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Abstract
Background. Simvastatin has a consolidated position in the primary and secondary prevention of cardiovas-
cular disease in high risk patients. Simvastatin, independently of its hypolipaemic action, changes endothelial
function, stabilises atheromatous plagues and exerts antithrombotic and anti-inflammatory action.
The purpose of this paper was to verify the pleiotropic action of simvastatin in PAOD patients with normo- and
hypercholesterolaemia.
Material and methods. Twenty patients with peripheral aterial occlusive disease (PAOD): |0 normocholes-
terolaemic (NCH) and 10 hypercholesterolaemic (HCH), 4175 years, old were included in the study. The
patients were treated with 40 mg of simvastatin daily for 3 months. At the beginning of the therapy, after one
month and three months of treatment lipid levels and clinical investigations were performed.
Laboratory estimations were determined before starting therapy and 3 hours dfter ingestion of simvastatin
tablets. The same procedure was repeated dfter one month and three months of therapy, always |2 hours
dfter the last dose and 3 hours dfter intake of the tablet.
Results. Simvastatin caused significant reduction of TC, LDL and TG levels in both study groups. No changes
in HDL levels were observed. An increase of ABI and FMD in the NCH group were observed. A significant
increase of FMD, of pain-free and total walking distances were seen In HCH patients; no changes in ABl were
observed. In both study groups significant fibrinolytic and antiplatelet action were observed, more distinct in
the HCH group. No changes in the levels of t-PA antigen, RBC deformability and aggregability were seen in
both study groups.
Conclusions. Simvastatin therapy caused clinical improvement in PAOD patients independently of its lipid
lowering properties. These beneficial simvastatin effects may be related to the pleiotropic action and restora-
tion of endothelial function.
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Streszczenie
Wstep. Simwastatyna ma ugruntowang pozycje w pierwotnej i wtdrnej prewencji zaburzer sercowo-naczy-
niowych u pacjentéw z grupy wysokiego ryzyka. Oprdcz dziatania hipolipemizujacego moze ona zmieniac
funkcje srddbfonka, stabilizowac blaszki miazdzycowe, dziatac przeciwzakrzepowo i przeciwzapalnie.
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Celem pracy bylo sprawdzenie dziatania plejotropowego simwastatyny u pacjentéw z miazdzycqg naczyn
obwodowych (PAOD) oraz wspdtistniejgcg normo- i hipercholersterolemiq.

Materiat i metody. Badaniem objeto 20 mezczyzn z PAOD: 10 z normocholesterolemiq (NCH) i 10 z hi-
percholesterolemiq (HCH) wwieku 4 [—75 lat (Srednia 58 = 9,4 roku). Pacjenci otrzymywali doustnie raz dziennie
40 mg simwastatyny (Zocor) przez 3 miesiqce. Przed rozpoczeciem terapii, po miesigcu i 3 miesigcach leczenia
oznaczano stezenie lipidow oraz przeprowadzano badania kliniczne oceniajgce skutecznosc terapii.

Badania laboratoryjne przeprowadzono przed rozpoczeciem terapii i po 3 godzinach od przyjecia simwasta-
tyny. Te same oznaczenia wykonywano po miesigcu i 3 miesigcach leczenia, zwykle |2 godzin po przyjeciu
wieczornej dawki i po 3 godzinach od przyjecia simwastatyny.

Wyniki. Simwastatyna powodowata redukcje stezen catkowitego cholesterolu (TC), lipoprotein o matej gesto-
sci (LDL), triglicerydéw (TG) w obu badanych grupach. Nie stwierdzono znamiennych réznic w stezeniu
cholesterolu frakcji HDL.

W grupie oséb z NCH nastgpit wzrost wartosci wskaznika kostkowo-ramieniowego (ABI) i rozszerzalnosci
tetnicy ramieniowej (FMD). Natomiast w grupie badanych z HCH stwierdzono znamienne wydfuzenie obu
dystanséw i wzrost FMD przy braku zmian w ABI. W obu badanych grupach wykazano statystycznie zna-
mienne dziafanie fibrynolityczne i przeciwplytkowe silniej wyrazone w grupie HCH, natomiast nie stwierdzono
zmian w stezeniu antygenu tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA), odksztatcalnosci i agregacji krwi-
nek czerwonych.

Whioski. Simwastatyna powodowata kliniczng poprawe u pacjentéw z PAOD, niezaleznie od jej dziatania
hipolipemizujgcego. Te korzystne efekty mogg byc¢ wynikiem dziatania plejotropowego, poprawy funkcji sréd-

bfonka naczyniowego i stabilizacji blaszek miazdzycowych.

Stowa kluczowe: simwastatyna, miazdzyca tetnic koriczyn dolnych, dziafanie hipolipemizujace,

dziatanie plejotropowe

Introduction

Inhibitors of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme
A (HMG-CoA) reductase have a consolidated position
in the primary [I] and secondary prevention of cardio-
vascular disease in high risk patients with hyperlipidae-
mia and normolipidaemia [2].

Besides well documented hypolipaemic action, inhib-
itors of HMG-CoA reductase may have a direct influence
on human cells and inhibit development of atherosclero-
sis and its complications [3]. These drugs may change
endothelial function [4], stabilize atheromatous plaques
[5], intensify fibrinolytic activity [6] and demonstrate an-
tithrombotic [7] and anti-inflammatory action [8].

For many years it was believed, according to Vir-
chow’s theory, that the atherogenic process is connected
with lipid deposition in arterial walls. At present the
opinion that the development of atherosclerosis is a more
complicated process connected with chronic inflamma-
tory changes in vessel walls and impairment of endothe-
lial function predominates [9]. These changes preceded
the development of atheromatous plaques [10].

The pleiotropic action of statins was first demon-
strated in patients with coronary arterial disease and
diabetes [ | I]. These pleiotropic effects of statins have
not been extensively investigated and analysed in PAOD
patients [ 12, 13]. Mondillo et al. [14] observed the ben-

Wstep

Inhibitory reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutary-
lokoenzymu A (HMG-CoA) od wielu lat maja ugrunto-
wang pozycje w pierwotnej [ 1] i wtérnej prewencji zabu-
rzen sercowo-naczyniowych u pacjentdw z grupy wyso-
kiego ryzyka z hiperlipidemia czy tez normolipidemia [2].

Oprécz dobrze udokumentowanego dziatania hipo-
lipemizujacego wykazano, ze inhibitory reduktazy HMG-
-CoA moga bezposrednio wptywaé na komérki ustroju
ludzkiego i w ten sposéb hamowaé rozwéj miazdzycy
i jej powiktan [3]. Leki te moga zmienia¢ funkcje $rod-
btonka [4], wptywa¢ na stabilizacje blaszki miazdzyco-
wej [5], nasila¢ dziatanie fibrynolityczne [6], dziata¢
przeciwzakrzepowo [7] i przeciwzapalnie [8].

Opierajac sie na teorii Virchowa, przez wiele lat
uwazano, ze proces aterogenny wiaze sie z odkfada-
niem lipidéow w $cianie naczyn tetniczych. Obecnie do-
minuje poglad, ze rozwoj miazdzycy jest procesem bar-
dziej ztozonym, zwiazanym z przewlekiymi zmianami
zapalnymi w $cianie naczyn i uposledzong funkcja $réd-
bfonka [9]. Zmiany te wyprzedzaja rozwdj piytek
miazdzycowych [10].

Dziatanie plejotropowe statyn wykazano przede
wszystkim u pacjentdw z chorobg wiencowa i cukrzyca
[I'1]. Efekty plejotropowe statyn nie byty tak intensyw-
nie badane i analizowane u oséb z miazdzyca naczyn
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eficial therapeutic action of simvastatin in hyperlipidae-
mic PAOD patients. However, the mechanisms by which
this improvement is achieved remain unclear.

Therefore in our study we investigated the effects
of 3-months of simvastatin treatment in normo- and hy-
percholesterolaemic PAOD patients on numerous
mechanisms, which did not seem to be directly related
to the reduction of lipid levels, but rather to the regula-
tion of endothelial function.

Material and methods

Twenty patients with symptomatic peripheral arte-
rial occlusive disease (PAOD) according to Fontaine stag-
es llaand IIb were included in the study. Their age ranged
from 41-75 years (average 58 = 9.4).

Ten out of the 20 patients were normocholestero-
laemic (NCH — total cholesterol < 5,5 mmol/l, and
10 patients hypercholesterolaemic (HCH — total cho-
lesterol > 5,5 mmol/l). The clinical characteristics of the
study groups are shown in Table |.

Patients with previous surgery and angioplasty for
peripheral arterial occlusive disease, with disease of the
liver, kidney or bile tract, thyroid disease, heart failure,
neurological disease, uncontrolled hypertension or pre-
viously treated with cholesterol lowering drugs (statins,
fibrates) were excluded.

The trial was conducted in accordance with the De-
claration of Helsinki and informed consent was obtained
from each patient. The patients were treated with
40 mg of simvastatin (Zocor) daily in the evening for
3 months. All patients underwent standard medical exa-
minations (ECG, chest X-rays and laboratory tests: rou-
tine haematology, blood chemistry, urine analysis). Total
cholesterol (TC), low density lipoprotein (LDL), high den-
sity lipoprotein (HDL) triglycerides (TG), aminotransfera-
ses (Alat, Aspat) and creatinine kinase (CK) levels were
determined using standard procedures at the beginning
of the study and after | and 3 months of treatment.

Clinical examinations
All patients underwent clinical examinations:

— the exercise test was performed with a horizontal
treadmill at a speed of 4 km/hr and | |° inclination.
The pain-free (defined as the distance at which ini-
tial pain occurred in one of the lower limbs) and to-
tal walking distance (defined as the distance at which
the pain forced the patient to stop walking) were
both registered in metres. The exercise test was
repeated after 30 min additional rest and the mean
value calculated;

— ankle-brachial index (ABI) was measured in both
limbs by Doppler ultrasound probe;

Table I. Characteristics of the two study groups
Tabelal. Charakterystyka obu badanych grup

Characteristics NCH HCH
Charakterystyka (n=10) (n=10)
Male sex 10 7
Mezczyzni
Female sex 0 3
Kobiety
Age 6l.1 £11.8 562 7.1
Wiek
Diabetes 2 |
Cukrzyca
Hypertension (ACE inhibitors) 4(4) 3(3)
Nadci$nienie tetnicze (inhibitory ACE)
Rest ABI
Spoczynkowy ABI
Limb more affected 0.60 £ 0.17 0.63 =0.13
Konczyna bardziej niedokrwiona
Limb less affected 0.79 +0.20 0.76 =+ 0.14

Koriczyna mniej niedokrwiona

ACE — angiotensin-converting enzyme (enzym konwertujacy angiotensyng);
ABI — ankle brachial index (wskaznik kostkowo-ramienny); NCH — normocho-
lesterolaemic (grupa z normocholesterolemig); HCH — hypercholesterolaemic
(grupa z hipercholestrolemia)

obwodowych [12, 13]. Mondillo i wsp. [14] obserwo-
wali korzystne terapeutyczne dziatanie simwastatyny
u pacjentéw z hiperlipidemia i miazdzyca naczyn kon-
czyn dolnych, jednak odpowiedzialnych za to mechaniz-
mow nie wyjasniono.

Autorzy niniejszej pracy badali wptyw 3-miesiecz-
nej terapii simwastatyna na liczne procesy niezwiazane
z redukcja lipidéw, lecz prawdopodobnie z regulacja
funkcji srodbtonka u oséb z miazdzyca naczyn konczyn
dolnych z normo- i hiperlipidemia.

Materiatl i metody

Badaniem objeto grupe 20 chorych na miazdzyce
naczyn obwodowych (PAOD) w stadium lla i lIb we-
dtug klasyfikacji Fontaine’a w wieku 41-75 lat (Srednia
58 + 9,4 roku).

U 10 pacjentéw stwierdzono normocholesterolomie
(NCH — cholesterol catkowity < 5,5 mmol/l), natomiast
u nastepnych 10 stezenie cholesterolu byto zwiekszone
(HCH > 5,5 mmol/l). Charakterystyke oséb objetych
badaniem przedstawiono w tabeli |. Wykluczono pacjen-
téow poddanych wczesniej zabiegom chirurgicznym, po
angioplastyce z powodu miazdzycy naczyn koriczyn
dolnych (PAOD), z uszkodzeniem watroby, chorobami
drog zétciowych, tarczycy, z wadami serca, ze schorze-
niami neurologicznymi, z niekontrolowanym nadcisnie-
niem lub wczesniej leczonych lekami hipolipemizujacy-
mi (statyny, fibraty).
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— endothelium dependent flow mediated dilation
(FMD) was measured by ultrasound technique, per-
formed according to the method described by Cele-
majer et al. [15].

All those tests were done at baseline, one month
and three months after the beginning of the therapy.

Laboratory estimations
After overnight fasting, the blood samples were ob-

tained from the antecubital vein before the intake of
the first tablet of simvastatin and 3 hr after intake. The
same procedure was repeated after 30 and 90 days of
therapy, always |2 hours after the last dose and 3 hours
after intake of the tablet:

— euglobulin clot lysis time (ECLT) was estimated
according to von Kaulla [ 16] and expressed in minutes;

— the level of tissue plasminogen activator antigen was
measured in ng/ml using commercially available kits
(Biopol, Sweden) as previously described by Korbut
etal [I7];

— platelet aggregate ratio (PAR) as the measure of
spontaneous platelet aggregation was calculated by
means of the Wu & Hoak’s method [18];

— platelet aggregability and threshold of pro-aggrega-
tory concentration of ADP and collagen were de-
termined according to Born’s method [19] as pre-
viously described by us [20];

— red blood cell deformability was studied using a shear
stress laser diffractometer (Rheodyn SSD Myorenne
Roentgen) according to the procedure described in
our previous studies [21];

— red blood cell aggregability was measured using an
erythrocyte aggregometer with incorporated pho-
tometer working in the infrared range.

Statistical analysis
All data were expressed as mean =+ standard devia-
tion (M % S.D.) of n experiments. For statistical calcula-
tions the analysis of single classification paired values and
Scheffe’s test were used. Statistical differences were
considered significant at p < 0.05.

Results
Two study groups had similar demographic charac-
teristics of cardiovascular risk factors and manifestations
of peripheral arterial occlusive disease (Table ).

As expected, simvastatin treatment caused a signi-
ficant reduction in the total cholesterol (TC) low densi-
ty lipoprotein cholesterol (LDL) and triglyceride (TG)
levels in both groups (Table I).

In the NCH patients TC was reduced by 26%, LDL
by 42% and TG by 28% after three months of treat-

Badania przeprowadzono, opierajac sie na Deklara-
cji Helsinskiej. Kazdy pacjent zostat poinformowany
o badaniu oraz o objawach niepozadanych i wyrazit
pisemna zgode na jego przeprowadzenie.

Chorzy otrzymywali 40 mg simwastatyny (Zocor)
codziennie w godzinach wieczornych przez 3 miesiace.
Poddawano ich rutynowym badaniom przedmiotowym
i podmiotowym. Wykonywano: EKG, RTG klatki pier-
siowej i rutynowe badania laboratoryjne (morfologia,
badanie biochemiczne i enzymatyczne krwi, badanie
ogdlne moczu). Przed rozpoczeciem badania, po
| i 3 miesigcach terapii oznaczano stezenia cholesterolu
catkowitego (TC), lipoprotein o matej gestosci (LDL),
duzej gestosci (HDL), triglicerydéw (TG), aminotrans-
feraz (Alat, Aspat) i kinazy kreatynowej (CK).

Oznaczenia kliniczne
Wykonano oznaczenie kliniczne, takie jak:

— test marszowy na biezni o szybkosci 4 km/h i nachy-
leniu | 1° — oznaczano w metrach dystans bezbodlo-
wy (do chwili pojawienia sie bélu) i maksymalny (do
chwili, kiedy bél zmuszat chorego do zatrzymania
sie). Test marszowy powtarzano po 30 min i obli-
czano $rednia;

— wskaznik kostkowo-ramienny (ABI) — mierzono
w obu konczynach za pomoca ultrasonograficznego
detektora przeptywu krwi;

— rozszerzalno$¢ tetnicy ramieniowej (FMD) zalezng
od $rédbtonka, ktéra mierzono, uzywajac ultrasono-
grafu wedfug metody opisanej przez Celemajera[I5].
Wszystkie te oznaczenia przeprowadzano przed

rozpoczeciem terapii oraz po uptywie miesiaca i 3 mie-

siecy leczenia simwastatyna.

Oznaczenia laboratoryjne
Prébki krwi do badania pobierano na czczo z zyly

tokciowej przed rozpoczeciem terapii i po 3 godzinach
od przyjecia 40 mg simwastatyny. Te same oznaczenia
powtarzano po 30 i 90 dniach terapii, zwykle 12 godzin
po zazyciu wieczornej dawki i 3 godziny po podaniu sim-
wastatyny. Oceniano:

— czas lizy skrzepu euglobulinowego (ECLT) oznacza-
ny w minutach wedtug metody von Kaulli [16];

— stezenie antygenu tkankowego aktywatora plazmi-
nogenu (t-PA) w ng/ml przy uzyciu zestawu firmy
Biopol wedtug opisu Korbuta i wsp. [17];

— wskaznik agregatéw ptytkowych (PAR) bedacy miarg
samoistnej agregaciji ptytek krwi — wedtug metody
Wu i Hoaka [18];

— wrazliwos¢ ptytek krwi na czynniki proagregacyjne
(ADP i kolagen) — wedtug metody Borna [19] i opi-
sanej we wczesniejszych pracach [20];
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Table II. Lipid profile in the two study groups: NCH (n = 10) and HCH (n = 10); ***p < 0.001 versus baseline;

*¥p < 0.01 versus baseline; *p < 0.05 versus baseline

Tabela Il. Profil lipidowy w obu badanych grupach NCH (nh = 10) i HCH (n= 10); *** p < 0,001 w stosunku do wartosci
wyjsciowych; *¥ p < 0,01 w stosunku do wartosci wyjsciowych; * p < 0,05 w stosunku do wartosci wyjsciowych

Value Baseline After | month After 3 months
Wartos¢ Wyjsciowe Po | miesigcu Po 3 miesigcach
[mmol/1] NCH HCH NCH HCH NHC HCH
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
TC 5.12+0.30 7.11£1.29 3.63 +£0.59%** 4.77 £ 0.50%** 3.79 = 1.25%* 4.77 £0.6%%*
LDL 327042 443x1.76 .79 £0.49%** 2,63 +0.48** 1.90 = 0.89*** 2.65+0.73**
HDL 1.22+0.27 1.05+0.17 1.19+0.24 1.09+0.16 1.25+0.44 [.11£0.17
TG 1.69+0.70 2.74x1.15 .31 £0.78* |.81 =0.45*% 1.22 +£0.44* 202+0.5

TC — total cholesterol (cholesterol catkowity); LDL — low density lipoprotein (lipoproteiny o matej gestosci); TG — triglycerides (triglicerydy); HDL — high density
lipoprotein (lipoproteiny o duzej gestosci); NCH — normocholesterolaemic (grupa z normocholesterolemig); HCH — hypercholesterolaemic (grupa z hipercholestrolemia)

ment. In the same time, in HCH patients, considerable
reduction of lipid levels were observed. TC decreased
by 33%, LDL-cholesterol by 40% and TG by 25%. No
significant changes in high density lipoprotein cholesterol
(HDL) were observed in either study group (Table II).

After 3 months of treatment the pain-free walking
distance increased significantly, and total walking distance
increased non-significantly in the NCH group (Table Ill).
On the contrary, in the HCH patients the pain—free
walking distance increased from 160.5 + 133 mto 250 +
* 157.2 m after | month of therapy and to 263.5 =
+ |95 m after 3 months; the total walking distance in-
creased from 337.0 = 440 m to 488.5 = 597.8 m after
I month and to 568.0 + 705 m after 3 months of simv-
astatin treatment (Table IlI).

In the NCH group a significant rise in ankle brachial
index (ABI) was observed in the least affected limb from
0.79 = 0.20 to 0.89 = 0.16 after | month and from
0.79 = 0.20 to 0.92 * 0.20 after 3 months of therapy.
After one month of treatment this increased by 13%
and after three months by 16% (Table III).

No statistically significant changes in rest ABI were
observed in the HCH group (Table IlI).

In the NCH group, flow mediated dilation (FMD)
increased significantly from 3.7 + 3.9 t0 9.3 + 5.5 after
3 months of therapy.

In the HCH group after | and 3 months of treat-
ment we observed a non-significant increase of FMD
(1.6 = 1.8vs. 4.1 = 2.1 after | month;and 1.6 = |.8vs.
4.50 * 4.23 after 3 months) (Table IlI).

After the first initial 3 hours from the intake of the
simvastatin tablet ECLT shortened significantly in both
groups of patients by about 30% on each estimation
day (Figure I).

— odksztatcalno$¢ krwinek czerwonych, ktora bada-
no przy uzyciu laserowego dyfraktometru (Rheodyn
SSD Myoremme Roetgen) wedtug metody opisanej
przez Starzyk i wsp. [21];

— zdolnos¢ agregacyjna krwinek czerwonych mierzong
z zastosowaniem agregometru z wbudowanym fo-
tometrem pracujagcym w zakresie promieni pod-
czerwieni.

Analiza statystyczna
Wszystkie wyniki podano jako $rednig = standar-
dowe odchylenie (M = SD) . Do obliczenia znamienno-
$ci zastosowano analize klasyfikacji pojedynczej dla préb
powiazanych i test Scheffego.
Za znamienne statystycznie roznice przyjeto war-
tosci p < 0,05.

Wyniki

Obie badane grupy charakteryzowaty sie podobny-
mi danymi demograficznymi, czynnikami ryzyka oraz
objawami miazdzycy naczyn koriczyn dolnych (tab. 1),
Simwastatyna zgodnie z oczekiwaniami powodowata
redukcje cholesterolu catkowitego (TC), cholesterolu
frakeji LDL i triglicerydéw (TG) w obu badanych gru-
pach (tab. Il). Po 3 miesigcach w grupie pacjentéw
z NCH stezenie cholesterolu catkowitego zmniejszyto
sie 0 26%, cholesterolu frakcji LDL o0 42%, a triglicery-
déw o okoto 28%.

W tym samym czasie w grupie oséb z HCH obser-
wowano znaczng redukcje stezenia lipidow; stezenie
cholesterolu catkowitego zmniejszyto sie o 33%, chole-
sterolu frakgji LDL o okoto 40%, a triglicerydéw o okoto
25%. Nie stwierdzono istotnych zmian w stezeniu cho-
lesterolu frakcji HDL w obu badanych grupach (tab. I).
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Table Ill. Treadmill test results, rest ABl and FMD in the two study groups; **p < 0.01 versus baseline; *p < 0.05 versus

baseline

Tabela Ill. Bezbdlowy | maksymalny dystans marszowy, spoczynkowy ABI i FMD w obu badanych grupach: NCH (n = 10)
i HCH (n = 10); **p < 0,01 w stosunku do wartosci wyjsciowych; *p < 0,05 w stosunku do wartosci wyjsciowych

Baseline
Wyjsciowe

Measurement
Rodzaj badania

After | month
Po | miesiacu

After 3 months
Po 3 miesigcach

NCH HCH

NCH

HCH NCH HCH

Pain-free walking
distance [m]
Dystans
bezbdlowy [m]
Total walking
distance [m]
Maksymalny
dystans [m]

Rest ABI
Spoczynkowy ABI

240.5+173.6 160.5+133.6

399.5+4354 337.0+440.5

Limb more
affected
Koriczyna bardziej
niedokrwiona

0.60+0.17 0.63+0.13

Limb less

affected

Konczyna mniej

niedokrwiona
FMD

0.79+0.20 0.76+0.14

3.68+3.94 .61 +1.80

264.5+180.7

424.0+3849

0.68+0.22

0.89+0.16*

6.10+4.08

250.0+ |57.2%*  317.0+232.8* 263.5 £195.0%*

488.5+597.8%  492.5+430.0 568.0 = 705.7*

0.66 +0.20 0.65+0.18 0.62+0.14

0.78+0.16 0.92+£0.20*% 0.80+0.21

4.10%£2.07 9.30 £ 5.49*% 4.50+4.23

ABI — ankle brachial index (wskaznik kostkowo-ramienny); FMD — flow-mediated dilation (zalezna od $rédbtonka rozszerzalno$¢ tetnicy ramieniowej); NCH — normoc-
holesterolaemic (grupa z normocholesterolemia); HCH — hypercholesterolaemic (grupa z hipercholestrolemia)
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Figure 1. Euglobulin clot lysis time (ECLT) after simvastatin treatment in NCH (n = 10) and HCH (nh = 10) PAOD patients;
NCH — normocholesterolaemic; HCH — hypercholesterolaemic; **p < 0.01 ***p < 0.001

Rycina |. Czas lizy skrzepu euglobulinowego (ECTL) po leczeniu simwastatyna u pacjentéw NCH (n = 10) i HCH (n = 10);
NCH — grupa z normocholesterdemia; HCH — grupa z hipercholesterolemia; **p < 0,01, ***p < 0,001

In both study groups no changes were seen in the
levels of t-PA antigen (from 6.4 = 3.7 ng/ml to 7.4 *
+ 0.45 ng/ml versus baseline value 7.4 + 0.6 ng/ml).

Three month therapy resulted in an increase of plate-
let aggregate ratio (PAR) in NCH patients of about 3%,
and in HCH patients about 37% (Figure 2). A slight in-
crease of PAR was observed 12 hr after ingestion of the
tablet during the whole time of treatment in HCH pa-

Po 3 miesigcach terapii zaréwno dystans bezbdlo-
wy, jak i maksymalny wydtuzyt si¢ w grupie z NCH.
Zmiany te nie s3 znamienne statystycznie w przypadku
dystansu maksymalnego (tab. lIl).

Natomiast w grupie oséb z HCH po |. miesiacu
i 3 miesigcach terapii dystans bezbolowy zwiekszyt sie
ze 160,5 = 133 mdo 250 * 157,2 m po |. miesigcu i do
263,5 = 195 m po 3 miesiacach leczenia, a maksymalny
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Figure 2. Platelet aggregates ratio (PAR) after simvastatin treatment in NCH (n = 10) and HCH (n = 10) PAOD patients;
NCH — normocholesterolaemic; HCH — hypercholesterolaemic; **¥p < 0.01 ***p < 0.001

Rycina 2. Wskaznik agregatéw ptytkowych (PAR) po leczeniu simwastatyna u pacjentéw NCH (n = 10) i HCH (n = 10);
NCH — grupa z normocholesterdemia; HCH — grupa z hipercholesterolemia; **p < 0,01, ***p < 0,001
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Figure 3. Collagen-induced platelet aggregation after simvastatin treatment in NCH (n = 10) and HCH (n = 10) PAOD patients;
NCH — normocholesterolaemic; HCH — hypercholesterolaemic; *¥p < 0.01, ***p < 0.001

Rycina 3. Agregacja ptytek krwi indukowana kolagenem po leczeniu simwastatyng u pacjentéw NCH (n = 10) i HCH (n = 10);
NCH — grupa z normocholesterdemia; HCH — grupa z hipercholesterolemia; **p < 0,01, ***p < 0,001

tients (after the first month about 7% and after 3 months
about 17%) (Figure 2).

In the NCH group the platelets were less sensitive
to collagen (about 30%) 3 hr after intake of the tablet
during the whole therapy, but the susceptibility of plate-
lets 12 hr after intake of simvastatin returned to base-
line values.

The platelets of HCH patients in the course of the
treatment became less sensitive to collagen. Suscepti-
bility to collagen diminished by about 46% three hours
after intake of the first tablet, by 75% after | month
and by 132% after 3 months. In this group of patients
the threshold of proaggregatory collagen concentration
(expressed as ECy) was increased from 0.28 = 0.06 to
0.35 *+ 0.08 mg/ml after | month and to 0.43 = 0.08
after 3 months of therapy (Figure 3).

The platelets of the NCH group also became less
sensitive to ADP 3 hr after ingestion of the first tablet

z 337,0 = 440,0 m do 488,5 = 597,8 m po |. miesiacu
i do 568,0 = 705,0 m po 3 miesigcach leczenia simwa-
statyna (tab. Ill).

W grupie badanych z NCH obserwowano znamienny
wzrost ABl w koriczynie mniej niedokrwionej 0,79 +
+ 0,20vs. 0,89 = 0,16 po |. miesiacu i 0,79 + 0,20 vs.
0,92 + 0,20 po 3 miesigcach terapii. Po |. miesigcu ABI
zwiekszyt sie 0 13%, a po 3 miesigcach o 16% (tab. Ill).
Nie stwierdzono istotnych zmian w spoczynkowym ABI
w grupie z HCH.

Rozszerzalno$¢ tetnicy ramieniowej w grupie oséb
z NCH wazrosta z 3,7 = 3,9 do 9,3 = 5,5 po 3 miesia-
cach terapii; w grupie z HCH obserwowano nieznamien-
ny statystycznie wzrost z 1,6 = 1,8 do 4,I = 2,1 po
miesiecznej terapii i do 4,50 * 4,23 po 3 miesigcach
leczenia (tab. IlI).

W obu badanych grupach po 3 godzinach od przyje-
cia tabletki simwastatyny ECLT skracat sie w sposéb
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Figure 4. ADP-induced platelet aggregation after simvastatin treatment in NCH (n = 10) and HCH (n = 10) PAOD patients;
NCH — normocholesterolaemic; HCH — hypercholesterolaemic; **¥p < 0.01, ***p < 0.001

Rycina 4. Agregacja ptytek krwi indukowana ADP po leczeniu simwastatyng u pacjentéw NCH (n = 10) i HCH (n = 10);
NCH — grupa z normocholesterdemia; HCH — grupa z hipercholesterolemia; **p < 0,01, ***p < 0,001

by about 23%, after | month by about 20.5% and after
3 months of treatment by about 28.4%.

In the HCH group the susceptibility of platelets de-
creased on the first day by about 42%, after a month by
40%, and after 3 months of therapy by about 20%
(Figure 4). In this group the threshold proaggregatory
concentration of ADP (expressed as EC;) significantly
increased from 1.82 = 0.64 mM to 2.54 + 0.85 mM
after 3 months of simvastatin treatment.

Discussion

Endothelial dysfunction is an early event in athero-
sclerotic disease that normally precedes the onset of
clinical symptoms and complications. Therefore it has
been postulated that improvement of the endothelial
function in the early course of atherosclerosis could pre-
vent its development. Numerous studies in animal mo-
dels and in cell cultures [4, 6, 22] have demonstrated
that a correction of endothelial dysfunction may be
achieved by statin therapy. However, the evidence is
limited regarding the effects of statin treatment in many
specific groups of high-risk patients. In particular, very
little is known about these effects in patients with pe-
ripheral vascular disease, diabetic micro- and macro-an-
giopathies irrespective of the blood lipid concentrations
[23].

In the present study we have shown that simvasta-
tin causes an improvement in tolerance of physical
effort which happens independently of lipid levels in both
patient groups. A moderate increase in rest ABl was
observed in less affected limbs of NCH patients. No
changes in ABI in both limbs were found in the HCH
group. In the literature a lot of discrepancies in ABI re-
sults in patients treated with drugs affecting vascular wall
and endothelium have been described. Mondillo et al.

znamienny statystycznie w dniach, w ktérych prowa-
dzono oznaczenia (ryc. 1).

W obu grupach nie stwierdzono zmian w stezeniu
antygenu t-PA (od 6,4 * 3,7 ng/ml do 7,4 = 0,45 ng/ml)
w stosunku do kontrolnych wartosci (7,4 = 0,6 ng/ml).

Trzymiesieczna terapia simwastatyna wywotywata
wzrost PAR o okoto 3% u pacjentow z NCH, a u oséb
z HCH o okoto 37%. Nieznaczne zwiekszenie PAR
obserwowano |2 godzin po przyjeciu simwastatyny
podczas catej terapii u badanych z HCH (ok. 7% po
miesiecznej terapii i ok. 13% po 3-miesiecznej terapii)
(ryc. 2).

Ptytki krwi pacjentéw z NCH byty mniej wrazliwe
na kolagen (ok. 30%) 3 godziny po zazyciu tabletki sim-
wastatyny podczas catego okresu leczenia. Natomiast
wrazliwo$é ptytek krwi po 12 godzinach od przyjecia
simwastatyny wracata do wartosci wyjsciowych.

W grupie z HCH obserwowano zmniejszenie wraz-
liwosci ptytek krwi na kolagen. Wrazliwos¢ piytek
3 godziny po zazyciu pierwszej tabletki simwastatyny
zmniejszata sie o 46%, po miesigcu o0 75% i po 3 mie-
sigcach o 132%. W tej badanej grupie zanotowano
wzrost progdw agregacyjnych dla kolagenu (wyrazonych
jako ECy) 2 0,28 * 0,06 do 0,35 *+ 0,08 po |. miesigcu
terapii i do 0,43 = 0,08 po 3 miesigcach leczenia (ryc. 3).

Ptytki krwi u oséb z NCH staty sie mniej wrazliwe
na adenozynodifosforan (ADP) — 3 godziny po przyjeciu
pierwszej tabletki o okoto 23%, po |. miesiacu o 20,5%,
a po 3 miesigcach terapii o 28,4%.

W grupie pacjentéow z HCH wrazliwos$¢ ptytek krwi
zmniejszata si¢ o okoto 42% w pierwszym dniu, o0 40%
po miesigcu i 0 20% po 3 miesiagcach leczenia (ryc. 4).
W tej grupie progowe stezenia proagregacyjne dla ADP
(wyrazone jako EC;;) znamiennie wzrastaly od 1,82 + 0,64
do 2,54 *+ 0,85 po 3 miesigcach terapii simwastatyna.
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[14] in a double blind placebo controlled study with sim-
vastatin in PAOD patients observed a rise in rest and
exercise ABI after 3 and 6 months of treatment.

On the other hand, Méhler et al. [24] could not find
any improvement of ABIl in PAOD patients after
12 months of treatment with low and high doses of ator-
vastatin. In the latter study only the pain-free walking
distance was increased. Although possible changes in the
ABI depend upon duration of the treatment, it is impor-
tant to note that in our study simvastatin treatment was
able to improve both the walking distance and the function
of vascular endothelium as measured by FMD method.

According to The Multicentre Anti-Atheroma Study
(MAAS) [25] and Koon et al. [26] the clinical improve-
ment after statin treatment does not seem to be relat-
ed to the regression of atherosclerotic plaque since
adirect reduction in plaque dimension can be observed
only after two to four years of simvastatin therapy. The
positive outcomes observed in our study may in part,
be related to plaque stabilization as it has been shown
in previous clinical trials [27, 28].

The improvement of endothelial function may play
a pivotal role in the clinical benefits of simvastatin the-
rapy. Increased FMD of the brachial artery was observed
in both studied groups during the treatment. A rise in
FMD in patients treated with simvastatin and pravasta-
tin has previously been reported by Sebestjen et al. [29].
Interestingly, in this study the improvement of endothe-
lial function did not correlate with changes of the lipid
parameters measured. However, the number of patients
was modest, and the observation period was about
3 months.

It is believed that FMD of the brachial artery is en-
dothelium-dependent and predominantly mediated by
the release of nitric oxide [30]. Simvastatin incubated
with cultured endothelial cells [31], aorta bovine rings
[32] and in isolated rat hearts [22] induced an up-regu-
lation of nitric oxide synthase.

In a randomized, double-blind placebo controlled
study with simvastatin in hypercholesterolaemic patients
an increased dilation of the brachial artery was observed.
After 4 weeks of simvastatin therapy the vasodilated
answer for Ach was considerably increased. But sim-
vastatin intensified vasospastic (angiospastic) answer to
L-NMMA infusion; however, the answer to the vasodi-
lating action of sodium nitroprusside did not change [33].
This is evidence that basal release is essential. Therefore,
we believe that simvastatin-induced improvement of FMD
may simply result from up-regulation of nitric oxide syn-
thase, which enhances endothelial production of nitric
oxide. We suggest that the same mechanism is responsi-
ble for an improvement of the endothelial function also

Dyskusja

Zaburzenie funkcji srodbtonka nastepuje zwykle we
wczesnych okresach rozwoju miazdzycy, kiedy nie ob-
serwuije sie jeszcze objawéw ani komplikacji tej choro-
by. Wysunieto hipoteze, ze poprawa funkgji $rédbton-
ka moze zahamowac rozwéj miazdzycy. W wielu bada-
niach przeprowadzonych na modelach zwierzecych
i hodowlach komérkowych [4, 6, 22] wykazano, ze po-
prawe funkgji srédbtonka mozna uzyskac, stosujac staty-
ny. Badania dotyczace statyn zwykle przeprowadzano
u oséb z grupy duzego ryzyka. Niewiele badan dotyczyto
pacjentdéw ze zmianami miazdzycowymi w naczyniach
obwodowych, mikro- i makroangiopatia cukrzycowa,
niezaleznie od stezenia cholesterolu [23].

W niniejszej pracy simwastatyna — jedna z najcze-
$ciej stosowanych statyn — zwiegkszata tolerancje na
wysitek fizyczny w obu grupach pacjentéw niezaleznie
od stezenia lipidéw. Nieznaczny wzrost spoczynkowe-
go ABI obserwowano w koriczynie mniej niedokrwio-
nej u oséb z NCH. Nie stwierdzono zmian w spoczyn-
kowym ABI w grupie z HCH. W pismiennictwie jest
wiele rozbieznosci dotyczacych zmian ABI u oséb pod-
danych terapii lekami wptywajacymi na srédbtonek na-
czyniowy. Mondillo i wsp. [14] w podwadjnie $lepej pré-
bie, w ktérej zastosowano simwastatyne, obserwowali
wzrost spoczynkowego i wysitkowego ABI po 3 i 6 mie-
sigcach leczenia. Natomiast Mohler i wsp. [24] nie stwier-
dzili zmian w ABI u pacjentéw z PAOD po |2 miesigcach
leczenia matymi i duzymi dawkami atorwastatyny; w tej
proébie tylko dystans bezbdlowy ulegt wydtuzeniu. Moz-
liwe, ze zmiany ABI zalezg od czasu trwania terapii, jed-
nak warto podkresli¢, ze w badaniach przeprowadzo-
nych przez autoréw niniejszej pracy leczenie simwasta-
tyna wydtuzato zaréwno dystans bezbdlowy, jak i funk-
cje $rédbtonka mierzong metoda FMD.

Zgodnie z wynikami badania MAAS [25] oraz obser-
wacjami Koon i wsp. [26] kliniczna poprawa po lecze-
niu statynami nie wiaze si¢ z regresja blaszek miazdzy-
cowych, gdyz zmniejszenie ich rozmiaréw stwierdza sie
po 2—4 latach terapii simwastatyna.

Te pozytywne wyniki obserwowane w badaniach
przeprowadzonych przez autoréw niniejszej pracy moga
sie czesciowo wigzaé ze stabilizacjg plytki miazdzyco-
wej, jak to wykazano w innych badaniach klinicznych
[27, 28]. Poprawa funkcji wydzielniczej srodbtonka
odgrywa z pewnoscig korzystna role.

Wzrost FMD tetnicy ramieniowej obserwowano
w obu badanych grupach, przy znamiennosci statystycz-
nej tylko w grupie z NCH. Zwiekszenie FMD tetnicy ra-
mieniowej u pacjentéw leczonych simwastatyng i prawa-
statyng stwierdzili Sebestyen i wsp. [29]. W tych bada-
niach nie wykazano korelacji miedzy poprawa funkgji $réd-
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shown in our study. Simvastatin induces the improvement
of endothelial function by increased expression of en-
dothelial nitric oxide synthase (eNOS), which enhances
endothelial secretion of nitric oxide.

Another potential mechanism could include a sim-
vastatin-induced decrease in endothelin | generation
[34]. Endothelin | (ET-1) is a powerful vasoconstrictor
and by lowering its levels, simvastatin may reduce vas-
cular resistance and improve blood flow. Endothelin |
is also a powerful activator of oxidative stress and there-
fore could limit the bioavailability of nitric oxide.

In our patients simvastatin therapy also enhanced plas-
ma fibrinolytic activity. The activation of fibrinolysis was
observed 3 hr after ingestion of the drug and disappeared
within 12 hr. A study by Undas et al. [7] demonstrated
that the antithrombotic action of simvastatin after 3 months
therapy is related to impaired activation of thrombin, fac-
tor V, factor Xlll and fibrinogen. The authors claimed that
the influence of simvastatin on clo-tting cascade is totally
independent of its lipid lowering action. It seems to us that
the mechanism of simvastatin-induced activation of fibri-
nolysis may not be so clear. The short-term activation of
the fibrinolytic system by simvastatin may be associated
with the inhibition of the release of the plasminogen acti-
vator inhibitor (PAI-1) from platelets by endothelial nitric
oxide. Previously we reported that nitric oxide donors in-
hibited PAI-| release from platelets [17]. Moreover, we
found that the nitric oxide donor — molsidomine low-
ered PAI-| and elevated t-PA activities both in healthy sub-
jects [35] and PAOD patients [36].

Interestingly, in the present study shortening of ECLT
occurred in all patients irrespective of the lipid levels
and the degree of impairment of endothelial or platelet
function.

In parallel to the ability of improvement of plasma
fibrinolytic properties, simvastatin also caused a suppres-
sion of spontaneous platelet aggregation (expressed as
PAR) and decreased the susceptibility of platelets to
collagen and ADP, especially in the hypercholesterolae-
mic group. Since simvastatin (or its active metabolite)
incubated with human platelet rich plasma exerted no
direct antiaggregatory properties [32] we suggest that
the antiplatelet action of the drug is indirect and may
depend on the endothelial generation of nitric oxide.
However, in a randomized double-blind study by Broije-
rsen et al. [37], platelet aggregability of HCH patients
without clinical manifestations of arteriosclerosis was
found to be unaffected by simvastatin after 10 to
12 weeks of treatment, both at rest and under mental
stress. Plasma -thromboglobulin levels that reflect plate-
let secretion were not altered by simvastatin either. We
believe that such a discrepancy between our study and

btonka a stezeniem lipidéw w osoczu (wprawdzie liczba
badanych byta mafa, a obserwacja trwata ok. 3 miesiecy).

Istnieja liczne sugestie, ze FMD tetnicy ramieniowej
zalezy od srédbtonka i jest wywotana gtéwnie przez
uwalniany tlenek azotu (NO) [30]. Simwastatyna inku-
bowana z hodowlami komérek $rédbtonka [3 1], z pier-
$cieniami aorty wotu [32] i z wyosobnionymi sercami
szczura [22] wywotywala nasilenie aktywnosci syntazy
tlenku azotu.

W randomizowanej, podwojnie $lepej probie kon-
trolowanej placebo przeprowadzonej z zastosowaniem
simwastatyny u pacjentéw z hipercholesterolemig stwier-
dzono zwigkszonga rozszerzalno$é tetnicy ramieniowej
zalezng od $rédbtonka. Po 4 tygodniach leczenia sim-
wastatyng odpowiedz naczyniorozszerzajaca na acety-
locholing byta znacznie zwiekszona. Simwastatyna nasi-
lata jednak naczynioskurczowa odpowiedz na infuzje
L-NMMA (NG-monometylo-L-arginina), natomiast re-
akcja na naczyniorozszerzajace dziafanie nitroprusydku
sodu nie zmienifa sie [33], co $wiadczy, ze istotne zna-
czenie ma podstawowe uwalnianie.

Na podstawie tych badan mozna stwierdzi¢, ze ten
sam mechanizm odpowiada za poprawe funkgji $réd-
btonka w badaniach przeprowadzonych przez autoréw
niniejszej pracy. Simwastatyna indukuje poprawe funkgiji
$rodbtonka poprzez zwiekszong ekspresje srédbtonko-
wej syntazy tlenku azotu (eNOS), co wptywa na zwiek-
szone wydzielanie NO przez srédbtonek.

Nie mozna jednak wykluczy¢ innego mechanizmu.
Simwastatyna zmniejsza wydzielanie endoteliny | (ET-I)
[34]. Endotelina jest bardzo silnym czynnikiem naczy-
niokurczacym i obnizenie stezenia ET-| spowodowane
przez simwastatyne moze zmniejszaé opor naczyniowy
i poprawiaé przeptyw krwi. Endotelina | jest réwniez
aktywatorem oksydatywnego stresu i w ten sposéb
ogranicza biodostepnos¢ tlenku azotu.

W opisanym w niniejszej pracy badaniu terapia sim-
wastatyng aktywowata uktad fibrynolityczny 3 godziny
po jej przyjeciu, ale wptyw ten zanikat po uptywie
12 godzin. W badaniach Undas i wsp. [7] wykazano, ze
przeciwzakrzepowe dziafanie simwastatyny po 3 mie-
sigcach leczenia wiaze sie z uposledzeniem aktywacji
czynnika V, trombiny, czynnika XIlI i fibrynogenu. Au-
torzy sugeruja, ze wplyw simwastatyny na kaskade
krzepnigcia nie wiaze sie jej wtasciwosciami hipolipemi-
zujacymi. Wydaje sie, ze mechanizm dziafania tego leku
na ukfad fibrynolityczny nie jest catkowicie wyjasniony.
Ta krétkotrwata aktywacja uktadu fibrynolitycznego
przez simwastatyne moze wigzac sie z zahamowaniem
uwalniania inhibitora aktywatora plazminogenu (PAI-1)
z ptytek krwi przez srédbtonkowy tlenek powodowata
obnizenie azotu. We wczesniejszych pracach autorzy
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the above study result from the fact that the antiaggrega-
tory effect of simvastatin, if associated with the release
of nitric oxide, is likely to be transient whereas the meas-
urements of Broijersen et al. [37] were taken a few hours
after ingestion of the drug.

We conclude that simvastatin causes clinical improve-
ment in PAOD patients; however, we realise the limita-
tions of the study (open study design and number of
patients). This effect of statins is likely to be indepen-
dent of lipid lowering properties or additive ones, as it
has also been observed in normocholesterolaemic indi-
viduals. The positive outcome may be related to func-
tional effects such as plaque stabilization and potential
improvement in endothelial function.

Our study suggests that simvastatin therapy is bene-
ficial to PAOD patients independently of lipid levels.

Larger studies conducted for a longer period of time
are needed to confirm the efficacy of simvastatin in pa-
tients with peripheral arterial occlusive disease.
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