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Résumé

Récemment, une controverse s’est développée concernant une éventuelle diminution de
I’efficacité du clopidogrel (pro-médicament nécessitant une activation via les cytochromes), lors
de la prise concomitante de statines (surtout I’atorvastatine); alors que ceux-ci sont fréquemment
utilisés en association dans la pratique clinique.

Grace a une revue de la littérature, nous exposons les mécanismes d’action, le métabolisme, la
pharmacocinétique et les indications de ces médicaments, ainsi que les arguments en faveur (ou
non) d’une interaction.

Puis nous présentons une étude clinique que nous avons réalisée chez des volontaires sains,
durant laquelle nous mesurons les agrégations plaquettaires lors de la prise de clopidogrel seul, et
associé successivement aux différentes statines prescrites cliniquement.

Nous ne mettons pas en évidence d’interaction significative avec 1’atorvastatine, la pravastatine,
ou la rosuvastatine, mais il semble exister une interaction avec la fluvastatine et la simvastatine.
Nous décrivons également une importante variabilité inter-individuelle dans la réponse au
clopidogrel.



1. Introduction

Les maladies cardiovasculaires sont un probléme majeur de santé publique et affectent un
nombre toujours croissant d’individus dans le monde entier. Ainsi, les derniéres statistiques
disponibles aux Etats-Unis décrivent une prévalence de 34,2% dans la population générale (soit
70,1 millions de personnes).! La maladie coronarienne (incluant angor, infarctus) plus
spécifiquement touche 14,2% de la population (26,5 millions de personnes).

La relation entre dyslipidémie et incidence d’éveénements cardiovasculaires est clairement établie.
Actuellement, les statines (ou inhibiteurs de la 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A - HMG
CoA - réductase) sont considérées comme le moyen le plus efficace de diminuer les taux sériques
de cholestérol. Cette classe de médicaments a permis une diminution significative de la survenue
d’événements cardiovasculaires, en prévention primaire ou secondaire. La plupart des statines
(comme de nombreux autres médicaments) sont métabolisées par les cytochromes P450,
certaines quasi exclusivement par le P450 3A4. Les interactions médicamenteuses attendues sont
donc multiples, telles que inhibition du métabolisme des statines, avec le risque d’une
augmentation des taux sériques au-deld d’un niveau toxique, ou inhibition compétitive du
métabolisme d’autres substances, selon I’affinité des molécules pour le récepteur.

Le clopidogrel inhibe I’agrégation plaquettaire induite par I’ADP. Son efficacité a été tres
largement démontrée dans la réduction du risque de survenue d’événements thrombotiques chez
des patients aux antécédents cardiovasculaires, et il est plus efficace que I’Aspirine dans cette
situation. L’angioplastie coronarienne avec mise en place d’une endo-prothése vasculaire
(« stent ») intra-coronaire fait partie des traitements de routine en Cardiologie. L’activation
plaquettaire suite a une telle procédure est bien établie. Le clopidogrel, en association avec
I’ Aspirine a permis un contrdle efficace du risque de thrombose intra-stent post procédure. C’est
un pro-médicament, nécessitant une activation via le cytochrome 3A4.

Récemment, plusieurs études ont rapporté une inhibition significative de I’activité du clopidogrel
par I’atorvastatine (métabolisée par le cytochrome 3A4), et ont causé une certaine agitation dans
la communauté médicale, au vu du nombre trés important de patients au bénéfice d’une
association de ces deux substances. Une controverse s’est rapidement développée, certains
articles successifs n’ayant pas retrouvé cet effet.

Nous avons alors mis en place une étude clinique, afin de tester une potentielle interaction
statine-clopidogrel. Des volontaires sains ont absorbés pendant toute la durée de I’étude du
clopidogrel a la dose habituelle, ainsi que les cinq statines actuellement disponibles,
successivement durant une semaine; chaque prise de statine était suivie d’une semaine avec
seulement le clopidogrel. Les agrégations plaquettaires étaient mesurées a la fin de chaque
semaine.

Dans la premicre partie de ce travail , nous reviendrons sur les propriétés, les mécanismes
d’action, le métabolisme et les indications du clopidogrel et des statines. Nous décrirons la
controverse actuelle sur les interactions potentielles entre ces deux médicaments. Enfin, nous
présenterons I’étude clinique réalisée récemment a ce sujet.



2. Clopidogrel

Le clopidogrel (figure 1) est un puissant médicament anti-agrégant plaquettaire, de la classe des
thienopyridines, administré par voie orale. Il inhibe sélectivement et de maniere irréversible
’activation plaquettaire induite par I’Adénosine Diphosphate (ADP).
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a. Activation plaquettaire :

Nous décrirons brievement les mécanismes impliqués dans I’hémostase physiologique et en
particulier I’agrégation plaquettaire, afin de mieux comprendre I’action du clopidogrel.

Les plaquettes jouent un rdle capital dans I’hémostase primaire, grace a leur capacité :
- aadhérer a I’endothélium lésé
- s’agréger et participer a la formation du thrombus
- relargage de médiateurs pro et antithrombotiques °.

L’importance de ’ADP dans D’activation plaquettaire a été montrée chez des patients avec
tendance aux hémorragies >, présentant un déficit soit dans le stockage intra-cellulaire de
I’ADP, soit dans le mécanisme de sécrétion des granules denses, ou sur les récepteurs de ’ADP
appelés P2 (a la surface des plaquettes) *°. L’ADP est relaché par les globules rouges, les
plaquettes activées ou des cellules endothéliales endommagées. L’ ADP se lie aux récepteurs
purinergiques, qui une fois activés changent la conformation du complexe GplIb/IIla a la surface
des plaquettes, de sorte que celui-ci peut lier le fibrinogeéne, permettant ainsi de former des
agrégats.

La détermination des différents récepteurs plaquettaires, et en particulier ceux impliqués dans
I’activation plaquettaire a fait I’objet d’une intense recherche scientifique. La famille des
récepteurs purinergiques est divisée en récepteurs a I’Adénosine (P1) et récepteurs nucléotidiques
(P2). Ces récepteurs P2 sont eux-méme divisés en 2 groupes principaux, P2X (récepteurs a
canaux ioniques) et P2Y (récepteurs couplés a une protéine G).

L’agrégation plaquettaire induite par ’ADP requiert I’activation de deux récepteurs bien
distincts °® : le récepteur P2Y1, couplé a une phospholipase C, via une protéine G
transmembranaire, et le P2Y 12, également couplé a une protéine G et associ¢ avec une inhibition
de I’adenyl cyclase (figure 2). Plus spécifiquement, le récepteur P2Y1 est important pour la



mobilisation intracellulaire de Calcium, la déformation initiale des plaquettes et la production de
thromboxane A2 * alors que le P2Y12 permet la stabilisation du thrombus et amplifie
I’agrégation. L’inhibition de 1’adenyl cyclase par le P2Y12 ne permet pas seule d’expliquer
I’activation du récepteur plaquettaire au fibrinogene (Gpllb/Illa), ni ’amplification de la
sécrétion des granules denses, et la cascade moléculaire reste encore a préciser *. Par ailleurs, un
des évenements déclenchants de la cascade de la coagulation lors du contact des plaquettes avec
le collageéne est la rapide exposition du facteur tissulaire. Cette exposition est inhibée in vitro par
I’inhibition du récepteur P2Y 12, via le clopidogrel '°.

L’effet des thienopyridines sur les récepteurs plaquettaires a I’ADP a été investigué dans de
multiples études. Mills et al ' démontrent initialement que le clopidogrel inhibe la liaison de =P-
2-MeS-ADP aux plaquettes. Une autre étude '> montre la réduction des sites de fixation a I’ ADP
sur les plaquettes chez des rats traités par clopidogrel (réduction du nombre de sites, sans
diminution de I’affinité de ces sites pour I’ADP). La réduction du nombre de sites était corrélée
avec la dose de clopidogrel administrée. Finalement, il a été¢ montré grace a des cellules clonées
pour exprimer le récepteur P2Y 12 que les thienopyridines sont des antagonistes irréversibles de
ce récepteur >, et récemment, ce récepteur a été caractérisé plus précisément .
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Figure 2 tirée de *: L’ADP se lie aux récepteurs P2Y1 et P2Y12 sur les plaquettes. Des
antagonistes spécifiques se lient a ces récepteurs, comme le clopidogrel sur le P2Y12. Le
récepteur P2Y12 induit normalement une inhibition de 1’adenyl cyclase et « potentialise » la
sécrétion des granules denses.

b. Métabolisme :

Le clopidogrel n’est pas actif in vitro et requiert une bio transformation dans le foie et le tube
digestif '°, via les cytochromes (CYP).

Une ¢étude a permis de montrer que le récepteur P2Y 12 a 2 acides aminés cystéine dans sa partie
extracellulaire, qui sont la cible de réactifs de type thiols '*. La majorité du clopidogrel est
hydrolysé par des estérases sous une forme inactive, alors que les CYP 450 catalysent



I’oxydation de I’anneau thiophéne du clopidogrel en 2-oxoclopidogrel. Cet intermédiaire est
ensuite transformé en ouvrant ’anneau thiophéne pour former a la fois un groupe carboxyle et un
groupe thiol (seconde oxydation), et c’est ce groupe thiol qui forme un pont disulfure avec les 2
acides aminés cystéine, ce qui inactive le récepteur '°. Pereillo et al décrivent, en isolant une
quantité suffisante de métabolites du clopidogrel, aprés I’avoir incubé avec des microsomes de
foie humain, la structure chimique précise et ’activité biologique du métabolite actif. Seul un
métabolite sur les huit isomeres obtenus montrait in vitro l’activité antiplaquettaire du
clopidogrel. L’interaction du métabolite actif avec son récepteur est donc extrémement
dépendante de sa conformation ',

Ce n’est que récemment qu’on a pu déterminer le cytochrome responsable de cette « activation »
du pro-médicament qu’est le clopidogrel. Ceci est d’une grande importance, au vu des
potentielles interactions médicamenteuses en pratique clinique.

Savi et al avaient suspecté initialement le CYP 1A4, en mesurant la décroissance de clopidogrel
marqué par du Carbone'* '®. Clarke et al, en 2003, ont testé la capacité de microsomes, modifiés
génétiquement pour ne contenir qu’une seule forme de cytochrome, a oxyder le clopidogrel.
Apres dix minutes d’incubation du clopidogrel en présence des différentes iso enzymes
(d’origine humaine), ils ont mesuré¢ la quantité restante de celui-ci en solution, par
chromatographie liquide a haute performance. En contact avec les CYP 1Al, 2A6, 2C9, 2C19,
2D6, 2E1 on ne note pas de différence significative. Les cytochromes 1A2 et 2B6 métabolisent
une quantité faible mais significative, alors que les 3A4 et 3A5 en métabolisent une quantité trés
significative '°, cf. tableaul.

P450 iso enzyme | Clopidogrel restant apres 10 min Valeur de p comparée au
(si variation significative) contrble
microMol

Controle 50 +/-3,7
1A1 -
1A2 45 +/-2,6 0,044
2A6 -
2B6 43 4+/-2,2 0,015
2C9 -
2C19 -
2D6 -
2F1 -
3A4 22 +/-4,2 < 0,001
3AS 32+/-7,3 < 0,001

Tableau 1, modifié¢ de ' : oxydation du clopidogrel en présence des différents cytochromes.

Ceci va dans le méme sens que 1’étude clinique de Lau et al, qui montre que le métabolisme du
clopidogrel est inhibé par des inhibiteurs du CYP 3A4 (érythromycine, troléandomycine), et
augmenté par la rifampicine, un inducteur enzymatique *° (et cf. infra). Dans une partie de ce
travail, les investigateurs ont recruté des volontaires en bonne santé habituelle, ne prenant ni
médicaments, ni d’autre substance pouvant interagir avec les cytochromes, et les ont séparés en 2
groupes. Ils ont mesuré les agrégations plaquettaires sous clopidogrel seul, puis associé¢ soit a
I’érythromycine, soit a la rifampicine (cf. figure 3).
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Figure 3, tirée de *° : Mesure des agrégations plaquettaires aprés inhibition (A) et induction (B)
du CYP 450-3A4. L’effet du clopidogrel est significativement plus marqué en présence d’un
inducteur du CYP 3A4, et moins prononcé en présence d’un inhibiteur.

De plus, on a rapporté ' (cf. figure 4) que I’agrégation plaquettaire chez des volontaires sains
(n=29) ¢tait inversement proportionnelle a 1’activit¢ du CYP 3A4 chez les différents sujets.
L’activit¢ de cet enzyme ¢était mesurée par un test non-invasif, dit «test respiratoire a
I’érythromycine », ou I'on mesure la quantit¢ de CO2 expirée avant et aprés l’injection
d’érythromycine marquée radioactivement **. En effet, I’érythromycine est métabolisée par le
cytochrome 3A4, et la quantification du '*CO2 correspond a une mesure de I’activité du
cytochrome.
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Figure 4, tirée de *' : Pourcentage d’agrégation plaquettaire comparée avec activité du CYP
3A4, mesurée par le test respiratoire a I’érythromycine, avant (en haut) et apres (en bas) une dose
de charge de clopidogrel.

D’une fagon similaire, une étude in vitro a démontré une puissante activité inhibitrice du
clopidogrel sur le CYP2B6, et cette inhibition était temps- et concentration- dépendante, ainsi
qu’irréversible. Le CYP 2C19 était aussi inhibé, mais moins fortement >, cf. figure 5.
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Figure 5, tirée de »* : inhibition sélective des différents cytochromes recombinants, incubés avec
1 microM (hachuré) et 10 microM (plein) de clopidogrel.



c. Indications :
Le clopidogrel joue un role central dans la prévention des événements cardio-vasculaires.

i. Evenements coronariens
Le role du Clopidgrel dans la prise en charge des syndromes coronariens aigus est récapitulé dans
un article récent **. Celui-ci repose sur plusieurs études importantes que I’on présentera
bri¢vement.
Le clopidogrel a été approuvé par la FDA (Food and Drug Administration américaine) en
novembre 1997, apres que 1’étude CAPRIE (Clopidogrel versus Aspirin in Patients at Risk of
Ischemic Events) ait montré une réduction supérieure des infarctus du myocarde, accidents
vasculaires cérébraux, et déces d’origine vasculaire chez les patients traités par clopidogrel par
rapport a ceux sous Aspirine (risque annuel 5.3% contre 5.8%, p=0.04). Les patients, recrutés sur
une période de trois ans, et avec un suivi moyen de 1,9 années étaient distribués aléatoirement en
double aveugle en 2 groupes pour recevoir soit le clopidogrel [75 mg/j] (n=9599), soit de
I’ Aspirine [325 mg/j] (n=9586) *°.
L’¢étude CURE (Clopidogrel in addition to Aspirin in patients with acute coronary syndromes
without ST-segment elevation) *° a ensuite évalué I’association du clopidogrel et de I’ Aspirine
chez des patients avec un syndrome coronarien aigu sans sus-décalage du segment ST a
I’¢lectrocardiogramme. Les investigateurs ont répartis 12562 patients (recrutés sur une période
de 21 mois) en 2 groupes. Le premier (n = 6259) recevait le clopidogrel (dose de charge de 300
mg, puis 75 mg par jour), le deuxiéme un placebo (n = 6303), pour une période de trois a douze
mois (durée moyenne 9 mois). En paralléle, 1’ Aspirine était débutée, ou continuée chez tous les
patients. L’ajout du clopidogrel se révele nettement bénéfique, celui-ci ayant permis de réduire le
risque d’infarctus du myocarde, d’accident vasculaire cérébral ou de déces toutes causes
cardiovasculaires confondues (« outcome primaire ») durant les douze mois de suivi de I’étude.
L’ « outcome secondaire » associait en plus 1’ischémie myocardique réfractaire. Cf. tableau 2 et
figure 6.

Outcome | Groupe Clopidogrel Groupe Placebo Risque relatif | Valeur p
N = 6259 N= 6303 95 % IC
Primaire 582 719 0,80 <0,001
(9,3 %) (11,4 %) (0,72-0,90)
Secondaire 1035 1187 0,86 <0,001
(16,5%) (18,8%) (0,79-0,94)

Tableau 2 : incidence des événements principaux dans 1’étude CURE *°.

Cette étude incite donc a utiliser le clopidogrel en association avec I’ Aspirine dans le cadre d’un
syndrome coronarien aigu. Les directives actuelles *’ conseillent ainsi I’introduction de
clopidogrel et son association avec 1’Aspirine dés que possible chez les patients avec syndrome
coronarien et infarctus myocardique sans ¢lévation du segment ST, chez qui une intervention
percutanée de revascularisation coronaire est prévue.
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Figure 6, tirée de 2 montrant le risque cumulé de survenue d’infarctus du myocarde, d’accident
vasculaire cérébral ou de décés toutes causes cardiovasculaires confondues (« outcome
primaire »).

ii. Angioplastie coronarienne
La coronarograpphie et ’angioplastie coronarienne sont devenues une des interventions les plus
fréquentes en Cardiologie. Les directives pour 1’usage du clopidogrel **, recommandent la prise
d’une dose de charge d’au moins 300 mg avant I’intervention, et ensuite de 75 mg par jour, pour
une durée totale encore mal définie (mais plus d’un mois en tous cas) *°. L’introduction d’un
double anti-agrégation plaquettaire (aspirine et clopidogrel, ou aspirine et ticlopidine) a permis

, . ‘s N . . 0,31
de réduire de maniére trés importante le taux de thrombose intra-stent *.

iii. Accidents vasculaires cérébraux
Chez des patients ayant présenté un accident vasculaire cérébral (AVC) ou ischémique transitoire
(AIT), d’origine non-cardioembolique, on recommande actuellement le clopidogrel parmi les
autres anti-agrégant plaquettaires de premier choix (Aspirine, Dipyridamole) **°.

iv. Artériopathie périphérique

Cette pathologie est associ¢e avec une hyperactivité plaquettaire. On a pu montrer que dans cette
condition, le clopidogrel est un inhibiteur plus puissant de 1’agrégation plaquettaire induite par
I’ADP que I’Aspirine et qu’une association des 2 était plus efficace qu’une monothérapie **.
Dans un article de revue >> concernant des patients avec une artériopathie périphérique, des
auteurs ont montré que 1’usage du clopidogrel (et de statines) était significativement associé avec
une réduction du nombre de déces, d’infarctus myocardiques et d’AVC (OR = 0,17, 0.04<95%
1C<0.78, p=0,02).

11



d. Efficacité, variation inter-individuelle, résistance :

Bien que le bénéfice clinique et I’efficacit¢ du clopidogrel soient aujourd’hui largement
démontrés, nous savons également que la réponse a une dose standard de ce médicament présente
une importante variation interindividuelle ***.

Ainsi, une étude *° a testé la réponse au clopidogrel de 92 patients devant subir la mise en place
d’un stent intracoronarien, en mesurant I’agrégation plaquettaire et I’expression de récepteurs
plaquettaires par cytométrie de flux. Les patients recevaient une dose de 300 mg aprés mise en
place réussie du stent, puis 75 mg par jour pendant un mois. Les auteurs ont défini la résistance
au clopidogrel comme une différence absolue entre agrégation basale et apres traitement de 10 %
ou moins. Ils décrivent ainsi une courbe de réponse au clopidogrel de type distribution normale,
et une résistance chez 31 % des patients a 5 jours, 15 % a 30 jours.
On retrouve des résultats similaires dans une étude > ayant mesuré la réactivité plaquettaire deux
jours apres une dose de charge de 300 mg puis 75 mg par jour (également aupres de patients chez
qui la mise en place d’un stent intracoronarien était prévue). En effet, on constate une inhibition
plaquettaire forte chez 4 individus sur 18 (réactivité plaquettaire < 10 %), et une faible inhibition
(réactivité > 60 %) chez 5 patients sur 18.
Miiller et al ** ont précisé la prévalence des « non répondeurs » au clopidogrel, toujours chez des
patients (n = 105) chez qui une angioplastie coronarienne était prévue. Ils ont défini trois
situations :

- répondeurs : inhibition de > 30 %

- semi-répondeurs : inhibition de 10 a 29 %

- non-répondeurs : inhibition de < 10 %.
Ces agrégations plaquettaires étaient induites par 5 et 20 microMol d’ADP. On constate que
jusqu’a 5 a 11 % de ces patients ne répondent pas de manic¢re adéquate au clopidogrel.
Enfin, une étude récente *°, rétrospective confirme une variabilité interindividuelle de réponse au
clopidogrel importante (cf. figure 7).
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Figure 7, tirée de ** : Distribution des agrégations plaquettaires en réponse a une stimulation par
5 microMol d’ADP chez 544 patients sous traitement de clopidogrel.

Comme on I’a vu précédemment, le clopidogrel doit étre métabolisé par le cytochrome 3A4 pour
étre activé, et une des explications concernant cette importante variation de réponse est a trouver
dans le polymorphisme des cytochromes. La mesure de ’activité du clopidogrel a pu ainsi étre
corrélée a activité métabolique du CYP 3A4 .
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3. Statines

Les premieres études concernant des statines, ou inhibiteurs de la 3-Hydroxy-3methylglutaryl
Coenzyme A (HMG-CoA)-réductase, remontent a la fin des années 1970 *°. Depuis, cette classe
de médicament est devenue I’agent le plus fréquemment prescrit pour le traitement de
I’hypercholestérolémie, en prévention primaire ou secondaire.

La reconnaissance du role de la dyslipidémie dans D’apparition et le développement de
I’athérosclérose est maintenant bien établie. Les premiéres études associant taux sérique ¢levé de
cholestérol et prévalence augmentée de maladie coronarienne et infarctus remontent aux années
1930 *!. Dans une étude de cohorte ** basée sur prés de 400000 personnes avec un suivi moyen
de 6 ans, on constate une relation claire entre le taux individuel de cholestérol et la mortalité
d’origine cardiovasculaire (cf. figure 8). Cette relation persiste a 12 ans *.
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Figure 8, tirée de ** : relation entre taux sérique de cholestérol et le taux de décés de maladie
coronarienne, ajusté pour 1’age (Cholestérol en mmol/l = mg/dl * 0,025).

a. Mécanisme d’action :

La description de I’effet thérapeutique des statines nécessite un bref rappel du métabolisme des
lipides, résumé sur la figure 9 **. Le cholestérol est absorbé par I’intestin et est transporté
jusqu’au foie par les chylomicrons et absorbé par un récepteur spécifique (LRP sur la figure). Le
cholestérol entre ensuite dans la circulation sanguine sous la forme d’une lipoprotéine de tres
basse densit¢ (VLDL), qui est ensuite métabolisé par une lipoprotéine lipase, qui soustrait les
triglycérides. Les lipoprotéines ainsi modifiées sont ensuite absorbées par le foie (récepteurs
LDL, lipoprotéine de basse densité). Le cholestérol est transporté des cellules périphériques vers
le foie via les HDL (lipoprotéine de haute densité), et soit recyclé en LDL et VLDL (via une
enzyme CETP, cholesterol-ester-transport protein), soit métabolis¢ dans le foie, notamment via la
lipase hépatique. Le cholestérol est excrété ensuite dans la bile.
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Figure 9 (modifiée a partir de **) : cf. texte. Il est usuel de montrer une transformation directe des
VLDL en LDL dans le compartiment sanguin, plutot qu’apres passage a travers le foie.

Les statines sont similaires a ’HMG-CoA, un précurseur du cholestérol, et sont des inhibiteurs
compétitifs de "THMG-CoA réductase (HMGR), une étape clé (de contréle métabolique) dans la
syntheése du cholestérol :

Acetyl CoA  —% HMG CoA %’ Mevalonate —® —» —%  Cholestérol

Statines

La diminution de la synthése du cholestérol endogéne implique une diminution de la
concentration intracellulaire de cholestérol, ce qui active une protéase et va ensuite stimuler la
synthése des récepteurs a LDL, via une cascade moléculaire. L’expression augmentée de
récepteurs LDL augmente ainsi I’endocytose des LDL et diminue la quantité de LDL circulants
*_ La majorité du cholestérol est transportée par les LDL, d’ou I'utilité clinique d’augmenter son
¢limination.

Le mécanisme d’inhibition a été clairement élucidé par cristallographie aux rayons X ***’. Toutes
les statines ont une partie semblable a 'HMG-CoA (figure 10), qui se fixe sur le récepteur de
I’enzyme, alors que ’autre moiti¢ de la molécule de statine, hydrophobe se positionne dans un
« renfoncement » également hydrophobe de I’enzyme. L’acceés du substrat HMG-CoA a
I’HMGR est donc bloqué. La partie hydrophobe est constituée d’un anneau a 10 carbones pour
les statines de type 1 sur la figure 10, alors que celles de type 2 ont un groupe beaucoup plus
gros. Les statines de type 1 comprennent la lovastatine, la simvastatine et la pravastatine, et sont
dérivées d’un champignon, Aspergillus terreus, les autres sont synthétiques.
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Figure 10 (modifiée de *’) : structure chimique de différentes statines et de "HMG-CoA (en
rouge). IC représente la concentration moyenne inhibitrice.
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b. Pharmacocinétique et métabolisme :

La lova- et la simvastatine sont 2 pro-médicaments, administrés sous une forme lactone, et
activées par hydrolyse, via des carboxyestérases non spécifiques, essentiellement dans la paroi
intestinale et le foie. Les autres statines sont administrées sous la forme active hydroxy-acide.
Toutes les statines sur le marché actuellement sont métabolisées par les cytochromes, sauf la
pravastatine et la rosuvastatine ****. En effet, les substances lipophiles sont plus susceptibles
d’étre métabolisées par les cytochromes, et ces deux statines sont plutot hydrophiles (par rapport
aux autres). La rosuvastatine est excrétée en majeure partie (80 % environ) dans les selles sous
forme inchangée *°°. La pravastatine est métabolisée via de multiples voies. Le tableau 3 résume
les principales propriétés pharmacocinétiques des statines (actuellement commercialisées en
Suisse, sauf pour la rosuvastatine), et permet de prévoir des interactions médicamenteuses
potentielles. En effet, de multiples médicaments (mais également le pamplemousse) pouvant étre
administrés en méme temps sont également des inhibiteurs des cytochromes 3A4 (ciclosporine,
verapamil, diltiazem...).

Me¢étabolisée par | Inhibiteur Solubilité¢ |5 vie (h)
(puissant/modéré)
Simvastatine |CYP 3A4/2D6 |CYP 2C9 lipophile |2
Fluvastatine CYP 209, CYP 2C9 lipophile | 1,2
(2D6/2C8/3A4)
Atorvastatine | CYP 3A4 lipophile |14
Pravastatine Cytosol hydrophile | 1,8
hépatique
Rosuvastatine | - hydrophile | 19

Tableau 3 : métabolisme des principales statines sur le marché actuellement (modifié a partir de

51)

c. Indications, efficacité et bénéfices :

Les statines ont démontré de multiples bénéfices cliniques, certains indépendamment de leur
effet sur la baisse des valeurs de cholestérol °*>°, et ceci avec une incidence trés faible d’effets
secondaires, incitant certains a les considérer comme 1 « aspirine » de demain °. L’efficacité des
statines est bien documentée dans plusieurs situations :

i. Prévention secondaire

Plusieurs grandes études multicentriques, randomisées et en double aveugle ont bien établi qu’un
traitement par statine diminue le risque de déces ou de survenue d’événements cardiovasculaires,
et cela pour une large plage de valeurs de cholestérol sérique "', chez des patients avec une
dyslipidémie et des antécédents cardiovasculaires (prévention secondaire).

Une importante méta-analyse récente ' évalue Iefficacité de ce traitement chez des patients avec
une maladie coronarienne, en fonction entre autres, des caractéristiques des patients traités, et des
niveaux de LDL-cholestérol avant inclusion. Les études prises en compte dans cet article
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regroupent 69511 participants, avec un suivi entre 0,3 et 6,1 années. Les auteurs mettent ainsi en
¢évidence une baisse du LDL-cholestérol entre 20 et 40 %, une diminution de la mortalité par
maladie coronarienne ou d’infarctus du myocarde non fatal de 25 %, et une diminution de la
mortalité toutes causes confondues de 16 %.

ii. Prévention primaire
Trois grandes études ont mis en évidence le bénéfice d’un traitement de statine contre placebo
dans cette situation (dyslipidémie, sans antécédent d’événement cardiovasculaire), et sont
brievement résumées dans le tableau 4:
L’étude WOSCOPS ** a inclus 6595 hommes présentant une hypercholestérolémie (cholestérol
total > 6,5 mmol/l), mais sans antécédents cardiovasculaires, randomisés pour recevoir de la
pravastatine ou un placebo. On constate notamment une diminution du risque d’infarctus du
myocarde associé ou non a un déces de 31 % (p <0,001) dans le groupe pravastatine.
L’étude AFCAPS/TexCAPS ® compare 6605 patients (dont 997 femmes post-ménopause), sans
antécédent cardiovasculaire, et avec des valeurs de cholestérol dans la moyenne de la population
(cholestérol total 5,7 mmol/l), recevant de la lovastatine ou un placebo. Les auteurs mettent en
évidence une diminution nette de I’incidence d’un premier événement coronarien (183 vs 116,
risque relatif 0,63, 0.50< 95 % IC<0.79) dans le groupe lovastatine.
L’é¢tude ASCOT-LLA * inclut 10305 patients (a partir d’un groupe de 19342 présentant une
hypertension artérielle nécessitant au moins deux anti-hypertenseurs), qui ont au moins trois
autres facteurs de risque cardio-vasculaire, et un cholestérol total < 6,5 mmol/l. L’étude est
interrompue prématurément au vu de la survenue de 100 infarctus du myocarde associ¢ ou non a
un déces dans le groupe atorvastatine, contre 154 dans le groupe placebo (hazard ratio 0,64,
0,50< 95 % 1C<0,83).

iii. Artériopathie périphérique et cérébrovasculaire
Les statines ont également prouvé leur efficacité dans la diminution du taux de survenue
r \ r_r . y . . 65
d’éveénements cérébrovasculaires, en prévention secondaire .

iv. Régression de I’artériosclérose

Une méta analyse récente sur 10 essais cliniques, soit 3443 individus de 30 a 70 ans, avec un
suivi de 1 a 4 ans, permet d’évaluer I’efficacité¢ des statines pour freiner la progression de
I’artériosclérose carotidienne. 8 des 10 études revues montrent une différence significative entre
les statines et le placebo °°. De méme, une étude a comparé un traitement a dose élevée contre
standard de statine (pravastatine 40 mg et atorvastatine 80 mg), en double aveugle, en évaluant
par ultrason intravasculaire la progression de I’artériosclérose coronarienne apreés 18 mois. On
observe une discréte progression dans le groupe pravastatine (2,7 %, 0,2<95 % 1C<4,7 %), et une
stabilisation dans le groupe atorvastatine (-0.4 %, —2,4< 95 % IC<1,5 %) *".

v. Effets pléiotrophiques
En dehors de leur effet sur le métabolisme et les taux sériques de cholestérol, les statines ont une
large gamme d’activités biologiques, appelés « effets pléiotrophiques ». En effet, les études in
vitro suggerent une activité anti-inflammatoire sur les cellules impliquées dans les mécanismes
de Tlartériosclérose (diminution de 1’adhésion des cellules inflammatoires a I’endothélium,
diminution de la réponse immunitaire de type Thl dans un mod¢le murin...). Les inhibiteurs de
I’HMGCoA réductase semblent aussi moduler I’expression et la fonction des chémokines,
médiateurs impliqués dans la migration sous-endothéliale des cellules inflammatoires.
L’inhibition de la synthése du cholestérol conduit a une diminution du taux intracellulaire
d’isoprénoides (intermédiaires entre le mévalonate et le cholestérol), qui sont impliqués dans la
modulation de I’inflammation °*. Plusieurs études, avec différentes statines, ont montré que cette
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classe de médicament permet une diminution du taux sérique de la protéine C-réactive
(« CRP »), un marqueur de I’inflammation ®*7'. La CRP est produite par les hépatocytes,
principalement en réponse a I’interleukine-6, qui, en se liant & son récepteur active un facteur de
transcription. Un article récent montre que les statines agissent directement dans les hépatocytes
en inhibant ’activation de ce facteur de transcription .

Deux études parues en 2005 ont confirmé que le bénéfice clinique d’un traitement par statine,
indépendemment de la diminution du cholestérol sérique, était li¢ a la baisse du taux de protéine
C-réactive (« CRP »), un marqueur de I’inflammation. Ainsi, Ridker et al. > ont mesuré les taux
plasmatiques de LDL-cholestérol et de CRP parmi des patients ayant présenté un infarctus
myocardique ou un syndrome coronarien a haut risque et participant a une étude clinique
comparant deux statines différentes *. 4162 patients ont été inclus entre novembre 2000 et
février 2004. Ces taux plasmatiques étaient mesurés lors de 1’inclusion et a 30 jours. Chez les
patients qui obtiennent un taux de CRP « bas », défini comme inférieur a 2 mg/L aprés un mois,
on constate un taux de survenue d’événement cardiovasculaire ou de déces significativement plus
faible, et ceci indépendament du taux de LDL-cholestérol (2,8 vs 3,9 pour 100 patients-années, P
= 0,006). Dans une autre étude, les auteurs ont réalisé un ultrason endovasculaire auprés de 502
patients, avant et 18 mois aprés avoir été randomisé pour recevoir soit de I’atorvastatine (80
mg/j), soit de la pravastatine (40 mg/j), afin de mesurer la progression de 1’athérosclérose.
L’analyse multivariée met en évidence que la diminution des taux de CRP est associée de
mani¢re indépendante des valeurs de cholestérol a une progression réduite des Iésions
d’athérosclérose "
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4. Controverse : interactions statines/clopidogrel ?

Comme décrit précédemment, le clopidogrel et la plupart des statines sont métabolisés par les
cytochromes. Les risques, au moins théoriques d’interactions médicamenteuses sont donc trés
vraisemblables. Plusieurs études '"?*’® ont, dés 2002, suggéré une possible diminution de
I’efficacité¢ du clopidogrel lors d’une prise concomitante de certaines statines. Cependant, les
mesures d’agrégations plaquettaires (ou du métabolisme du clopidogrel) sont réalisées avec des
méthodes différentes, et en rendent I’interprétation difficile (cf. infra).

a. Arguments en faveur d’une interaction :

Ainsi, dans I’étude déja évoquée précédemment '°, Clarke et al ont mesuré le taux d’oxydation
du clopidogrel par des microsomes humains contenant le CYP3A en présence de différentes
concentrations d’atorvastatine (forme lactone et acide de I’atorvastatine). Les deux isoformes
d’atorvastatine inhibent I’oxydation du clopidogrel :
- Datorvastatine-acide inhibe 80 % de 1’oxydation du clopidogrel, a une concentration de
I’ordre de dix fois celle du clopidogrel,
- la forme lactone inhibe 90 % de l'oxydation & une concentration équimolaire de
clopidogrel.
- la courbe ainsi obtenue est de type hyperbolique (cf. figure 11).
L’affinit¢ de la forme lactone pour le CYP 3A4 est donc environ 20 fois plus élevée.
L’atorvastatine est administrée sous forme de sel d’atorvastatine/acide et rapidement convertie en
lactone. In vivo, les deux formes sont en équilibre, avec une concentration sérique équivalente .
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Figure 11, tirée de '° : inhibition du taux d’oxydation du clopidogrel par les CYP 3A4 en
présence d’atorvastatine — acide (losanges noirs) et lactone (ronds clairs)

L’¢tude menée par Lau et al *°, qui montrait que I’activation du clopidogrel dépend du
cytochrome 3A4 suggére également une inhibition compétitive du cytochrome 3A4 par
I’atorvastatine induisant une diminution de I’efficacité du clopidogrel. Les investigateurs ont
inclus 44 patients devant bénéficier de la mise en place d’un stent intra-coronaire. Ils recevaient
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une dose de charge de 300 mg de clopidogrel, puis la dose d’entretien de 75 mg pendant 28 jours.
Les agrégations plaquettaires ont été¢ mesurées a 1’état basal, 24 heures apres la dose de charge et,
6 a 8 jours plus tard chez 13 patients. Une partie des volontaires était au préalable sous un
traitement de statine, soit métabolisée par le CYP3A4 (atorvastatine), soit non-métabolisée
(pravastatine). Les agrégations plaquettaires sont mesurées par comptage automatisé¢ de cellules
et exprimées en pourcentage par rapport a un échantillon témoin. Les auteurs décrivent un
coefficient de corrélation entre leur appareil et la technique de référence de mesure d’agrégation
plaquettaire (agrégometre et plasma riche en plaquettes) de 0,83. Le détail et les résultats sont
résumés ci-dessous et dans les tableaux 4 et 5.

Volontaires :
/ n=44
16 sans statine 19 sous statine
9 sous pravastatine 40 mg 19 sous atorvastatine
- 7 sous 10 mg
- 7 sous 20 mg
- 5 sous 40 mg
clopidogrel seul ... et pravastatine ... et atorvastatine
Agrégations 34 +/- 23 46 +/- 18 77 +/- 15
plaquettaires (%)

Tableau 4 (a partir de *°) : agrégations 24 h aprés la dose de charge de clopidogrel selon la prise
ou non de statine

Dose 0 mg 10 mg 20 mg 40 mg
d’atorvastatine
Agrégations 34+/-23 | 58 +/-15 | 74 +/- 10 | 89 +/- 7
plaquettaires (%)

Tableau 5 (a partir de *°) : activité antiplaquettaire du clopidogrel selon la dose d’atorvastatine
On constate donc une diminution dose dépendante de I’efficacité du clopidogrel en présence
d’atorvastatine (p<0,001), alors que celle-ci n’est pas modifiée par la présence de pravastatine (p

=ns).

Une étude similaire ', également a partir de volontaires bénéficiant de la mise en place d’un
stent coronarien, a mesuré par cytométrie de flux I’expression de P-sélectine (CD62P) a la
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surface des plaquettes. Les mesures sont effectuées 0, 5, 48 heures aprés administration d’une
dose de charge de 300 mg, puis 75 mg par jour de clopidogrel. Deux groupes sont étudiés :
- 22 volontaires (controles), sans prise de statine concomitante ou ayant interrompu un tel
traitement depuis plus de 3 mois,
- 25 volontaires sous statine, dont 17 sous atorvastatine 20 a 40 mg par jour et 8 sous
simvastatine 10 a 20 mg par jour.
Les auteurs retrouvent une diminution de I’effet du clopidogrel dans le groupe statine, avec une
diminution relative d’environ 29 %, peu apres la dose de charge, et de 16 % a 48 heures.

b. Arguments contre une interaction significative :

Une étude publiée en 2004 a mesuré les agrégations et des marqueurs de surface plaquettaires
chez des patients devant subir une coronarographie, avant, 4 et 24 heures aprés la prise d’une
dose de charge de 300 mg de clopidogrel "®. Tous les patients prenaient de 1’ Aspirine depuis au
moins une semaine. Les auteurs distinguent trois groupes de 25 : patients sous atorvastatine (10 a
80 mg), patients sous une autre statine (simva-, prava-, lova-, fluvastatine, multiples dosages), et
patients sans statines. Les caractéristiques cliniques et démographiques sont par ailleurs
similaires dans les trois groupes. Les auteurs ne décrivent aucune différence significative dans la
réponse au clopidogrel parmi ces trois groupes. Cette étude présente cependant plusieurs
limitations :

- faible nombre de patients dans chaque groupe,

- multiples dosages de statines, un effet dose-dépendant étant possible,

- le groupe « non-atorvastatine » inclut différentes statines, métabolisées ou non par le

cytochrome 3A4,
- les mesures sont réalisées avant que 1’état d’équilibre ne soit atteint.

De méme, une étude a recherché la prévalence d’une non-réponse au clopidogrel (définie comme
une diminution de la fonction plaquettaire de moins de 10% par rapport a I’état basal) chez des
patients devant subir une coronarographie. La fonction plaquettaire était évaluée par trois
méthodes différentes (notamment un agrégometre optique). Certains patients recevaient une dose
de charge, et le moment exact des prises de sang n’est pas précisé. Sur 50 patients, 15 sont
considérés comme non-répondeurs (30%). Les auteurs ne trouvent aucune différence
significative parmi les 2 groupes, y compris concernant la prise de statine ou plus spécifiquement
d’atorvastatine. ”*

Une ¢étude clinique récente a recherché I'effet du clopidogrel chez 45 patients
hypercholestérolémiques ayant présenté un premier épisode de syndrome coronarien. Ces
patients ont re¢u de manic¢re randomisée soit 10 mg d’atorvastatine (n = 21), soit 40 mg de
pravastatine (n = 24). Parmi ces deux groupes, 30 bénéficient d’une coronarographie et recoivent
¢galement du clopidogrel (dose de charge et entretien), 15 refusent la coronarographie et ne sont
pas sous clopidogrel. Les agrégations plaquettaires sont mesurées a 1’admission et aprés 5
semaines de traitement, par un agrégometre optique (en présence de différentes concentrations
d’ADP et de peptide-14 activateur du récepteur de la thrombine) et par cytométrie de flux
(expression de P-sélectine notamment). Les auteurs ne mettent en évidence aucune différence
significative dans le deux groupes. *

Une autre étude, quelque peu similaire, a étudi¢ 77 patients présentant une maladie coronarienne

stable. Aucun ne recevait de statine au préalable. Les volontaires ont été randomisés en plusieurs
groupes : atorvastatine 20 mg (n = 7), fluvastatine 20 mg (n = 7), lovastatine 20mg (n = 20),
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pravastatine 20 mg (n = 20), simvastatine 20 mg (n = 6), cerivastatine 0.5mg (n = 5), ou un
placebo (n = 12), 24 heures avant de recevoir une dose de charge de 600 mg de clopidogrel,
suivie d’un entretien de 150 mg par jour. Les agrégations plaquettaires sont mesurées par un
agrégomeétre optique, avant, 2 et 4 heures apreés ’administration du clopidogrel. Les auteurs ne
constatent aucune différence significative entre les patients recevant une statine et un placebo, ni
entre les différentes statines. *' Cependant, ces résultats sont d’interprétation difficile au vu de la
dose de charge et d’entretien du clopidogrel (double de la dose habituelle), alors que les
agrégations sont mesurées trés précocement et reflétent en fait ’effet de la dose de charge. De
plus, les patients ne regoivent une statine que depuis 24 heures, I’état d’équilibre est donc loin
d’étre atteint.

c¢. Cliniquement significatif ?

Comme on I’a vu précédemment, une interaction entre certaines statines et le clopidogrel est
suspectée, bien que non retrouvée dans plusieurs études prospectives (sujettes a quelques
critiques cependant). Certains auteurs ont recherché si des répercussions cliniques pouvaient étre
mises en évidence. Toutes ces études sont cependant rétrospectives.

Peu apres la parution des premiéres études suggérant une éventuelle interaction, des auteurs ont
procédé a une analyse rétrospective de I’étude CREDO **. L’étude CREDO (Clopidogrel for the
Reduction of Events During Observation) ' a enr6lé 2116 patients avec une maladie
coronarienne symptomatique, nécessitant une intervention percutanée de revascularisation. Les
volontaires recevaient soit une dose de charge de 300 mg de clopidogrel avant la procédure, soit
un placebo, puis tous recevaient le clopidogrel pendant 28 jours. Ensuite, ceux qui avaient recu la
dose de charge continuaient pour une durée totale d’une année. A un an, on constate une
diminution du risque relatif de déces, infarctus du myocarde et accident vasculaire cérébral de
26,9% dans le groupe clopidogrel (8,6 vs 11,8 %, p = 0,02).

Dans leur analyse post-hoc, les auteurs ont recherché la prise de statines et ont identifi¢ 2
groupes différents : statines métabolisées par le CYP 3A4 (atorva-, lova-, ceriva-, simvastatine),
et non métabolisées par le CYP 3A4 (prava- et fluvastatine). Le bénéfice de la prise du
clopidogrel était maintenu malgré la prise de statine, et indépendamment du métabolisme de la
statine. Les résultats sont résumés dans le tableau 6. Bien que les odds ratios a 1 an apparaissent
meilleurs chez les patients prenant du clopidogrel associé a une statine non métabolisée par le
CYP 3A4 (OR 0,36 vs 0,62), ces différences ne sont pas significatives. Cependant,
I’interprétation de cette étude est limitée par son caractére rétrospectif ainsi que par 1’absence de
dosage des statines.

Statine métabolisée par CYP 3A4 | Statine non métabolisée via 3A4
n=1001, p=0,03 N=158,p=0,11
Prise de clopidogrel 7,6% 5,4%
Controle 11,8% 13,6%

Tableau 6 (tiré de **) : survenue de décés, infarctus du myocarde et accident vasculaire cérébral
selon la prise de différentes statines, dans le groupe clopidogrel et placebo.

Une importante étude multicentrique récente '*, comprenant 4162 patients hospitalisés pour un
syndrome coronarien aigu vise a comparer un traitement par atorvastatine 80 mg /j contre 40
mg/j de pravastatine. Le suivi moyen est de 24 mois (intervalle de 18 a 36 mois). Le taux global
de déces, infarctus aigu, nécessité¢ d’une procédure de revascularisation coronarienne ou accident
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vasculaire cérébral a deux ans est significativement en faveur du groupe atorvastatine (26,4 % vs
22,4 %, soit une diminution de 16 % du « hazard ratio », p=0,005, 5<95 % IC<26 %). De
manilre intéressante, 72 % des patients ont également un traitement de clopidogrel ou ticlopidine
a ’inclusion dans 1’étude , 20 % le poursuivent encore a un an. Bien que cette étude ne recherche
pas spécifiquement une interaction entre les statines et le clopidogrel, au vu de I’important
bénéfice clinique du traitement par atorvastatine, une interaction cliniquement relevante semble
peu probable.

D’autres auteurs ont revu les dossiers de 1651 patients admis dans un hdpital avec un syndrome
coronarien entre janvier 1999 et février 2003, en recherchant la prise concomitante de clopidogrel
et de statines, métabolisées ou non via les cytochromes 3A4. La mortalit¢ et la survenue
d’évenements cardiaques majeurs étaient analysés selon la statine recue. Les résultats sont
résumés dans le tableau 7. A noter que sur les 1651 dossiers revus, seule la moitié¢ des patients
environ ont regu du clopidogrel, associ¢ ou non a I’une ou I’autre statine. Les différents groupes
¢taient par ailleurs similaires concernant leurs caractéristiques démographiques ou antécédents
médicaux. Ils n’observent aucune différence significative concernant le bénéfice clinique des
différentes statines. **

Survenue de sans statine Avec statine Avec statine Valeur de p
(n=1331) CYP3A4 + CYP3A4 - | CYP3A4 +et-
(n=561) (n=91)
Déces 18 (10%) 32 (15,7%) 3 (3,3%) 0,24
Infarctus 10 (8,9%) 28 (7,6%) 9 (9,7%) 0,39
myocardique
AVC 2 (1,3%) 5 (1,4%) 0 0,7

Tableau 7 (tiré de *) : survenue d’événements chez des patients prenant du clopidogrel seul ou
associé a une statine métabolisée soit par le CYP3A4 (CYP3A4 +), soit par un autre cytochrome
(CYP3A4 -).

Une autre étude est basée sur un registre allemand multicentrique des traitements de I’infarctus
du myocarde (MITRA PLUS), et comprenant 53853 patients consécutifs de 1992 a 2002. 1576
patients ont recu de I’atorvastatine a leur sortie de 1’hdpital, dont 883 associée a du clopidogrel
(les patients recevant du clopidogrel étaient en moyenne plus jeunes). La mortalité¢ a long terme
dans le groupe clopidogrel est de 3,2% contre 5,6% (p<0,05). Les auteurs ont ensuite recherché
une différence entre les patients ayant regu le clopidogrel a leur sortie de 1’hopital, mais associé¢ a
différentes statines (atorvastatine, n = 883), ou d’autres statines (n = 1203, dont 34 % de
simvastatine). La mortalité a long terme dans le groupe atorvastatine est de 3,2 % contre 2,7 %
dans I’autre groupe, mais cette différence reste non significative. * Ils concluent donc a un
bénéfice clinique équivalent des différentes statines, associées au clopidogrel, malgré les
limitations de leur étude (absence des posologies des différentes statines, confusion dans le
méme groupe de statines métabolisées ou non par le cytochrome 3A4, telle que la simvastatine).
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5. Etude clinique

Nous avons mis en place une étude clinique, réalisée entre octobre et décembre 2003 aux HUG,
dans le cadre des services de Médecine II, Cardiologie, et Hémostase, ainsi qu’avec la
participation de la division de Pharmacologie (CMU), afin de tenter de mieux préciser les
interactions statines-clopidogrel.

a. Description :

Notre étude a fait ’objet d’un protocole détaillé, approuvé par le comité d’éthique local. Les
volontaires ont bénéficié d’informations détaillées, a la suite desquelles ils ont fourni un
consentement écrit.

Cette étude n’a bénéficié d’aucun soutien direct de 1’industrie pharmaceutique, tous les cofits ont
été pris en charge par la fondation genevoise de Cardiologie (GECOR).

Les volontaires ont recu durant toute la durée de I’é¢tude (11 semaines) du clopidogrel, selon la
dose usuelle de 75 mg par jour, per os. ** Aprés la premiére semaine sous clopidogrel, tous les
participants ont regu successivement, durant une semaine a chaque fois :

- rosuvastatine, 10 mg par jour
simvastatine, 20 mg par jour,
fluvastatine, 80 mg par jour,
pravastatine, 40 mg par jour,
atorvastatine, 20 mg par jour.
Chaque semaine sous statine €tait suivie d’'une semaine de « wash out », avec clopidogrel seul.
Le clopidogrel était administré le matin, et les statines le soir (cf tableau 8).

Semaines 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Clopidogrel| - | + + + + + + + + + +
Statines - - |Rosuva| - |Simva| - |Prava| - | Fluva| - |Atorva
Analysesn’| 1 | 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11

Tableau 8 : schéma chronologique récapitulant les différentes phases de I’étude.

Une prise de sang a été réalisée le premier jour de 1’étude, puis chaque semaine, selon le méme
horaire hebdomadaire pour chaque volontaire. Les agrégations plaquettaires ont été mesurées lors
de chaque prise de sang, ainsi qu’un controle du compte plaquettaire, et de globules rouges.

De plus, afin de nous assurer de I’observance des différents volontaires, ainsi que de
I’¢limination compléte des statines, nous avons recherché lors de chaque prise de sang la

présence de statine en circulation (détermination qualitative).

b. Sélection des volontaires et controles sériques :

Les volontaires recrutés (homme ou femme) devaient étre en bonne santé habituelle, sans
antécédent médical significatif (en particulier pas de notion de thrombophilie ni tendance aux
saignements), et ne pas prendre de médicament régulicrement. Le tabagisme n’était pas un
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critére d’exclusion. Nous leur avons recommandé de ne pas consommer de substance ayant une
interaction avec les cytochromes, telle que le jus de pamplemousse et, de manic¢re générale, de
nous reporter toute prise supplémentaire de médicament durant la durée de 1’étude.

Avant le début de I’étude, un contrdle des tests hépatiques, des valeurs de cholestérol, ainsi qu’un
test de grossesse le cas échéant sont réalisés.

¢. Meéthode :

i. Agrégations plaquettaires
Les mesures de I’activité plaquettaire sont réalisées grace a la collaboration de 1’unité
d’hémostase, et en particulier le concours du Dr Guido Reber. Plusieurs méthodes de mesure de
’activité plaquettaire sont décrites :

- détection de I’agrégation grace a un agrégometre (méthode optique).

- mesure de [Dactivation plaquettaire par quantification en cytométrie de flux de
I’expression a la surface membranaire de différentes protéines.

- détermination du temps d’occlusion d’une ouverture dans une membrane recouverte de
collagéne, d’Adénosine Diphosphate (ADP)..., alors que du sang complet est injecté a
travers.

Cependant, la premiére méthode est la plus ancienne ® et reste celle de référence ***”. Elle est
décrite ci-dessous.

Quinze millilitres de sang environ ont été prélevés, selon la technique habituelle de ponction
veineuse, en utilisant une aiguille 19G, dans des tubes sous vide d’air (Beckton Dickinson, UK),
et contenant 0,109 mol/L de citrate de Sodium. Ces flacons sont ensuite centrifugés durant dix
minutes & 150 G, a une température de 20°C, afin d’obtenir un plasma riche en plaquettes (PRP).
Le PRP est ensuite transféré dans une éprouvette, et le sang restant centrifugé de nouveau a
3500G durant dix minutes. On obtient ainsi un plasma pauvre en plaquettes (PPP). La
concentration en plaquettes dans le PRP est ensuite ajustée dans tous les échantillons a 250 G/L,
en complétant avec le PPP. Les comptes plaquettaires sont réalisés en utilisant un compteur de
cellules hématologiques de marque Sysmex K-1000 (TOA, Kobe, Japon).

Les mesures d’agrégations sont ensuite réalisées en utilisant un agrégometre APACT-4 (Labor
Fibrintimer, Ahrensburg, Allemagne) connecté a un ordinateur. Le PRP est normalement trouble
et ne transmet qu’un minimum de lumiere. L’addition de différents agonistes a ce PRP induit une
agrégation dose-dépendante, résultant en une transmission de lumiére augmentée. Dans notre cas,
nous avons utilisé :

- 1,5 mg/mL d’acide arachidonique (BioData Corporation, Horsham PA, USA),

- 5Set 10 umol/L d’ADP (Helena Biosciences, Sunderland, UK),

- 1 pmol/L de collagéne (Nycomed Pharma, Unterschleissheim, Allemagne).

Les agrégations ont été mesurées durant dix minutes, et le maximum d’agrégation, en pourcent,
exprime.
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ii. Détection des statines dans le plasma

Quelques articles décrivent la détection de statines dans des échantillons aqueux ou du plasma,
en utilisant la chromatographie liquide 4 haute performance (HPLC) ***°. Cependant, les statines
n’étant pas recherchées dans le plasma de routine dans notre institution, nous avons di
développer notre propre méthode. Grace a la collaboration du Dr Daali, du service de
Pharmacologie Clinique (HUG), nous avons ainsi mis en place une méthode analytique de
détection (qualitative) des différentes statines dans le plasma. De maniére intéressante, celle-ci
permet la séparation et la détection des 5 statines de notre étude en méme temps.
Nous avons utilisé un appareil a chromatographie liquide de type Agilent 1100 LC-MS. Une
colonne Zorbax Eclipse® XDB-C8 (5 pm, 4,6 x 150 mm .D) a permis la séparation simultanée
de toutes les statines en un seul passage. La phase mobile était constituée d’acétate d’ammonium
et acétonitrile 20 mM (pH 6,5), et la séparation réalisée selon différents gradients d’acétonitrile :

- 0-3 min : acétonitrile 27%

- 3-12 min : acétonitrile 70%

- 12-20 min : acétonitrile 70%.
Le débit était de 0.8ml/min. Le spectroscope de masse était en mode d’ionisation positive
(« électrospray »). Le débit du gaz/aérosol était fixé a 10 I/min, et le voltage du capillaire a
3500V. Les résultats pour les 5 statines sont mesurées sous forme de « single ion monitoring »,
avec une tension de séparation de 70V. Pour chaque statine, la forme ionique est [M+H'] (419,2
pour la simvastatine, 482.1 pour la rosuvastatine, 559,2 pour l’atorvastatine, 412,2 pour la
fluvastatine, et 425,2 pour la pravastatine). Le seuil de détection était de 1ng/ml pour toutes les
statines, sauf pour la pravastatine (100 ng/ml), qui n’a donc pu étre détectée chez nos volontaires
par cette méthode.
Pour la préparation des échantillons a partir des plasma, une phase d’extraction solide était
nécessaire, en utilisant une colonne Oasis® HLB (Waters, Milford, USA). Avant leur utilisation,
les colonnes étaient conditionnées avec 1 ml de méthanol et 1 ml d’acide acétique (0,5%). Aprées
avoir chargé 1 ml de plasma dans la colonne, les cartouches sont lavées avec 1 ml du mélange
méthanol/acide acétique (20/80). Les cartouches sont ensuite séchées sous vide d’air. Les
substances a détecter sont ensuite « éluées » avec de I’acide acétique dans du méthanol 0,5%.
Aprées évaporation, le résidu est reconstitué¢ dans 100 pl d’acétonitrile/acide acétique 0,5%, et 60
pl sont injectés dans le systeme HPLC.

Afin de valider la méthode, nous avons d’abord détecté les cinq statines de 1’étude a une
concentration connue de 100 ng/ml dans un tampon contrdle (cf figure 12).

Nous avons ensuite ajouté 5 ng/ml de chaque statine a un plasma contrdle, et pu mettre en
¢vidence la rosuvastatine, la fluvastatine, I’atorvastatine et la simvastatine, mais pas la
pravastatine, en raison de la sensibilit¢ insuffisante du détecteur. La figure 13 montre le
chromatogramme ainsi obtenu.
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Figure 12 : Chromatogramme typique obtenu avec 5 statines, a une concentration connue de 100
ng/ml, dans une solution tampon. En abscisse, les minutes, et en ordonnée I’abondance.
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Figure 13 : chromatogramme obtenu avec les 5 statines a une concentration de 5 ng/ml, dans un
plasma controle. La pravastatine n’est pas détectée.
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iii. Analyse statistique

Nous n’avions pas réalisé¢ au préalable a cette étude de calcul de puissance, afin de déterminer un
nombre minimum de volontaires a inclure, et préféré considérer ce protocole comme une
investigation préliminaire.

Les patients considérés comme « non-répondeurs » au clopidogrel aprés la premiere semaine
¢taient exclus de I’étude.

Les agrégations individuelles sont exprimées en pourcentage, les valeurs moyennes avec un
intervalle de confiance de 95 %, et nous avons utilisé un test de rang selon Wilcoxon afin de
comparer les agrégations plaquettaires aprés chaque semaine de statine, parmi les différents
volontaires. Une valeur de p < 0,05 était considérée comme significative.
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6. Résultats
a. Volontaires :

Nous avons recruté 21 volontaires, la plupart étudiants a I’'Université de Geneve par le biais de
petites annonces et le bouche-a-oreille. Leur 4ge moyen était de 25,2 +/- 4,6 ans, et la répartition
par sexes de 3 femmes contre 18 hommes. Aucun ne prenait de médicament (ni contraception
orale), ni supplément alimentaire. Six volontaires sur 21 (29%) étaient fumeurs (consommation
quotidienne de tabac). Durant 1’étude, deux volontaires ont abandonné, pour des raisons de
convenance personnelle, et n’ont donc pas été inclus dans I’analyse finale. Les caractéristiques
des participants ayant participé jusqu’a la fin de I’étude sont résumées dans le tableau 9.

Nombre total 19
Age moyen 25,6 +/- 4,7
Ratio H/F 17/2
BMI 22 +/- 2,1
Tabagisme (en % du total) 32
Médicaments aucun

Tableau 9 : caractéristiques démographiques des volontaires ayant pleinement participé a 1’étude.

b. Agrégations plaquettaires :

i. Réponse au clopidogrel :
La mesure des agrégations au début de I’étude, avant tout traitement, et apres la premicre
semaine (clopidogrel seul) met en évidence I’hétérogénéité des valeurs d’agrégations
plaquettaires de base et de la réponse au clopidogrel, déja décrits précédemment.
Avec ’ADP 5 et 10 pmol/L comme agoniste, on constate une différence statistiquement
significative entre les deux semaines (ADP 5 pmol/L : agrégation initiale moyenne 68,9 %, SD
9.4, contre 27,9 %, SD 6,7, p< 0,001 ; ADP 10 pmol/L : agrégation initiale moyenne 66,6 %, SD
8,4, contre 31,3 %, SD 8,0, p< 0,001 ). Un volontaire ( « O » sur le tableau 10) est non-répondeur
au clopidogrel (réponse au clopidogrel définie comme une inhibition de I’agrégation inférieure a
10 %), et ceci avec I’ADP 5 ou 10 pmol/L, et deux autres sont des « semi-répondeur »
(inhibition de 19,9 a 15,5 %, volontaire J et de 73,8 a 53 %, volontaire C), selon la définition déja
évoquée précédemment °°. Le volontaire non-répondeur n’a pas été retenu pour poursuivre
I’étude. Le tableau 10 récapitule les agrégations obtenues avant et aprés une semaine de
clopidogrel, chez tous les volontaires, avec I’ADP 5 pumol/L comme agoniste.
La figure 14 représente les agrégations plaquettaires moyennes avec I’ADP 5 et 10 pmol/L
comme agoniste, aprés exclusion du volontaire non répondeur.
De maniére importante, on ne constate aucune différence statistiquement significative entre les
différentes agrégations moyennes a la fin de chaque semaine de wash out.
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Volontaires | Avant clopidogrel | 1 semaine de clopidogrel | Variation en %
A 67,6 39,1 42
B 62,2 19,5 69
C 73,8 53 28
D 85,2 16,9 80
E 68,2 9,4 86
F 65,4 28,4 57
G 75,6 47,2 38
H 72,5 31,9 56
I 72,7 36,6 50
J 19,9 15,5 22
K 81 30 63
L 87 47,1 46
M 34,9 2,5 93
N 59 23,9 59
0) 32,8 41,1 (<0)
P 104 20,2 81
Q 70,5 10,1 86
R 90,6 45,1 50
S 86,6 12 86

Moyenne (IC)| 68,9 (+/-9,4) 27,9 +/- 6,7

Tableau 10 : Agrégations plaquettaires de base et apreés une semaine sous clopidogrel, avec
I’ADP 5 pmol/L comme agoniste, chez tous les volontaires. Le sujet O est non-répondeur au
clopidogrel, et n’a pas poursuivi I’étude.
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Figure 14 : évolution des agrégations plaquettaires moyennes en %, avec I’agoniste ADP a 2
concentrations, aprés exclusion du volontaire non-répondeur, avant (-) et aprés (+) 1 semaine
sous clopidogrel.
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ii. Agrégations apres les différentes statines

L’évolution des agrégations plaquettaires avec I’ADP 5 pmol/L pour chaque volontaire est
représentée dans I’annexe 1. Afin de mieux juger des variations, et vu 1’absence de différence
statistiquement significative entre chaque de semaine de wash out, nous avons exprimé
I’agrégation moyenne a la fin de chaque wash out comme 100 %, et comparé 1’évolution apres 1
semaine sous les différentes statines.

Nous avons observé que le clopidogrel avait induit une diminution de I’agrégation plaquettaire
moyenne significativement moins importante lorsqu’il était administré en parallele avec la
simvastatine (p=0,037), et la fluvastatine (p=0,017), en comparaison avec la semaine précédente
de wash out. Il n’y avait pas de différence significative pour la rosuvastatine (p=0,37), la
pravastatine (p=0,33), ou l’atorvastatine (p=0,31). Le tableau 11 et la figure 15 montrent les
variations d’agrégations exprimées en pourcentage par rapport aux semaines de wash out. A
noter que, de maniere individuelle, on n’observe cependant pas I’apparition de « non-
répondeurs » au clopidogrel, et le taux de « semi-répondeur » restant stable au cours de 1’étude
(entre 1 et 2 volontaires selon les semaines). Les résultats sont similaires avec I’ADP 10 pmol/L,
bien que moins significatifs.

Tableau 11 / figure 15 : évolution des agrégations aprés chaque semaine sous statine, par rapport
aux wash out (exprimées en pourcentage)

Semaines de wash out | 100 %
+ Rosuvastatine 105 %
+ Simvastatine 122 %
+ Pravastatine 106 %
+ Fluvastatine 126 %
+ Atorvastatine 104 %

‘El avant statine B avec la statine ‘

200

175

p=ns p =0.033 p=ns p=10.017 p=ns

150 A

125 A

100 -

75

50

25

Rosuvastatine Simvastatine Pravastatine Fluvastatine Atorvastatine
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La figure 16 montre les agrégations plaquettaires moyennes en ADP 5 pmol/L (valeurs
absolues). On constate ainsi que la différence d’effet du clopidogrel aprées la prise de simvastatine
est surtout da a la faible agrégation moyenne durant la semaine précédente (cependant, il n’existe
pas de différence statistiquement significative entre les différentes semaines de wash out).

90 7
3 : + Rosuvastatine

5 : + Simvastatine

7 : + Pravastatine

9 : + Fluvastatine

11 : + Atorvastatine

70 1 Agrégation moyenne aprés les 5 séries de wash out : 28.2
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Figure 16 : Evolution des agrégations plaquettaires moyennes en ADP 5 pumol/L. En abscisses,
les semaines: 1 (valeurs de base), 2-4-6-8-10 (wash out = clopidogrel seul), 3-5-7-9-11
(différentes statines)

Agrégations moyennes

c. Dosage des statines :

A la fin de chaque semaine sous statine (analyses 3, 5, 7, 11 — cf tableau 8), nous avons pu
détecter chez chaque volontaire la présence de la statine attendue (cf figures 14, 15, 16, 17).
Nous avons systématiquement recherché la présence de statines dans les plasma des différents
volontaires, a la fin de chaque période de « wash out » (analyses n’ 1, 4, 6, 8 — cf tableau 8), et
nous n’en avons jamais mis en évidence, confirmant 1’élimination complete de celles-ci. Les
figures 17 a 21 montrent des exemples réels de chromatogramme d’un volontaire.
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Figure 17 : exemple de détection de la rosuvastatine chez un des volontaires — analyse 3-. Les
fleches indiquent les pics des autres statines.
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Figure 18 : exemple de détection de la simvastatine chez un des volontaires — analyse 5-. Les
fleches indiquent les pics des autres statines.
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Figure 19 : exemple de détection de la fluvastatine chez un des volontaires — analyse 7-. Les
fleches indiquent les pics des autres statines.
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Figure 20 : exemple de détection de I’atorvastatine chez un des volontaires — analyse 11-. Les
fleches indiquent les pics des autres statines.
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Figure 21 : exemple de chromatogramme (volontaire « P »), obtenu a partir de I’ensemble des
plasma a la fin des semaines de « wash out ». Absence de détection des différentes statines.
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7. Discussion
Résultats :

Nous avons mis en évidence une atténuation significative de I’effet du clopidogrel lorsque celui-
ci est administré avec la simvastatine et la fluvastatine. Cet effet est cependant nettement plus
marqué en valeur absolue pour la fluvastatine. On ne constate pas de modification avec les autres
statines. De maniére importante, les agrégations de tous les volontaires durant 1’étude sont restées
dans la marge efficace.

Concernant la rosuvastatine et la pravastatine, ceci est conforme aux attentes, ces substances
n’étant pas métabolisées par les cytochromes.

Une interaction simvastatine-clopidogrel a déja été évoquée (Neubauer '°), et serait diie & une
inhibition compétitive, ces deux substances étant métabolisées par le cytochrome 3A4 (cf supra).
L’interaction entre la fluvastatine et le clopidogrel, par contre n’avait pas été décrite
précédemment. La fluvastatine est métabolisée essentiellement par le cytochrome 2C9 (cf supra),
et également par le 3A4, alors que le cytochrome 2C9 est au moins en partie inhibée par le
clopidogrel. Une hypothése serait que suite a 1’inhibition du cytochrome 2C9, la fluvastatine
entre également en compétition pour le cytochrome 3A4 avec le clopidogrel.

Contrairement a 1’étude de Lau *° qui décrivait une inhibition compléte de Dactivité du
clopidogrel chez 5 volontaires, suite a ’administration d’atorvastatine, on ne constate ici pas
d’interaction significative. Ce résultat quelque peu surprenant peut étre expliqué de plusieurs
fagons :

- DP'importante hétérogénéité des agrégations plaquettaires individuelles et la variabilité de

la réponse au clopidogrel,

- le faible nombre de volontaires dans les deux études,

- la méthode de mesure des agrégations plaquettaires, différente entre les deux études.
Cette absence d’interaction avait cependant déja été évoquée par plusieurs auteurs (cf supra).

Limitations de I’étude :

Sur le plan méthodologique, a posteriori, on peut regretter de ne pas avoir testé différentes doses
de statines chez les mémes volontaires (mais les doses utilisées correspondent aux doses
usuelles). Nous aurions pu également mettre en place un protocole légerement différent, en
introduisant le clopidogrel chez des volontaires déja sous statine au long cours, ce qui aurait été
plus proche de la réalité¢ clinique, et permis probablement de mieux mettre en évidence une
interaction (pas de traitement préalable par le clopidogrel).

Une des limitations principales de 1’étude résulte dans le petit nombre de volontaires inclus (bien
que les différences soient statistiquement significatives), au vu de I’importante variabilité
interindividuelle (et méme individuelle au cours du temps) des agrégations.

Cette variabilit¢é peut méme sembler plus élevée que I’impact (mineur) des statines sur
I’efficacité du clopidogrel.

Comme nous I’avons mentionné précédemment, il existe plusieurs méthodes de mesure des

agrégations plaquettaires, et nous avons utilis¢é un agrégometre optique (méthode habituelle de
référence), a la différence de certaines études précédente. La comparaison des résultats est donc
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difficile. De plus, cette méthode ne quantifie pas ’adhésion des plaquettes, ni leur activation
(expression de protéines de surface).

Par ailleurs, cette étude ne permet de tirer aucune conclusion quant aux répercussions cliniques
d’une éventuelle interaction. L’analyse rétrospective de 1’é¢tude CREDO, dont la plupart des
patients étaient sous traitement combiné statine/clopidogrel, comme évoqué plus haut, n’avait pas
montré de différence dans le nombre de déces ou de survenue d’événements cardiovasculaires.
Seules des ¢études prospectives ultérieures, a large échelle, comparant par exemple
I’administration de clopidogrel associ¢ a différentes statines aprés la mise en place de stents
pourront établir si cette interaction est cliniquement relevante.
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8. Conclusion

Ceci est a notre connaissance la premiere étude a avoir testé chez les méme volontaires,
systématiquement, les cinq statines disponibles, en parallele avec la prise de clopidogrel, en
mesurant les agrégations plaquettaires grace a un agrégometre optique (méthode de référence).
Nous constatons une diminution significative de 1’effet du clopidogrel lorsqu’il est administré en
association avec la simvastatine et la fluvastatine, mais pas avec les autres statines. Nous
retrouvons également une importante hétérogénéité interindividuelle dans la réponse au
clopidogrel.

Les résultats de cette étude clinique confirment certaines données de la littérature, et permettent
de mieux apprécier la sécurité d’emploi du clopidogrel avec les statines.
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Annexe 1

Evolution des agrégations plaquettaires en ADP 5 umol/L, pour chaque volontaire, durant
toute ’étude. En abscisse, les semaines : 1 (valeurs de base), 2 (clopidogrel seul), 3 (+
rosuvastatine), 4 (clopidogrel seul), 5 (+ simvastatine), 6 (clopidogrel seul), 7 (+

pravastatine), 8 (clopidogrel seul), 9 (+ fluvastatine), 10 (clopidogrel seul), 11 (+
atorvastatine)
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