esteri di colestero-
lo da lipoproteine anti-aterogene (HDL)
a lipoproteine potenzialmente aterogene
(VLDL/LDL) implica che I'azione di CETP
possa tradursi nella promozione della ma-
lattia aterosclerotica (2). La situazione ¢
ulteriormente complicata da una serie di
osservazioni secondo cui le proprieta anti-
inflammatorie delle HDL, i cui livelli sono
ridotti dalla CETP, dipendono dalla con-
centrazione stessa delle HDL. Pertanto, la

riduzione CETP-mediata dei livelli di HDL
colesterolo e la conseguente perdita della
funzione anti-inflammatoria di queste lipo-
proteine possono contribuire alla ateroge-
nicita di CETP (3). Teoricamente CETP
puo quindi svolgere tanto azioni anti- che
pro-aterogene. Questo dilemma ormai as-
sai datato non € stato risolto neppure da
studi pitt recenti, dai quali sono emerse
prove a sostegno sia del ruolo pro- che
anti-aterogeno.

Studi genetici e di randomizzazione
Mendeliana hanno mostrato che varianti
polimorfiche del gene CETP si associano
a livelli aumentati di colesterolo HDL,
riduzione dei livelli di colesterolo LDL e
minor rischio di sviluppare malattia coro-
narica aterosclerotica (4-10). Questi dati,
unitamente ad una serie di risultati pro-
dotti in studi sperimentali nei modelli ani-
mali ed osservazionali nell’'uomo, hanno
suggerito che l'inibizione farmacologica
della CETP potesse essere utile per la
prevenzione del rischio cardiovascolare.

Bullet Points

49

B CETP media il trasporto bidirezionale di colesterolo
esterificato e trigliceridi tra HDL e lipoproteine conte-
nenti apolipoproteina B, svolgendo un ruolo chiave nel

trasporto inverso del colesterolo.

W Lattivita di CETP, nella misura in cui promuove il tra-
sporto inverso del colesterolo, puo essere considerata

anti-aterogena.

B CETP arricchisce di esteri di colesterolo le lipoprotei-
ne contenenti apolipoproteina B e limita il potere anti-
inflammatorio delle HDL, potendo quindi esercitare

anche un’azione pro-aterogena.

B Studi genetici e di randomizzazione Mendeliana han-
no mostrato che varianti polimorfiche del gene CETP
associate ad aumentati livelli di HDL colesterolo deter-
minano minor rischio di sviluppare malattia coronarica

aterosclerotica.

M Trials clinici randomizzati controllati con CETP-inibi-
tori hanno dimostrato che I'inibizione farmacologica
di CETP non offre un beneficio cardiovascolare tale da

supportarne I'impiego nella pratica clinica.
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Ad oggi, 4 inibitori della CETP sono en-
trati nella fase 3 della sperimentazione
su esiti clinici cardiovascolari (11-15). Lo
sviluppo clinico del torcetrapib € stato
interrotto a causa degli imprevisti effetti
sfavorevoli del farmaco che hanno con-
dotto ad un aumentato rischio di morte
nel gruppo in trattamento attivo dello stu-
dio ILLUMINATE (The Investigation of
Lipid Level Management to Understand
its Impact in Atherosclerotic Events
Outcomes) (11-15). I trial clinici con dal-
cetrapib ed evacetrapib sono stati inter-
rotti precocemente per futilita (11, 13,
14). Nello studio REVEAL (Randomized
Evaluation of the Effects of Anacetrapib
through Lipid modification), I'anacetra-
pib, pur raddoppiando i livelli di coleste-
rolo HDL e riducendo quelli di colesterolo
non-HDL, ha prodotto una modesta ridu-
zione degli eventi cardiovascolari maggiori,
mostrando altresi un inatteso accumulo nel
tessuto adiposo (11, 15). Ad oggi, nonostan-
te le premesse fisiopatologiche e genetiche
promettenti, 'inibizione di CETP offre un
beneficio cardiovascolare insufficiente per
I'impiego nella pratica clinica.

Solo una pit attenta interpretazione cu-
mulativa dell’enorme mole di dati, nei di-
versi setting sperimentali e clinici, che cer-
cano di rispondere al quesito riguardante
l'azione pro-aterogena od anti-aterogena
di CETP, potra fornire spunti decisivi per
lo sviluppo di farmaci modulanti I'attivita
di questo enzima enigmatico.

CETP € trasporto inverso
del colesterolo

I meccanismo attraverso cui le HDL
svolgono la propria azione anti-aterogena
e rappresentato principalmente dall’RCT,
gia ipotizzato alla fine degli anni Sessan-
ta (1). Nello specifico, 'RCT rappresenta
la via attraverso cui il colesterolo viene ri-

mosso dai tessuti e veicolato al fegato (Fi-
gura 1) per essere successivamente elimi-
nato nelle feci attraverso la bile. La via di
trasporto in oggetto risulta determinante
per regolare 'omeostasi cellulare del co-
lesterolo (16).

Nel contesto dell’aterosclerosi, bersa-
gli cellulari preminenti del’RCT sono le
cellule presenti nello spessore della parete
arteriosa, in particolare i macrofagi e, in
misura minore, le cellule muscolari lisce
vascolari intimali e quelle endoteliali (16).
I macrofagi devono il proprio contenuto di
colesterolo sia alla sintesi de novo che alla
fagocitosi di detriti lipidici contenuti o rila-
sciati da cellule apoptotiche (16). Il sovrac-
carico macrofagico di colesterolo, presen-
te per lo piu in forma non esterificata, pro-
muove alterazioni funzionali e strutturali
delle cellule macrofagiche, contribuendo
alla loro morte apoptotica (17). La cellula
macrofagica, come meccanismo di difesa
contro la “tossicita” indotta dall’accumulo
di colesterolo libero, utilizza il processo
di esterificazione del colesterolo stesso
attraverso lintervento dell’enzima acyl-
coenzime A: cholesterol acyltransferase-1
(ACAT1), con conseguente accumulo di
colesterolo esterificato in gocce lipidiche
intra-citoplasmatiche (2). In aggiunta a
quanto descritto, la cellula macrofagica ¢
in grado di indirizzare parte del colestero-
lo non esterificato, proveniente tra l'altro
anche dall'idrolisi delle gocce lipidiche so-
pra descritte (16), al di fuori della cellula;
questo meccanismo di estrusione del cole-
sterolo si realizza attraverso I'azione di tra-
sportatori ATP-dipendenti della famiglia
ABC, in particolare ATP binding-cassette
transporter 1 (ABCA1) e ATP binding-cas-
sette transporter G1 (ABCG1), la cui tra-
scrizione € stimolata dal fattore di trascri-
zione sensibile agli steroli liver X receptor
(IXR), a sua volta attivato dall’eccesso di
colesterolo intra-cellulare (2).
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Figura | - CETP e trasporto inverso del colesterolo. Le VLDL sono sintetizzate dalla cellula epatica ed immesse nel circolo
ematico (1). Le VLDL vengono convertite ad opera della lipasi lipoproteica in IDL (2) e successivamente in LDL (3). CETP
trasferisce trigliceridi (TG) da VLDL, IDL ed LDL alle HDL in cambio di colesterolo esterificato (CE) (4). A seguito dell’a-
zione di CETP, le LDL arricchite in colesterolo esterificato vengono captate dal fegato attraverso 'LDLR (via “indiretta” del
trasporto inverso del colesterolo) (5). I macrofagi sono in grado di estrudere parte del colesterolo non esterificato attraverso
trasportatori ATP-dipendenti della famiglia ABC (ABCA1 ¢ ABCG1) (6). L'apoAl delipidata agisce da accettore extra-
cellulare di colesterolo non esterificato proveniente dai macrofagi, contribuendo alla formazione delle HDL native (HDLn)
immature (7). Il colesterolo non esterificato delle HDL native viene sottoposto ad esterificazione da parte di LCAT, processo
che porta alla formazione delle HDL mature (8). Le HDL mature in circolo possono seguire diversi destini: essere sottoposte
all’attivita enzimatica di CETP, che le impoverisce di colesterolo esterificato e le arricchisce di trigliceridi provenienti dalle
lipoproteine contenenti apoB (4); interagire con il recettore SR-B1 epatocitario, che promuove I'uptake selettivo di colesterolo
esterificato dalle HDL stesse risparmiandone le componenti proteiche, quali apoAl (via “diretta” del trasporto inverso del
colesterolo) (9); essere rimodellate dalla lipasi epatica (LE) e rilasciare apoAl delipidata, nuovamente pronta per un nuovo
ciclo di trasporto inverso del colesterolo (10).

ABCA1 e ABCGI, nel contesto del-
I'RCT, rivestono un ruolo chiave e critico

povera di lipidi o “delipidata” (18), contri-
buendo alla formazione delle HDL imma-

nella fase di efflusso cellulare del cole-
sterolo, in particolare a livello delle plac-
che aterosclerotiche, come testimoniato
dall’accelerazione del processo ateroscle-
rotico nei topi che ne sono deficitari (18).
ABCALI regola la fuoriuscita di colesterolo
non esterificato e fosfolipidi dalla cellula
verso l'accettore extra-cellulare costituito
dall’apolipoproteina Al (apoAl), ancora

ture di forma discoidale. Il colesterolo non
esterificato nelle HDL immature viene sot-
toposto ad esterificazione da parte di le-
cithin cholesterol acyltransferase (LCAT)
con acquisizione di proprieta idrofobiche e
conseguente internalizzazione nel core del-
le HDL, che acquisisce progressivamente
la propria forma matura sferica (18). Le
HDL mature possono acquisire ulteriore
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colesterolo non esterificato dalle cellule
macrofagiche attraverso ABCG1 (19).

Le HDL mature, arricchite di colestero-
lo esterificato, raggiungono il fegato ed al-
tri tessuti steroidogenici (es. surrene e go-
nadi), dove si realizza l'interazione con il
recettore scavenger receptor class B type
1 (SR-B1); questo processo ¢ facilitato dal
rimodellamento lipoproteico prodotto dal-
la idrolisi di trigliceridi e fosfolipidi da par-
te delle lipasi epatica ed endoteliale (20,
21). SR-B1 promuove l'uptake selettivo di
colesterolo dalle HDL risparmiandone le
componenti proteiche, quali apoAl, che
risultano cosi rigenerate e pronte per un
nuovo ciclo di trasporto inverso (2).

La suddetta modalita di circolazione
del colesterolo viene descritta come via
“diretta” (HDL-SR-B1) dell’RCT. RCT con-
templa anche una seconda via “indiretta”
di trasporto del colesterolo; il colesterolo
esterificato puo essere infatti trasferito dal-
le HDL alle lipoproteine contenenti apoB
(VLDL e LDL) in scambio con i trigliceri-
di (16). Artefice di questo trasferimento
bidirezionale di lipidi ¢ I'enzima CETP,
glicoproteina plasmatica di 74 KDa (3)
prevalentemente associata alle HDL (22)
e facente parte della famiglia delle lipid
transfer proteins (LTPs)/lipopolysaccharide
binding proteins (LBPs).

CETP ¢é composta da 476 amminoacidi,
codificata nel cromosoma 16 e prodotta
nei mammiferi prevalentemente nel fegato
(2). La trascrizione del gene CETP é sot-
to il controllo di diversi fattori intrinseci
ed estrinseci, quali I'incremento dei livelli
del colesterolo e degli acidi biliari, rispet-
tivamente attraverso I'azione dei fattori di
trascrizione LXR e farnesoid X receptor
(FXR) (23, 24).

11 trasferimento bidirezionale dei lipidi
mediato da CETP consta di due meccani-
smi principali (3). Nel primo meccanismo
CETP funge da “navetta” per i lipidi, scon-

trandosi casualmente e ripetutamente con

le lipoproteine e determinando quindi lo

scambio di trigliceridi e colesterolo esteri-
ficato nel contesto del complesso formato-

si tra CETP e le diverse lipoproteine (3).

Nel secondo meccanismo, invece, si assi-

ste allo scambio di molecole lipidiche attra-

verso la formazione di un ponte tra CETP,

HDL e lipoproteine contenenti apoB; tale

scambio si basa sulla presenza di un pecu-

liare tunnel centrale continuo nella struttu-

ra di CETP (3).

A seguito dell’azione di CETP, le VLDL
e le LDL arricchite in colesterolo esterifi-
cato vengono captate dal fegato attraverso
il recettore per le LDL (LDLR), configu-
rando quindi la via “indiretta” del traspor-
to inverso del colesterolo (HDL-LDL/
VLDIL-LDLR) (2, 16). Lidrolisi delle HDL
arricchite in trigliceridi mediata della li-
pasi epatica (2) contribuisce al rimodel-
lamento delle HDL ed alla generazione di
apoAl povera in lipidi e fruibile per ulterio-
ri cicli di RCT.

La tappa finale dell'RCT prevede leli-
minazione fecale del colesterolo attraver-
so due vie principali:

— la via epato-biliare, responsabile di cir-
ca il 65% dell’eliminazione fecale di co-
lesterolo, che consiste nella idrolisi del
colesterolo esterificato e nella successi-
va escrezione del colesterolo libero nei
canalicoli biliari attraverso i trasporta-
tori ATP binding cassette G5 (ABCGb5)
e ATP binding cassette G8 (ABCGS),
direttamente o previa conversione ad
acido biliare (16);

— la via di efflusso del colesterolo trans-
intestinale (TICE) che prevede I'elimi-
nazione diretta di colesterolo plasma-
tico nel lume intestinale attraverso gli
stessi trasportatori presenti nella via
epato-biliare (21) e che risulta respon-
sabile della restante (35%) quota di eli-
minazione del colesterolo (25).
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Altre funzioni di CETP

Il ruolo determinante di CETP nel tra-
sporto inverso di colesterolo ed il suo po-
tenziale impatto sulla storia naturale della
malattia aterosclerotica ha portato ad im-
portanti progressi nello studio delle fun-
zioni biologiche di CETP.

Le HDL, oltre ad occupare un ruolo
centrale nell'RCT, partecipano alla modu-
lazione della risposta immunitaria innata
grazie alla loro capacita di sequestrare
lipidi patogeni quali il lipopolisaccaride
(LPS) e neutralizzarli attraverso 1’elimina-
zione epatica (26). Studi sperimentali su
topi transgenici per CETP umano attribu-
irebbero a quest’ultima molecola un ruo-
lo protettivo nell'immunita innata; infatti,
CETP sarebbe in grado sia di promuovere
il sequestro di LPS da parte di HDL e LDL
e la sua successiva eliminazione epatica
attraverso LDLR e SR-B1 (27), sia di ri-
durre il rilascio di citochine pro-infiamma-
torie indotte da LPS (28). Studi effettuati
sull'uomo suggeriscono invece maggiore
cautela nel valorizzare il potenziale ruolo
anti-inflammatorio di CETP. In particola-
re, in uno studio prospettico condotto in
pazienti ospedalizzati con sepsi severa, €
stata apprezzata una relazione diretta tra
la riduzione dei livelli di CETP occorsa du-
rante i primi giorni della sepsi e la mortali-
ta (29). Tuttavia, un secondo studio indica
come il guadagno nella funziona biologica
sottesa a varianti polimorfiche di CETP
sembrerebbe determinare una maggiore
riduzione dei livelli di HDL in corso di sep-
si facendo venir meno il ruolo protettivo
svolto da queste lipoproteine e riducendo i
tassi di sopravvivenza (30).

CETP viene espresso anche dagli adi-
pociti presenti nel tessuto adiposo sotto-
cutaneo. In questi promuove in modo si-
gnificativo l'uptake e quindi il deposito di
colesterolo via HDL (31), svolgendo un

ruolo importante nell’omeostasi del rap-
porto colesterolo/trigliceridi all'interno de-
gli adipociti stessi (2). Studi sul ruolo dei
polimorfismi di CETP nella modulazione
dell’espansione del grasso viscerale hanno
dimostrato che elevati livelli di CETP eser-
citano un ruolo protettivo in condizioni di
sovra-alimentazione (32) e sono inversa-
mente proporzionali ai principali markers
di adiposita (2). Seppure le basi biochimi-
che dell’effetto anti-adipogenico di CETP
non siano state ancora del tutto chiarite,
sembrerebbe che parte di questo effetto
sia mediato dal trasporto preferenziale
CETP-mediato degli acidi grassi non este-
rificati verso il fegato a discapito del tessu-
to adiposo ed al concomitante accumulo di
colesterolo negli adipociti con contestuale
incremento del rapporto colesterolo/tri-
gliceridi (2).

Elevati livelli di colesterolo sono spes-
so correlati ad un’aumentata produzione
di p-amiloide, componente fondamenta-
le nell’eziopatogenesi della malattia di
Alzheimer (33). In tale contesto, le HDL
sembrano svolgere un ruolo protettivo
nei confronti della malattia di Alzheimer
visto che livelli piu alti di HDL colestero-
lo risultano inversamente correlati al ri-
schio di sviluppare demenza e malattia di
Alzheimer (34). Poiché CETP interviene
attivamente nella modulazione dei livelli
di HDL colesterolo, si e cercato di definire
il suo ruolo nella storia naturale del dete-
rioramento cognitivo e della malattia di
Alzheimer. A tale riguardo si € visto che di-
versi polimorfismi di CETP mostrano una
relazione inversa o diretta con il rischio
di sviluppare malattia di Alzheimer e de-
terioramento cognitivo; il contributo delle
varianti geniche di CETP sembra essere
fortemente dipendente dall’espressione del-
lisoforma €4 di apoE, principale fattore
predisponente allo sviluppo della malattia
di Alzheimer (35).

53
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CETP: effetti pro-aterogeni

CETP, per la sua azione biologica nel
metabolismo delle lipoproteine e nel tra-
sporto inverso del colesterolo, € stato og-
getto di numerosi studi sperimentali nei
diversi modelli animali e nell'uomo al fine
di definirne il suo ruolo nel processo ate-
rosclerotico e cercare di delineare nuove
strategie terapeutiche finalizzate a ridur-
re il rischio di malattie cardiovascolari su
base aterosclerotica.

I1 ruolo “fisiologicamente” attribuibile a
CETP e quello pro-aterogeno (Tabella 1).
CETP determina infatti una riduzione nella
concentrazione plasmatica di HDL coleste-
rolo e quindi un decremento nel trasporto
HDL-mediato di colesterolo al fegato, infi-
ciando quindi la funzione atero-protettiva
svolta dalle HDL e dalla cosiddetta via “di-
retta” del trasporto inverso di colesterolo
(21). Inoltre, I'arricchimento di colestero-
lo esterificato, mediato da CETP, delle li-
poproteine contenenti apoB ¢€ in grado di
promuovere un aumentato trasporto dello
stesso colesterolo verso i tessuti periferici,
tra cui la parete dei vasi (2). Si ¢ visto che
l'effetto pro-aterogeno di CETP mediato

dall'incremento di lipoproteine contenenti
apoB si realizzerebbe per lo piu in presen-
za di alterazioni di LDLR (2, 36). Il quadro
che si viene dunque a configurare € quello
di un inefficace RCT, con parte del coleste-
rolo catturato in periferia dalle HDL che sa-
rebbe veicolato ai tessuti periferici ed alla
parete arteriosa ad opera delle lipoprotei-
ne contenenti apoB arricchite in colestero-
lo proprio dall’azione di CETP (21).

Altri studi mostrano che CETP svolge-
rebbe un’ulteriore azione pro-aterogena
promuovendo l'arricchimento in coleste-
rolo esterificato delle VLDL; queste lipo-
proteine, arricchite in esteri del colestero-
lo, diverrebbero un substrato meno appe-
tibile per la lipasi lipoproteica, con conse-
guente aumento di permanenza ed accu-
mulo in circolo di queste lipoproteine (2).
Le VLDL ricche in colesterolo esterificato
ed iloro remnant diverrebbero quindi sub-
strato per la lipasi epatica, contribuendo
insieme all’arricchimento delle LDL in tri-
gliceridi mediata da CETP, alla formazione
di LDL piccole e dense (sdLDL) (37). Le
sdLDL rappresentano una classe di LDL
particolarmente aterogena, in virtu della
loro spiccata capacita di penetrare la pa-

Tabella | - Azione pro-aterogena versus anti-aterogena di CETP.

Azione pro-aterogena Azione anti-aterogena

| Eliminazione del colesterolo esterificato
circolante attraverso I'uptake epatico delle HDL
(via “diretta” del RCT)

1 Eliminazione del colesterolo esterificato
circolante attraverso I'uptake epatico delle lipoproteine
contenenti apoB (via “indiretta” dell’ RCT)

1 Trasporto del colesterolo esterificato circolante
ai tessuti periferici attraverso le lipoproteine contenenti
apoB (soprattutto se deficit funzionale di LDLR)

1 Attivita di LCAT ed uptake epatico SR-B1
del colesterolo esterificato contenuto nelle HDL

1 Formazione di sdLDL

| Livelli circolanti di LDL ossidate

1 Clearance renale di apoA1 delipidata

1 Azione atero-protettiva degli estrogeni

1 Rischio di eventi cardiovascolari in portatori
di varianti polimorfiche di CETP che si associano
a ridotti livelli circolanti di HDL colesterolo

| Progressione aterosclerotica con I'espressione
transgenica di CETP in topi SR-B1-knock-out

| Rischio di eventi cardiovascolari in portatori
di varianti polimorfiche di CETP che si associano
a ridotta attivita enzimatica di CETP

1 Uptake colesterolo esterificato SR-B1
indipendente
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rete arteriosa, di permanere stabilmente
all'interno della stessa tramite specifiche
interazioni con la matrice extra-cellulare,
e di essere fortemente suscettibili allo
stress ossidativo (21).

Le HDL, impoverite in esteri del cole-
sterolo ed arricchite in trigliceridi a segui-
to dell’azione di scambio lipidico mediato
da CETP, diventano quindi substrato della
lipasi epatica con conseguente formazione
di HDL piccole e dense e dissociazione di
apoAl. Come detto, la apoAl “delipidata”
puo essere riutilizzata come accettore di
colesterolo in un nuovo ciclo di RCT, ma
puo anche essere rimossa irreversibil-
mente attraverso I'escrezione renale (38),
contribuendo a diminuire il pool di HDL
presente nel plasma e, di conseguenza, in-
ficiando gli effetti anti-aterogeni di questa
classe di lipoproteine.

Nel topo, in cui fisiologicamente sus-
siste la mancanza di CETP, I'introduzione
del gene codificante per CETP aumenta
sensibilmente la suscettibilita allo svilup-
po di aterosclerosi in funzione della dieta
assunta (39); tuttavia, in topi con ipertrigli-
ceridemia la CETP mostrerebbe proprieta
anti-aterogene (39). Nel coniglio, in cui a
differenza del modello murino la CETP
¢ fisiologicamente espressa, diversi studi
mostrano un sostanziale incremento dei
livelli di HDL colesterolo ed una parallela
riduzione nell'incidenza di placche atero-
sclerotiche a seguito dell'inibizione dell’at-
tivita di CETP attraverso oligonucleotidi
antisenso o vaccinazione (40).

Nell'uomo sono stati condotti diversi
studi che hanno esaminato 'impatto di di-
versi polimorfismi di CETP sul rischio ate-
rosclerotico e cardiovascolare.

Uno studio di associazione genome wide
(GWAS) condotto in oltre 40.000 individui
affetti da patologia coronarica aterosclero-
tica (CHD) ha identificato una variante di
CETP (7s18000775) associata ad un mag-

gior rischio di CHD (4). Una meta-analisi
di 102 studi che ha incluso 113.833 indivi-
dui ha mostrato che tre varianti polimorfi-
che comuni nel locus di CETP sono asso-
ciate ad un incremento dei livelli di HDL
colesterolo, una riduzione di quelli di LDL
colesterolo ed un decremento moderato
nel rischio di sviluppare eventi ischemici
coronarici (5). Un risultato simile ¢ stato
raggiunto in uno studio condotto in oltre
18.000 donne sane in cui sono stati iden-
tificati numerosi polimorfismi in grado di
influenzare i livelli di HDL colesterolo; tra
questi, un polimorfismo di CETP in parti-
colare (rs708272) é risultato essere asso-
ciato ad un aumento significativo dei livelli
di HDL colesterolo e ad una riduzione con-
sensuale del rischio di infarto miocardico
del 24% (6). Una meta-analisi pill recente
confermerebbe il ruolo del polimorfismo
7s708272 di CETP nel determinare una ri-
dotta concentrazione di CETP, un ridotto
rischio di infarto miocardico, associato ad
un incremento dei livelli di HDL colestero-
lo ed una riduzione dei livelli di LDL cole-
sterolo (7).

Un ulteriore supporto genetico all’azio-
ne pro-aterogena di CETP deriva da due
recenti studi. Il primo, svolto in Danimar-
ca, ha incluso 10.261 individui seguiti in
un follow-up di 34 anni durante il quale
sono stati registrati gli eventi cardio- o ce-
rebro-vascolari incidenti. In questo studio
due polimorfismi di CETP determinanti
una ridotta attivita dell’enzima sono stati
associati ad un profilo lipidico favorevo-
le, una maggiore longevita e ad un minor
rischio di sviluppare ictus ischemico, in-
farto del miocardio e malattia cerebrova-
scolare ischemica cronica (8). Il secondo
studio, una meta-analisi di 12 studi che ha
coinvolto 58.649 partecipanti, ha studiato
la relazione tra varianti troncate di CETP
ed il rischio cardiovascolare, mostrando
come la perdita di attivita dell’enzima si
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associ a livelli aumentati di HDL coleste-
rolo e ad una riduzione del 30% del rischio
di CHD (9).

CETP: effetti anti-aterogeni

11 ruolo attivo di CETP nel promuove-
re la malattia aterosclerotica € messo in
discussione da una serie di evidenze se-
condo cui questo enzima risulterebbe im-
plicato in funzioni che, al contrario, depor-
rebbero per un suo ruolo anti-aterogeno
(Tabella 2).

Se € vero che un’aumentata attivita di
CETP riduce i livelli di HDL colesterolo e
promuove l'arricchimento in colesterolo
delle lipoproteine contenenti apoB poten-
zialmente aterogene, € anche vero che, in
presenza di un efficiente sistema recetto-
riale epatico di rimozione delle lipoprotei-
ne contenenti apoB, cio potrebbe costitui-
re una via di eliminazione del colesterolo
circolante (via “indiretta” dell’RCT) tanto
efficace quanto quella mediata dalle HDL
(via “diretta” del'RCT). CETP, inoltre, fa-
vorisce il trasporto inverso di colesterolo
non solo grazie al suo intrinseco effetto
sullo scambio bidirezionale di lipidi tra le
diverse lipoproteine, ma anche promuo-
vendo l'azione della LCAT e 'uptake epa-
tico SR-Bl-indipendente del colesterolo
esterificato contenuto nelle HDL (41, 42).

Tabella 2 - Trials clinici con inibitori di CETP

CETP svolge inoltre un ruolo coadiu-
vante nella funzione antiossidante delle
HDL. In particolare, diversi studi hanno
dimostrato che CETP ¢ capace di ridurre i
livelli circolanti di LDL ossidate, promuo-
vendo il trasferimento di colesterolo este-
rificato dalle LDL ossidate alle HDL piu
efficacemente rispetto a quanto avviene
dalle LDL native; attraverso questo mec-
canismo di azione, CETP favorirebbe l'e-
liminazione HDL-mediata di lipidi ossidati
(2). Questo ruolo di CETP sembrerebbe
essere assai rilevante poiché i pazienti
deficitari di CETP mostrano livelli di LDL
ossidate circolanti piu elevati dei pazienti
con livelli normali di CETP (43).

CETP potrebbe interagire con gli
estrogeni nel meccanismo di protezione
dall’aterosclerosi. Gli estrogeni, infatti,
svolgono un ruolo atero-protettivo come
evidenziato ad esempio dal fatto che 'ef-
flusso HDL-mediato di colesterolo dai ma-
crofagi viene potenziato da HDL comples-
sate con estrogeni esterificati (44). In uno
studio condotto in topi sottoposti ad ovari-
ectomia totale, pertanto deficitari di estro-
geni, € stato osservato un minore carico
vascolare aterosclerotico nei topi CETP
transgenici rispetto a quelli privi dell’en-
zima, supportando lipotesi che CETP
sarebbe in grado di vicariare la funzione
atero-protettiva degli estrogeni in loro as-

. S Effetti su Nota
Trial Pazienti Durata colesterolo HDL Outcomes bibliografica
1 eventi CV
lLLUMlNA.TE 15.067 18 mesi T 72% 1 mortalita per tutte le cause 12
(torcetrapib) . ) Co
1 pressione arteriosa sistolica
DaI-OUTQOMES 15.871 31 mesi 1 25-30% Interruzione precoce per futilita 13
(dalcetrapib)
ACCELERATE 12.092 26 mesi 1 132% Interruzione precoce per futilita 14
(evacetrapib)
REVEA . 30.449 4.1 anni 1 104% | eventi CV 15
(anacetrapib)
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senza o di ampliarla in loro presenza (45).
E stato anche descritto che CETP sarebbe
in grado di promuovere il trasferimento di
17b-estradiolo esterificato dalle HDL alle
LDL, conferendo cosi protezione contro
I'ossidazione dei lipidi in quest’ultima clas-
se lipoproteica (46).

Un possibile ruolo di CETP in senso
anti-aterogeno € stato prospettato anche
da uno studio condotto utilizzando topi
transgenici per CETP umano e knock-out
per il gene codificante apolipoprotein B
mRNA editing enzyme, catalytic polypep-
tide 1 (APOBEC-1), enzima implicato nel
metabolismo lipoproteico la cui assenza
determina, bloccando la sintesi di apoB48,
un profilo lipoproteico piu simile a quello
umano (36). In questi topi 'espressione
di CETP ha determinato una riduzione
dei livelli di HDL colesterolo; nonostante
cio, si e osservato un aumento del’RCT
come dimostrato dalla aumentata escre-
zione fecale di 3H-sterolo. Nello stesso
studio € stata testata anche I'espressione
transgenica di CETP in topi SR-B1-knock-
out; in questo caso CETP ha permesso di
supplire all’assenza di uptake epatico di
colesterolo, facilitando il trasporto di co-
lesterolo esterificato alle lipoproteine con-
tenenti apoB, ed evitando cosi la marcata
progressione del processo aterosclerotico
evidente invece nei topi SR-BI-knock-out
e CETP-knock-out (36). Lo studio sopra
citato mette in risalto il ruolo di CETP nel-
I'RCT e trova conferma in un precedente
studio nell'uomo in cui veniva prospettato
che la maggior parte del colesterolo este-
rificato trasportato dalle HDL venisse vei-
colato al fegato attraverso le lipoproteine
contenenti apoB (47).

In studi compiuti a fine anni ’80 & sta-
ta osservata un’incrementata longevita
in famiglie giapponesi portatrici di po-
limorfismi con perdita di funzione del
gene CETP (10). Questi primi risultati

sono stati pero smentiti da ulteriori studi
compiuti a meta degli anni ’90 nella po-
polazione giapponese di Omagari in cui
sono estremamente frequenti mutazioni
determinanti deficit di CETP con conte-
stuale incremento dei valori di HDL. E in-
fatti emerso che i soggetti di eta superio-
re agli 80 anni presentavano una minore
incidenza di deficit di CETP rispetto agli
individui pit1 giovani e che non sussiste-
va una correlazione diretta tra gli eleva-
ti valori di HDL nei soggetti deficitari di
CETP e la aspettativa di vita (48).

Inibizione di CETP e rischio
cardiovascolare

Il ruolo di CETP nell'RCT e pitll in ge-
nerale I'impatto negativo, seppur dibattu-
to, nel processo aterogenetico, ha portato
a considerare questa molecola non solo
come possibile indicatore biologico di ri-
schio, ma anche come un potenziale tar-
get terapeutico per la riduzione del rischio
cardiovascolare su base aterosclerotica.

I primi tentativi terapeutici di inibizio-
ne di CETP, sperimentati in modelli di co-
nigli in cui si rilevano alti livelli di CETP,
hanno visto I'impiego di anticorpi mono-
clonali neutralizzanti 'enzima (49), oli-
gonucleotidi antisenso capaci di bloccare
la sintesi di CETP attraverso I'inibizione
del suo mRNA (50) e vaccini in grado di
determinare immunita umorale nei con-
fronti dell’enzima attraverso la genera-
zione di anticorpi neutralizzanti Iattivita
plasmatica di CETP. Tutti questi approcci
terapeutici hanno prodotto un incremento
dei livelli di HDL colesterolo ed una conte-
stuale riduzione dell’aterosclerosi. Né gli
anticorpi monoclonali né gli oligonucleoti-
di antisenso sono risultati meritevoli di svi-
luppo clinico, mentre un vaccino (CETi-1)
ha raggiunto la I fase di sperimentazione
clinica umana, mostrando tuttavia risulta-
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ti estremamente deludenti nell'indurre la
produzione anticorpale e quindi influen-
zare lattivita di CETP ed i livelli di HDL
colesterolo (51).

Nuovi margini terapeutici nell'inibizio-
ne di CETP sono stati forniti dalla speri-
mentazione nel modello animale di mole-
cole in grado di legare ed inattivare CETP
attraverso la formazione di complessi sta-
bili con le HDL (52), producendo un bloc-
co nello scambio bidirezionale di lipidi tra
lipoproteine e, di conseguenza, un incre-
mento del colesterolo esterificato conte-
nuto nelle HDL (Tabella 2).

Dopo la fase di studio animale, queste
molecole sono approdate nella ricerca in
ambito umano. La molecola inibitoria tor-
cetrapib é stato oggetto del primo trial cli-
nico randomizzato denominato ILLUMI-
NATE, condotto su 15,067 pazienti, gia in
terapia con statina, randomizzati a ricevere
atorvastatina piu placebo o pil torcetrapib.
Torcetrapib, rivelatosi un potente inibitore
reversibile di CETP, ha consentito di otte-
nere un incremento del 72% nei livelli di
HDL colesterolo ed una riduzione del 25%
nei livelli di LDL colesterolo. Nonostante
gli effetti favorevoli sul profilo lipidico, il
trial € stato interrotto precocemente, dopo
soli 18 mesi, per 'eccessiva incidenza di
eventi cardiovascolari e mortalita per can-
cro, infezioni ed eventi cardiovascolari
riscontrate nel braccio randomizzato a
ricevere torcetrapib rispetto a quello in
placebo. Nel braccio in trattamento attivo
con l'inibitore di CETP é stato registrato
anche un incremento significativo nella
sintesi e secrezione di aldosterone e corti-
solo, ritenuti responsabili del significativo
incremento della pressione arteriosa si-
stolica e di alterazioni elettrolitiche quali
ipernatriemia ed ipokalemia (12). Analisi
successive dei dati hanno attribuito que-
sti effetti avversi a meccanismi intrinseci
alla molecola specifica piuttosto che all’i-

nibizione di CETP, ipotesi consolidata dal
buon profilo di sicurezza delle successive
molecole sviluppate allo scopo di inibire
CETP. Due analisi post hoc del trial ILLU-
MINATE hanno mostrato che, per quanto
la breve durata del trial, interrotto preco-
cemente, non consentisse un’analisi affi-
dabile dei risultati sugli endpoints vasco-
lari, torcetrapib non é risultato capace di
produrre un effetto sulla regressione di
placca nella popolazione globale, mentre
un risultato promettente si € evidenziato
nei pazienti inclusi nel quartile con livelli
piu alti di HDL colesterolo (53).

L’avere accertato che gli effetti avver-
si riscontrati con torcetrapib non fossero
correlati all'inibizione di CETP ha permes-
so lo sviluppo di ulteriori molecole inibito-
rie da testare in trial clinici randomizzati
in pazienti ad alto rischio gia in trattamen-
to con statine. Tra queste molecole, il dal-
cetrapib, inibitore irreversibile di CETP,
¢ stato oggetto di un trial denominato
dal-OUTCOMES che ha incluso 15,871 pa-
zienti. Il dalcetrapib si &€ dimostrato capa-
ce di produrre un incremento del 25% dei
livelli di HDL, senza mostrare alcun im-
patto sui livelli di LDL colesterolo. Anche
questo trial non ha rilevato un effetto po-
sitivo dell'inibitore di CETP sull’endpoint
primario, rappresentato dall'incidenza di
eventi cardio- e cerebro-vascolari, per cui
lo studio e stato interrotto precocemente
per futilita (13). Lo stesso destino ha inte-
ressato evacetrapib, inibitore reversibile
di CETP, testato in un trial clinico rando-
mizzato condotto su 12,092 pazienti, de-
nominato ACCELERATE (Assessment of
Clinical Effects of Cholesteryl Ester Tran-
sfer Protein Inhibition with Evacetrapib
in Patients with a High Risk for Vascular
Outcomes). Il trial in questione ¢ stato in-
terrotto precocemente poiché, al netto di
un incremento dei livelli di HDL coleste-
rolo del 132% ed una riduzione dell’LDL
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colesterolo del 19%, non é stato rilevato un
impatto significativo sullendpoint prima-
rio (14).

Il trial che ha avuto la durata maggiore
ed ha coinvolto il maggior numero di pa-
zienti e stato il REVEAL (15). In questo
trial é stato impiegato I'anacetrapib, inibi-
tore reversibile di CETP a lunga emivita
e con peculiare accumulo nel tessuto adi-
poso (15). Lo studio REVEAL, condotto
su 30,449 pazienti seguiti per 4,1 anni,
ha mostrato risultati promettenti con un
buon profilo di tollerabilita del farmaco
(lieve incremento dei valori pressori di
circa 0,8 mmHg e lieve riduzione del fil-
trato glomerulare). In particolare & sta-
ta apprezzata una riduzione nel rischio
di eventi cardiovascolari del 9% con una
contestuale riduzione dei livelli di cole-
sterolo non-HDL ed un incremento del
104% dei livelli di HDL colesterolo (15).
E importante sottolineare che nel trial
REVEAL gli effetti favorevoli cardiova-
scolari di anacetrapib sono stati rilevati
solo negli ultimi due anni di intervento;
alla luce del fatto che lo studio ACCELE-
RATE con evacetrapib ¢ stato interrotto
prematuramente dopo appena due anni,
si e ipotizzato che l'interruzione precoce
dello studio potrebbe aver mascherato
parte del beneficio a lungo termine del
farmaco (3).

Un risultato degno di nota osservato
nel braccio randomizzato a statina ed ana-
cetrapib e la riduzione del rischio di svilup-
pare diabete mellito, il miglioramento dei
valori glicemici e di HbAlc. Questo effet-
to, gia apprezzato nei trials ILLUMINATE
ed ACCELERATE e nelle popolazioni ge-
neticamente deficitarie di CETP, sarebbe
correlabile all’'aumento dei livelli di apoAl
e HDL prodotto proprio dall'inibizione di
CETP. Entrambe queste componenti in-
fatti stimolano la sintesi e la secrezione di
insulina nelle cellule B pancreatiche (54)

ed aumentano I'ingresso di glucosio nelle
cellule muscolari (55). Questo dato risul-
ta ancora piu importante se si considera il
possibile impatto negativo delle statine sul
controllo glicemico (56).

Un dato che complica ulteriormente
l'interpretazione della modulazione della
CETP deriva dalla osservazione che il pro-
bucolo, agonista di CETP, pur riducendo i
livelli di HDL colesterolo, si & dimostrato
capace di aumentare la rimozione perife-
rica di colesterolo (riduzione di xantomi
e xantelasmi), attenuando altresi il danno
vascolare aterosclerotico (57).

Glossario

ABCA1: ATP binding cassette transporter Al
ABCG: ATP-binding cassette transporter G
ACAT1: Acyl-CoA:cholesterol acyltransferase 1
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ACCELERATE: Assessment of Clinical Effects of Chole-
steryl Ester Transfer Protein Inhibition with Evacetra-
pib in Patients with a High Risk for Vascular Outcomes

apoAl: apolipoproteina Al
apoB: apolipoproteina B

APOBEC-1: apolipoprotein B mRNA editing enzyme, ca-

talytic polypeptide 1
apokE: apolipoprotein E
CETP: cholesteryl ester transfer protein
CHD: coronary heart disease
FXR: farnesoid X receptor
GWAS: genome wide association study

ILLUMINATE: The Investigation of Lipid Level Mana-
gement to Understand its Impact in Atherosclerotic

Events Outcomes
LBP: lipopolysaccharide binding protein
LCAT: lecithin-cholesterol acyltransferase
LDLR: low-density lipoprotein receptor
LPS: lipopolisaccaride
ILXR: liver X receptor
LTP: lipid transfer protein
RCT: reverse cholesterol transport

REVEAL: Randomized Evaluation of the Effects of Anace-

trapib through Lipid modification
sdLDL: small dense LDL
SR-B1: scavenger receptor class B type 1
TICE: transintestinal cholesterol efflux
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Conclusioni

La funzione biologica della CETP e
quella di mediare lo scambio di colesterolo
esterificato e trigliceridi tra le lipoproteine
circolanti. In linea teorica, l'effetto netto di
questa azione € anti-aterogeno. Lattivita
di CETP promuove infatti indirettamente
I'eliminazione di colesterolo esterificato a
livello del fegato tramite la via del’LDLR
e, al tempo stesso, porta alla formazione di
HDL impoverite in colesterolo esterificato
e percio pil attive nel favorire l'efflusso di
colesterolo dai tessuti periferici. Tuttavia,
il trasferimento di colesterolo esterifica-

to dalle HDL alle lipoproteine contenenti
apoB puo anche contribuire al trasporto di
colesterolo ai tessuti periferici, esercitan-
do teoricamente un effetto pro-aterogeno.
Complessivamente le evidenze provenienti
da studi sperimentali, clinici, genetici e di
intervento non permettono di fare chia-
rezza sull'ambigua relazione tra CETP ed
aterosclerosi. I dati in nostro possesso sug-
geriscono piuttosto che la funzione biolo-
gica di CETP possa essere influenzata da
una serie di fattori genetici e metabolici,
lasciando ipotizzare che I'azione di questo
enzima sul metabolismo lipoproteico possa
variare a seconda del contesto biologico.

1. CETP é:
a. un ormone
b. un recettore
C. un enzima

2. CETP promuove:

a. lesterificazione del colesterolo
intra-cellulare

b. lo scambio bidirezionale
di colesterolo esterificato
e trigliceridi tra lipoproteine
circolanti

c. la sintesi epatica di colesterolo

3. Gli effetti anti-aterogeni della

CETP potrebbero essere legati:

a. al trasporto inverso del
colesterolo attraverso la via
“indiretta” LDLR-mediata

b. al trasporto inverso dei trigliceridi
attraverso la via “diretta”
SR-Bl-mediata

c. allaumentata clearance
delle HDL

Questionario di auto-apprendimento

4. Gli effetti pro-aterogeni

della CETP potrebbero

essere legati a:

a. allaumento dei livelli
di estradiolo circolante

b. al trasferimento del colesterolo
dalle HDL alle lipoproteine
contenenti apoB

c. allaumento dei livelli di HDL
colesterolo

5. Il trial ILLUMINATE:

a. ¢ stato interrotto precocemente
per futilita

b. ha valutato gli effetti
dell'inibizione farmacologica
di CETP con evacetrapib

c. ha valutato l'efficacia
dellinibizione farmacologica
di CETP con torcetrapib

Risposte corrette:
Ic, 2b, 3a, 4b, 5¢
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RIASSUNTO

Nel tentativo di chiarire gli effetti anti-aterogeni delle HDL sono stati identificati una moltitudine di
proprieta protettive di questa classe di lipoproteine. Tra le tante, € noto che le HDL esercitano effetti
antiossidanti, antitrombotici ed antinfiammatori e mediano il trasporto inverso del colesterolo (RCT)
dalla periferia (compresa la parete arteriosa) al fegato e ad altri organi. La CETP € un enzima che,
prodotto nel fegato e nel tessuto adiposo ed associato principalmente alle HDL circolanti, promuove
il trasferimento di esteri di colesterolo dalle HDL alle particelle contenenti apolipoproteina B (per
lo piu VLDL e LDL) in cambio di trigliceridi. Esistono elementi per pensare che la CETP possa
svolgere sia attivita anti-aterogene che pro-aterogene. La CETP puo essere vista come un enzima
facilitatore del flusso di colesterolo verso il fegato, attraverso la cosiddetta via indiretta del RCT, che
vede nelle lipoproteine contenenti apolipoproteina B il veicolo del colesterolo verso i recettori epatici
e l'escrezione del colesterolo stesso attraverso la bile. Tuttavia, questa azione € anche direttamente
responsabile della diminuzione dei livelli di HDL colesterolo, a cui notoriamente viene attribuito un
significato pro-aterogeno. Seppure gli studi di randomizzazione Mendeliana sembrano attribuire alla
CETP un ruolo favorente la malattia aterosclerotica, i #7ial clinici randomizzati con CETP-inibitori non
hanno prodotto risultati entusiasmanti. E necessaria quindi una piu attenta interpretazione dei dati ad
oggi disponibili sul significato di CETP in diversi contesti clinici e sperimentali per meglio progettare
presidi terapeutici che modulino I'attivita di CETP e producano al contempo un impatto favorevole sul
rischio cardiovascolare.
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