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Resumo

As doencgas cardiovasculares s&o uma das principais causas de morbilidade e
mortalidade a nivel mundial. Neste enquadramento, um dos principais fatores de risco
associado as doencas cardiovasculares € a hipercolesterolemia. As opcoes
farmacoldgicas existentes para o tratamento e prevencdo desta dislipidemia centram-se,
sobretudo, no uso de farmacos como as estatinas, a ezetimiba, os fibratos, o &cido
nicotinico e as resinas sequestradoras de acidos biliares. Porém, esta abordagem
farmacol6gica no combate da hipercolesterolemia caracteriza-se pelo prolongado
periodo terapéutico decorrendo dai possiveis efeitos laterais a longo prazo, pela
intolerancia a grupos terapéuticos observada em alguns doentes (como acontece com as
estatinas) ou, ainda, pela eficacia limitada de alguns grupos terapéuticos (como € o caso,
dos fibratos), o que suscita preocupac¢do. Os avancos cientificos no conhecimento dos
processos que envolvem a hipocolesterolemia e a incessante procura de farmacos mais
seguros e eficazes impulsionou o desenvolvimento dos inibidores da pré-proteina
convertase subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9), afirmando-se como uma nova e
promissora estratégia terapéutica. Os niveis plasmaticos elevados de colesterol
proveniente das lipoproteinas de baixa densidade (C-LDL) sdo um fator de risco, no
desenvolvimento de aterosclerose e de doenca vascular isquémica. O recetor LDL (R-
LDL) é essencial no metabolismo do colesterol, uma vez que ao se ligar ao C-LDL é
capaz de elimina-lo da circulacdo. E aqui, que reside o principal foco de interesse desta
nova estratégia terapéutica, uma vez que a PCSK9 promove a degradacdo do recetor R-
LDL, conduzindo a uma reducdo da depuracdo de LDL, aumentando os niveis de
colesterol LDL. Desta forma, a inibicdo da atividade da PCSKJ9, veio revelar-se como
uma nova abordagem potencialmente interessante para o desenvolvimento de novos
farmacos destinados a reducdo do C-LDL. Os anticorpos monoclonais humanos contra
PCSK9 estdo em desenvolvimento clinico e sdo, neste momento, a aposta mais
promissora de inibicdo da PCSK9. Até ao momento, os resultados dos ensaios clinicos
demonstraram a eficacia destas moléculas com reducdo do C-LDL na ordem dos 60%.
Adicionalmente, os seus efeitos na reducdo do C-LDL sdo aditivos aos das estatinas e
até a data, ndo mostraram qualquer efeito toxico a nivel muscular, como acontece com

estas ultimas, sendo farmacos bem tolerados e aparentemente seguros.
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Abstract

Cardiovascular diseases are a major cause of morbidity and mortality worldwide. In this
context, one of the main risk factor associated with cardiovascular disease is
hypercholesterolemia. The treatment and prevention of this dyslipidemia is mainly
focused on the use of drugs such as statins, ezetimibe, fibrates, nicotinic acid and bile
acid sequestrants. However, the pharmacological approach in hypercholesterolemia
treatment is characterized by prolonged therapeutic period elapsing possible long-term
side effects, by the intolerance to treatment in some patients (as is the case of statins), or
by the limited efficacy of various drugs/pharmaceuticals (as for example of fibrates),
which raise concerns. Scientific advances in the understanding of hypercholesterolemia
and the constant need for safer and more effective drugs prompted the development of
the convertase pro-protein subtilisin inhibitor/kexin type 9 (PCSK9), as a promising
new therapeutic strategy. Elevated plasma LDL cholesterol (LDL-C) levels are a risk
factor for atherosclerosis and ischemic vascular disease. The LDL receptor (LDL-R) has
an essential role in the cholesterol metabolism, since it binds to LDL-C removing it
from circulation. Here, lies the main focus of interest of this novel therapeutic strategy,
since PCSK9 promotes LDL-R the degradation, leading to a reduction of LDL
clearance, increasing levels of LDL cholesterol. Therefore, inhibition of PCSK9 activity
is a potentially interesting new approach for the development of new drugs to reduce
LDL-C. Human monoclonal antibodies against PCSK9 are in clinical development and
are presently the most promising strategy for the inhibition of PCSK9. At the moment,
results of clinical trials show the efficacy of these molecules with reductions efficiencies
of LDL-C in the order of 60%. Furthermore, this LDL-C reduction are additive to those
of statins and until now have not shown any toxic effect in muscle, as observed with

statins, and have a good record for safety and tolerability.

Key words: cardiovascular diseases, morbidity/mortality, hypercholesterolaemia,
PCSK9, R-LDL, human monoclonal antibodies, reduction of LDL-C, tolerability/safety.
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1. Introducgéo

Na atualidade as doengas cardiovasculares (DCV) séo a principal causa de mortalidade
e de morbilidade, a nivel mundial. Segundo as estimativas da Organizacdo Mundial de
Saude (WHO), o numero de pessoas que morreram devido a DCV em 2012 foi de cerca
de 17,5 milhdes, o que representa cerca de 31% de todas as causas de morte a nivel
mundial (WHO, 2015).

Na Europa e em Portugal mais concretamente, as DCV, apesar da tendéncia constante
de decréscimo verificada nos ultimos anos, continuam a ser consideradas um dos mais
importantes problemas de salde publica. Sdo a principal causa de morte, morbilidade,
invalidez e anos de vida potencialmente perdidos em Portugal, principalmente
atribuidos a doenca corondria e ao acidente vascular cerebral (AVC), representando
cerca de 30% dos Obitos em 2011, um pesado impacto econdmico que advém da
incapacidade por elas provocada, bem como dos crescentes custos relacionados com o
seu tratamento (DGS, 2013; WHO, 2015).

Estes dados vém realcar a importancia do combate as DCV, como é o caso da doenca
isquémica do coracdo (DIC) cuja manifestacdo clinica mais relevante é o enfarte agudo
do miocérdio (EAM) e a doenca cerebrovascular (Dcv) incluindo o AVC isquémico.
Estas patologias, que apesar do elevado impacto que representam a nivel da satde em
Portugal, tém nas Gltimas décadas sofrido uma diminuicdo no que respeita as suas taxas
de mortalidade. Este fendmeno € atribuido a uma conjugacéo de varios fatores, como a
estratégia de prevencdo das doencas cérebro-cardiovasculares, onde se destacam, a
implementacdo de estratégias como a lei de cessacdo tabagica e a legislacdo sobre a
reducdo de sal no pdo (Lei n.° 75/2009). Estas medidas visam também a adogdo de
estilos de vida saudaveis, evitando os denominados comportamentos de risco, como o
tabagismo, e incorporando componentes como 0 exercicio fisico e o combate ao
sedentarismo, ou o equilibrio da dieta e 0 combate a obesidade. Outras estratégias
passam pela melhoria no diagnostico e correcdo de fatores de risco como a hipertenséo
arterial ou a dislipidemia (alteracdo no metabolismo dos lipidos) e a diabetes, e pelos
avancos cientificos no tratamento das duas situagdes clinicas associadas a maior
mortalidade: o EAM e 0 AVC (DGS, 2013).
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Importa em primeira instancia perceber entdo que cerca de cerca de 90% do risco para
doenca coronéria advém de fatores de risco modificaveis segundo Yusuf et al. (2004),
sendo que por esse mesmo motivo, qualquer estratégia de combate as DCV deve sempre
passar pelo controle dos fatores de risco major e que podem ser modificados, como € o
caso da pressdo arterial, colesterol elevado, diabetes e o consumo de tabaco, como

tentativa de reduzir, quer a morbilidade quer a mortalidade.

Os niveis sericos elevados de colesterol total (Ct) sdo um fator que contribui para
acelerar o processo de formacéo de placas de aterosclerose, pela deposi¢do excessiva de
colesterol nas artérias, aumentando desta forma a incidéncia de patologias como o
EAM, angina e o acidente vascular cerebral, bem como outras patologias
cardiovasculares. Os dados publicados pela WHO, referem que cerca de 2,6 milhdes de
mortes sdo causadas pela elevacdo do colesterol (WHO, 2015). Globalmente em 2008 a
prevaléncia de hipercolesterolemia nos adultos foi de 39%, sendo maior na Europa, com
cerca de 54% em ambos os géneros, seguido da América com 48% e por Gltimo Africa
com 22,6% e de 29,0% no Sudoeste Asiatico (WHO, 2015).

Segundo a WHO verifica-se também uma maior prevaléncia de niveis elevados de
colesterol total (Ct) nos paises desenvolvidos onde cerca de 50% dos adultos apresenta
niveis de colesterol aumentados, em comparacdo com 0s 25% verificados na populagdo
adulta oriunda dos paises em vias de desenvolvimento, podendo assim concluir-se, que
h& uma ligacdo direta entre a prevaléncia de niveis elevados de colesterol total e o nivel

econdmico de cada pais ou regido do globo (WHO, 2015).

Atendendo ao impacto devastador das doencas cardiovasculares a nivel mundial e
partindo do pressuposto, que reduzindo os principais fatores de risco das DCV, como €
0 caso dos niveis elevados de Ct, poder-se-a4 reduzir a incidéncia deste tipo de
patologias, aliado a relevancia desta patologia na vivéncia profissional, sendo o
farmacéutico deparado com cada vez mais casos de doenca e novos pedidos de
esclarecimento, devendo o profissional de farmacia estar preparado para responder aos
desafios diarios, conhecendo as diferentes opg¢des terapéuticas disponiveis no mercado,
bem como os respetivos mecanismos de agdo, a seguranca da administragdo para cada

utente com as suas particularidades de saude e dos efeitos secundarios possiveis, de
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forma a informar o utente e incrementar a adesdo terapéutica por parte do mesmo. Surge
entdo o interesse pelo estudo mais aprofundado do metabolismo lipoproteico,
pretendendo-se realizar um trabalho detalhado das estratégias terapéuticas emergentes e
inovadoras como sdo o caso dos inibidores da proproteina convertase subtilisina/kexina
tipo 9 (PCSKJ9), sobretudo e mais concretamente da terapéutica com anticorpos
monolconais contra a PCSK9, fazendo uma breve introducdo sobre os seus avangos
clinicos e 0 seu mecanismo de acdo, bem como uma analise dos principais resultados
dos estudos clinicos mais pertinentes, os efeitos adversos observados e a sua
importancia clinica na realidade atual. Este trabalho aborda ainda a epidemiologia da
hipercolesterolemia, a fisiologia da doenca e as principais caracteristicas dos farmacos

mais utilizados.

A presente dissertacdo é um trabalho de revisdo bibliogréafica, tendo a pesquisa efetuada
sido baseada em motores de busca de artigos cientificos como Science Direct e Pubmed;
e também através de fontes crediveis como: Autoridade Nacional do Medicamento e
Produtos de Saude, I. P. (INFARMED), Direcdo-Geral da Saude (DGS), e Organizacao
Mundial de Salde (WHO). Foi ainda realizada pesquisa em livros, revistas e
publicacdes periddicas de revistas, tendo sido dada maior relevancia as publicacdes de
maior impacto e mais atuais, havendo para tal, sido aplicados filtros aos resultados desta
pesquisa, de forma a identificar os artigos mais importantes para a realizacéo desta tese,

como datarem entre 1990 e 2015 ou estarem publicados em lingua inglesa e portuguesa.
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2. Metabolismo Lipoproteico

Os lipidos exercem diversas fungdes no organismo, tanto a nivel biolégico, como
precursores de hormonas, bem como a nivel funcional e estrutural, ao nivel das
membranas celulares e ainda como reserva energética (Rifai et al., 1999). O colesterol
tem também a caracteristica mecanica de conferir forca, fluidez e estabilidade a
membrana, reduzindo também a permeabilidade desta a 4gua, a pequenas moléculas e
gases. Estruturalmente o colesterol é composto por 3 regides funcionais essenciais e que
sdo fundamentais para o funcionamento das membranas: uma estrutura anelar esteroide
rigida composta por 4 anéis hidrocarbonados caracteristicos e identificativos desta
molécula. Trés dos anéis hidrocarbonados sdo formados por 6 carbonos e um outro por
5, estando ligados em orientacdo trans criando uma estrutura plana e rigida. A molécula
possui 2 substituintes metilo nas posicdes 10 e 13 orientados em cis, um pequeno grupo
hidrofilico 3 — hidroxilo que torna o colesterol um alcool, conferindo-lhe alguma
solubilidade em 4gua (a combinacdo da estrutura anelar esteroide e o grupo hidroxilo,
conferem-lhe a denominacdo de esterol) na posicdo 3 e uma pequena cadeia
hidrocarbonada ligada ao anel na posicdo 17, composta por atomos de carbono e
hidrogénio conferindo-lhe, como acontece com a regido anelar, propriedades apolares
(figural) (Rog e Pasenkiewicz-Gierula, 2001).

Figura 1. Estrutura molecular do colesterol. Estrutura 4 anéis esteroide, 2 substituintes metilo orientados
em cis, grupo hidroxilo, cadeia hidrocarbonada. (Adaptado de Rog e Pasenkiewicz-Gierula, 2001).

O colesterol € obtido por duas vias distintas, através da sintese celular, o denominado
colesterol enddgeno produzido no figado e que representa cerca de 70% do colesterol

total, e o colesterol que é obtido através da dieta normal do individuo pela ingestdo de
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alimentos de origem animal, ovos e produtos lacteos, representando aproximadamente

30% do Ct, também denominado de colesterol exdgeno (Shepherd, 2001).

Enguanto que o colesterol endogeno é produzido no figado, por seu turno o colesterol
exogeno necessita de ser primeiramente absorvido pelo intestino, a fim de ser
transportado até ao figado onde serd posteriormente metabolizado e conduzido até aos
tecidos adjacentes por forma a ser utilizado pelas células para o seu normal
funcionamento (figura 2). O colesterol em excesso no organismo tem tendéncia para se
acumular nas paredes arteriais, onde forma placas de aterosclerose, o que dificulta a

circulacdo do sangue nos vasos sanguineos (Carrageta, 2010).

Lipidos da dieta
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Figura 2. Sintese enddgena e exdgena dos diferentes tipos de colesterol. (Adaptado de Daniels et al., 2009.).
Legenda: lipase pancredtica (PL), lipase carboxil éster (CEL), proteina Niemanm-pickcl-likel (NPCL1L),
proteina transferéncia de triglicerideos microssomal (MTP), lipoproteina lipase (LPL), lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL) recetor de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL-R), lipoproteina de baixa
densidade (LDL), recetor de lipoproteina de baixa densidade (RLDL) lipoproteina de densidade intermédia
(IDL), recetor da proteina derivada das lipoproteinas (LRP), apolipoproteina Al (Al), apolipoproteina B-48
(B-48), apolipoproteina B-100 (B-100), apolipoproteina C (C), apolipoproteina E (E).

O colesterol devido as suas propriedades estruturais e fisico-quimicas € uma molécula
hidrofobica, sendo consequentemente insollvel no sangue. Sera necessario entdo, que
seja transportado pelas denominadas lipoproteinas, que ndo sdo mais que complexos

lipo-proteicos, como a seguir é exposto.
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3. Lipoproteinas e Apolipoproteinas Plasmaticas

As lipoproteinas como o proprio nome deixa antever, sdo complexos de proteinas e
lipidos, possuindo uma estrutura geralmente esférica, sendo internamente constituida
por lipidos apolares, como os ésteres de colesterol e triglicerideos e externamente por
lipidos polares como fosfolipidos, apolipoproteinas e colesterol livre (figura 3) (Galton
et al., 2005). As principiais lipoproteinas do plasma humano podem ser organizadas em
6 classes (Tabela 1), sendo estas a seguir apresentadas por ordem crescente de
densidade e decrescente de tamanho; os quilomicrons, a lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL), a lipoproteina de densidade intermédia (IDL), a lipoproteina de
baixa densidade (LDL), a lipoproteina (a) (Lp(a)), a lipoproteina de elevada densidade
(HDL) (Gaw, 2004; Belo et al., 2009). Como tal os quilomicrons, VLDL, IDL, LDL e
Lp(a) sdo moléculas grandes, de baixa densidade e ricas em lipidos, enquanto que a
HDL é uma molécula pequena, de elevada densidade, sendo uma molécula rica em
proteina. Os quilomicrons e VLDL sdo associados aos valores de triglicerideos
plasmaticos e a LDL aos valores plasmaticos de colesterol, sendo esta ultima a
lipoproteina mais abundante no sangue e encontrando-se estruturalmente relaciona

coma Lp(a) devido a composicao quimica semelhante entre ambas (Belo et al., 2009).

Colesterol
livre

Camada polar
Fosfolipidica

Esterde
colesterol

Triglicerideos
(camda apolar

ApoB-48 — R

Figura 3. Esquema representativo da estrutura da LDL. (Adaptado de Raffa et al., 2005). Legenda:
Apolipoproteina A(ApoA), apolipoproteina B-48 (ApoB-48), apolipoproteina C (ApoC), apolipoproteina E (ApoE).
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Tabela 1. Caracteristicas das Lipoproteinas Presentes no Plasma (Adaptado de Rifai et al., 1999).

. s Principais .
Lipoproteina Densidade | Diametro Local de sintese Lipidos ApoI!popr
(g/ml) (nm) Transportados oteinas
Al; B-48;
Quilomicrons <0,96 75 - 1200 Intestino TGeigoé‘:fgsem' C1; C2:
g c3
B100;
. TG C1,
VLDL 0,96 — 1,006 30 -80 Figado endégenos C2: C3:
E
TG
IDL 1,006-1,019 | 25-35 Figado egg&?gg‘?ee B100; E
colesterol
. Esteres de
LDL 1,019-1,063 19-25 Figado colesterol B100
Figado e . .
HDL 1,063 -1,210 05-12 intestino Fosfolipidos Al; A2
Esteres de
Lp(a) 1,040 - 1,130 25-30 Figado colesterol e B100
fosfolipidos

Legenda: VLDL - lipoproteinas de muita baixa densidade; IDL — Lipoproteinas de densidade intermedia; LDL —
Lipoproteinas de baixa densidade; HDL — Lipoproteinas de alta densidade; Lp(a) — Lipoproteina (a).

A Lp(a) é sintetizada a nivel hepatico, contudo a sua sintese ocorre por uma via distinta
de VLDL, o que faz com que a sua concentracdo plasmatica seja totalmente
independente de fatores moldaveis, tais como, o exercicio fisico e a dieta por exemplo.

Deste modo niveis plasmaticos elevados de Lp(a) sdo um fator de risco para as doencas

cardiovasculares e de ordem genética.

As apolipoproteinas (apo) sdo o resultado da associacdo das lipoproteinas com
proteinas, encontrando-se localizadas na membrana das lipoproteinas, apresentam
tamanho variavel (50 a 4500 aminoéacidos), tendo como caracteristica principal o facto
de terem propriedades anfipréticas, apresentando tanto regides hidrofilicas como
hidrofobicas, o que lhes confere a capacidade de se ligarem tanto a moléculas de

caracter lipidico, como é o caso das lipoproteinas, como a moléculas de caracter
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hidrofilico, como séo, por exemplo, as moléculas de a4gua do meio que as rodeia.
Devido a esta natureza anfilica, as apolipoproteinas atuam como detergentes das
proteinas, sendo determinantes quer no tamanho quer na estabilidade estrutural das
lipoproteinas, sendo curioso verificar, que as lipoproteinas s sdo sintetizadas pelo
figado, ou secretadas no intestino quando possuem as respetivas apolipoproteinas.
(Schumaker, 1994).

As lipoproteinas atuam sobretudo como mediadores do metabolismo lipoproteico,
exercendo a sua funcdo como ligandos para os diferentes recetores celulares, bem como
co-fatores para enzimas envolvidas no metabolismo. As apolipoproteinas sdo
identificaveis e diferenciaveis entre si devido ao seu peso molecular e funcdo (German
et al., 2006).

Apolipoproteina (A) (apoA) possui baixo peso molecular e duas isoformas (Al e A2),
sendo gque importa realcar que a apoALl é a principal proteina das HDL, ocorrendo a sua
sintese paralelamente no figado e no intestino, desempenhando um importante papel,
quer como co-fator para a lecitina colesterol aciltransferase (LCAT), enzima esta que é
a responsavel pela esterificacdo do colesterol livre nas particulas de HDL, quer no
transporte reverso do colesterol atuando como um ligando no ATP-binding cassette
transporter A1 (ABCA1) — transportador que promove o efluxo de colesterol livre e
fosfolipidos das células (German et al., 2006).

Apolipoproteina B (apoB) apresenta duas isoformas — apoB48 e a apoB100, ambas com
peso molecular e tamanho diferente, sendo que as diferencas se estendem também aos
respetivos locais de sintese, uma vez que a apoB48 € sintetizada no intestino e encontra-
se apenas nas quilomicrons, 0 mesmo ndo se verifica para a apoB100, sendo esta ultima
sintetizada no figado e encontra-se presente nas VLDL, nas IDL e LDL, o que no caso
das LDL assume especial relevo, pois é diretamente responsavel pela ligacdo das LDL
aos recetores celulares, ocorrendo a sua entrada nas células, em especial nos hepatocitos
(Gaw, 2004; German et al., 2006).
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As 4 isoformas da apolipoproteina C (apoC) (C1, C2, C3 e C4) sdo uma familia de
pequenas apolipoproteinas, atuam na regulagdo do metabolismo dos TG e influenciam
em relagdo inversa os niveis de TG e HDL. As apoC sdo sintetizadas no figado e

secretadas na circulagdo (Gaw, 2004; German et al., 2006).

A apolipoproteina D (apoD) ndo possui uma estrutura tipica das apolipoproteinas,
pertencendo a classe das lipocalinas, classe essa que inclui também proteina ligante-
retinol, lactoglobulina e uteroglobulina. As apoD sdo responsaveis pelo transporte de
pequenos ligandos hidrofébicos, que possuem grande afinidade para o é&cido
araquidénico. A apoD encontra-se em variados e diversos tecidos como o figado,

intestino, pancreas, rins, placenta entre outros (Gaw, 2004; German et al., 2006).

A apolipoproteina E (apoE) desempenha um papel importantissimo como componente
estrutural e funcional das HDL, e sobretudo no metabolismo do colesterol. Quando
ligada aos recetores da LDL medeia a eliminacdo de quilomicrons e VLDL circulantes
no sangue. Encontra-se presente nas quilomicrons, VLDL, IDL e em menor
concentracdo nas HDL (Gaw, 2004; German et al., 2006).

A apolipoproteina (apoF) encontra-se presente quer nas HDL como nas LDL. A Apo F
é sintetizada no figado (Gaw, 2004; German et al., 2006).

A apolipoproteina H (apoH) também denominada de Beta-2-glicoproteina. Liga-se a
varias substancias carregadas negativamente como a cardiolipina, heparina e sulfato de
dextrina, podendo prevenir a ativacdo da cascata de coagulacdo sanguinea através da
sua ligacao aos fosfolipidos presentes na superficie das células danificadas (Gaw, 2004;
German et al., 2006).

A apolipoproteina J (apoJ) também conhecida como clusterina, possui cerca de 30% dos
denominados carbohidratos N-ligantes, ricos em &cido sialico, conferindo-lhe atividade
ligante ndo especifica para diversos locais hidrofébicos de diferentes proteinas e
também para recetores especificos existentes na superficie celular (Gaw, 2004; German
et al., 2006).
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A apolipoproteina L (apoL) € composta por 6 genes distintos nos humanos, contudo a
classe mais estudada e melhor conhecida € a apoLl, que codifica para o fator
tripanolitico, provocando a lise da espécie patogénica Trypanosoma brucei, quando
ocorrem infecdes sanguineas por este patogenio (Vanhamme et al., 2003), a apoL tém
ainda a capacidade de iniciar a morte celular programada das células hospedeiras (Liu et
al. 2005; Vanhollebeke e Pays, 2006), tendo recentemente demonstrado certas funcgoes
intracelulares, provocando a morte autofagica das células humanas (Wan et al., 2008),
em situacdes de necessidade de reciclar o conteddo celular e de desnutricdo ou fome
extremas. Os genes apoL sdo regulados por multiplas moléculas sinalizadoras pré —
inflamatorias, casos do interferdo alfa (IFNa), interferdo beta (IFNP) e do interferdo
gama (IFNy), bem como do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) a regulacao de todos
estes fatores, € indicativa da possivel atividade da apoL a nivel do sistema imunitario
(Monajemi et al., 2002; Hayashi et al., 2005; Sana et al., 2005).

A apolipoproteina M (apoM) pode ser encontrada sobretudo nas HDL, mas também, nas
VLDL e LDL. Uma caracteristica interessante desta molécula prende-se com o facto de
ela ser em cerca de 19 % homologa com a apoD outra apolipoproteina pertencente a
familia das lipocalinas. A apoM tem também a capacidade de se ligar a pequenas
moléculas hidrofébicas como séo o caso das moléculas de retinol e de &cido retindico. A
apoM ¢ sintetizada no figado e rins (Gaw, 2004; German et al., 2006).

4. Vias do Metabolismo Lipoproteico

Uma das principais funcGes das lipoproteinas centra-se no transporte através da
circulacdo sanguinea quer de TG quer de colesterol. O metabolismo lipoproteico ocorre
sobretudo em dois mecanismos, a nivel exdgeno quando ocorre absorcao e transporte de
lipidos de origem dietética e a nivel endégeno quando esse transporte se refere a lipidos

de origem hepatica (sintese de colesterol) (figura 4) (Guimaraes et al., 2006)
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Figura 4. Vias do metabolismo lipoproteico. (Retirado Rang e Dale, 2012) Legenda: acidos gordos livres (acidos
graxos livres), colesterol (C), cholesterol ester transfer protein (CETP), proteina &cido meval6nico (MVA), proteina
niemanm-pick C1-likel (NPC1L1), liproteina de elevada densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL),
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL).

Existem ainda outras duas vias do metabolismo lipoproteico a ter em conta e que sdo a
via do recetor das LDL e a via do transporte reverso do colesterol (condugdo do

colesterol da periferia até aos tecidos) (Guimardes et al., 2006).

4.1 Via Exogena — Nesta via os TG e o colesterol exdgeno sdo primeiramente
absorvidos a nivel intestinal pela mucosa, sendo posteriormente integrados em grandes
lipoproteinas como € o caso das quilomicrons remanescentes, que sdo ricos em TG, apo
B-48, apoA e pobres em colesterol, mas que ao entrarem em circulagdo, por um
mecanismo de exocitose vao incorporar apok e C (C1, C2 e C3) das HDL (figura 5)
(Goldstein et al., 1995).

A apoC2 presente na superficie dos quilomicrons vai por seu turno permitir a ativacao

da enzima lipoproteina lipase (LPL) da superficie das células endoteliais, dando assim
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inicio ao processo de hidrolise dos TG em acidos gordos livres e glicerol (Bourbon e
Rato, 2006).

Desta forma os &cidos gordos obtidos sdo captados pelas células musculares e por
ligacdo a albumina plasmatica, sdo utilizados como fonte de energia pelas células
musculares ou armazenados nas células adiposas sob a forma de TG, ou ainda
reutilizados pelo figado a fim de sintetizar novas lipoproteinas. Algumas moléculas de
fosfolipidos e apoA sdo transferidas dos quilomicrons para as HDL, estes quilomicrons
remanescentes sdo mais pobres em TG e mais ricos em colesterol. Estes podem ser
reconhecidos por recetores hepaticos especificos e por um processo de endocitose sao
sequestrados da corrente sanguinea, sendo o0 seu conteudo de seguida hidrolisado nos
lisossomas. Por seu turno o colesterol libertado € transformado em sais biliares,
incorporado em novas lipoproteinas recentemente formadas ou pode ainda ser
armazenado sob a forma de esteres de colesterol. Por fim, desempenha ainda um papel
de destaque uma vez que é responsavel pela regulacdo da atividade da 3-hidroxi-3-
metilglutaril Coenzima A redutase (HMG-CoA redutase) — enzima limitante da
biossintese de colesterol (Goldstein et al., 1995; Bourbon e Rato, 2006).

LIPIDOS DA DIETA -
FIGADO

i E RECETORES

REMANESCENTES

@ ' R-LDL /R-LP

CELULAS
> INTESTINAIS ’ @

Figura 5. Representacdo da via exdgena do metabolismo lipoproteico. (Adaptado de Daniels et al., 2009).
Legenda: apoE (E), apoA (A), apoC (C), apo B-48 (B-48), recetor LDL (R-LDL), recetor LP (R-LP).

4.2 Via Enddgena — Os hepatocitos sintetizam o colesterol e TG a partir de hidratos de
carbono e &cidos gordos, necessitando para tal da ativacdo da enzima HMG-CoA
redutase. De forma similar ao que acontece na via exdgena os TG e colesterol passam

para 0 espaco extracelular por endocitose, e deste para a circulacdo, onde sao
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hidrolisados pelas enzimas LPL, passando assim a VLDL. Estas lipoproteinas contém
apoB-100, apoE e uma quantidade reduzida de Apo C (Apo C2 sobretudo) a superficie,
sendo todas elas importantes para o seu metabolismo (Rifai et al., 1999). Ocorre entéo a
hidrolise dos TG das VLDL, por ativacdo das LPL das células endoteliais mediada pela
apoC2 presente na superficie das VLDL, resultando novamente na transferéncia das
apoC para as HDL, ocorrendo a sua transformacdo em VLDL remanescentes, sendo
algumas destas novas particulas captadas por recetores hepaticos e as restantes
convertidas em particulas cada vez mais pequenas e densas, conhecidas como IDL.
Estas podem acabar por ser removidas da circulacdo juntamente com as VLDL, por
ligagdo com recetores hepaticos especificos, ou podem, por outro lado, sofrer hidrélises
constantes, onde os TG e as apolipoproteinas, a excecdo da apoB-100, sdo transferidas
para outras lipoproteinas e convertidas de IDL em LDL (figura 6) (Goldstein et al.,
1995; Rifai et al., 1999).

-
:

. ’O]IO ' .

CELULA EXTRA
HEPATICA

I R-LDL

LDL: RICO EmM
ESTERES E
COLESTEROL

Figura 6. Representagdo da via endégena do metabolismo lipoproteico. (Adaptado de Daniels et al., 2009.)
Legenda: apoE (E), apoB-100 (B-100), apoC (C), lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteina de
densidade intermédia (ILD), lipoproteina de baixa densidade (LDL).

4.3 Via do Recetor das LDL — O recetor das LDL (R-LDL) é uma glicoproteina de
superficie que reconhece a apoB-100 e a apoE, sendo através deste recetor que as LDL
sdo removidas da corrente sanguinea, importa tambem referir que a afinidade deste
recetor € maior para a apoE do que para a apoB, por este mesmo motivo € que as LDL
permanecem mais tempo no plasma comparativamente com outras lipoproteinas (Rifai
etal., 1999).
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O R-LDL ao reconhecer a apoB-100 na superficie da LDL liga-se a esta, ocorrendo,
desta forma, a sua posterior incorporagdo em vesiculas de clatrina, por processo de
endocitose. Durante o processo de internalizagdo a membrana de clatrina dissocia-se
originando o endossoma. Como resultado da diminuicdo do pH no endossoma, a
particula de LDL dissocia-se do seu recetor, sendo este Ultimo reenviado para a
superficie da célula, podendo assim iniciar um novo ciclo de endocitose (figura 7). Ao
mesmo tempo a particula de LDL migra para um lisossoma, ocorrendo a degradacao da
apoB-100 em pequenos péptidos e aminoacidos. Os ésteres de colesterol tambem eles
sdo hidrolisados e convertidos em colesterol, que ira ficar disponivel para ser utilizado
por exemplo, na sintese de membranas celulares, hormonas esteroides e &cidos biliares.
Contudo existe uma outra fracdo da LDL que ndo é removida pelos recetores, em vez
disso € direcionada para os tecidos extra-hepaticos através de um processo denominado
scavenger e que é efetuado pelos macrofagos, que sdo capazes de reconhecer as LDL
oxidadas, retirando-as da corrente sanguinea e transformam-se nas conhecias foam cells,

sendo que esta é tida como a causa primaria da aterosclerose (Wasan et al., 2008)

-

VESIcuLA
COBERTA

CLATRINA

| LISOSSOMA

Figura 7. Representacdo da via do R-LDL. (Adaptado de Regeneron Pharmaceuticals, 2013). Legenda: Recetor

lipoproteinas de baixa densidade (R-LDL), lipoproteina baixa densidade (LDL).

O metabolismo do colesterol ocorre de acordo com um mecanismo feed-back negativo,
onde os niveis de colesterol sdo regulados pelo hepatécito. Assim sendo, 0 excesso de
colesterol intracelular no hepatécito, promove uma diminuicdo da sintese do colesterol
enddgeno, resultante da inibicdo enzima HMG-CoA redutase. Por outro lado, a ativacao
da enzima acilCoA colesterol aciltransferase (ACAT), ou inibicdo da sintese de novos
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recetores de LDL através da supressdo da transcricdo do seu gene promove um aumento

da formacé&o de ésteres de colesterol (Rifai et al., 1999).

4.4 Via do Transporte Reverso de Colesterol

O colesterol livre que se encontra em células extra-hepaticas, pode por esta via ser
transferido para o figado e ser excretado na forma de acidos biliares presentes na bilis.
As HDL sdo constituidas essencialmente por apoAl e fosfolipidos, podendo ser
secretadas pelo figado ou sintetizadas diretamente pelo intestino, sob a forma de HDL
remanescentes. Na presenca desta apoAl que vai servir de co-fator, o colesterol livre,
pode ser transferido para as HDL, sendo esterificado por acao da enzima LCAT (Wasan
et al., 2008).

Sequencialmente o0s ésteres de colesterol podem entdo ser transferidos para
lipoproteinas constituidas por apoB-100 através da acdo da proteina de transferéncia de
ésteres de colesterol. O colesterol das HDL é reduzido através da permuta deste com TG
contidos nas lipoproteinas ricas em TG, como é o caso dos quilomicrons, VLDL e
remanescentes. A transferéncia dos ésteres de colesterol para o figado pode ocorrer por
trés mecanismos distintos e possiveis; 1- os ésteres de colesterol sdo retirados das HDL
por recetores hepaticos (scavenger recetor) que removem deste modo o conteudo em
colesterol destas lipoproteinas, regressando as HDL a circulacdo; 2 — por intermédio da
proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CEPT), dado que os ésteres de
colesterol sdo desta forma captados por lipoproteinas contendo apoB-100 e depois
removidos através da via de recetores das LDL; 3- de outro modo através dos recetores
hepéaticos remanescentes, por reconhecimento e ligacdo a apoE presente nas HDL
(Ohashi et al., 2005; Wasan et al., 2008).

O mecanismo reverso de transporte de colesterol permite a remocdo de colesterol das
células, diminuindo o risco de progressdo e desenvolvimento do processo
aterosclerético, do mesmo modo que um aumento dos niveis HDL ou apoAl pode
reverter este processo aterosclerotico, acelerando o efluxo do colesterol (figura 8)
(Wasan et al., 2008).
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Figura 8. Representacdo da via do transporte reverso do colesterol. (Retirado de Daniels et al., 2009) Legenda:
colesterol (C), éster de colesterol (CE), lipase endotelial (LIPG), lipase hepética (LIPC), cholesterol ester transfer
protein (CEPT), ATP binding cassete transporter number 1 (ABCAL), scavenger recptor classe B type 1 (SR-BI),
lecithin cholesterol acyltransferase (LCAT), phospholipid transfer ptotein (PLTP), lipoproteina lipase (LPL),
apolipoproteina Al (APOAL), lipoproteina de elevada densidade alfa (a-HDL), lipoproteina de levada densidade pré
beta 2 (pré-p2-HDL), lipoproteina de elevada densidade beta 1 (pré-p1-HDL), efluxo de colesterol (cholesterol
efflux).

5. Dislipidemias

O colesterol é o componente maioritario das membranas plasmaticas animais, sendo um
precursor metabdlico de hormonas esteroides, regulando um grande nimero de fungdes
bioldgicas, como é o caso do metabolismo dos hidratos de carbono e também o
desenvolvimento sexual, sendo ainda que sob a forma de ésteres de colesterol, este
adquire ainda maior importancia como constituinte das lipoproteinas do plasma
sanguineo (Ohashi et al., 2005)

Quando ha um desequilibrio no balango dos niveis de colesterol, em que a quantidade
de colesterol sintetizado e a quantidade de colesterol proveniente da dieta, excedem 0s
niveis requeridos de colesterol para o desempenho das funcgdes biologicas normais do
organismo, as moléculas de colesterol véo inevitavelmente depositar-se ao nivel dos
vasos sanguineos, originando as placas ateroscleroticas, que reduzem o calibre dos
vasos sanguineos, dificultando o afluxo de sangue aos diferentes érgdos e tecidos
(Ohashi et al., 2005).
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Quando pela mesma razéo o sangue oxigenado nao atinge em quantidade suficiente o
musculo cardiaco, pode desencadear angina de peito, que no caso de essa obstrucao ser
total e se localizar na artéria coronaria, pode inclusivamente resultar em enfarte agudo
do miocardio (Ohashi et al., 2005; Wasan et al., 2008).

Segundo determinam as sociedades europeia e portuguesa de cardiologia, o valor total
de colesterol total (Ct) deve encontrar-se abaixo dos 190 mg/dL e que o valor de c-LDL
devera ser inferior a 115 mg/dL, contudo no caso de pessoas com alto risco
cardiovascular e diabéticos, recomenda-se que os niveis de Ct permanecam em valores
inferiores a 175 mg/dl e no caso dos niveis de C-LDL permanecam abaixo de 100
mg/dL. No que concerne aos niveis de lipoproteinas de elevada densidade HDL, os
valores de C-HDL referenciados como normais para individuos do sexo masculino
devem ser superiores a 45 mg/dL, no caso de individuos do sexo feminino esses

mesmos valores de C-HDL devem situar-se acima dos 40 mg/dL.

As dislipidemias também denominadas de hiperlipidemias ou hiperlipoproteinemias
resultam de um distarbio do metabolismo lipidoproteico, independentemente da fase em
que esse mesmo distdrbio ocorre, pode ter como consequéncia alteracdes nos niveis, ou
nas funcdes das lipoproteinas plasmaticas, que podem por si s6 aumentar o risco de
desenvolver aterosclerose, sobretudo se ocorrerem em concomitancia com outros fatores

de risco (Guimaréaes et al., 2006).

As dislipidemias podem abarcar um largo espetro de diversas patologias lipidicas. Sdo
classificadas de uma forma geral, em dois grandes grupos apenas, a dislipidemias
primarias ou genéticas e as dislipidemias secundarias ou adquiridas. No entanto, as
dislipidemias tém frequentemente origem multifatorial, resultando da interacdo de

fatores genéticos e ambientais (Galton et al., 2005).

As dislipidemias primarias, familiares, ou genéticas, como o préprio nome indica, tém
origem de ordem genética. As dislipidemias familiares podem ser de origem
monogeénica, significando que um anico gene apenas é responsavel pelo seu fendtipo,

ou, por outro lado, pode o seu fenotipo ser o resultado da mutacdo de diversos genes,
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assumindo neste caso a denominacao de dislipidemia familiar poligénica (Bourbon e

Rato., 2006). As dislipidemias familiares sdo ainda agrupadas segundo a Sociedade

Europeia de Aterosclerose, da seguinte forma:

1)

2)

3)

Hipercolesterolemia. Que consiste em niveis elevados de colesterol,
ocorrendo quando hd um excesso de colesterol no organismo. Os niveis

elevados de colesterol aumentam o risco de doengas cardiovasculares.

Hipertrigliceridemia (HTG). Consiste em niveis elevados de triglicerideos,
na grande maioria das vezes esta situacdo é provocada por diabetes mellitus
ndo controlada, hipotiroidismo, consumo excessivo de alcool, obesidade e
habitos sedentarios. Esta condi¢cdo é um fator de risco de doenca arterial
coronéria. A hipertrigliceridemia é normalmente assintomética, até o0s
triglicerideos atingirem valores superiores a 1000-2000 mg/dL. Os sintomas
mais comuns sdo: sintomas gastrointestinais (dores no peito e costas, nauseas
e vOmitos), sintomas respiratorios (dispneia), sintomas dermatolégicos
(xantomas) e sintomas oftalmoldgicos (arcus cornealis). De acordo com o
National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel (NCEP
ATP 111) os niveis normais de TG deverdo situar-se <150 mg/dL (Pejic e
Lee, 2006).

Hiperlipidemia familiar combinada (FCHL). A FCHL foi inicialmente
descrita como uma desordem lipidica autossomal hereditaria em 1973 por
Goldstein et al. (1995). A FCH ¢é a forma mais comum das desordens
lipidicas hereditérias, com uma prevaléncia estimada de 1,0% a 2,0% na
populacédo geral e de 10% a 20% em sobreviventes de enfarte do miocardio.
A FCHL caracteriza-se por elevacdes das concentra¢fes plasmaticas de Ct
e/ou TG, sendo por isso também denominada de “hiperlipidemia multipla.”
Este perfil lipidico esta fortemente associado a um decréscimo desfavoravel
da concentracdo do C-HDL, uma elevacéo da concentracdo de apoB e a uma
preponderancia de particulas aterogénicas de LDL. Atualmente acredita-se

que a FCHL é causada pela sobreproducéo hepatica de VLDL associada ou
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ndo a uma debilitada clearance de lipoproteinas ricas em TG, com origem

exogena ou enddgena (Gaddi et al., 2007).

As dislipidemias secundarias ou adquiridas encontram-se normalmente associadas a
patologias como diabetes mellitus, o hipotiroidismo, doencas renal e hepatica, no
entanto outros fatores externos como sdo os casos de obesidade, menopausa, dieta rica
em &cidos gordos, sedentarismo, tabagismo e alcoolismo sdo normalmente associados a
incidéncia destas patologias, bem como o uso de determinados farmacos como
contracetivos orais e diuréticos que provocam um aumento dos niveis lipidicos
(Guimaraes et al., 2006; Melo e Silva, 2007).

6. Hipercolesterolemia

A hipercolesterolemia pode ser de origem monogénica ou poligénica, sendo as de

origem poligenética as mais frequentes (85%) (Bourbon e Rato., 2006).

A hipercolesterolemia monogénica é uma patologia autossémica que pode ser de
transmissdo dominante ou recessiva. A hipercolesterolemia monogénica encontra-se
subdividida em quatro grupos: hipercolesterolemia familiar (FH), deficiéncia familiar
em apoB (FDB), hipercolesterolemia autossomica dominante 3 (FH3),
hipercolesterolemia autossémica recessiva (ARH). No caso das trés primeiras patologias
apresentadas, todas possuem uma transmissdo autossémica dominante, apresentando
fendtipos semelhantes, necessitando para sua identificacdo que se proceda ao estudo
molecular dos diferentes gendtipos. A hipercolesterolemia monogénica advém de
anomalias em genes tais como, recetor LDL (R-LDL), apoB, pré-proteina convertase
subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK?9) e adaptador proteico 1 do recetor das lipoproteinas de
baixa densidade (LDLRAP1) (Neil et al., 2000).

A FH consiste entdo numa dislipidemia, geralmente de transmissdo autossomica
dominante, € também a dislipidemia monogénica mais comum, sendo que existe na
forma heterozigdtica e homozigotica, apresentando-se esta Gltima como a forma mais

severa da doenga apesar de ser também a menos comum. Um individuo é homozigotico
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quando os alelos provenientes, do seu progenitor masculino e feminino se encontram
mutados, por outro lado a terminologia heterozig6tico aplica-se, quando apenas um dos
alelos é mutado (Hachem et al., 2006). Adicionalmente os individuos homozigéticos
podem eventualmente herdar alelos com mutacdes semelhantes quando o mesmo
acontece designam-se de homozigoticos verdadeiros, no caso de possuirem duas
mutacdes distintas atribui-se 0 nome de heterozig6tico composto (Neil et al., 2000). A
prevaléncia heterozigética da FH é de 1/500 na maioria das populagdes, 0 que aponta
para que em Portugal existam cerca de 20000 individuos com esta patologia (Bourbon e
Rato, 2006). Individuos heterozigdticos apresentam valores de colesterol total 2 a 3
vezes mais elevado do que o de individuos normolipidémicos (Soutar e Nauomova,
2007). Nestes casos as patologias como a aterosclerose coronaria despoletam a partir da
terceira ou quarta década de vida. No que concerne a forma homozigética da FH, esta
apresenta valores de incidéncia de 1/1 milhdo (Soutar e Nauomova, 2007). Individuos
com FH homozigotica apresentam valores de colesterol total cerca 2 vezes superiores
aos apresentados por FH heterozig6ticos, podendo atingir valores de Ct entre 650 - 1000
mg/dL. A Doenca coronaria é uma das patologias que aparecem logo na infancia,
causando em dUltima instancia, em casos em que estes doentes ndo sdo tratados
convenientemente, a morte por enfarte cardiaco entre a primeira e segunda década de
vida (Heath et al., 2001; Soutar e Nauomova, 2007).

A FH caracteriza-se por niveis elevados de LDL, que € a grande responsavel pelo
transporte do colesterol no plasma, paralelamente ocorre também a deposicdo de
elevados niveis de colesterol quer na pele e tenddes, originando os denominados
xantomas, bem como nas artérias formando os ateromas, em ambos 0s casos o
colesterol que se deposita nos diferentes reservatérios provém das LDL, por ultimo €
também vulgar a existéncia de historial familiar de hipercolesterolemia e DCV

prematura (Myant, 1983).

As mutacdes no gene do recetor das LDL plasmaticas sdo a principal causa das FH.
Assim sendo e recordando a definicdo de individuos heterozigéticos € possivel
correlacionar e perceber o motivo destes individuos possuirem valores de colesterol
total 2 a 3 vezes mais elevado do que o de individuos normolipidémicos. Os individuos

heterozigoticos possuem um alelo normal e um alelo mutante no locus do R-LDL,
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determinando que as suas células se possam ligar a apenas metade das particulas de
LDL, quando comparadas com células de individuos normais. No caso de individuos
homozigoticos, como estes possuem uma mutagdo nos dois alelos no locus do R-LDL,
hd uma incapacidade total ou quase total da ligacdo ao R-LDL (Neil et al., 2000;
Campos, 2005).

6.1 Diagnostico Clinico

Com o passar dos anos foram aprovados diversos critérios para o diagnostico clinico de
FH, ndo havendo ainda consenso nem uniformidade de critérios clinicos a nivel
mundial, nem tdo pouco um critério clinico preditivo de FH, o que leva a que cada pais

adote critérios distintos para o diagnostico da FH.

Atualmente sdo comummente adotados trés conjuntos principais de critérios de
diagnostico clinico de FH. O sistema MED-PED (make early diagnosis, prevent death
on medical pedigrees) utilizado nos Estados Unidos da América (Williams et al., 1993).
Os dois restantes sdo de maior relevancia para Portugal, pois sdo ambos utilizados na
Europa. O  sistema  Holandés para  diagnostico da FH  (Dutch
familialhypercholesterolaemia diagnostic system) efetua uma andlise elementar, onde os
resultados permitidos sdo “confirmado”, “provavel” ou “possivel” (Defesche, 2004). O
terceiro sistema é o sistema Simon Broome (do inglés, Simon Broome Heart Research
Trust) e é utilizado em Portugal a imagem do gque acontece no Reino Unido, sendo os

resultados permitidos “confirmado” e “possivel” (Bourbon e Rato, 2006).

O sistema MED-PED utiliza como critérios de diagnéstico a idade especifica dos
individuos e criterios especificos de parentes dos individuos em causa como o0s valores
de Ct. Os valores de Ct obtidos como valores de cut-off dos parentes de 1°, 2° ou 3° grau
com FH séo depois comparados com os valores de cut-off da populacéo geral (Tabela 2)
(Al-Rasadi et al., 2014).
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Tabela 2. Sistema Americano MED-PED como critério de diagnéstico de FH (Adaptado de Al-Rasadi et al.,

2014).
Parente 1° grau o x

Idade com FH Parente 2° grau com FH Parente 3 grau com Populagéo geral

. . FH (Ct cutpoints (Ct cutpoints
(anos) (Ct cutpoints (Ct cutpoints mmol/L)
mmol/L) mmol/L)
mmol/L)

<20 57 5,9 6,2 7,0
20-29 6,2 6,5 6,7 7,5
30-39 7,0 7,2 7,5 8,8
>40 7,5 7.8 8,0 9,3

Diagnostico: é diagnosticada FH se os niveis de Ct excederem os niveis de Cut Point.

O sistema Simon Broome tem em consideracdo parametros como a concentragdo de

colesterol, carateristicas clinicas, diagndstico molecular e o historial familiar de risco de

doenca coronaria cardiaca fatal associada a FH (Tabela 3) (Al-Rasadi et al., 2014).

Tabela 3. Critérios de diagnostico do sistema Simon Broome (Adaptado de Al-Rasadi et al., 2014).

Diagnostico de FH confirmada

Diagnéstico de FH possivel

Colesterol> 290 mg/dL (7,5 mmol/L) ou C-
LDL> 189 mg/dL (4,9 mmol/L) nos adultos

Colesterol> 290 mg/dL (7,5 mmol/L) ou C-LDL> 189
mg/dL (4,9 mmol/L) nos adultos

Colesterol> 259 mg/dL (6,7 mmol/L) ou C-
LDL> 155 mg/dL (4,0 mmol/L) em criangas
com menos de 16 anos

Colesterol> 259 mg/dL (6,7 mmol/L) ou C-LDL> 155
mg/dL (4,0 mmol/L) em criancas com menos de 16 anos

+

+

Xantomas tendinosos nos pacientes ou em
parentes em 1° grau (pais, irmédos, filhos), ou
em 2° grau (avos, tios, primos)

Historia Familiar de enfarte do miocérdio antes dos 50
anos de idade num parente de 2° grau ou abaixo dos 60
anos num parente em 1° grau

Ou

Ou

Evidéncias de ADN de mutagéo funcional no
R-LDL, PCSK9 e apoB

Historia familiar de Ct superior a 290 mg/dL (7,5
mmol/L) em parentes adultos de 1° e 2° grau ou superior
a 6.7 mmol/L em filhos ou irm&os com idade inferior a
16 anos

O sistema Holandés de diagnostico advém de modificacdes do sistema Simon-Broome. A

principal razéo para se ter desenvolvido este sistema surge pelo facto de o critério de

diagnostico Simon-Broome basear a detecdo de FH no historial pessoal e familiar,

examinagdo fisica e dados laboratoriais, contudo néo atribui grande relevancia aos efeitos

moleculares da FH. E entdo desenvolvido o critério Holandés (tabela 4) (Al-Rasadi et al.,

2014).
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Tabela 4. Representagéo do sistema Holandés de diagnéstico (Adaptado de Al-Rasadi et al., 2014).

H|stpr|a Resultado Historia clinica Resultado| Exame fisico | Resultado
familiar
Parentes em 1°
grau com
doenca Pacientes com doenca
prematura - -
coronéria efou arterial coronaria prematura 5 Xantomas 6
(homens 55 anos e < 60 anos tendinosos
vascular mulheres)
(homens <55
anos e < 60
anos mulheres)
1 Pacientes com doenga com
doenca vascular periférica ou Arcus cornealis
Ou cerebral prematura (homens 1 em idade <45 4
<55 anos e < 60 anos anos
mulheres)
Parentes de 1°
grau com C- C-LDL>8.5
LDL >95 (330) (mmol/L) 8
percentil para (mg/dL)
idade e sexo
o]
P
gi<antema 6.5-8.4 (250 - 5
. 329) (mmol/L)
tendinoso e/ou
. (mg/dL)
arcus cornealis
C-LDL
5.0-6.4 (190 -
Ou 2 249) (mmol/L) 3
(mg/dL)
C}nangas de C-LDL
idade < 18
anos e C-LDL 40-49
. (155 189) 1
> 95 percentil
. (mmol/L)
para idade e
(mg/dL)
Sexo
Anélise ADN —
mutacbes
funcionais R- 8
LDL, APOB e
PCSK9
Estratificacéo Pontuacéo
Hipercolesterolemia familiar definitiva >8
Hipercolesterolemia familiar provavel 6-8
Hipercolesterolemia familiar possivel 3-5
Hipercolesterolemia familiar improvavel <3

E entfo necessario que os critérios de diagndstico de FH sejam acompanhados de outras
especificacOes, baseadas na historia clinica e familiar do individuo, sinais fisicos e
marcadores bioguimicos. Apesar de muitas vezes valores elevados de Ct ou C-LDL

serem de grande utilidade no diagndstico clinico, ndo é possivel de forma alguma
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menosprezar fatores tais como, a historia familiar de hipercolesterolemia, sobretudo no
que concerne a FH em criancas, depdsitos de colesterol em tecidos extra vasculares,
como acontece com 0s j& mencionados xantomas, especialmente xantomas tendinosos e
a acumulacdo de gordura a nivel ocular, mais concretamente na cérnea e que se da o
nome de arcus cornealis, ainda assim ha que ter alguma precaucdo na avaliacdo destes
dois ultimos fatores, uma vez que frequentemente sdo também observados em pessoas
de idade avancada, importa também salientar a importancia da historia, quer familiar
quer pessoal, de doenca cardiovascular prematura (Soutar e Nauomova, 2007). Sabe-se
ainda que individuos com FH, apresentam niveis de TG dentro do normal, podendo,
todavia, alguns individuos apresentar valores acima do recomendado, devendo-se este
aumento a influéncia exercida por certos fatores ambientais como sdo o caso da
obesidade, alcool, diabetes, podendo ainda dever-se esta alteracdo a interacdo entre
genes e a mutacdes no gene do R-LDL originando diferentes graus de atividade do
recetor (Myant, 1993).

No entanto, ha certos problemas, que se apresentam e que ndo séo resollveis através do
diagnostico clinico, sobretudo tendo em conta que atraves do diagndstico clinico néo é
possivel distinguir individuos com diferentes formas de FH, quer estas se devam a
alteragBes no gene do LDLR, que é o caso mais comum, ou a alteracBes em diferentes
genes, bem como no caso da hipercolesterolemia de origem ndo genética. Existem ainda
casos em que os individuos apresentam um fendtipo menos severo de FH, ou até mesmo
casos em que o fenotipo pode ser menos acentuado, o que acontece com frequéncia em
casos pediatricos, sendo que em todos estes casos os individuos envolvidos podem néo
ser levados em conta por este tipo de diagndstico. Contudo este tipo de diagndstico de
FH baseado na aplicacdo de diferentes critérios apresenta varias vantagens, destacando-
se 0 baixo custo a ele associado, pelo que para sua aplicacdo apenas se necessita da
recolha das informacdes clinicas tidas com pertinentes, de determinaces lipidicas que

as suportem e de um exame fisico (Myant, 1983; Soutar e Nauomova, 2007).

Surge assim e face a incapacidade do diagnostico clinico de resolver todas as questdes e
problemas decorrentes da FH, a necessidade de aprofundar o estudo molecular e as

causas genéticas da FH, para que se possa ndo sé compreender melhor esta patologia,
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mas também prestar uma melhor assisténcia medica e farmacologica aos individuos que
padecem da mesma.

6.2 Causas Geneticas da Hipercolesterolemia Familiar

A FH é como referido anteriormente uma das quatro patologias que compdem a
hipercolesterolemia monogénica, tendo em 1938 Muller identificado a FH como sendo
um anico defeito genético de transmissdo autossomica dominante. Todavia s6 mais de
quarenta anos volvidos € que Goldstein e Brown sdo galardoados em 1985 com o
premio Nobel, devido ao desenvolvimento de estudos acerca de regulacdo do
metabolismo do colesterol, que vieram provar que a causa da FH era um defeito
hereditario no gene que provoca a auséncia parcial ou total de recetores das LDL que

sejam funcionais.

Atualmente sabemos que a causa mais comum de FH sdo as muta¢des no gene R-LDL,
representando mais de metade dos casos totais, contudo as mutacdes nos genes apoB e
mais recentemente da pro-proteina convertase subtilisina/quexina tipo 9 (PCSK9) sédo
igualmente fatores a reter e caracterizam também a base molecular da FH e que serdo
posteriormente abordados (tabela 5) (van Aalst-Cohen et al., 2004; Fouchier et al.,
2005).

Tabela 5. Genes envolvidos na FH. (Adaptado de Rader et al. 2003).

Gene Alterado Transmisséao Prevaléncia Alteracdo Provocada
Autossémica Dominante
S Eliminacdo de LDL
Heterozigotica 1/500 l
R-LDL 9 (MP)
Homozigética 1/1x108 1 Produgéo de LDL (MS)
ADOR Heterozigotica 1/200 - 1/1000 Eliminacio de DL
0 iminacao de
P Homozigética 1/4x108 ! ¢
L | Eliminagdo de LDL
PCSK9 Heterozigotica <1/2500 =
1 Produgéo de LDL

Legenda: | — Diminuigdo; 1 — Aumento; MP — Mecanismo primario; MS — Mecanismo secundério.

6.3 Gene do Recetor-LDL (R-LDL)
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A principal causa de FH é a presenca de alteracdes no gene R-LDL (Gene ID NCBI:
3949; NM_000527.4) que se encontra localizado no brago curto do cromossoma
19p13.1-p13.3. Quando ocorre a sua tradugdo € produzida uma glicoproteina de
superficie celular a qual é conferida igual designacdo (R-LDL P01130), que tem cerca
de 45 kb de peso molecular, possuindo 860 aminoacidos. O gene R-LDL compreende
18 exdes que codificam para os diferentes dominios da proteina, separados por 17
intrdes. (Yamamoto et al., 1984).

Estruturalmente a proteina R-LDL é formada por 839 amino acidos (a.a.) na sua forma
madura, ja sem o péptido sinal de 21 a.a., constituida por cinco dominios estruturais
funcionalmente distintos, podendo atuar de forma diferente (Russell et al., 1984;
Yamamoto et al., 1984).

O primeiro exdo codifica os 21 a.a. que constituem o péptido sinal, o qual é clivado
apos a traducdo e que desempenha a fungédo de direcionar os recetores sintetizados nos
ribossomas para a membrana do reticulo endoplasmatico, que é local onde a proteina se

tornard madura (Russell et al., 1984).

O primeiro dominio (1) do R-LDL é constituido pelo N-terminal, formado pelos exdes
de 2 a 6 e que codificam sete sequéncias repetitivas com 40 aa de comprimento,
contendo cada uma destas sete sequéncias, seis residuos de cisteina. Esta sequéncia de
a.a. constitui o dominio de ligacdo do recetor ao seu ligando (Russell et al., 1984).

O segundo dominio (2) é formado pelos exdes de 7 a 14 e codificam para o dominio
homologo (35% de homologia) ao gene precursor do fator de crescimento epidérmico
EGF (epidermal growth factor), que atua reciclando o recetor. Possui trés “fatores de
crescimento”, que sdo os repeat A, B e C, sendo que os repeat A e B encontram-se
intimamente ligados. Por seu turno o repeat C encontra-se separado por um beta-
propeller motif. O dominio EGF esta também envolvido na libertacdo dos ligandos do
recetor (Yamamoto et al., 1984; Sudhof et al., 1985).

26




Inibidores PCSK9

O terceiro dominio (3) possui um unico exdo, que € o0 exao 15, composto por uma
sequéncia de 58 a.a. Destes, 18 sdo a.a. de serina ou treonina, pelo que o exao codifica
para o dominio de cadeias de hidratos de carbono (Yamamoto et al., 1984; Sudhof et
al., 1985).

O quarto dominio (4) é constituido por um total de 22 aa hidrofdbicos, sendo integrados
neste dominio o exdo 16 e a regido 5’ do exdo 17 e que codificam para 0 dominio
transmenbranar da proteina, sendo responsavel pelo posicionamento do recetor na

membrana celular (Russell et al., 1984).

O quinto e Ultimo dominio (5) é formado pelo restante exdo 17 e a por¢ao 5’ do exdo
18, designando-se de dominio citoplasmatico. No interior da célula encontra-se o
dominio C-terminal, o qual desempenha um papel fulcral na internalizacdo do recetor

nas vesiculas de clatrina (Russell et al., 1984).

Atualmente estdo descritas e conhecem-se diversas mutacdes no gene do LDLR, onde
se incluem casos de grandes rearranjos, introducdo de codbes stop prematuros,
substituicdes de um s6 a.a., mutagdes na regido promotora afetando a transcricdo do
gene, bem como mutacGes no processo de splicing do RNA pré-mensageiro (Leigh et
al., 2008). Estas mutacdes estendem-se a todos 0s 18 exdes do gene e inclusivamente ao
promotor, o que corresponde a alteragcdes ou anomalias que podem ser tdo graves como
a sintese de um recetor LDLR néo funcional, ou com a sua funcionalidade alterada,
falhas na sintese do recetor, incorreta ligacdo do recetor as LDL. Todas estas mutagdes
variam consoante os individuos, os paises e as populac@es, contudo todas elas resultam

em aumento dos niveis de colesterol (Medeiros et al., 2010).

6.4 Gene da ApoB

Uma outra variante da FH é a deficiéncia familiar em apoB (FDB), estando assim
associada a alteracbes no gene da apoB, que se localiza ao nivel do braco curto do
cromossoma 2, na posicdo 2p24-p23. Este gene codifica para duas isoformas da apoB, a
apoB-100 que é a forma maior com 4536 aa e cerca de 550 kDa de peso molecular, a
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forma mais pequena é a apoB-48 com 2152 aa e um peso molecular de
aproximadamente 265 kDa (Medeiros et al., 2010). A apoB-100 é o unico ligando das
LDL, permitindo a ligagdo da lipoproteina ao recetor, contudo eventuais mutagdes no
gene apoB, na regido de ligacdo ao recetor, podem originar uma apolipoproteina a qual
0 recetor ndao se consegue ligar. O gene esta organizado em 29 exdes e 28 intres,
adquirindo os exdes 26 e 29 especial importancia, pois é nestes que reside o estudo
molecular de apoB em individuos com suspeita clinica de FH (Medeiros et al., 2010). A
proteina apresenta ainda cinco dominios estruturais, em que 0 primeiro dominio,
constituido por um N-terminal com 1000 aa, e que € extremamente importante para a
formagdo de VLDL, visto que esta interage com a proteina microssomal de
triglicerideos (MTP) o outro dominio que interessa realcar é o quarto dominio e que
deve a sua importancia ao facto de ser responsavel pela interacdo da apoB com o0s
recetores da LDL e paralelamente também pela manutencdo da integridade da particula
(Knott et al., 1985; Medeiros et al., 2010). Varias mutacGes tém sido observadas e
identificadas, das quais se destaca a mutacdo missense p.R3527Q, visto ser a mais
frequente na Europa (Medeiros et al., 2010). As mutacdes funcionais no gene apoB, séo

a segunda causa mais frequente de hipercolesterolemia familiar (Medeiros et al., 2010).

6.5 Gene da PCSK9

Os primeiros indicios de um novo gene causador de FH apareceram em 1999, contudo a
descoberta da pro-proteina convertase subtilisina/quexina tipo 9 (PCSK9) s6 foi
efetuada em 2003 por Abifadel et al. O gene encontra-se localizado no braco do
cromossoma 1, é constituido por 12 exdes, codificando para a proteina que pertence a
subfamilia das pro-proteinas convertases, a PCSK9, contendo 692 a.a. e
aproximadamente 74 kDa de peso molecular (Abifadel et al., 2003). Esta proteina é
responsavel pela diminuicao atividade do recetor das LDL, decorrente da degradagéo do
recetor das LDL dos hepatocitos, o que ird desta forma afetar os niveis de colesterol
plasmético (Sun et al., 2005). Existem dois tipos distintos de mutagdes conhecidas. As
mutacdes de perda de funcdo do gene, comumente designadas de loss-of-function,
originam a formacdo de uma proteina truncada, gerando niveis plasmaticos de LDL
mais baixos do que os verificados em individuos normolipidémicos, observando-se

ainda a diminuicdo da degradacdo do recetor LDL e uma protecdo contra a doenga
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coronaria prematura. Por outro lado, as mutacdes de aumento de funcdo do gene,
frequentemente designadas de ‘‘gain-of-function’’, associam-se a0 aumento dos niveis
plasmaticos de LDL para niveis mais elevados do que os verificados para individuos
normolipidémicos (Abifadel et al., 2003).

O gene PCSK9 tem sido estudado na tentativa de esclarecer e compreender o0s
mecanismos que possam ser responsaveis pelas mutacdes de perda e ganho de funcéo.
Assim a inibicdo da PCSK9 assume-se como um novo e interessante alvo da inddstria
farmacéutica (Abifadel et al., 2003).

7. Estratégias Terapéuticas

No combate a hipercolesterolemia e como prevencdo primaria, devem ser adotados
estilos de vida saudaveis, renunciando a habitos tabagicos, adotando também a prética
regular de exercicio fisico, perda de peso e a op¢do por uma dieta saudavel e sobretudo
variada (Delucia et al., 2002).

No caso particular de individuos que possuam hipercolesterolemia ou que tenham
sofrido de algum evento cardiovascular, € invariavelmente necessario recorrer a uma
terapéutica farmacoldgica que permita reduzir a concentracao lipidica, em especial no
que se refere ao Ct e C-LDL (Magalhaes et al, 2005).

Atualmente no mercado existem vérias opcbes farmacoldgicas distintas, com
mecanismos de acdo diferentes, para a diminuicdo significativa do C-LDL (figura 9).
Em primeiro plano, destacam-se os farmacos que atuam promovendo a inibicdo do
colesterol enddgeno. Outros mecanismos possiveis consistem: na inibicdo da absorgédo
intestinal do colesterol da dieta, no aumento da eliminacéo de acidos biliares através da
bilis, na inibicdo da lipdlise e sintese de triglicerideos ou ainda pela ativacdo da
lipoproteina lipase. Inicialmente recorre-se a monoterapia, so se devendo avancar para
qualquer tipo de associagdo farmacoldgica quando todas as outras opc¢Bes se tenham
revelado infrutiferas. As associa¢Oes acarretam consigo a necessidade de maior

vigilancia, visto que poderd haver naturalmente um aumento dos efeitos adversos
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associados a terapéutica, sendo habitual a sua observagdo sobretudo a nivel muscular e
hepético (Magalhaes et al, 2005).

Farmacos Hipolipemiantes !

Inibidor da absorcio
de esterdides

Inibidores da HMG-
CoA redutase

. Sequestradores Ativadores da Ezetimiba
(estatinas) de dcidos lipoproteina lipase
biliares (PPARa ativadores:
Atorvastatina (resinas) fibratos)

Inibidores da lipdlise
e sintesede
triglicerideos

Lovastatina

Sinvastatina

. Clofibrato
Pravastatina Colestiramina . .
Gemfibrozil

Rosuvastatina Colestipol

Bezafibrato

Pitavastatina Acido nicotinico

Fenofibrato

Figura 9. Diversas opcdes farmacoldgicas disponiveis e os respetivos mecanismos de agéo.

7.1 Estatinas

As estatinas sdo o grupo de farmacos hipolipemiantes que apresentam maior eficacia na
reducdo o C-LDL (Vaughan e Gotto, 2003).

O uso das estatinas foi aprovado para uso na terapéutica da hipercolesterolemia em
1987 pela Food and Drug Administration (FDA), tendo desde entdo evidenciado em
diversos estudos efetuados, a sua elevada eficdcia quer na reducdo de eventos
cardiovasculares, quer na prevencdo priméria, bem como secundaria da doenca arterial
coronaria (Sadowitz et al., 2010). Alguns dos farmacos que pertencem a este grupo sdo
a sinvastatina, pravastatina, sendo ambas estatinas semi-sintéticas, e no caso das
estatinas sintéticas estdo disponiveis para terapéutica a rosuvastatina, atorvastatina,
lovastatina, pitavastatina, fluvastatina, entre outros, sendo a terminagdo “vastatina” uma
caracteristica comum e que permite a sua facil identificacdo (Davignon et al., 2004).
Apesar das estatinas apresentarem semelhancas (tanto a nivel da sua estrutura quimica
bem como nos respetivos mecanismos de acdo), também apresentam diferencas
consideraveis em termos de poténcia farmacoldgica, absorcdo, biodisponibilidade,

ligagdo as proteinas plasmaticas, excrecao e solubilidade (Delucia et al, 2002).
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7.1.1 Mecanismo de Acéo:

As células que sintetizam colesterol expressam a glicoproteina hidroximetilglutaril CoA
redutase (HMG-CoA redutase) no seu reticulo endoplasmatico, enzima esta, que se
encontra sobretudo no figado, intestino delgado, glandulas supra-renais e génadas (Gaw
et al., 2004). As estatinas reduzem a sintese do colesterol no figado atuando na etapa
precoce e limitante da via metabolica da sintese de colesterol, funcionando como
inibidores especificos, reversiveis, competitivos e dose-dependente da HMG-CoA
redutase hepatica. Esta enzima é responsavel pela conversdo, de HMG-CoA a CoA e
mevalonato. Este Gltimo é um precursor do colesterol, sendo como tal a substancia
limitante para a biossintese de colesterol no figado (Gaw et al., 2004; Mukesh et al.,
2005). A inibicdo da HMG-CoA redutase deve-se ao facto de as estatinas possuirem na
molécula uma estrutura andloga a HMG-CoA (substrato natural da enzima). As estatinas
bloqueiam o acesso do substrato HMG-CoA ocupando o sitio de ligacdo do HMG e
parte da superficie de ligacdo para o0 CoA (Gaw et al., 2004). A elevada capacidade de
ligacdo das estatinas deve-se também ao elevado numero de interagcGes de Van der
Waals entre o inibidor e a HMG-CoA redutase. Paralelamente e como consequéncia
ocorre um aumento da atividade do recetor das LDL, provocando assim também um
aumento da remoc¢do de C-LDL, bem como de lipoproteinas de densidade intermédia
(IDL) e de VLDL, da corrente sanguinea (figura 10) (Vaughan e Gotto, 2003).

\ —
? Sintese Aumento
Py colesterol R-LDL
conduz ao "
- uptake
. .,' remanescente
Colesterol —

intracelular
e LDL

resultandoem
!

VLDL
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VLDL
remanescente
soro

- Bl o
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Figura 10. Representacdo do mecanismo de acdo das estatinas. (Retirado de Raffa et al., 2005). Legenda: recetor
lipoproteinas de baixa densidade (R-LDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL).
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7.1.2 Uso Terapéutico

Sdo0 usadas na prevencdo primaria da doenca arterial em pacientes de alto risco,
especialmente se existirem outros fatores de risco de aterosclerose. S&o usadas nestes
casos como farmacos de 12 linha. S&o também utilizadas na prevencdo secundaria do
EAM e do AVC em pacientes com sintomas de doenca aterosclerGtica como angina,
acidente isquémico ou subsequente enfarte do miocardio ou AVC. As estatinas séo
ainda muito utilizadas em casos de resisténcia severa a terapéutica farmacoldgica, como
acontece na hipercolesterolemia familiar homozigética. O tratamento combinado com
ezetimiba é uma opcdo farmacoldgica valida e muito utilizada nestes casos. A
atorvastatina é utilizada em pacientes com hipercolesterolemia familiar homozigética,
devido a sua capacidade de reducdo dos niveis de colesterol plasmatico (Rang e Dale,
2012).

7.1.3 Efeitos Pleiotrdpicos

Pleiotropia é uma palavra de origem grega e que deriva das palavras pleio que significa,
muito, e trepein, que significa influéncia, sendo este termo alusivo ao papel atribuido as
estatinas, devido aos efeitos que estas apresentam para além do tratamento e da
prevencdo de problemas cardiovasculares, nomeadamente na imunomodulacéo,

neuroproteccédo e senescéncia celular (Davignon, 2004).

As estatinas pelo papel que desempenham, inibindo a HMG-CoA redutase, podem
também inibir a sintese de intermediarios isoprenoides, como o farnesilpirofosfato
(FPP) e o geranilgeranilpirofosfato (GGPP), que deriva do é&cido mevaldnico
(Davignon, 2004). As estatinas podem ainda ter alguma preponderancia na
imunomodulacdo e na melhoria da inflamacdo, bloqueando os recetores celulares
imunitarios, pois inibem a transducdo de sinal celular, reprimindo a ativagdo de

linfocitos T, bem como pela reducéo da expressdo de moléculas de adesédo e proteina C
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reativa, ocorrendo também a supressdo de citocinas pro-inflamatodrias (interleucina,

interferdo e fator de necrose tumoral (TNF)) (Davignon, 2004).

Os efeitos favoraveis das estatinas estendem-se também aos vasos sanguineos humanos,
alterando o estado redox, pela aparente reducdo da geracdo de espécies reativas de
oxigénio vasculares. Ha ainda estudos que comprovam que as estatinas melhoram a
funcdo endotelial em doentes com elevado risco de serem portadores de doencas
cardiovasculares (Gaw, A. et al., 2004; Davignon J, 2004).

7.1.4 Efeitos Adversos

Os diferentes estudos até aqui publicados demonstram que as estatinas sdo além de
seguras, bem toleradas, podendo estabelecer-se um a relacdo muito positiva entre 0 uso
destes farmacos e uma diminuicdo significativa da morbilidade e da mortalidade nos

doentes com hipercolesterolemia (Klingenberg e Hansson, 2009).

Apesar de serem raros os efeitos adversos graves associados a estes farmacos, quando
utilizados em doses adequadas, mesmo assim existem varios, tais como: cefaleias,
parestesia e efeitos gastrointestinais, como dor abdominal, flatuléncia, diarreia, nauseas
ou vomitos, rash ou reacbes de hipersensibilidade, ainda que estes uUltimos sejam
substancialmente mais raros (Reiner, Z. et al., 2011). Encontram-se também descritos
sintomas de neuropatia periférica, ainda que ndo se tenha podido estabelecer uma
relacdo causal definitiva e foram ainda descritos casos de impoténcia reversivel
(CADIME, 2009). O efeito adverso mais grave associado ao uso de estatinas é a
miopatia, que se refere a qualquer doenca dos musculos, quer esta seja adquirida ou
herdada podendo manifestar-se em qualquer altura da vida do individuo, podendo

manifestar através de diversas e distintas condi¢cbes como por exemplo:

-Mialgia- Quando existe dor, ndo havendo aumento da enzima muscular ceratinacinase
(CK), sendo este 0 melhor indicador desta patologia, atuando como marcador primario

da morte e destruicdo das células musculares (Pasternak et al., 2002).
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-Miosite- Existéncia de sintomas musculares, acompanhados de um aumento da CK,
havendo, contudo, possibilidade da ocorréncia de aumento da CK, sem sintomas
muscular. Recomenda-se a monitoriza¢do da CK durante o tratamento com as estatinas
(Pasternak et al., 2002).

-Rabdomiolise- Ocorréncia de sintomas musculares graves, caracterizada por um
colapso muscular agudo, acompanhados de aumento importante da CK, por norma
acima de dez vezes do limite, que leva ao aumento da creatinina com disfuncéo renal,
urina escura e mioglobinuria que podera conduzir a faléncia renal irreversivel e morte,

se ndo se suspender, de imediato, a estatina (Maron et al., 2000).

Uma situacdo clara de alerta para ocorréncia de rabdomidlise, sdo o0s casos de
administragdo concomitante com inibidores do citocromo P450, como € o caso da
eritromicina, ciclosporina, &cido nicotinico, anti-retrovirais e anti-fangicos azolicos,
gemfibrozil (e outros fibratos), sendo que este Gltimo em associacdo com a cerivastatina
revelou-se uma associacdo potencialmente fatal, levando a que esta estatina fosse
retirada do mercado (Robinson, 2008). As estatinas interferem ainda com algumas
substancias como sdo o caso da digoxina, de estrogénios e progesterona (Maron et al.,
2000), podendo surgir efeitos adversos como nauseas, flatuléncia, obstipacdo intestinal,
cefaleias, prurido, dores musculares, e raramente aparecem erup¢des cutaneas, purpura

trombocitopenica e ictericia (Bertram Katzung, 1994).

7.2 Fibratos

O clofibrato e os farmacos que surgiram posteriormente sdao denominados de derivados
do &cido fibrico (Steiner, 2005) como sao o caso do bezafibrato, fenofibrato, etofibrato,

genfibrozilo e cipofibrato (Magalhdes et al., 2005).

7.2.1 Mecanismo de Acéo

O mecanismo de acdo dos fibratos € bastante complexo e ndo se encontra

completamente elucidado. Contudo, acredita-se que 0s seus efeitos se devem a
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estimulacdo dos recetores a activados pelos proliferadores peroxissomais (PPAR-a), o
que conduz a um aumento da B-oxidagdo dos &cidos gordos no figado, reduzindo o
substrato para a sintese dos TG, provocando a consequente reducdo dos valores
plasmaticos dos mesmos. Aliado ainda a este facto, também promovem um aumento da
sintese das apolipoproteinas Al e All, conduzindo a um aumento do C-HDL, ocorrendo
ainda a degradacdo das VLDL em LDL, observando-se um ténue decréscimo do C-
LDL. Adicionalmente, os fibratos também aumentam a producdo e acdo da lipoproteina
lipase (LPL), que € responsavel pelo catabolismo das lipoproteinas ricas em TG, a par
da reducdo da sintese hepatica da apoC3, que é responsavel por inibir a atividade da
enzima (Steiner, 2005).

7.2.2 Uso Terapéutico

Os fibratos sdo indicados, principalmente, em casos de doentes com dislipidemia mista
(niveis elevados de TG e colesterol plasmaticos) ou apenas com hipertrigliceridemia,
sendo mesmo os farmacos mais eficazes na diminuigdo dos niveis de TG (Fiegenbaum e
Hutz, 2006). S&o igualmente utilizados em diabéticos com dislipidemias, provocando
um atraso na progressdo da doenca coronaria em doentes com diabetes mellitus tipo 2
ou de sindrome metabdlico (Bertram et al., 1994). Os farmacos de segunda geracdo
(desenvolvidos com objetivo de obter propriedades farmacocinéticas e
farmacodindmicas melhoradas bem como menor incidéncia de efeitos adversos que 0s
farmacos seus antecessores) como fenofibrato, benzafibrato e ciprofibrato, provocam
adicionalmente uma reducdo dos niveis de C-LDL em cerca de 15 a 20 % (Clayton et
al., 2002).

Podem ainda ser utilizados na terapéutica da dislipidemia resistente severa em
combinagdo com outros farmacos redutores dos niveis lipidicos. Isto pode, contudo,

aumentar o risco de desenvolver rabdomidlise.

7.2.3 Efeitos Adversos

Os fibratos sdo farmacos geralmente bem tolerados e os efeitos adversos ndo sdo

frequentes, mas podem ser observados: alteragOes gastrointestinais, cefaleia, mialgia,
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perturbacao do sono, alopecia, prurido, erup¢do cutanea e, muito raramente, leucopenia,
aumento do risco de colelitiase, elevacdo das enzimas hepaticas e a um aumento ligeiro
da incidéncia de tromboembolismo pulmonar e de pancreatite (Reiner et al., 2011). Os
fibratos podem em certos casos provocar, um aumento reversivel da homocisteina e da
creatinina plasmatica, contudo ndo ha evidéncias claras de um aumento do risco de
insuficiéncia renal. Os casos de miosite sdo pouco frequentes, mas podem ser severos
evoluindo para casos de rabdomidlise, com mioglobinuria e insuficiéncia renal aguda
(Rang e Dale, 2012).

Num tratamento com fibratos deve ser evitado o uso de anticoagulantes ou reduzir a
concentracdo dos mesmos, recorrendo ao auxilio do exame do tempo de protrombina,
sobretudo se os farmacos utilizados na terapia forem o clorofibrato e o benzafibrato, que
podem potenciar a ac¢do dos anticoagulantes orais, deslocando-os dos seus locais de

ligacdo a albumina (Clayton et al., 2002).

7.3 Ezetimiba

Este farmaco foi o primeiro a surgir dentro da classe dos farmacos inibidores seletivos
da absorcdo do colesterol, tendo obtido a aprovacdo para introducdo no mercado por
parte da FDA em Outubro de 2002. E atualmente o farmaco mais utilizado pertencente a
esta classe, podendo a sua utilizagdo ser feita em monoterapia ou em associagdo com

outras classes de farmacos usados em dislipidemias (Jeu e Cheng, 2003).

7.3.1 Mecanismo de Acéo

A ezetimiba pertence a classe dos farmacos que inibem seletivamente a absorcdo de
colesterol, quer este seja proveniente da dieta ou de origem biliar, ndo interferindo,
aparentemente com a absorcdo de acidos gordos nem de vitaminas lipossoluveis. A
ezetimiba deve a sua funcdo a interacdo e consequentemente ao blogqueio do
transportador Niemann-Pick Cl-like 1 (NPC1L1), localizado na membrana da
bordadura em escova das células epiteliais, os denominados enterdcitos, do duodeno e

do jejuno. A diminuicdo da absorcéo intestinal de colesterol provoca uma deplecdo do
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colesterol a nivel hepético, assim menos colesterol é produzido para a formacdo dos
quilomicrons (Bays et al., 2008). Paralelamente, verifica-se também, um aumento da
densidade de R-LDL no figado, provocando um incremento na degradacdo do C-LDL,
diminuindo a sua concentracdo plasmatica. Acredita-se ainda, que este farmaco possa
inclusivamente interagir com a proteina NPC1L1 hepética, mediando desta forma a

regulacdo da concentracdo de colesterol circulante (Bays et al., 2008).

7.3.2 Uso Terapéutico

A ezetimiba esta indicada no tratamento da hipercolesterolemia primaria e
hipercolesterolemia familiar heterozigoética, pelo que quando utilizada em monoterapia é
indicada, sobretudo, como farmaco de segunda linha, para individuos com
concentracdes elevadas de C-LDL e com intolerancia as estatinas, levando a uma
diminuicdo de perto de 20 % nos valores de Ct e de C-LDL (Bruckert et al., 2003). A
ezetimiba tém também sido utilizada como farmaco de primeira linha, no tratamento da

sitosterolemia (Bruckert et al., 2003).

7.3.3 Efeitos Adversos

A ezetimiba é um farmaco muito bem tolerado, revelando um quadro de reacdes
adversas equivalente ao do placebo (Gagné et al., 2002). Os principais efeitos laterais
conhecidos sdo infecBes do trato respiratorio superior, cefaleias, lombalgias, dores
musculosqueléticas, artralgias e elevac@es ligeiras das enzimas hepaticas, ndo sendo este
ultimo efeito, contudo, suficiente para provocar dano hepéatico. Os valores de CK
registados demonstraram semelhancas aos verificados para o placebo (Gagné et al.,
2002). Em casos dislipidemia com doenga hepética aguda a sua utilizagdo encontra-se
desaconselhada. Foram descritos, ainda que episodios raros, de casos de mialgia e

rabdomidlise, quando em associagdo com estatinas.

7.4 Acido Nicotinico
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O acido nicotinico, também denominado de niacina, acido piridino-3-carboxilico ou
vitamina B3, trata-se de uma vitamina hidrossoltivel do complexo B, sendo um dos
farmacos mais antigos utilizados no tratamento das dislipidemias (Kamanna e Kashyap,
2008).

7.4.1 Mecanismo de Acao

Ainda que ndo se encontre totalmente esclarecido, acredita-se que o &cido nicotinico
exerca a sua acao através de dois mecanismos distintos (Kamanna e Kashyap, 2008).
Um destes mecanismos ocorre devido a inibicdo a nivel hepéatico da diacilglicerol
aciltransferase-2 (DGAT-2) uma enzima chave e limitante na sintese dos triglicerideos,
sucedendo-se, um aumento da degradacdo intra-hepatica das apolipoproteinas B e
consequentemente, verifica-se uma diminuicdo da secrecdo hepética de particulas
VLDL e LDL. Observa-se ainda um aumento do C-HDL, resultante da diminuicdo do
catabolismo da apoAl no figado (Kamanna e Kashyap, 2008). O segundo mecanismo
de acdo do acido nicotinico decorre da sua ligacdo ao recetor GPR109A, inibindo a
adenilciclase, originando uma diminuicdo intracelular dos niveis do nucle6tido
adenosina 3", 5"-monofosfato ciclico (AMP-c), resultando desta deple¢do, a diminuicdo
da atividade das enzimas lipase hormono-sensivel e da lipase adipécito-triacilglicerol,
conduzindo em ultima instancia a diminuicdo da hidrolise dos TG, limitando a sintese
hepética de TG por falta de substrato (VVosper, 2009).

7.4.2 Uso Terapéutico

O écido nicotinico revelou-se como uma alternativa farmacoldgica bastante valida, no
tratamento de diversos quadros clinicos, demonstrando elevada capacidade de reducédo
de eventos coronarios, de acidentes vasculares cerebrais e de eventos cardiovasculares
em geral, havendo ainda a registar, os efeitos positivos obtidos, na regressdao da

aterosclerose de artérias coronarias e carotidas (Bruckert et al., 2010).

7.4.3 Efeitos Adversos
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De entre os muitos efeitos adversos adjacentes a este farmaco, um dos mais

comummente descritos € o flush cutaneo (Rang e Dale, 2012).

Encontram-se também amplamente descritos efeitos intestinais, como sdo os casos de
nauseas, vomitos, dispepsia, flatuléncia, diarreia e agravamento de Ulcera péptica,
estando neste ultimo caso contra-indicada a utilizacdo deste farmaco. Estes efeitos
podem, no entanto, ser ultrapassados se a toma de acido nicotinico for efetuada apds a
refeicdo. (Rang e Dale, 2012).

7.5 Resinas Sequestradoras de Acidos Biliares

O colestipol, a colestiramina e o colesevelam sdo os principais farmacos pertencentes a
esta classe, também comummente designados de sequestradores, quelantes de &cidos
biliares, que independentemente da terminologia aplicada, se caracterizam por serem
resinas que promovem a permuta de anides, de elevado peso molecular e insolGveis em
agua (Rato, 2010)

7.5.1 Mecanismos de Ac¢ao

Estes farmacos possuem um mecanismo de acdo simples, que advém do facto de néo
serem absorvidos no tubo digestivo e de interagirem com os &cidos biliares, ligando-se a
estes, promovendo a troca ibnica, trocando o ido cloreto por &cidos biliares
negativamente carregados, no tubo digestivo, impedindo como tal a sua absorcdo

intestinal e aumentando a sua excrecdo fecal (Guimaraes et al., 2006).

7.5.2 Uso Terapéutico

Este grupo de farmacos encontra-se sobretudo indicado no tratamento de
hipercolesterolemias, em que € necessaria a reducdo das concentracbes de C-LDL

(National Cholesterol Education Program, 2002).

7.5.3 Efeitos Adversos
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Pelo facto de as resinas sequestradoras de &cidos biliares ndo serem absorvidas pelo
tubo digestivo, estas apresentam um reduzido numero de efeitos adversos, sendo em
geral bem toleradas. Contudo apresentam alguns efeitos laterais de natureza
gastrointestinal (Davidson et al., 1999).

Farmaco C-LDL (%) C-HDL (%) TG (%)
Estatinas * | 18-55 15-15 1 7-30
Fibratos 15-20 110-20 1 20-50
Acido Nicotinico 1 5-25 115-35 20-50
Resinas 1 15-30 13-5 Sem Alteracéo
Ezetimiba** 118 1 18

Na tabela 6 encontram-se resumidos os efeitos da farmacoterapia no perfil lipidico.

Tabela 6. Quadro Resumo do Efeito da Farmacoterapia no Perfil Lipidico. (Adaptado de Rato, 2010).

Legenda: *Com excec¢do da Rosuvastatina; **Em monoterapia; | Diminui¢do; 1 Aumento.

7.6 Outras Opcdes Terapéuticas: Inibidores PCSK9

Apesar de todo o potencial e eficacia demonstrado ao longo dos anos pelas principais
classes terapéuticas existentes no mercado, sobretudo no caso das estatinas, que séo a
classe de primeira escolha nos casos das hipercolesterolemias, existem ainda diversas
limitacGes inerentes a sua utilizacdo. A grande limitacdo das estatinas tem que ver com
o facto de cerca de 80% dos doentes de alto risco, ndo conseguirem atingir o nivel
imposto de C-LDL <70mg/dL (1,8 mmol/L), nem recorrendo a terapéutica de elevadas
doses de estatinas, tornando-se este facto de especial relevancia sobretudo no caso de
doentes com hipercolesterolemia familiar (Grundy et al., 2004). Convém ainda ter em
consideracdo, que os doentes podem eventualmente ser intolerantes ao uso de estatinas,
tornando-se este caso, um fator limitante adicional ao uso das estatinas (Grundy et al.,
2004). Devemos igualmente realcar que a administracdo de elevadas doses de estatinas
esta associada a um aumento de efeitos adversos como é o caso das céibras musculares
e das miopatias que vao da mialgia a altamente fatal rabdomidlise (Harper e Jacobson,
2007).
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Por ultimo ha ainda que referir que as estatinas promovem a inibicdo da HMG-CoA
redutase, provocando uma deplecdo dos niveis de colesterol intra-hepatico e como
consequéncia ocorre um aumento da atividade do R-LDL provocando assim também
um aumento da remoc¢do do C-LDL. Contudo este aumento da regulacdo do R-LDL
ocorre por um mecanismo de ativacdo transcricional, mediado pelo Sterol regulatory
element binding protein-2 (SREBP-2), sendo acompanhado por um aumento da sintese
e secrecdao da PCSKO9, que é também regulado pelo SREBP-2, o que por usa vez ira
promover a degradacdo hepatica dos recetores LDL, reduzindo a sua densidade e
consequentemente reduzindo a clearence de particulas de LDL. Este mecanismo de
feedback negativo, decorrente do aumento da expressdo da PCSK9, promovido pelas
estatinas, resulta em dltima analise num menor efeito hipolipimiante (Abifadel et al.,
2003; Maxwell et al., 2003; Dubuc et al., 2004).

Atendendo a todas estas limitacGes apresentadas, fica bem patente a necessidade de
utilizar outras alternativas terapéuticas, que possam inclusivamente funcionar como um
possivel complemento das estratégias farmacoldgicas em utilizacdo, nomeadamente da

terapéutica com estatinas.

Surgiram assim trés novas estratégias terapéuticas com o intuito de reduzir os elevados
niveis de C-LDL. Estas novas estratégias ttm como base de atuacdo a inibicdo da
PCSK9, da apoB e da proteina de transferéncia de triglicerideos microssomal (MTTP).
Este trabalho visa a abordagem e elucidacdo das mais-valias terapéuticas inerentes a
inibicdo da PCSKO9, sendo esta alternativa terapéutica, bem como os fatores relativos a
seguranca e ao balango do risco/beneficio intrinsecos a esta, abordados de seguida
(Seidah e Prat, 2012).

8. PCSK9

A PCSK9 é uma das diversas enzimas que constituem a familia das proproteinas
convertase e da qual fazem parte um total de nove membros distintos, desempenhando
0s restantes oito membros funcbes tdo distintas como a clivagem de precursores
proteicos de fatores de crescimento, hormonas, recetores e também de transcricdo de

fatores transmembranares de passagem através da via secretora (Mayer et al., 2008;
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Seidah e Prat, 2012). Em termos estruturais a PCSK9 é constituida por uma sequéncia
sinal, um pré-dominio, um dominio catalitico e uma fracdo carboxiterminal composta

por residuos de cisteina (figura 11) (Artenstein e Opal, 2011).

Dominio catalitico . C-terminal

Catalitico = o
Prododminio -—=
\ >
‘
o

5 PCSK9

> | : LOL C-terminal — /_:%

\¥ Lisossoma Endossoma )/

Figura 11. Dominios e a¢do do gene PCSK9 (Retirado de Horton et al., 2009).

A PCSKO9 é sintetizada inicialmente como um precursor inativo (proPCSK9) que ird
posteriormente ser clivado por autocatalise, ocorrendo esta entre o pré-dominio e o
dominio catalitico, sendo que o primeiro destes permanece na sua forma madura ligado
a proteina, onde ird permanecer acoplado, transitando entre o0s seus diversos
compartimentos e regulando assim a atividade enzimatica (figura 12 e 13). A PCSK9 é
secretada inicialmente pelos hepatocitos, contudo encontra-se também expressa, ainda
que de forma diminuta em outros 6rgdos, como o sdo o caso do intestino e do rim
(Mayer et al., 2008). O interesse pela PCSK9 surgiu inicialmente, quando diversos
estudos demonstraram que nos humanos, pequenas variacbes genéticas no gene do
PCSK9, cooperavam na regulacdo do C-LDL a nivel plasmatico, resultando em
diferentes mutac6es, podendo estas ser de dois tipos distintos: ganho e de perda de
funcdo da PCSK9. Nas mutacdes de ganho de funcdo, que resultam em
hipercolesterolemia devido ao aumento dos niveis plasmaticos de C-LDL, os individuos
que sofrem desta patologia exibem um incremento de incidéncia de doenca
cardiovascular e de aterosclerose coronaria (Abifadel et al., 2003). Pelo contrario nas
mutacdes de perda de funcdo da PCSKO9, responsaveis por casos de hipercolesterolemia

resultante da diminuicdo dos niveis plasmaticos de C-LDL, os individuos afetados,
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apresentam uma diminuicdo da incidéncia de doenca cardiovascular e de aterosclerose
coronaria (Cohen et al., 2005).
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Figura 12. Cromossoma do gene PCSK9. (Adaptado de Norata et al., 2014).
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Figura 13. Sintese e funcéo da PCSKO9. (Adaptado de Norata et al., 2014).

A principal funcdo bioldgica da PCSK9 ¢ a regulacdo da homesotase do colesterol,
atuando através da aceleracdo da degradacao dos recetores LDL (R-LDL).

43




Inibidores PCSK9

A PCSKO9 é sintetizada no figado e posteriormente secretada na circulagéo e ira ligar-se
ao recetor do LDL, ao nivel da superficie dos hepatocitos (Maxwell et al., 2005). A
ligagdo da PCSK9 ao R-LDL ir4 desencadear uma diminuicdo da densidade dos
recetores na superficie dos hepatdcitos, que decorre de dois mecanismos distintos. O
primeiro € a denominada via intracelular, em que ocorre a inibicdo da reciclagem do
recetor, uma vez que a PCSK9 acoplada ao R-LDL é diretamente direcionada para 0s
lisossomas, ocorrendo posteriormente a sua degradacdo (figura 10) (Park et al., 2004;
Seidah e Prat, 2012). A outra via alternativa é conhecida por via extracelular, pela qual a
PCSK9 depois de secretada do complexo de Golgi, liga-se ao R-LDL, sendo ambos
internalizados por endossomas revestidos de clatrina, resultando desse processo a
degradacdo do R-LDL (figura 14). Contudo, para que possa ocorrer este Ultimo passo é
necessario a expressao da proteina ligante hipercolesterolemia autossémica recessiva
(ARH) (Kwon et al., 2007).

A Particulas LDL B Particulas LDL
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Figura 14. Representacdo do mecanismo de acdo da PCSKO9 e das estratégias terapéuticas de inibicao. (Retirado
de Urban et al., 2013). Legenda: A- 1) Via intracelular, PCSK9 direcionado para os lisossomas com recetor LDL
(LDLR) e sofrendo degradacéo. 2) Via extracelular, PCSK9 secretado liga-se ao recetor LDL, é internalizado pelos
endossomas com clatrina resultando na degradacdo do recetor LDL. B- 1) oligonucleétidos antisense inibem
expressao da PCSK9, ligando-se a0 mMRNA da PCSK9, 2) Péptidos miméticos ligam-se competitivamente ao recetor
LDL impedindo a sua degradagdo mediada pela PCSK9, 3) anticorpos monoclonais ligam-se especificamente a
PCSK9 extracelular, inibindo a sua fungdo. ARH-proteina adaptadora hipercolesterolemia autossémica recessiva,
ER- reticulo endoplasmatico, LDLR- recetor LDL, SREBP-2- proteina ligante reguladora dos esterois.

8.1 Ligacdo da PCSK9 ao R-LDL

A PCSKO9 liga-se ao dominio extracelular do R-LDL, localizado no epidermal growth

factor — like repeat homology domain (EGFA) (Zhang et al., 2007). Esta ligacéo, tanto
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qguanto se sabe até ao momento, € do tipo célcio dependente (Fisher et al., 2007;
Bottomley et al., 2009). Ao nivel da membrana plasmética (a pH neutro), s6 o0 dominio
catalitico da PCSK?9 interage com o dominio EGFA do R-LDL (Bottomley et al., 2009;
Surdo et al., 2011). O trecho acidico localizado entre o prodominio, atua modulando
negativamente a ligacdo entre a PCSK9 e o R-LDL (Benjannet et al., 2006). Contudo,
depois de ter ocorrido o fendmeno de endocitose (o pH dos endossomas é acidico), a
afinidade entre a PCSK9 e o R-LDL é substancialmente maior, comparativamente a pH
neutro. Em condicdes de pH acido, o prodominio da PCSK9 estabelece com o dominio
B- helice do R-LDL, ligacbes por pontes salinas (Surdo et al., 2011) e por sua vez o
domino C-terminal da PCSK9 carregado positivamente, liga-se, ao que tudo leva a crer,
ao dominio de ligacdo do ligando da PCSK9 carregado negativamente (Surdo et al.,
2011; Yamamoto et al., 2011; Tveten et al., 2012).

Tais estudos vieram provar que a PSCK9 liga-se ao R-LDL de forma extensa e em
conformacgdo “aberta”, sendo que a incapacidade, evidenciada por parte do recetor na
ado¢cdo de uma forma “fechada” no endossoma, opde-se a reciclagem normal na
membrana plasmatica e consequentemente ajuda a direcionar o R-LDL para o lisossoma
e a natural degradacdo do mesmo (Blacklow, 2007; Surdo et al., 2011). Descobriu-se
também, que algumas substituicbes nos a.a., que compdem quer a PCSK9 quer o R-
LDL, sd&o normalmente associadas a FH, revelando assim as “estreitas” interacOes
moleculares existentes entre o complexo PCSK9 e R-LDL, conduzindo ainda a
degradacdo do recetor e adicionalmente como consequéncia deste efeito a 0 aumento
dos niveis de C-LDL circulatério junto dos portadores destas mutacdes (Pandit et al.,
2008; Mcnutt et al., 2009).

As mutacOes de ganho de funcdo conduzem a um fendtipo de FH extremamente severo
e sdo particularmente dificeis de tratar com estatinas (Soutar e Naoumova, 2007). Os
portadores desta mutacdo sdo afetados pelas DCV, dez anos antes, do que verificado
para outros individuos com FH. Este fendtipo mutante revelou ainda uma capacidade de
ligacdo ao R-LDL muito superior ao observado para a PCSK9 (tipo selvagem),
permitindo a formacdo de pontes de hidrogénio entre a PCSK9 e o dominio EGFA do
R-LDL (Bottomley et al., 2009).
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O dominio C-terminal da PCSK9 desempenha um papel fulcral, uma vez que direciona
0 R-LDL para ser degradado (Surdo et al., 2011). Este dominio ndo €, contudo,
fundamental para a ligagdo do R-LDL a superficie da célula, como demonstraram
algumas delecGes mutantes (Zhang et al., 2007). Recentemente a utilizacdo de um
fragmento de ligacdo antigénio anticorpo direcionado ao dominio C-terminal da
PCSKO9, demonstrou ndo provocar qualquer efeito na ligagdo do R-LDL, mas inibindo,
porém, a internalizagdo do complexo PCSK9 - R-LDL. Da mesma forma a ligagdo da
anexina A2 ao dominio C-terminal da PCSK9, previne a posterior ligacdo da PCSK9 ao
R-LDL e como tal evita a degradacéo do recetor (Mayer et al., 2008). Neste processo €
necessaria a internalizacdo e endocitose do complexo PCSK9 — R-LDL, o que permite
concluir que a anexina A2 é secretada a fim de exercer a sua fungdo inibitoria no
PCSK9 (Mayer et al., 2008). O dominio C-terminal da PCSKO9, para além das ligacGes
com a anexina A2 e 0 R-LDL, estabelece também interacfes intra e intermoleculares
com o seu proprio prodominio ao longo da via secretora, permitindo a eficaz secregdo
da proteina (Du et al., 2011). Todavia a PCSK9 tem um efeito modulador muito ténue
do R-LDL a nivel adrenal, em outras areas do cérebro (Liu et al., 2010; Rousselet et al.,
2011), o que leva a crer que a PCSK9 necessite de outras estruturas teciduais especificas
para que consiga eficazmente reduzir os niveis de R-LDL nos tecidos como acontece no
figado, no qual a PCSK9 revelou até agora ser mais eficiente (Grefhorst et al., 2008).
Devido a sua estrutura peculiar, todas as atengdes estdo agora centradas no dominio C-
terminal da PCSK9 e na forte possibilidade que este possuird para eventualmente
interagir com estas ainda desconhecidas estruturas especificas, anteriormente

mencionadas.

8.2 Inativacdo Enddgena da PCSK9

A clivagem proteolitica da PCSK9 ocorre nos hepatocitos e ¢ mediada por duas
proproteinas convertase, a furina e 0 PC5/6A (Benjannet et al., 2006; Essalmani et al.,
2011). Adicionalmente a mutacdo missence PCSK9 R218S, que ocorre naturalmente,
origina a hipercolesterolemia autossomica dominante entre portadores homozigoticos.
Estes dois resultados em conjunto permitem verificar que um mecanismo deficitario de
inativacdo da PCSKO, tanto pela furina como pelo PC5/6A, conduzira inevitavelmente a

um aumento dos niveis plasmaticos de C-LDL (Allard et al., 2005).
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8.3 Regulacéo Dietética e Hormonal da PCSK9

Tanto os niveis plasmaticos de PCSK9, como a sua expressdo, sdo controlados quer
pelo estado nutricional, quer hormonal dos individuos. A expressdo plasmatica e 0s
niveis de PCSK9 diminuem de forma dramatica em jejum (Lambert et al., 2006). A
PCSKQ circulante tem um ritmo diurno muito marcado, paralelamente ao que acontece
com a biossintese do colesterol, que ao que tudo indica serd mediado por variagdes na
secrecdo da hormona de crescimento, o que implica que os niveis plasmaticos de
PCSK9 sejam medidos, num periodo definido de manha apds um jejum noturno, para
que se possam efetuar comparagdes entre individuos. Os niveis de PCSK9 tendem a
aumentar nas raparigas e a diminuir no caso dos rapazes quando estes se encontram na
adolescéncia, no caso da idade adulta os niveis de PCSK9 sdo igualmente mais elevados
nas mulheres do que nos homens, contudo, esta discrepancia ndo se deve as diferencas
dos niveis de estrogénios enddgenos (Mayne et al., 2007; Cui et al., 2010; Awan et al.,
2012).

8.4 Regulacédo da PCSKO pelos Esterois e pela Terapéutica com Estatinas

De forma semelhante ao que acontece com o R-LDL, a expressdo da PCSK9 é
modulada pelos niveis intracelulares de colesterol, que por sua vez é mediada sobretudo
pela SREBP2 (figura 15) (Rashid et al., 2005). O fator de transcricdo do fator la
nuclear do hepatocito (HNF1a) demonstrou ser também um potente estimulador da
expressao do gene PCSK9 (Dong et al., 2010). A PCSK9 e o R-LDL séo regulados de
forma coordenada a nivel transcripcional pelo colesterol (homeostase do colesterol),
bem como pelas estatinas, devido ao efeito provocado por estas sobre os niveis de
colesterol. As estatinas provocam um aumento e a translocacdo da SREBP2,
responsavel pela ativagdo tanto do R-LDL, como da PCSKJ9, sendo assim as estatinas
sdo responsaveis pela regulagdo da PCSK9, aumentando os niveis séricos desta, sendo
esta ativacdo responsavel pela atenuagédo dos efeitos hipolipidicos das estatinas (Rashid
et al., 2005; Berge et al., 2006; Mayne et al., 2008).
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Figura 15. SREBP-2-mediando a expresséo do R-LDL e da PCSKO9. (Adaptado de Urban et al., 2013).

Como tal a regulacdo simultanea da PCSK9 e do R-LDL é de inegavel interesse clinico,
sendo que a inibicdo da PCSK9, vai com certeza ampliar os efeitos redutores do C-LDL
por parte das estatinas e, assim, através de um efeito sinérgico com as estatinas, podera

surtir um efeito redutor dos niveis de C-LDL e de risco de DCV (Awan et al., 2012.

8.5 Efeito da PCSK9 no Metabolismo Lipidico Intestinal

A PCSK9 aumenta a expresséo do NPCI1L1 nas células do epitélio intestinal,
adicionalmente a PCSK9 aumenta ainda a expressdo intracelular da apoB-48,
provocando também a reducdo da atividade das enzimas HMG-CoA redutase, Acil-
CoA-Colesterol-Transferase (ACAT) e um aumento da proteina de transferéncia
microssomal (MTP) (Levy et al., 2013). Outro efeito provocado pela PCSK9 é a
reducdo da expressdo do R-LDL na membrana basolateral das células epiteliais do
intestino. A PCSK9 tem também como fun¢do promover a sobreproducéo intestinal de
apoB ricas em TG, bem como de lipoproteinas ricas em TG (TRL). Assim, a eventual
reducdo da PCSK9 conduz a uma reducao da expressao da apoB-48 (Levy et al., 2013),
e consequentemente menos TG s&o transferidos para a apoB48 (via da inibicdo da
MTP), havendo um armazenamento prolongado e menor secre¢do de TG (inibicdo da
ACAT) das celulas epiteliais (Rashid et al., 2014). A sobre expressédo da PCSK9 reduz
0s niveis de R-LDL e aumenta a expressédo e atividade da MTP no intestino delgado,

sendo que ambos os processos afetam o nivel de secre¢do de TRL.
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A excrecdo de colesterol a nivel intestinal (TICE) que contribui em cerca de 30% para a
excrecdo fecal de esteroides neutros, é também modulada pelo PCSK9. A TICE é
reforcada pela apoB contendo particulas de LDL e de HDL em menor extensdo. A TICE
envolve a atuacdo do transportador ativo ATP binding cassette transporter B 1lna
membrana apical dos enterdcitos e 0 R-LDL na sua membrana basolateral (Le May et
al., 2013). O PCSK9 reduz a TICE através da reducdo da expressdo do R-LDL (Le May
etal., 2013).

8.6 Efeito da PCSK9 na Aterosclerose

A hipercolesterolemia ¢ um dos maiores fatores de risco do processo de formacdo da
placa aterosclerotica. Atualmente os estudos efetuados tém demonstrado que a PCSK9 é
também expressa nas placas ateroscleroticas humanas (Ferri et al., 2012). Os testes in
vitro demonstram que a PCSK9 secretado pelas células do musculo liso vascular, reduz
a expressao do R-LDL e o uptake de C-LDL de macréfagos humanos, podendo
eventualmente culminar em acumulacdo e oxidacao lipidica a nivel vascular (Ferri et
al., 2012). Posteriormente serdo abordados alguns mecanismos adicionais pelos quais a

PCSKO9 pode influenciar a biologia vascular.

8.7 Efeito da PCSKO9 na Inflamacao

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria crénica (Libby, 2002), estando a inflamacéo
sistémica diretamente relacionada com alteracbes no metabolismo lipidico. As
interacBes entre as vias metabodlicas e inflamatdrias sdo necessarias para a normal
homeostase, contudo a comunicacdo cruzada entre estas duas vias pode conduzir a

desregulacdo metabolica (Feingold et al., 2008).

Estudos conduzidos em ratos demonstraram que a inflamacdo sistémica induzida pela
administracdo de lipolissacarideos conduziu a um aumento da expressdao do PCSK9,
tendo-se verificado um decréscimo dos niveis hepaticos de R-LDL e um incremento do
C-LDL circulatorio (Feingold et al., 2008).
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Adicionalmente o small interfering RNA (siRNA) é responsavel pela quebra de PCSK9
nos macréfagos humanos, atenuando o inibidor da degradacdo do fator nuclear kappa
beta alfa (Ikp-a) e a translocagdo do fator nuclear kappa beta (Nf-kf), aumentando
desta forma a expressdo de genes proinflamatérios (Tang et al., 2012). Um outro
mecanismo proinflamatorio decorre da inducdo do PCSK9 que ira promover a
degradacdo do recetor 2 apoE (Poirier et al., 2008), mantendo um fenotipo anti-
inflamatorio nos macrofagos (Baitsch et al., 2011) intervindo na sinalizacdo anti-
apoptotica (Kysenius et al., 2012). Resultados obtidos de uma anélise de microarray
demonstraram que as células HepG2 que expressam mutacGes de ganho de funcéo,
sendo esta mutacdo responsavel pela reducdo da expressdo de genes de resposta ao
stress e de vias inflamatorias especificas (Ranheim et al., 2008). No entanto ha ainda
que avaliar as consequéncias clinicas dos efeitos do PCSK9 na via inflamatoria e em

concreto no que respeita a biologia vascular.

8.8 Efeito da PCSK9 na Morte Celular Apoptética

A PCSKO9 ¢é uma proteina que foi inicialmente descoberta como sendo regulada durante
a apoptose dos neurdnios (Seidah et al., 2003). A PCSK9 inicialmente conhecida como
neural apoptosis-regulated convertase 1 (NARC-1) é de grande importancia no
desenvolvimento cerebral, especialmente ao nivel do cerebelo (Poirier et al., 2006).
Acredita-se que seja neste local que a PCSK9 interaja inicialmente com R-VLDL e
recetor apoE (apoER) que estdo acoplados as vias sinalizadoras da relina. (Kysenius et
al., 2012). A PCSK9 estd também presente no fluido cerebrospinal em concentracdes
surpreendentemente constantes (Chen et al., 2014). A expressdo de PCSK9 no tecido
cerebral encontra-se aumentada nos casos de isquemia cerebral (Kysenius et al., 2012) e
em tecido cerebral com sinais de apoptose neuronal (Bingham et al., 2006), sendo esta
ultima induzida por concentragcdes crescentes de C-LDL oxidado (oxC-LDL). Uma
eventual relacdo de causa efeito com patologias como a deméncia vascular e Alzheimer,
é controversa, contudo é possivel que a PCSK9 esteja envolvida na degradacdo da S-site
amyloid precursor protein (APP), impedindo a formacdo de amyloid p-peptide,
componente principal das placas amiloides presentes nos individuos portadores da
doenca de Alzheimer (Wu et al., 2014).
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8.9 Efeito da PCSK9 na Pressdo Sanguinea

A hipertensdo é um dos fatores responsaveis pelo aumento da progressdo da
aterosclerose. A transfecdo com PCSK9 no epitélio onde é expresso o canal de sddio
epitelial (ENaC), que regula a pressdo sanguinea através da modulacao da reabsorcéo de
sodio epitelial, conduziu a uma reducdo significante da expressao da proteina ENaC
(Sharotri et al., 2012), porém apesar da reducdo de densidade de proteina ENaC da
superficie celular, a PCSK9 ndo provocou efeitos na endocitose de ENaC ou na
degradacdo de ENaC da superficie da célula, o que indica que a PCSK9 pode
desempenhar um papel efetivo na regulacdo do trafego de ENaC. S&o necessarios mais
estudos, porém, que comprovem o efeito das observacbes celulares efetuadas,
relacionando-as com a regulagdo da pressao sanguinea (Sharotri et al., 2012).

8.10 Efeito da PCSK9 no Metabolismo da Glucose

A Diabetes esta associada com a aterosclerose prematura (Beckman et al., 2010). Na
PCSK9 do tecido pancreético dos ratos de laboratério, a expressdo de R-LDL encontra-
se aumentada, enquanto que os niveis de insulina encontram-se diminuidos, resultando
num quadro de hiperglicemia e de intolerancia a glucose (Mbikay et al., 2010). A
intolerdncia a glucose esta diretamente associada a malformacGes, apoptose e
inflamacdo das ilhotas pancreéticas, 0 que é bastante revelador do caracter regulador da
PCSKQ9 da fungdo pancreatica normal (Mbikay et al., 2010).

8.11 Efeito da PCSK9 na Adipogénese

A obesidade esta intimamente correlacionada com a prevaléncia de fatores de risco de
aterosclerose (Fantuzzi e Mazzone, 2007). A deplecdo de PCSK9 estd associada a
hipertrofia dos adipocitos, a uma melhoria in vivo do uptake de acidos gordos e a sintese
de TG. O PCSKO9 interage ndo sé com o R-LDL, bem como com o R-VLDL, o qual
expressa também o dominio EGF-A (Poirier et al., 2008). Com base nos estudos
efetuados em macacos, cré-se que o PCSK9 atue limitando a adipogénese visceral,

através da regulacdo da adipose dos niveis de R-VLDL (Roubtsova et al., 2011).
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9. Abordagens para Inibir a PCSK9

De momento estio em processo de desenvolvimento trés abordagens
farmacologicamente distintas, com o intuito de inibir a atividade biologica da PCSK9
em humanos. Uma das abordagens € denominada de silenciamento de genes e tém como
alvo principal a inibicdo das fungdes tanto intra como intercelulares da PCSK9, as
outras duas estratégias terapéuticas sdo intituladas de péptidos miméticos e anticorpos
monoclonais, sendo que ambas, ao contrario do verificado no primeiro caso, ttm como
foco da atuacdo a PCSK9 circulante, atuando entdo exclusivamente sobre a funcgédo
extracelular (figura 16) (Seidah e Prat, 2012).

Anticorpos monoclonais contra a PCSK9:

alirocumab (Sanofi'Regeneron; uso Péptidos
i aprovado). evolocumab (Amgen. uso anilogos
Figado aprovado ) e bococizumab (Pfizer; ensaios EGF-A

QQ fase 3) T I
Do T

Silenciamento de Genes: T Ao cxtals
ALN-PCS (Alnylam;
ensaios fase 1) ay
Sintese PCSK9 l
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Figura 16. As diferentes abordagens de inibigdo da PCSK9 e do seu mecanismo de agdo. (Adaptado de Martz,
2014). Legenda: a) A PCSK9 sofre clivagem autocatalitica. Apesar de clivados os 2 dominios da PCSK9
permanecem juntos; bl) Quando a PCSK9 se liga ao R-LDL todo o complexo é internalizado, seguindo o R-LDL
para o lisossoma, onde é degradado e impedido de ser reciclado. E nesta etapa que os anticorpos monoclonais e 0s
péptidos analogos ou miméticos atuam; b2). Se o R-LDL for internalizado sem estar ligado a PCSK9, este sera
reciclado para a superficie da célula, onde continuara a remover o C-LDL. Este é o objetivo que todos os inibidores
da PCSKQ pretendem alcangar.

9.1 Silenciamento de Genes

Comummente designada oligonucleétidos anti-sense (ASO), estes ASOs ndo sdo mais

do que pequenos analogos de acidos nucleicos de cadeia simples (20 nucleétidos de
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comprimento), que uma vez introduzidos na célula se podem ligar diretamente, através
de uma sequéncia complementar, a0 MRNA. Esta ligacdo é bastante forte e especifica,
sendo do tipo hibridizacdo Watson-Crick. E o brago curto do ASOs que previne
qualquer ligacdo ndo especifica, ndo intencional a sequéncias de RNA e efeitos fora de
alvo (Bennett e Swayze, 2010). Assim que hibridizado com a sequéncia mRNA alvo, 0s
ASOs previnem a traducdo do mRNA no produto proteico. Esta inibicdo ocorrerd
devido a ativacdo de nucleases celulares, que degradam RNA hibridizado, provocam
impedimento estérico da traducdo ribossomal, ou prevencdo da divisdo adequada do
pre-mRNA em mRNA maduro e funcional (Bennett e Swayze, 2010). Atualmente os
avancos na tecnologia antisense permitiram que se desenhassem e sintetizassem ASOs
especificos, que sdo quimicamente modificados, de forma a serem estaveis contra
enzimas hidrolizadoras, tal mecanismo de resisténcia advém do uso de nucleotidos
modificados quimicamente, fosfotioato e metilfosfonato, bem como sequéncias

protetivas em asa tanto nas terminagdes 3’ ¢ 5° o mRNA alvo (Ito, 2007).

Os resultados de alguns estudos efetuados em ratos revelaram uma reducéo dos niveis
de mRNA PCSK9 em cerca de 60% e assim promovendo um aumento de até 3 vezes
dos niveis de R-LDL hepético em cerca de oito dias (Gupta et al., 2010). Os niveis de
PCSK9 circulatério também sofreram um decréscimo superior a 50%, tendo-se
igualmente verificado uma queda de perto de 35% dos niveis de C-LDL e de apoB. Néo

se verificaram efeitos nos niveis de C-HDL (Lindholm et al., 2012).

Por outro lado, temos a outra abordagem disponivel no que respeita ao silenciamento de
genes, que é o uso de pequenas moléculas de cadeia dupla de RNA interferente (SIRNA)
que sdo os mediadores funcionais do RNAI, capazes de impedir a transdugdo de uma
proteina especifica, através de um mecanismo de silenciamento de genes pds
transcricional (Lindholm et al., 2012). A quebra do mRNA, induzida pelas moléculas de
siRNA com sequéncia complementar, permitindo assim que se possam desenvolver
novas moléculas de siRNA baseadas neste mesmo principio que inibam a expresséo de

proteinas especificas, neste caso da PCSK9 (Lindholm et al., 2012).

Nos estudos executados em animais, como ratos e primatas, a administracéo de siRNA

tendo como alvo 0 mRNA PCSK9, vieram demonstrar uma capacidade efetiva de

53




Inibidores PCSK9

reduzir os niveis de C-LDL entre os 50% a 70% em ratos, verificando uma diminuicao
também no caso dos primatas em cerca de 50% (Awan et al., 2012). Esta estratégia
terapéutica de inibicdo da PCSK9 embora seja bastante promissora, ainda se encontra
numa fase inicial de desenvolvimento, sendo que uma das moléculas em fase mais
avancada de desenvolvimento, como é o caso da ALN-PCS, pertencente a empresa
farmacéutica Alnylam Pharmaceuticals, encontra-se ainda em ensaios clinicos de fase 1,

estando o seu término previsto para 2016 (Wittrup e Lieberman, 2015).

9.2 Péptidos Miméticos

Os péptidos miméticos sdo inibidores competitivos desenhados para simular o dominio
EGF-A de ligagdo ao R-LDL, que por sua vez interage com a PCSK9. Nas células
HepG2, o péptido sintético EGF-A liga-se ao R-LDL, atuando de forma dose
dependente inibindo a degradacdo do R-LDL, mediada pela PCSK9 (Poirier et al.,
2009). O dominio Cterminal isolado da PCSK9 auxilia na reducdo da degradacédo de R-
LDL mediada pela PCSK9, tendo estes resultados sido observados tanto em ensaios in
vitro como in vivo em ratos (Alborn et al., 2007). Como tal ficou demonstrado, que o
uso de pequenos fragmentos de PCSK9 que se ligam ao R-LDL, através de um
mecanismo competitivo, sem que causem a degradacdo do mesmo, e adicionalmente
permitindo uma reducdo dos niveis circulatérios de C-LDL, é uma alternativa viavel
para inibicdo da PCSK9 (Alborn et al., 2007; Du et al., 2011).

9.3 Anticorpos Monoclonais

Usualmente denominados de mAb (anticorpos monoclonais), estes tém-se revelado
como a estratégia mais promissora na inibi¢do da degradacdo do R-LDL mediada pela
PCSK9, sendo que atualmente sdo o principal alvo da industria farmacéutica. A
primeira administracdo de mAbs ocorreu em 2009, tendo sido efetuada a sua
administracdo por via intravenosa em macacos, tendo-se evidenciado uma reducdo dos
niveis de C-LDL de aproximadamente 80% (Chan et al. 2009).
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Os anticorpos monoclonais atuam revertendo os efeitos provocados pela PCSK9 na
superficie dos R-LDL, visto que os anticorpos sdo capazes de reconhecer os epitopos da
PCSKO9 localizados na vizinhanca da regido com o dominio catalitico, que interage com
0 R-LDL (Dias et al., 2011). Atendendo aos dados obtidos em ensaio pré-clinicos, ficou
demonstrado que os anticorpos monoclonais sdo efetivamente capazes de quebrar a
ligacdo entre a PCSK9 e o R-LDL, conduzindo ao aumento dos niveis R-LDL (Duff et
al., 2009). Todos estes dados incentivaram a inddstria farmacéutica no sentido de

desenvolverem mADbs, tornando-0s uma importante alternativa terapéutica.

Encontram-se atualmente aprovadas duas estratégias terapéuticas com anticorpos
monoclonais atuando como inibidores da PCSK9 para individuos com
hipercolesterolemia familiar heterozigética e homozigdtica, doenga cardiaca
aterosclerdtica, ou em individuos intolerantes ou que ndo reagem adequadamente a
terapéutica com estatinas ou em associagdo com esta ou outra classe terapéutica
utilizada na reducdo dos niveis de C-LDL. O primeiro medicamento a ser aprovado pela
European Medicines Agency (EMA) e pela UE para introdugdo no mercado da CE foi o
evolocumab (Repatha™, Amgen) em julho de 2015, tendo obtido aprovacdo posterior
por parte da US Food and Drug Administration (FDA) em agosto de 2015 para
introdugdo deste medicamento no mercado americano. O outro medicamento o
alirocumab (Praluent™, Regeneron/Sanofi) foi o primeiro medicamento aprovado para
introducdo no mercado norte americano pela FDA em julho de 2015, tendo igualmente
sido aprovado o seu uso na UE pela EMA em setembro de 2015 (Amgen, 2105; EMA,
2015; FDA, 2105; Praluent, 2015).

Existe ainda um novo medicamento o bococizumab (RN316), que se encontra ainda
numa fase mais precoce de desenvolvimento que os medicamentos referidos
anteriormente, tendo iniciado os ensaios de fase Ill em outubro de 2013, sendo de
esperar que até ao final do presente ano surjam novos dados relativos a sua eficécia e
seguranga. S&o também conhecidos avancos e estudos referentes a outros medicamentos
de outros grupos farmacéuticos como sdo o caso da Eli Lilly (LY3015014) e da Roche
(RG-7652) (Mombelli et al., 2015).
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10. Evolocumab

O evolocumab foi o primeiro anticorpo monoclonal inibidor da PCSK9 a receber
autorizacdo de introducdo no mercado Europeu e o segundo no caso do mercado norte
americano. O evolocumab foi desenvolvido pela empresa farmacéutica Amgen, tendo o
nome comercial de Repatha™. Evolocumab deve ser utilizado como complemento da
dieta e da terapéutica com doses méximas toleradas de estatinas, encontra-se sobretudo
indicado nos casos de hipercolesterolemia familiar homozigédtica e heterozigotica,
doenca aterosclerotica coronéria, que necessitam de uma reducdo adicional dos niveis
de C-LDL (Amgen, 2015).

Os ensaios com o evolocumab demonstraram a sua capacidade de reducdo dos niveis de
C-LDL, de forma substancial e consistente, demonstrando também alteracfes benéficas
de outros pardmetros lipidicos, em cerca de 6000 pacientes com hiperlipidemia e
dislipidemia mista, incluindo mais de 4500 pacientes com elevados niveis de colesterol

em 10 ensaios de fase Il (Amgen, 2015).

O evolocumab demonstrou a sua eficacia promovendo uma reducdo significativa dos
niveis de C-LDL ente os 55% e 0s 75% comparativamente ao observado para o placebo
e em aproximadamente 35% a 45% quando comparado com ezetimiba. No que respeita
aos pacientes com FH homozigotica, o evolocumab evidenciou a sua eficacia, tendo
reduzido os niveis de C-LDL dos pacientes entre 15% e 30% comparativamente ao
observado para o placebo. A reducdo dos niveis de C-LDL observada manteve-se com 0
tratamento a longo prazo (Amgen, 2015).

10.1 Mecanismo de Acéo

O evolocumab consiste num anticorpo humano monoclonal 19G2, direcionado para a
enzima PCSK9, a qual se liga, impedindo a ligagdo da enzima ao R-LDL e a
consequente degradacdo do recetor, permitindo que este seja reciclado e direcionado
PCSK9 ao R-LDL, o evolocumab provoca um aumento do numero de R-LDL

disponiveis na superficie das células hepaticas, aumentando a taxa de eliminagéo de C-

56




Inibidores PCSK9

LDL do sangue, conduzindo a uma diminuicdo dos niveis de C-LDL (figura 17)
(Amgen, 2015).

Particulade

LDL [ ] O
e » N :v'\i ol PCSK9
a2l ; ~{ Endocitose /(::)
- *xs e 5 (%
\ S 3o
,i—f‘i:‘b I U Endossoma (//, 7
D Reciclagem
__/ =4
S R-LDL N
Hepatocito J\ 1T (C
N A W P g
Sintese R-LDL (\'«\,”‘ ¢ D
(g
PCSK9 )
secretado A -
O —— r~) ) Degradacao
\¢‘ J O O ) Lisossomal
— — 7
O d ﬁ/o Complexo
H@ de Golgi
Anticorpos

monoclonais

Figura 17. Mecanismo de a¢édo dos mabs (evolocumab). (Adaptado de Davidson, 2013).

10.2 Farmacocinética Evolocumab

O pico de concentracdo sérica maxima para o evolocumab foi atingido em 3 a 4 dias,
apo6s uma dose Unica subcutanea de 140 mg ou 420 mg administrada em adultos
saudaveis. Relativamente & administracdo de uma dose Unica subcutanea de 140 mg
obteve-se uma concentracdo maxima (Cmax média + desvio padrdo (DP)) de 13,0 +
(10,4) pg/ml e uma AUC final (média + DP) de 96,5 + (78,7) dia/ug/ml. No caso da
administracdo Unica de uma dose subcutanea de 420 mg, esta originou uma Cmax
(média = DP) de 46,0 £ 17,2 pg/ml e AUCfinal (média + DP) de 842 + 333 dia/ug/ml.

A administracdo de trés doses subcutaneas de 140 mg demonstrou ser bioequivalente a
uma dose Unica subcutanea de 420 mg. A biodisponibilidade absoluta ap6s a dose
subcutdnea foi determinada com base em modelos farmacocinéticos como sendo de
72%.

O volume de distribuicdo medio + DP em estado de equilibrio foi calculado

posteriormente a aplicacdo de uma dose Unica intravenosa de 420 mg de evolocumab,
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tendo-se obtido 3,3 = 0,5 I, o que é indicativo de que o evolocumab tem uma
distribuicéo limitada no tecido (EMA, 2015).

Sendo o evolocumab constituido unicamente por aminodcidos, hidratos de carbono e
uma imunoglobulina nativa, € improvavel a sua eliminacdo por mecanismos de
metabolismo hepatico, sendo expectavel que o seu metabolismo e eliminacdo sigam as
vias de depuracdo da imunoglobulina, resultando na degradacdo em pequenos péptidos e
aminoacidos individuais (EMA, 2015).

O evolocumab apresenta uma semivida efetiva de 11 a 17 dias. No caso dos doentes
com hipercolesterolemia familiar heterozigética e medicados com doses altas de
estatinas, a exposic¢do sistémica de evolocumab foi ligeiramente inferior a de individuos
com doses de estatinas baixas a moderadas (racio de AUCfinal 0,74). Verificou-se um
aumento cerca de 20% na depuracdo do evolocumab, devendo-se este facto as estatinas
administradas, sendo estas responsaveis por aumentarem a concentracdo de PCSKO9,
contudo este fator ndo teve um impacto negativo no efeito farmacodindmico do
evolocumab a nivel lipidico. A analise farmacocinética da populacdo ndo revelou
diferencas consideraveis nas concentracGes sericas de evolocumab em doentes com
hipercolesterolemia familiar ou ndo familiar, medicados concomitantemente com
estatinas (EMA, 2015).

Ap6s uma dose Unicade 420 mg, a depuracgdo sistémica média + DP foi calculada em 12
+ 2 ml/h. Em estudos clinicos com doses subcutaneas repetidas ao longo de 12 semanas,
observaram-se aumentos de exposi¢do proporcionais a dose com regimes posoldgicos
de 140 mg e superiores. Observou-se uma acumulacdo de cerca de 2 a 3 vezes nas
concentragdes séricas no vale (Cmin + DP) de 7,21 + 6,6 apds doses quinzenais de 140
mg ou apos doses mensais de 420 mg (Cmint DP) de 11,2 + 10,8 e as concentracdes
séricas minimas aproximaram-se do estado de equilibrio as 12 semanas. Ndo se
observaram alteracdes dependentes do tempo nas concentragdes séricas ao longo de um
periodo de 124 semanas (EMA, 2015).
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10.3 Efeitos Adversos

Possiveis efeitos a longo prazo resultantes da acdo do evolocumab ao nivel da
morbilidade e mortalidade cardiovasculares ndo foram ainda determinados. Os efeitos
adversos demonstrados pelo evolocumab podem de forma geral ser comparados aos
observados para os grupos controlo. Contudo, os efeitos adversos que se verificaram
com maior frequéncia, ocorreram em apenas 2% da populacao pertencente ao grupo de
tratamento com evolocumab, tendo estes apresentado, no entanto, maior incidéncia de
reacOes adversas do que o grupo controlo. Os exemplos mais frequentes de efeitos
adversos observados sdo casos de nasofaringite, infecdo do trato respiratorio superior,
lombalgias, artralgia, influenza, rash, nduseas e reacdes irritacdo no local de injecéo
(EMA, 2015).

10.4 Forma de Administracao

O evolocumab deve ser administrado através de uma injecdo subcutanea na zona do
abdémen, na coxa ou no antebraco, devendo variar os locais de injecdo e ndo devendo
as mesmas ser efetuadas em zonas em que a pele se encontre mais sensivel, pisada, dura
ou irritada. O evolocumab ndo pode ser administrado quer por via intravenosa, quer por
via intramuscular. Antes de iniciar o tratamento com evolocumab devem ser excluidas
causas secundarias (ndo genéticas) do excesso de colesterol e de niveis anormais de
lipidos no sangue. Este medicamento s6 pode ser obtido por prescricdo médica (Amgen,
2015).

10.5 Indicacdo Terapéutica

O evolocumab encontra-se indicado para adultos com hipercolesterolemia priméria
(heterozigdtica familiar e ndo familiar) ou dislipidemias mistas, como adjuvantes da

dieta:

e Em combinagdo com estatinas ou com estatinas e outra terapéutica de

reducdo dos niveis lipidicos, em pacientes que ndo consigam atingir o0s
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niveis estipulados de C-LDL recorrendo a elevadas doses de estatinas
(Amgen, 2015).

e Em exclusividade ou em combinacdo com outras terapéuticas de reducédo
dos niveis lipidicos, em pacientes que sdo intolerantes as estatinas ou

para 0s quais as estatinas estdo contra indicadas (Amgen, 2015).

O evolocumab esté indicado para adultos e adolescentes com 12 ou mais anos de idade
com hipercolesterolemia homozigotica familiar, em combinagdo com outras terapias de

reducdo dos niveis lipidicos (Amgen, 2015).

A dose recomendada para adultos com doenca priméaria é de 140 mg a cada duas
semanas ou 420 mg (equivalente ao contetido de trés seringas pré cheias) uma vez por
més, sendo as duas doses clinicamente equivalentes. No caso de adultos ou criancas
com mais de 12 anos de idade e com FH homozigética, a dose inicial recomendada € de
420 mg uma vez por més. Se ndo se obtiver uma resposta adequada ao fim de 12
semanas de tratamento, a dose podera ser aumentada para 420 mg a cada 2 semanas
(Amgen, 2015).

10.6 Contra Indicacdes e Precaucgdes Especiais

Este medicamento encontra-se contra indicado nos casos de hipersensibilidade a
substancia ativa ou a qualquer um dos excipientes (Amgen, 2015). Outras Precaugoes

especiais séo:

- Insuficiéncia renal: Os pacientes que sofrem de insuficiéncia renal ndo foram
abordados nos estudos, pelo que o evolocumab deve ser utlizado com precaugéo nos

pacientes com insuficiéncia renal severa (Amgen, 2015).

- Insuficiéncia hepatica: Nos pacientes que sofram de insuficiéncia hepatica moderada,

foi observada uma reducdo a exposicao total do evolocumab, o que podera conduzir a
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uma limitacdo do efeito redutor sobre o C-LDL, implicando monitorizagcdo proxima
destes pacientes. No caso de pacientes portadores de insuficiéncia hepatica severa, estes
ndo foram abordados pelos estudos, pelo que a administracdo de evolocumab nestes

individuos deve ser efetuada com extrema precaucdo (Amgen, 2015).

10.7 Fertilidade, Gravidez e Lactagao:

Os dados relativos ao uso de evolocumab em gravidas sdo bastante limitados ou nao
existem de todo, pelo que o evolocumab ndo deve ser usado em gravidas, com exce¢do
das situacdes em que a condicdo clinica exija tratamento com evolocumab. N&o existem
estudos que provem que o evolocumab seja excretado no leite materno, como tal ndo se
deve excluir a possibilidade de risco inerente ao seu uso por recém-nascidos e criangas
lactantes. Ndo existem até ao momento quaisquer dados sobre o impacto do evolocumab

na fertilidade humana (Amgen, 2015).

10.8 Avaliacédo de Eficécia e Seguranca do Evolocumab

Os anticorpos monoclonais inibidores da PCSK9 demonstraram, em doentes com ou
sem terapéutica concomitante com estatinas, capacidade de reduzir substancialmente os
niveis de C-LDL, (Dias et al., 2011; Sullivan et al., 2012). O evelocumab, um anticorpo
humano, que tem como alvo a PCSK9, apresentou dados bastante promissores na
reducdo dos niveis de C-LDL, com valores superiores aos 65%, tendo igualmente
demonstrado um perfil encorajador, em termos de seguranca e tolerabilidade. Estes
resultados foram observados em ensaios clinicos aleatorios de fase I, utilizando grupos
controlo-placebo com mais de 1300 individuos com hipercolesterolemia (Giugliano et
al., 2012; Koren et al., 2012; Raal et al., 2012; Sullivan et al., 2012).

O Open-Label Study of Long-Term Evaluation Against LDL-C (OSLER), pretende
aferir sobre a eficécia e seguranca dos resultados obtidos nos individuos portadores de

hipercolesterolemia (Koren et al., 2012).
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O ensaio OSLER encontra-se dividido em duas fases, OSLER-1 e OSLER-2. O ensaio
OSLER-1 foi levado a cabo em 190 centros de ensaios clinicos e o ensaio OSLER-2 em
305 centros, tendo os individuos que participaram destes ensaios, sido previamente
selecionados para 0s outros ensaios. SO os individuos que tenham completado algum
dos principais ensaios de evolocumab de fase Il e de fase Ill, é que puderam registar-se
no ensaio OSLER-1 e OSLER-2, respetivamente, comprovando que ndo experienciaram
qualquer efeito adverso grave e que possa de alguma forma ter contribuido para a
interrupgdo do “produto” da investigag¢do na fase Il ou Ill do ensaio principal, ou por
outro lado permitindo a antecipacdo de medidas dos niveis lipidicos e/ou o ajuste da
terapia de regulacdo lipidica de fundo, sem que estas ocorram inconscientemente,

durante as 12 semanas em que decorram 0s ensaios prévios.

Os quatro ensaios de fase Il prévios ao ensaio OSLER-1 sdo entdo: 1) Monoclonal
Antibody Against PCSK9 to Reduce Elevated LDL-C in Subjects Currently Not
Receiving Drug Therapy for Easing Lipid Levels [MENDEL]; 2) Low-Density
Lipoprotein Cholesterol (LDL-C) Assessment With PCSK9 Monoclonal Antibody
Inhibition Combined With Statin Therapy [LAPLACE-TIMI 57]; 3) Goal Achievement
after Utilizing an anti-pcsk9 antibody in Statin intolerant Subjects [GAUSS]; 4)
Reduction of LDL-C With PCSK9 Inhibition in Heterozygous Familial
Hypercholesterolemia Disorder [RUTHERFORD] (tabela 7).

10.8.1 Ensaios Prévios ao OSLER-1

Tabela 7. Ensaios prévios ao OSLER-1 (Adaptado de Sabatine et al., 2015).

n° n ° participantes
Ensaios participantes no respetivo Perfil participantes
do ensaio ensaio OSLER
Fase 2
Sem terapéutica prévia; C-
MENDEL 406 300 LDL> 100 e <190mg/dL
. Estatina + Ezetimiba; C-LDL
LAPLACE-TIMI 629 530
57 =85 mg/dl
GAUSS 157 128 Intolerante estatinas; C-LDL
v =100 mg/dI
167 147 FH heterozig6tica; estatina +
RUTHERFORD ezetimiba; C-LDL =100 mg/dI
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10.8.2 Ensaio OSLER-1

O primeiro objetivo para avaliar a eficicia consistia em caracterizar os efeitos da
administracdo a longo termo de evolocumab, atraves da avaliacdo do C-LDL, do
colesterol lipoproteico de ndo-alta-densidade (non-C-HDL), ApoB, racio entre Ctotal e
C-HDL, racio ApoB/ApoAl em individuos com hipercolesterolemia. Os objetivos de
seguranca incluem, avaliacdo da incidéncia de efeitos adversos, efeitos adversos graves,

efeitos adversos que conduzam a descontinuacdo do produto sobre investigacédo

Participaram no estudo OSLER um total de 1104 individuos, dos quais 736 foram
escolhidos de forma aleatdria para receber evolocumab a 420 mg, a cada 4 semanas, por
via subcutanea, juntamente com o padrdo de tratamento (SOC), e os restantes 368 foram
aleatoriamente selecionados recebendo somente tratamento com SOC, durante um
periodo de 52 semanas (tabela 8). 92% dos pacientes do grupo evolocumab + SOC
completaram as 52 semanas de tratamento consecutivas e 89% dos pacientes do grupo
SOC completaram também as 52 semanas de forma continua. O valor base de C-LDL
do agrupamento dos estudos principais de fase Il é de 141,1 mg/dL (39,4 mg/dL) ou
3,6mmol/L (£1,0 mmol/L) () (Koren et al., 2014).

Tabela 8. Representacéo do ensaio OSLER-1.

Aleatorio, Duragao Evolocumab 420mg subcuténeo + SOC
OSLER-1 | trabalho aberto, 52 (padréo) a cada 4 semanas
n=1104 n =736
controlo com semanas
SOC
padrdo (SOC) n=368

De um total de 691 pacientes, correspondendo a 62,6 %, tiveram um tratamento base
com estatinas, sendo que desses, 295, cerca de 42,7% receberam uma terapéutica
intensiva com estatinas (doses didrias de atorvastatina >40mg, rosuvastatina >20mg,
sinvastatina 80 mg, ou outra estatina ainda com ezetimibe). A proporcdo de pacientes

que necessitaram de terapéutica base com estatinas foi superior no grupo
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evolocumab+SOC perfazendo 64,9% do total, comparativamente com o grupo SOC

correspondendo a cerca de 57,9% (tabela 9) (Koren et al., 2014).

Tabela 9. Resultados relativos a reducdo do C-LDL observada no ensaio OSLER-1 (Adaptado de Koren et al.,
2014).

<100 mg/dL (2,6 mmol/L), <70 mg/dL (1,8 mmol/L),
n (%) n (%)
Evolocumab 420 mg Evolocumab 420 mg

Diferentes categorias
o socC a cada 4 semanas + socC a cada 4 semanas +
(n individuos)

SOC SOC
) 231 151
Final estudo (359, 717) 491 (68,5) 302 (42,1)
(64,4) (42,1)
60
Semana 12 (347, 716) 621 (86,7) 1(0,3) 443 (61,9)
(17.3)
59
Semana 24 (341, 708) 613 (86,6) 3(0,9) 431 (60,9)
(17.3)
47
Semana 36 (335, 699) 598 (85,6) 5(1,5) 430 (61,5)
(14,0)
43
Semana 48 (314, 676) 580 (85,8) 2(0,6) 415 (61,4)
(16,7)
47
Semana 52 (295, 640) 552 (86,3) 3(1,0) 400 (62,5)
(15,9)
Atingiram nivel em qualquer 117
o 703 (96,0) 13 (3,6) 606 (82,8)
visita (361, 732) (32,4)
Atingiram nivel em todas as
9 (3,3) 437 (72,1) 0(0,0) 229 (37,8)

visitas (269, 606)

Uso de estatinas de base / Uso qualquer estatina

Atingiram nivel em qualquer 82
o 458 (96,2) 6 (2,9) 418 (87,8)
visita (209, 476) (39,2)
Atingiram nivel em todas as
8 (4,9) 301 (75,4) 0 (0,0) 179 (44,9)

visitas (163, 399)

Sem uso de estatinas

Atingiram nivel em qualquer 35
- 245 (95,7) 7 (4,6) 188 (73,4)
visita (152, 256) (23,0)
Atingiram nivel em todas as
1(0,9) 136 (65,7) 0 (0,0) 50 (24,2)

visitas (106, 207)

N&o foram detetados anticorpos neutralizantes do evolocumab em todo o estudo

OSLER (Koren et al., 2014). Numa perspetiva geral os efeitos adversos graves de
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elevacdo dos valores de creatina cinase e um aumento dos niveis de aminotransferases,
ndo foram significativos no caso dos individuos que atingiram niveis diminutos de C-
LDL.

Um total de 411 pacientes, dos quais 99,5% receberam terapéutica com evolocumab,
atingiram niveis lipidicos de C-LDL < 50mg/dL (1,3 mmol/L), 98 pacientes todos em
tratamento com evolocumab demonstraram niveis de C-LDL <25 mg/dL (0,65
mmol/L), contudo houve ainda o caso de 682 pacientes, sendo que 47,4% destes
estavam a receber tratamento com evolocumab, evidenciando niveis de C-LDL > 50
mg/dL (1,3 mmol/L) (Koren et al., 2014).

Neste que foi o primeiro teste de avaliacdo de longa duracdo (52 semanas) sobre um
inibidor da PCSK9, os resultados do estudo OSLER, contribuiram para uma melhor e
aprofundada compreensdo sobre esta nova terapéutica, providenciando ainda uma visdo
mais proxima sobre a eficicia, seguranca e tolerabilidade da terapéutica com
evolocumab em individuos com hipercolesterolemia. O evolocumab demonstrou uma
substancial capacidade de reducgdo dos niveis de C-LDL, em média de cerca de =50%
para além dos valores obtidos para o grupo SOC em diferentes populacbes de
individuos portadores de hipercolesterolemia. Este decréscimo dos niveis lipidicos ap6s
12 semanas manteve-se estavel durante o decurso do estudo, ndo tendo revelado

qualquer tendéncia de atenuar (Koren et al., 2014).

Atualmente existem varias linhas de evidéncia, que sugerem que podem advir diversos
beneficios da manutencdo de niveis de C-LDL, mesmo abaixo dos niveis normalmente
estipulados. Esta evidéncia é corroborada pela analise mendeliana aleatéria, provando
que as variacOes geneticas que produzem niveis bastante reduzidos de C-LDL conferem
niveis elevados de protecdo contra as manifestacfes de aterosclerose, sem que ocorram

situacOes de morbilidade e mortalidade inesperadas (Koren et al., 2014).

O estudo OSLER demonstrou que uma vasta maioria dos pacientes tratados com
evolocumab atingiu niveis de C-LDL significativamente inferiores ao apontado pelas

guidelines. Devido a elevada percentagem de pacientes do estudo OSLER que
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apresentaram niveis de C-LDL <50mg/dL (1,3 mmol/L), especialmente aqueles em
terapia de coadministragdo com estatinas, indicam que futuros estudos sobre ensaios
cardiovasculares com evolocumab podem ser de grande utilidade para melhor entender
o0s beneficios inerentes a reducéo dos niveis de C-LDL noutros alvos terapéuticos para
além dos até agora estipulados. Estes estudos podem ainda ajudar a entender se estes
avancos clinicos decorrentes da terapéutica de sobre regulacdo dos R-LDL advém de
um mecanismo de acdo que possa eventualmente ser partilhado pelos inibidores da

PCSKO e pela terapéutica com estatinas (Koren et al., 2014).

No que respeita a tolerabilidade da terapéutica, o elevado numero de participantes
(81%), do estudo principal de fase Il com evolocumab, é o reflexo natural da boa
tolerabilidade inerente a terapia. Adicionalmente, a reduzida percentagem (3,7%) de
pacientes que descontinuaram a terapéutica com evolocumab, devido a efeitos adversos,
é também um forte indicador da excelente aceitacdo da terapéutica aplicada. De forma
geral, a incidéncia destes efeitos encontra-se equilibradamente dividida pelos dois
grupos, tanto pelo grupo evolocumab+SOC como pelo grupo SOC (tabela 10) (Koren et
al., 2014).

Tabela 10. Efeitos adversos do ensaio OSLER-1 (Adaptado de Koren et al., 2014).

Evolocumab 420 mg
SOC acada4

(n=368), n (%) semanas+SOC

(n=736), n (%)

Efeitos adversos

Qualquer 269 (73,1) 599 (81,4)

Graves 23 (6,3) 52 (7,1)

Conduzindo a descontinuagdo da terapéutica

(evolocumab) Né&o aplicavel 27 (3,7)

Mortes 2 (0,5) 1(0,2)
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Efeitos adversos comuns

Nasofaringite 36 (9,8) 90 (12,2)

Infecdo trato respiratorio superior 28 (7,6) 57 (7,7)
Gripe 19 (5,2) 52 (7,1)

Artralgia 16 (4,3) 51 (6,9)

Lombalgia 20 (5,4) 48 (6,5)
Musculares 36 (9,8) 68 (9,2)

Reacdes local de injecdo Né&o aplicavel 38 (5,2)

Resultados laboratoriais

ALT ou AST >3xLMN em qualquer visita 6 (1,6) 13(1,8)
ALT ou AST >5xLMN em qualquer visita 1(0,3) 4 (0,5)
Creatina cinase >5x LMN em qualquer visita 7(1,9) 7(1,0)
Creatina cinase >10x LMN em qualquer visita 2(0,5) 2(0,3)

Legenda: Alanina aminotransferase (ALT); Aspartato aminotransferase (AST); Limite maximo normal (LMN).

O teste OSLER providenciou ainda informagdo quanto a seguranca do tratamento dos
pacientes a niveis reduzidos e muito reduzidos de C-LDL ao longo de 1 ano. De forma
generalizada a incidéncia de efeitos adversos graves de elevacdo dos niveis de creatina
cinase e aminotransferases nao foram apreciavelmente superiores nos casos de pacientes
que atingiram niveis inferiores de C-LDL. Estes dados sugerem que a terapéutica com
evolocumab, oferece ganhos significativos e adicionais a reducdo do C-LDL, sem
incorrer num aumento da probabilidade de surgirem efeitos laboratoriais indesejados,
como observado durante a intensificagdo das doses de estatinas. Os pacientes do estudo
OSLER que atingiram niveis reduzidos ou muitos reduzidos de C-LDL reportaram um
ligeiro aumento do grau de incidéncia de sintomas como dores de cabega, tonturas,
insonias e lombalgias. Contudo, este ligeiro aumento do grau de incidéncia de sintomas

ligeiros e subjetivos, requer algum cuidado na interpretacdo dos resultados, pois estes
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podem advir de alguma assimetria decorrente do design do proprio protocolo, o qual
requer um elevado numero de interacdes presenciais cara a cara, com pessoal no local,

ao dispor dos pacientes tratados com esta terapéutica de injecdo (Koren et al., 2014).

Apesar da diversidade populacional apresentada por este estudo ser vista como uma
vantagem em termos da generalidade das conclusdes obtidas, alguns dos pacientes,
como € certamente 0 caso dos pacientes de baixo risco do estudo de MENDEL e que
ndo receberam terapéutica com estatinas de base, podem efetivamente ndo ser uma
adequada representacdo do publico alvo, a quem em ultima instancia se destina a
terapéutica anti-PCSK9 (Koren et al., 2014). Finalmente no que respeita ao design do
ensaio aberto e mais frequentemente as inspecdes dos pacientes em tratamento com
evolocumab, séo fatores limitantes para a interpretacdo do grau relativo de incidéncia de
efeitos adversos entre os dois grupos. O estudo OSLER nédo foi desenvolvido ou
desenhado como um estudo de resultados, mas antes um estudo em curso sobre
resultados cardiovasculares fruto da pesquisa com inibidores da PCSK9 em individuos
de elevado risco. Contudo, este ensaio reafirma também que o0s eventos
cardiovasculares clinicos adjudicados aos pacientes tratados com evolocumab e
pacientes que atingiram niveis reduzidos de C-LDL, ndo ocorreram com maior
frequéncia nestes grupos do que o verificado para o grupo SOC, com pacientes tratados
com uma terapéutica menos agressiva. Apesar da auséncia de um sinal de seguranca que
confira algum suporte de validade para o futuro desenvolvimento do evolocumab, 0s
ensaios em curso, em ultima analise irdo confirmar os beneficios, ou a falta dos
mesmos, na terapéutica de reducdo dos niveis de C-LDL com estes inibidores da
PCSK9 (Koren et al., 2014).

10.8.3 Ensaios Prévios ao OSLER-2

O OSLER-2 tal como o OSLER-1 é um ensaio de avaliagdo a longo prazo (resultados
de avaliacdo durante um ano) dos niveis de C-LDL mediante a utilizacdo de
evolocumab. Os individuos que participaram no ensaio tiveram que previamente
participar em pelo menos um dos ensaios de fase Il1l. O OSLER-2 foi um ensaio de
trabalho aberto e aleatdrio, conduzido em 305 centros de ensaios distintos (figura 18)
(Sabatine et al., 2015).
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Hipercolesterolemia Intolerante Hipercolesterolemia

Momoterapia P
s { com estatinas ) estatinas familiar heterozigotica

Ensaios MENDEL-1 LAPL.M:E TiM 5T RUTHERFORD-1
Fase 2 IIn=4046) [n:“ﬁ‘n.
Ensaios MENDEL-2 FILITI-EIH-'OFU)—Z DESCARTES THOMAS-1 THOMAS-2
Fase 3 (n=614) [n=:mn :n=:szs} {n=001) (n=149) (n=164)
[
4465 individuos (_-"4"/0) participaram mno ensaio
OSLER
1324 passaram nos ensaios de fase 2 para
OSL.ER-1
32141 passaram nos ensaios de fase 3 para
OSLER-2Z
Z2-1
Fvolocumab Terapéutica Padrio
- (isolada)
Terap&utica Padrio (n— 14859
(n — 2976)

Figura 18. Ensaios OSLER 1 e 2 e 0s seus ensaios prévios. (Adaptado de Sabatine et al., 2015).

Os ensaios de fase Il que antecedem o ensaio OSLER-2 estdo representados na
tabela 11.

Tabela 11. Representacdo ensaios prévios ao OSLER-1 (Adaptado de Sabatine et al., 2015).

n n participantes
Ensaios participantes no respetivo Perfil participantes
do ensaio ensaio OSLER
Fase 2
MENDEL 2 614 378 Sem terapéutica prévia; C-LDL> 100 e

<190mg/dL

Terapéutica moderada ou de intensidade

elevada com estatinas e com ou sem
ezetimiba; C- LDL >80 mg/dl (estatina alta
LAPLACE-2 1896 1382 intensidade), C-LDL >100 mg/dl (estatina
intensidade moderada), e C-LDL >150

mg/dl (sem estatina)

Intolerante estatinas; C-LDL >100 mg/dl e

GAUSS-2 307 254
<190mg/dL
FH heterozigotica; C-LDL >100 mg/dl;
RUTHERFORD- ) .
) 329 293 terapéutica com estatina com ou sem
ezetimiba
C-LDL >75 mg/dl; terapéutica com
DESCARTES 901 612 ] o
estatina com ou sem ezetimiba
THOMAS-1 149 112 C-LDL >85 mg/dI terapéutica com estatina
THOMAS-2 164 110 C-LDL >85 mg/dI terapéutica com estatina
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10.8.4 Ensaio OSLER-2

O ensaio OSLER-2 foi iniciado em abril de 2013 e estima-se que esteja terminado em
agosto de 2018, sendo como tal um ensaio a longo prazo, que pretende aferir sobre a
eficacia e seguranca da administracdo de evolocumab por um longo periodo de tempo,
tratando-se de um ensaio que estd ainda a decorrer, pelo que alguns dados ndo estdo
ainda disponiveis ou ndo existem de todo até ao momento presente. Este ensaio a
semelhanca do OSLER-1 é um ensaio de trabalho aberto, no qual participaram 3141
individuos, perfazendo um total de 4456 participantes nos dois ensaios (Sabatine et al.,
2015).

Os individuos que participaram no OSLER-2 tiveram que participar em pelo menos um
dos ensaios prévios de fase Ill. O principal objetivo deste ensaio é reunir informacéo
dos resultados relativos a seguranca, aos efeitos secundarios, a reducdo dos niveis de C-
LDL e também sobre analise exploratoria de possiveis resultados a nivel cardiovascular,
inerentes a administragdo a longo prazo de evolocumab (Sabatine et al., 2015).

O OSLER-2 é um ensaio de estudo em trabalho aberto, aleatério e controlado,
conduzido em 305 centros de ensaios, tendo 0s participantes participado em pelo menos

1 dos 7 ensaios de fase 11l com evolocumab (Sabatine et al., 2015).

Os individuos que completaram pelo menos 1 dos 7 ensaios prévios de fase 11l puderam
participar no ensaio OSLER-2, o que confirma que nenhum destes individuos
experienciou algum tipo de efeito adverso, que pudesse ter conduzido a descontinuagédo
do tratamento farmacoldgico e que adicionalmente nenhum deles possuia uma condicao
médica instavel, sendo que ndo seria assim expectavel que necessitassem de qualquer
medicdo lipidica ndo cega, ou qualquer ajuste da terapéutica de regulacdo lipidica de

fundo, durante as 12 primeiras semanas do ensaio OSLER (Sabatine et al., 2015).

Foram administradas aos individuos, com base na escolha pessoal de cada um, uma
dose de 140 mg a cada 2 semanas, ou 420 mg 1 vez por més. Ambos os regimes

terapéuticos demonstraram diminuir os niveis de C-LDL em aproximadamente 60% da
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populacgéo participante no ensaio. Todos os individuos envolvidos no ensaio, bem como
todo o staff médico estavam ao corrente do caracter de aleatoriedade dos procedimentos
do ensaio. Nao foi utilizado qualquer placebo no grupo com terapéutica padrdo. O
protocolo do ensaio estipulava que a aleatoriedade do tratamento terminaria na 482
semana do ensaio OSLER-2, sendo que em diante todos os individuos passariam a
receber evolocumab numa perspetiva de trabalho aberto, para que fosse possivel aceder
os resultados de eficacia e seguranca a longo termo de forma nédo aleatoria (tabela 12)
(Sabatine et al., 2015).

Tabela 12. Representacéo do ensaio OSLER-2.

Duragéo Evolocumab 140 mg a cada 2
. Abril semanas + SOC
Aleatdrio,
2013 ou
OSLER-2 trabalho aberto,
B n= 3141 a Evolocumab 420 mg 1 vez
controlo com padréo A
Agosto més + SOC
(SOC) . (a
2018 (optativo até a 482 semana)
SOC

O primeiro objetivo do ensaio era avaliar a incidéncia de efeitos adversos. A avaliagdo
da seguranca era um objetivo inerente ao primeiro, estando assim contemplados 0s
efeitos adversos graves, efeitos adversos que pudessem conduzir a descontinuacdo do
farmaco em estudo (individuos do grupo evolocumab), valores fora do normal dos
niveis de creatina cinase e da funcdo hepética e o desenvolvimento de anticorpos contra
0 evolocumab. O objetivo secundario do ensaio seria avaliar a eficadcia do mesmo
através da avaliacdo percentual da alteracdo dos niveis de C-LDL, C-HDL, Ct, TG,
apoAl, apoB e Lp(a) (figura 19 e 20). O ensaio também tem como objetivo avaliar a

incidéncia de eventos cardiovasculares (Sabatine et al., 2015).
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Figura 19. Representagdo percentual do total de participantes do ensaio OSLER-2 que atingiram os niveis
propostos de C-LDL < 100 mg/dL e < 70 mg/dL (Adaptado de Sabatine et al., 2015).
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Figura 20. Representacdo percentual da reducéo dos diferentes parameteros avaliados durante o ensaio
OSLER-2 (Adaptado de Sabatine et al., 2015).

Os resultados do ensaio OSLER-2 foram combinados com os resultados anteriores do

OSLER-1 numa analise conjunta (Sabatine et al., 2015).
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Participaram no ensaio OSLER um total de 4465 individuos, 1324 individuos aderiram
a0 OSLER-1 e 3141 individuos no OSLER-2. Destes 4456 individuos, 2976 foram
selecionados aleatoriamente para receber a terapéutica com evolocumab e o padréo e
1498 receberam a terapéutica com padrdo exclusivamente (tabela 13). A idade média
dos individuos situava-se nos 58 anos de idade, possuindo 80,4% dos participantes pelo
menos um fator de risco cardiovascular. Um total de 3128 participantes, perfazendo
70,1% da populagdo, recebiam terapéutica com estatinas no inicio do ensaio. A
descontinuacdo prematura e permanente do evolocumab ocorreu em cerca de 7,2% dos

participantes (Sabatine et al., 2015).

Tabela 13. Representacdo conjunta do ensaio OSLER (1 e 2).

) Evolocumab + SOC
Aleatério, n= 4456
OSLER n=2976
trabalho aberto, (OSLER-1 n=1324 ¢ soc
controlo com padrdo (SOC) OSLER-2 n=3141)
n=1498

Verificou-se a ocorréncia de efeitos secundarios em 69,2% dos participantes do grupo
evolocumab e em 64,8% dos participantes do grupo padrdo. Registaram-se também
efeitos adversos graves em 7,5% dos participantes do grupo evolocumab e do grupo
padrdo. Ocorreram ainda elevacfes dos niveis de aminotransferase e creatina cinase na
mesma proporcdo de grandeza nos dois grupos, o aumento dos valores de
aminotransferase foi de 1,0% no grupo evolocumab e 1,2% no grupo padrdo e no caso
dos valores de creatina cinase esses aumentos situram-se nos 0,6% e 1,1% para o grupo
evolocumab e padréo respetivamente. Foram descritos ainda que de forma diminuta
(<1%) efeitos adversos neurocognitivos, tendo estes acontecido com maior frequéncia

no grupo evolocumab (Sabatine et al. 2015).

Os participantes do grupo evolocumab obtiveram uma diminuicdo significativa da
incidéncia de eventos cardiovasculares comparativamente ao grupo com a terapéutica
padréo (Sabatine et al., 2015).

Foram descritos alguns efeitos adversos ndo especificos como artralgia, cefaleias, dores

nos membros, cansaco, bem como efeitos adversos neurocognitivos, sendo que estes
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manifestaram-se sobretudo no grupo do evolocumab. Contudo estdo ainda a ser
desenvolvidos ensaios mais abrangentes sobre os efeitos do evolocumab a nivel
neurocognitivo, que poderdo produzir resultados mais definitivos sobre a seguranga do

evolocumab a nivel neurologico (tabela 14) (ClinicalTrials, 2015; Sabatine et al., 2015).

Tabela 14. Representacdo dos efeitos adversos inerentes ao ensaio OSLER (1 e 2) (Adaptado de Sabatine et al.,
2015).

Grupo Grupo
Evolocumab Padréo
Efeitos adversos (N =2976) (N =1489)
n (%) n (%)
Qualquer 2060 (69,2) 965 (64,8)
Graves 222 (7,5) 111 (7,5)
Originam descontinuagdo evolocumab 71 (2,4) Néo aplicavel
Musculares 190 (6,4) 90 (6,0)
Reacdes local injecéo 129 (4,3) Néo aplicavel
Eventos neurocognitivos 27 (0,9) 4(0,3)
Outros
Artralgia 137 (4,6) 48 (3,2)
Enxaquecas 106 (3,6) 32 (2,1)
Dores nos membros 99 (3,3) 32 (2,1)
Fadiga 83 (2,8) 15 (1,0)
Resultados Laboratoriais
Alanina ou aspartato aminotransferase >3 x LMN em
qualquer visita 3110 18(12)
Creatina cinase >5 x LMN em qualquer visita 17 (0,6) 17 (1,1)

Legenda: Limite maximo normal (LMN).

Novos anticorpos de ligacdo ao evolocumab foram detetados em 9 participantes no
grupo evolocumab perfazendo uma percentagem de 0,3%, tendo também sido detetados
tais anticorpos em 4 participantes do grupo padrdo o que corresponde a uma
percentagem de 0,3%. Nao foram detetados quaisquer anticorpos neutralizantes contra o
evolocumab (Sabatine et al., 2015).

Nos ensaios OSLER-1 e OSLER-2 comprovou-se a capacidade de reducdo dos niveis

de C-LDL pelo evolocumab tendo-se obtido uma redugdo percentual na ordem dos
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61%, tendo os valores de C-LDL sido reduzidos de valores medios pré-tratamento de
120 mg/dL para valores médios de 48 mg/dL ao fim de 12 semanas de tratamento. Estes
valores foram consistentes com o reportado anteriormente nos ensaios prévios de curta
duracdo do evolocumab. Os valores observados de reducdo dos niveis de C-LDL foram
mantidos ao longo de 48 semanas, sendo consistentes com os resultados previamente
apresentados nos ensaios de menor duragdo com evolocumab, tendo-se verificado a
mesma situacao, no que respeita ao observado para os valores de outras fragdes lipidicas
(figura 21) (Sabatine et al., 2015).
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MNivel base 4 semanas 12 semanas 24 semanas 36 semanas 48 semanas
(ensaios prévios) (OSLER)

N=4465 N=1258 N=4259 N=4204 N=1243 N=3T2T

Figura 21. Representacdo da reducdo dos valores de C-LDL obtida para os grupos com terapéutica com
evolocumab e padréo (Adaptado de Sabatine et al., 2015).

Existem, contudo, ainda questdes por responder, nomeadamente sobre se a reducdo dos
niveis de C-LDL com os inibidores da PCSK9, resultara numa possivel reducdo dos
eventos cardiovasculares. O evolocumab ao contrario do que sucede com outros
farmacos utilizados na reducdo dos niveis lipidicos, que ndo as estatinas, provoca uma
reducdo dos niveis de C-LDL tanto igual ou maior do que as proprias estatinas em doses
elevadas, tendo estas demonstrado também ao longo das duas ultimas décadas uma
capacidade de reducdo dos eventos cardiovasculares e sabendo que tanto as estatinas
como os inibidores da PCSK9 partilham o mesmo mecanismo final de reducdo do C-
LDL, por aumento da atividade do R-LDL na superficie dos hepatdcitos, sugerindo que
eventualmente os inibidores da PCSK9 possam de forma semelhante as estatinas

produzir efeitos benéficos a nivel cardiovascular (Sabatine et al., 2015).
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Ha ainda que ter em consideracdo que o potencial de reducdo dos eventos
cardiovasculares por parte dos inibidores da PCSK9 advém da observacgdo das variagoes
genéticas de “perda de fun¢do” que originam uma reducdo da atividade da PCSK9 e
estando associadas a reducdo da incidéncia de eventos cardiovasculares ao longo da
vida dos individuos. Como tal a reducdo de eventos cardiovasculares verificada nos
ensaios OSLER ao longo do primeiro ano de terapéutica com evolocumab, gerou grande
expectativa e demonstrou ser consistente com a grande reducdo dos niveis de C-LDL
observada, bem como com o0s seus mecanismos de acdo e com os dados genéticos da
PCSKO, apesar do caracter exploratorio destes ensaios e de se basear num pequeno

namero de eventos observados (Sabatine et al., 2015).

O estudo OSLER foi o maior e mais longo estudo efetuado sobre a avaliacdo da
eficacia e seguranca da terapéutica com anticorpos anti-PCSK9 até hoje realizado. A
terapéutica com evolocumab demonstrou ser capaz de reduzir os niveis de C-LDL em
61% ao longo de um periodo de 12 semanas, tendo-se mantido esta percentagem de
reducdo de forma sustentada ao longo dos 11 meses seguintes. O ensaio provou também
através da andlise pré-especificada e exploratéria, a capacidade do evolocumab em
reduzir a incidéncia de eventos cardiovasculares entre 0s participantes do ensaio. A taxa
de eventos cardiovasculares em 1 ano foi reduzida de 2,18 % no grupo de terapia padréo
de 0,95% no grupo evolocumab (razéo de risco no grupo evolocumab 0,47; intervalo de
confianca de 95 %, 0,28 a 0,78; p = 0,003). Estes resultados obtidos numa populacéo
tdo diversa como a que foi alvo de observacdo neste estudo, revelaram elevada eficécia,
consisténcia e tolerancia face a terapéutica administrada. Os resultados dos ensaios em
curso irdo futuramente definir a utilidade clinica do evolocumab e de outros agentes
desta classe, na emergente abordagem terapéutica de reducdo dos niveis de C-LDL com
os inibidores da PCSK9 (Sabatine et al., 2015).

10.8.5 Ensaios a Decorrer

10.8.5.1 FOURIER

The Further Cardiovascular Outcomes Research with PCSK9 Inhibition in Subjects

With Elevated Risk (FOURIER) é um ensaio que esta a decorrer e que tem principal
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objetivo recolher informacdo que comprove os beneficios a nivel cardiovascular da
administracdo de evolocumab. Este ensaio é do tipo aleatério, com placebo como
controlo, envolvendo 27500 participantes apresentando elevado risco de desenvolver
doenca cardiovascular e que estavam ja a receber tratamento de fundo com estatinas
(figura 22). Segundo o U.S. National Institutes of Health a data prevista para serem
conhecidos os primeiros dados deste estudo estd prevista para Outubro de 2017,
devendo este ensaio estar concluido em Fevereiro de 2018 (Clinical Trials, 2015).

Treapéutica prévia com estatinas

(atorvastaina = 20mg ou dose
equivalente de estatina + ezetimiba)

C-LDL = 70mg/dL
ou

Colesterol nio HDL =
100mg/dL

|

Evolocumab subcutineo a Placebo subcutineo a cada 2
cada 2 semanas ou 1x més semanas ou 1 X més

n = 13750 n=13750

Figura 22. Ensaio FOURIER

11. Alirocumab

O alirocumab foi o primeiro anticorpo monoclonal inibidor da PCSK9 aprovado para
introducdo no mercado norte americano pela FDA em julho de 2015, tendo igualmente
sido aprovado o seu uso na UE pela EMA em setembro de 2015. O arilocumab foi
desenvolvido pela empresa farmacéutica Regeneron/Sanofi tendo o nome comercial de
Praluent™., O alirocumab encontra-se indicado como complemento da dieta, ou da
terapéutica com doses de estatinas maximas toleradas no tratamento de
hipercolesterolemia heterozig6tica familiar ou doenga aterosclerotica cardiovascular em
adultos que necessitam de reducdo acrescida dos niveis de C-LDL. O efeito do
arilocumab em termos de morbilidade e mortalidade cardiovascular encontra-se ainda a
ser determinado nos ensaios clinicos de longa duracéo. O alirocmuab é comercializado e
pode ser administrado de duas formas distintas, ou em canetas pré cheias de 75 mg e

150 mg, ou em seringas pré cheias de 75 mg e 150 mg (Praluent, 2015).
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11.1 Mecanismo de Acéo

O alirocumab é um anticorpo monoclonal humano 1gG1 que se liga ao PCSK9, inibindo
assim a sua ligacdo ao R-LDL, provocando um aumento do numero de R-LDL
disponiveis para eliminarem o C-LDL, diminuindo os niveis de C-LDL (Praluent,
2015).

11.2 Farmacocinética Alirocumab

A concentracdo sérica maxima é normalmente atingida ap6s a administracdo subcutanea
de 50 mg a 300 mg de alirocumab e ao fim de 3-7 dias. A farmacocinética do
alirocumab ap6s uma administracdo de 75 mg no abddémen, antebraco ou coxa foi em
todos os casos similar. A biodisponibilidade do alirocumab ap6s administracdo
subcutanea foi de 85%. O steady state foi atingido ao fim de 2 a 3 doses com um ratio

de acumulacdo de cerca de dobro (Praluent, 2015).

Apo6s a administracdo intravenosa, o volume de distribui¢do foi de 0,04 a 0,05 L/kg
indicando que o alirocumab é distribuido inicialmente pelo sistema circulatorio
(Praluent, 2015).

O arilocumab é constituido unicamente por aminoacidos, hidratos de carbono e uma
imunoglobulina nativa, é improvavel a sua eliminagdo por mecanismos de metabolismo
hepético, sendo expectavel que o seu metabolismo e eliminagdo sigam as vias de
depuracdo da imunoglobulina, resultando na degradacdo em pequenos péptidos e

aminoéacidos individuais (Praluent, 2015).

Existem duas vias distintas de eliminagdo do alirocumab. Para baixas concentracdes a
eliminacdo ocorre predominantemente através da ligagdo saturavel ao seu alvo
(PCSK9), enquanto que para concentracfes elevadas a eliminacdo do alirocumab
acontece através de um via proteolitica ndo saturdvel. Com base na analise
farmacocinética da populagdo, o tempo de semi-vida médio do alirocumab no steady

state foi de 17 a 20 dias em participantes recebendo alirocumab em monoterapia com
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doses subcutaneas de 75 mg de 2 em 2 semanas, ou de 150 mg a cada 2 semanas.
Quando co-administrado com estatinas, o tempo médio de semi-vida do alirocumab foi
de 12 dias (Praluent, 2015).

11.3 Efeitos Adversos

Foram reportadas algumas reacdes de hipersensibilidade em individuos em terapéutica
com alirocumab, como rash, urticaria, vasculite hipersensivel, reacdes de

hipersensibilidade requerendo hospitalizagéo (Praluent, 2015).

11.4 Indicacdo Terapéutica

O arilocumab encontra-se indicado, como adjuvante da dieta e da terapéutica com doses
maximas toleradas de estatinas, no tratamento de hipercolesterolemia heterozigotica
familiar e doenca cardiovascular aterosclerética clinica, em adultos que necessitam de

reducdo adicional dos niveis de C-LDL (Praluent, 2015).

A dose inicial de alirocumab recomendada é de 75 mg, administrada por via subcutanea,
a cada 2 semanas. Se a resposta de reducdo dos niveis de C-LDL a essa dose for
inadequada, poder-se-a recorrer a um aumento da mesma para uma dosagem maxima de
150 mg, administrados de 2 em 2 semanas. Recomenda-se ainda que se megam 0S
niveis de C-LDL, entre as primeiras 4 a 8 semanas de tratamento, para que seja possivel
avaliar a resposta a terapéutica farmacolGgica e ajustar a dose, caso seja necessario
(Praluent, 2015).

11.5 Contra Indicacdes e Precaugdes Especiais

O alirocumab encontra-se contra indicado nos casos de historial de hipersensibilidade

severa a substancia ativa ou a qualquer um dos excipientes (Praluent, 2015).
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N&o existem até ao momento dados relativos ao uso de alirocumab em mulheres
gravidas, pelo que nao sdo conhecidos possiveis riscos associados ao fa&rmaco (Praluent,
2015).

Experiéncias efetuadas pela FDA com anticorpos monoclonais em humanos, indicaram
que estes apresentam reduzida probabilidade de atravessar a placenta no primeiro
trimestre de gestacdo, contudo o mesmo ndo se observa para o0 segundo e terceiro
trimestres, podendo os anticorpos monoclonais atravessar a placenta em quantidades
crescentes. Como tal antes de se prescrever o seu uso, devem ponderar-se 0s beneficios

e 0s possiveis riscos para o feto (Praluent, 2015).

N&o existe até & data informacdo relativamente a presenca de alirocumab no leite

materno, ou do seu efeito em lactentes, bem como sobre a produgdo de leite materno.

11.6 Avaliacdo de Eficécia e Seguranca do Alirocumab

O alirocumab foi avaliado em ensaios de Fase 1, durante 12 semanas (tabela 15).

Tabela 15. Ensaio fase 2 com arilocumab.
Ensaio Design Participantes Terapéutica

Alirocumab: 50 mg
subcutaneo
2 em 2 semanas
durante 12 semanas
n=30
Aleatério. duol Alirocumab: 100 mg
Controlo placebo, dose. |  CLDLZ 100meldL estivel | subcutineo
. ' com atorvastatina
variavel durante 12 semanas n
=31
Alirocumab: 150 mg
subcutaneo
2 em 2 semanas
durante 12 semanas n
=31

DFI
11565
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Alirocumab: 200 mg

1xmés (1 injecdo 2 em

subcutaneo
1xmés
durante 12 semanas
alternando com
placebo subcutaneo

2 semanas)
n =30

1xmés (1 injecdo 2 em

Alirocumab: 300 mg
subcutaneo
1xmés
durante 12 semanas
alternando com
placebo subcutaneo

2 semanas)
n =230

Placebo: subcutaneo
2 em 2 semanas
durante 12 semanas n
=31

Alirocumab: 150 mg

CL-
1003

Aleatorio, duplamente cego,
controlo placebo, dose
variavel

HeFH com C-LDL > 100
mg/dL estavel com estatina £
ezetimiba

subcutaneo
1xmés
durante 12 semanas
alternando com
placebo subcuténeo
1xmés (1 injecdo 2 em
2 semanas)
n=15

Alirocumab: 200 mg
subcutaneo
1xmés
durante 12 semanas
alternando com
placebo subcutaneo
1xmés (1 injecdo 2 em
2 semanas)
n=16

Alirocumab: 300 mg
1xmés
durante 12 semanas
alternando com
placebo subcutaneo
1xmés (1 injecdo 2 em
2 semanas)
n=15

Alirocumab: 150 mg
subcutaneo de 2 em 2
semanas
durante 12 semanas
n=16

Placebo: subcutaneo
de 2 em 2 semanas
durante 12 semanas

n=15
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Os resultados obtidos foram favoraveis e progrediram para os ensaios de fase Ill;

11.6.1 ODYSSEY FH I, FH Il e HIGH FH

O programa ODYSSEY é um conjunto de ensaios clinicos com o objetivo de avaliar o

alirocumab em tanto em doentes com colesterol elevado ou com hipercolesterolemia

familiar ndo controlados adequadamente com outros tratamentos de reducdo lipidica.

Cada ensaio ODYSSEY tem um desenho préprio e critérios de elegibilidade

dependentes do tipo de participantes com colesterol elevado.

Os ensaios ODYSSEY, Efficacy and Safety of Alirocumab (SAR236553/REGN727)
Versus Placebo on Top of Lipid-Modifying Therapy in Patients With Heterozygous

Familial Hypercholesterolemia Not Adequately Controlled With Their Lipid-Modifying

Therapy, FH I, FH 1l e HIGH FH, séo 3 ensaios de fase Ill, que tém por objetivo a

avaliacdo a longo prazo da eficacia e seguranca da administracdo de evolocumab em

individuos com hipercolesterolemia heterozigética familiar (tabela 16) (Kastelein et al.,

2015).

Tabela 16. Representacéo dos ensaios ODYSSEY FH 1 e FH 11

Ensaio

Design

Participantes

Terapéutica

FH I
(EFC12492)

Aleatdrio,
duplamente
cego, controlo
placebo

HeFH néo controlada com estatinas +
outra terapéutica reducéo lipidica
(LDL-C > 70 mg/dL com DCV ou >
100 mg/dL sem DCV documentada

Alirocumab:75 mg
subcuténeo 2 em 2
semanas com possivel
aumento da dose para
150 mg 2 em 2 semanas
por 78 semanas
(n =323)

Placebo: subcutaneo 2
em 2 semanas por 78
semanas
(n=163)

FH 11 (CL-
1112)

Aleatdrio,
duplamente
cego, controlo
placebo

HeFH néo controlada com estatinas +
outra terapéutica reducéo lipidica
(LDL-C =70 mg/dL com DCV ou >
100 mg/dL sem DCV documentada

Alirocumab:75 mg
subcuténeo 2 em 2
semanas com possivel
aumento da dose para
150 mg 2 em 2 semanas
por 78 semanas
(n=167)
Placebo: subcutaneo 2
em 2 semanas por 78

semanas (n =82)
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Os resultados obtidos demonstraram que em média os niveis C-LDL foram reduzidos de
144,7 mg/dL (3,7 mmol/L) no nivel base para 71,3 mg/dL (1,8 mmol/L; -57,9% vs.
placebo). Na semana 24, nos participantes aleatoriamente selecionados para receber
alirocumab no ensaio FH I, verificou-se uma reducdo dos niveis base de 134.6 mg/dL
(3,5 mmol/L) para 67,7 mg/dL (1,8 mmol/L; 51,4% vs. placebo) e no ensaio FH Il (p <
0,0001). Estas reducbes mantiveram-se até a semana 78. Foram atingidos na semana 24
niveis de C-LDL< 67,7 mg/dL (1,8 mmol/L) por 59,8 % e 68,2% dos participantes
tratados com alirocumab nos ensaios FH | e FH 11, respetivamente. Ocorreram efeitos
adversos que resultaram na descontinuacao do tratamento com arilocumab em 3,4% dos
participantes tratados com esta terapéutica no ensaio FH | (vs. 6,1% placebo) e em 3,6%
(vs. 1,2%) dos participantes em terapéutica com arilocumab no ensaio FH Il. Cerca de
12,4% dos pacientes tratados com arilocumab no ensaio FH | e 11,4% no ensaio FH I
apresentaram reacdes no local de injecdo (vs. 11,0% e 7,4% com placebo
respetivamente) (tabela 17) (tabela 18) (Kastelein et al., 2015).

Tabela 17. Representacdo da reducdo do C-LDL nos ensaios ODYSSEY FH I e FH 11
Reducédo C-LDL

Média FH I FH 11
144,7 mg/dL — 71,3 mgdL 134,6 mg/dL — 67,7 mgdL 134,6 mg/dL — 67,7 mgdL
(3,7 mmol/L — 1,8 mmol/L) (3,5 mmol/L — 1,8 mmol/L) (3,5 mmol/L — 1,8 mmol/L)

% Reducéo

-57,9 % vs placebo | -51,4 % vs placebo | -51,4 % vs placebo

Tabela 18. Representacéo dos efeitos adversos observados nos ensaios ODYSSEY FH 1 e FH 11
Efeitos adversos FH I FH I

Efeitos adversos que resultam em
descontinuagdo 3,4% vs. 6,1% placebo
(%)

3,6% vs. 1,2%
placebo

11,4% vs. 7,4%
placebo

Reacdes local injecéo

0, 0,
(%) 12,4% vs. 11,0% placebo

No ensaio ODYSSEY HIGH FH, observou-se uma redugdo significativa dos niveis de
C-LDL de cerca de 45,7% nos participantes do grupo evolocumab em comparagéo aos

6,6% observados para os participantes do grupo placebo, ao fim de 24 semanas e tendo-
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se mantido ao longo de 52 semanas (tabela 19). Os valores absolutos de C-LDL
sofreram uma reducdo de 90,8 mg/dL do nivel base, com a terapéutica com
evolocumab, comparativamente a reducdo de 15,5 mg/dL observada para o grupo
placebo ao fim de 24 semanas. A incidéncia de efeitos adversos devido ao tratamento

foi comparavel entre os grupos (Kastelein et al., 2015).

Tabela 19. Representacdo do ensaio ODYSSEY HIGH FH

Ensaio Design Duracéo Participantes Terapéutica
Alirocumab:150
mg subcutaneo de
HeFH e C-LDL > 160 2 em 2 semanas,
Aleatorio, mg/dL apesar por 78 semanas
duplamente Estaveis com dose n=72
(EHllgll_'ﬂF?g) cego, 88 semanas méaxima estatinas
controlo diéria £ outra Placebo:
placebo terapéutica de reducéo subcutaneo de 2
lipidica em 2 semanas, por
78 semanas
n =35

O tratamento com arilocumab nos individuos com HeFH e niveis de C-LDL
inadequadamente controlados, apesar da terapéutica com niveis maximos tolerados de
estatinas, com ou sem outra terapéutica de reducdo lipidica, resultou numa apreciavel e
acentuada reducdo dos niveis de C-LDL, tendo-se atingido os niveis de impostos. A

terapéutica com arilocumab foi bem tolerada. (Kastelein et al., 2015).

11.6.2 ODYSSEY COMBO | e COMBO Il

O ensaio ODYSSEY COMBO |, Efficacy and Safety of Alirocumab
(SAR236553/REGN727) Versus Placebo on Top of Lipid-Modifying Therapy in Patients
With High Cardiovascular Risk and Hypercholesterolemia, tém como propdsito avaliar
a eficacia e seguranca do alirocumab em terapéutica combinada com a terapéutica
estavel com estatinas na dose diaria maxima tolerada, com ou sem outra terapéutica de
reducdo lipidica, em individuos com elevado risco cardiovascular com

hipercolesterolemia (tabela 20) (Kereiakes et al., 2015).
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Tabela 20. Representacéo do ensaio ODYSSEY COMBO |I.

Ensaio Design Duracéo Pacientes Terapéutica
Alirocumab:75 mg
subcutaneo 2 em 2
Historia de DCV e C- cesibilidade de
LDL> 70 mg/dL ou P a
. aumentar dose na 12
Aleatdrio dlat_Jetes com fatores semana para 150 mg
' de risco C-LDL> 100 A
COMEO | duplamente ma/dL terapéutica subcuténeo 2 em 2
(EFC11568) cego, 14 meses est%lvel de ers)tatinas semanas ao longo de 52
controlo L semanas
lacebo na dose maxima N = 209
P tolerada + outra
terap~eut|_ca} d_e Placebo: subcutaneo 2
reducdo lipidica
em 2 semanas ao longo
de 52 semanas
n=107

Ao fim de 24 semanas, ocorreu uma reducao dos niveis de C-LDL comparativamente
aos niveis base de 48,2% e -2.3% para 0 grupo alirocumab e grupo placebo,
respetivamente (p < 0,0001). Niveis de C-LDL <70 mg/dL foram atingidos por 75% dos
participantes do grupo alirocumab vs 9% dos participantes do grupo placebo ao fim de
24 semanas. Ao fim de 12 semanas, 83,2% dos participantes do grupo alirocumab
decidiram permanecer com a dose de 75 mg de 2 em 2 semanas. Os efeitos adversos
emergentes foram comparaveis entre os diferentes grupos. A terapéutica com
alirocumab originou uma significante reducéo nos niveis de C-LDL e permitiu que uma
vasta maioria dos participantes atingissem os niveis esperados de C-LDL, vs 0 grupo
placebo ap6s 24 semanas. A incidéncia de efeitos adversos e a descontinuacdo da
terapéutica em estudo foram comparéveis entre os diferentes grupos (tabela 21)
(Kereiakes et al., 2015).

Tabela 21. Resultados do ensaio COMBO | ao fim de 24 semanas.

Resultados ao fim de 24 semanas

Alirocumab | Placebo

Reducédo C-LDL

9 0
(%) 48,2 % 2,3%

% participantes que atingiram niveis

0 0,
C-LDL <70 mg/dL 75.0% 9.0%
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O ensaio ODYSSEY COMBO |Il, Efficacy and Safety of Alirocumab
(SAR236553/REGN727) Versus Ezetimibe on Top of Statin in High Cardiovascular Risk
Patients With Hypercholesterolemia, é apresentado na (tabela 22) (Cannon et al., 2015).

Tabela 22. Representacéo do ensaio ODYSSEY COMBO 11

Ensaio Design Duracéo Pacientes Terapéutica

Alirocumab:75 mg
subcutaneo 2 em 2 semanas
com possibilidade de

Historia de DCV e aumentar dose na 122
Aleatorio, C-LDL> 70 mg/dL semana para 150 mg
COMBO Il | duplamente ou diabetes com subcutaneo 2 em 2 semanas
(EFC11569) cego, 26 meses fatores de risco C- ao longo de 104 semanas
controlo LDL> 100 mg/dL n =479
ezetimiba em terapéutica com
estatinas Ezetimiba: 10 mg oral

diariamente ao longo de
104 semanas
n=241

Ao fim de 24 semanas os niveis de C-LDL, sofreram uma reducdo dos niveis base de
50,6% para o grupo alirocumab vs. 20,7% para o grupo ezetimiba (p < 0.0001). Cerca
de 77,0% dos participantes do grupo alirocumab e 45,6% doa participantes pertencentes
ao grupo ezetimiba atingiram niveis de C-LDL < 70 mg/dL (p< 0.0001). Os valores
médios de C-LDL obtidos ao fim de 24 semanas foram de 50 mg/dL para o grupo com
alirocumab e 81 mg/dL para o grupo com ezetimiba, tendo-se mantido ao longo de 52
semanas. O alirocumab foi bem tolerado, sem evidéncia de incidéncia excessiva de
efeitos adversos, resultantes do tratamento terapéutico. O alirocumab originou uma
reducdo relevante dos niveis de C-LDL, comparativamente com o0 grupo com ezetimiba,
tendo ambos os grupos, apresentado um perfil de seguranca semelhante (tabela 23)
(tabela 24) (Cannon et al., 2015).

Tabela 23.Representacéo dos resultados obtidos no ensaio COMBO Il
ao fim de 24 semanas

Resultados ao fim de 24 semanas

Alirocumab | Ezetimiba

Reducédo C-LDL

9 9
(%) 50,6 % 20,7 %

% participantes que atingiram niveis

0 0
C-LDLZ< 70 mg/dL 77,0 % 45,6 %
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Tabela 24. Efeitos adversos observados para 0s grupos em
(Adaptado de Cannon et al., 2015).

terapéutica com alirocumab e ezetimiba

Alirocumab Ezetimiba
(n=479) (n=241)
Quaisquer efeitos adversos resultantes do tratamento (n (%)) 341 (71,2) 162 (67,2)
Efeitos adversos graves resultantes do tratamento (n (%)) 90 (18,8) 43 (17,8)
Efeitos adversos resultantes do tratamento que resultaram em
morte (n (%)) 2(04) 4(L7)
Efeitos adversos resultantes do tratamento que resultaram em
descontinuacdo da terapéutica (n (%)) 36 (7.5) 13(54)
Overdose acidental (n (%)) 30 (6,3) 16 (6,6)
Infecdo trato respiratrio superior (n (%)) 31 (6,5) 14 (5,8)
Tonturas (n (%)) 23 (4,8) 13 (5,4)
Mialgia (n (%)) 21 (4,4) 12 (5,0)
Reacdes local injecdo (n (%)) 12 (2,5) 2 (0,8)

Desordens neurocognitivas (n (%)) 4(0,8) 3(1,2)

Eventos cardiovasculares adjudicados (n (%)) 23 (4,8) 9(3,7)
Morte por doenca cardiovascular (mesmo sem causa
determinada) (n (%)) 2(04) 2(0.8)
Enfarte do miocardio ndo fatal (n (%)) 12 (2,5) 3(1,2)
Acidente vascular cerebral isquémico fatal / ndo fatal (n (%)) 1(0,2) 1(0,4)
Angina instavel necessitando hospitalizagao (n (%)) 1(0,2) 0
Faléncia cardiaca congestiva necessitando hospitaliza¢do (n
(%)) 1(0,2) 1(0,4)
Necessitando procedimento de revascularizagdo coronéria
isquémica (n (%)) 16 (3,3) 4(1,7)
Parémetros laboratoriais
Alanina aminotransferase 8/470 (1,7) 1/240 (0,4)

>3 x LMN (n (%))
Creatina cinase >3 x LMN (n (%))

13/467 (2,8)

6/236 (2,5)

11.6.3 ODYSSEY OPTIONS I e OPTIONS 11

O principal objetivo do ensaio, Study of the Efficacy and Safety of Alirocumab
(REGN727/SAR236553) in Combination With Other Lipid-modifying Treatment,
(ODYSSEY OPTIONS 1) € avaliar a seguranca e eficacia de reducdo dos niveis de C-
LDL através da combinacdo da terapéutica de alirocumab com atorvastatina nas doses
comumente utilizadas (20 mg ou 40 mg) e comparando-a com as alternativas
terapéuticas: utilizar ezetimiba, dobrar a dose de atorvastatina, ou substituir a dose de

atorvastatina 40 mg para rosuvastatina 40 mg (tabela 25) (Bays et al,. 2015).
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Tabela 25. Representacdo do ensaio OPTION |

Ensaio Design Duracéo Pacientes Terapéutica

Alirocumab:75 mg
subcutaneo 2 em 2
semanas com
possibilidade de
aumentar dose na
122 semana para 150
mg subcutaneo 2 em
2 semanas ao longo
de 24 semanas

n=104
dﬁligmr?t’e Risco elevado/muito, elevado de Ezetimiba: 10 m
OPTIONS P DCV sem FH ou com heFH néo o g
cego, oral diariamente ao
| (CL- controlo ativo | 34 semanas controlada adequadamente com longo de 24 semanas
1110) (Ezetimiba, atorvastatina (20 mg ou 40 mg) + n=102

outra terapéutica de reducdo

atorvastatina, lipidica (excluindo ezetimiba)

rosuvastatina) Atorvastatina: 40 mg
ou 80 mg oral

diariamente ao longo
de 24 semanas

n=102

Rosuvastatina: 40
mg oral diariamente
ao longo de 24
semanas
n =45

Entre os dois regimes de atorvastatina possiveis, de 20 e 40 mg, combinados com
alirocumab obtiveram-se valores de reducdo dos niveis de C-LDL de 44,1% e 54,0%
respetivamente (p <0,001). Combinando com ezetimiba obtiveram-se valores
percentuais de reducdo de C-LDL de 20,5% e 22,6%. No caso de se dobrar a dose de
atorvastatina os valores obtidos percentualmente, de reducdo do C-LDL, foram de 5,0%
e 4,8%. Alterando a atorvastatina 40 mg por rosuvastatina 40 mg, obtiveram redugdes
do valor de C-LDL de 21,4%. Cerca de 87% dos participantes tratados com alirocumab
atingiram os valores propostos de C-LDL. Um total de 86% dos participantes recebendo
a terapéutica com alirocumab mantiveram o regime com a dose de 75 mg de 2 em 2
semanas. Os efeitos adversos decorrentes do tratamento ocorreram em 65,4% dos
participantes em terapéutica com alirocumab vs 64,4% dos participantes em terapéutica
com ezetimibe e 63,8% dos participantes do grupo em terapéutica com o dobro da dose
de atorvastatina que alteraram para rosuvastatina (tabela 26) (tabela 27) (Bays et al,.
2015).
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Tabela 26. Representacéo dos resultados obtidos no ensaio OPTIONS | para os diferentes grupos

terapéuticos.

Alirocumab
+ Placebo (alirocumab) Placebo (alirocumab)
atorvastatina + +
20mg atorvastatina 20mg | atorvastatina 40mg (2x 20mg)
+ + +
placebo ezetimiba 10mg placebo (ezetimiba)
(ezetimiba)
Redugdo C-LDL 44,1% 20,5% 5,0%
(%)

Tabela 27. Representacéo dos resultados obtidos no ensaio OPTIONS I para os diferentes grupos

terapéuticos.

Alirocumab Placebo Placebo (alliDrIgIcCS%%b)
+ (alirocumab) (alirocumab) +
atorvastatina i + rosuvastatina
40mg atorvastatina atorvastatina 80mg 40mg
+ 40mg (2x 40mg) +
pla_cet_)o . o Placebo
(ezetimiba) ezetimiba 10mg placebo (ezetimiba) (ezetimiba
Reducéao
C-LDL 54,0% 22,6% 21,4%
(%)

O ensaio, Study of Alirocumab (REGN727/SAR236553) added-on to Rosuvastatin
Versus Other Lipid Modifying Treatments (OPTIONS II), focou-se na avaliagdo da

terapéutica combinada de alirocumab e rosuvastatina, comparando-a com a terapéutica

com ezetimiba ou com a terapéutica com o dobro da dose de rosuvastatina. Os

participantes receberam rosuvastatina 10 mg ou 20 mg como terapéutica de base, tendo

recebido as mesmas dosagens por um periodo igual ou superior a 4 semanas (tabela 28)
(Jennifer et al., 2014).

Tabela 28.Representacdo do ensaio OPTIONS |1

Ensaio Design Duracdo Pacientes Terapéutica
Alirocumab:75 mg
subcutaneo 2 em 2
semanas com
- Risco elevado/muito, elevado possibilidade de
Aleatorio, aumentar dose na 122
de DCV sem FH ou com heFH
OPTIONS duplamente x semana para 150 mg
ndo adequadamente controlada A
1l (CL- cego, controlo 40 ; subcutaneo 2 em 2
. com atorvastatina (20 mg ou
1110)) ativo semanas P semanas ao longo de 24
S 40 mg) + outra terapéutica de Lo
(ezetimiba, A . semanas; n = 103
. reducdo lipidica (excluindo
rosuvastatina) ezetimiba)
Ezetimiba: 10 mg oral
diariamente ao longo de
24 semanas; n = 101
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Rosuvastatina: 10 mg ou

20 mg oral diariamente

ao longo de 24 semanas;
n=101

No ensaio ODYSSEY OPTIONS II, os participantes a quem foi administrado
alirocumab 75 mg a cada 2 semanas (com opcao de aumentar a dose para 150 mg a cada
2 semanas, na semana 12) com rosuvastatina 10 mg/dia obtiveram uma reducdo dos
niveis de C-LDL de 36,1 mg/dL, comparativamente aos participantes que efetuaram a
terapéutica com ezetimiba 10 mg/dia em combinac¢do com rosuvastatina 10 mg/dia e
uma diferenca de reducdo dos niveis de C-LDL de 34,2% comparativamente com 0s
participantes a quem foi administrada rosuvastatina com o dobro da dose 20 mg/dia (p
<0,0001 para ambos). Quando se administrou rosuvastatina 20 mg/dia, em combinacao
com alirocumab 75 mg a cada 2 semanas (com opcao de aumentar a dose para 150 mg a
cada 2 semanas, na semana 12) obteve-se uma reducéo dos niveis de C-LDL de cerca de
25,3 mg/dL, comparativamente com o0 observado para os participantes a quem foi
administrado ezetimiba 10 mg/dia, em combinagdo com rosuvastatina 20 mg/dia
(p=0,0136) e uma diferenca de reducdo de C-LDL de 20,3 mg/dL, comparativamente
com os participantes que receberam rosuvastatina no dobro da dose 40 mg/dia (p=
0,0453) (tabela 29 e 30). O perfil de seguranca foi comparavel entre os diferentes
grupos (Jennifer et al., 2014).

Tabela 29. Representacéo dos resultados obtidos no ensaio OPTIONS |11 para os diferentes grupos terapéuticos

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
(alirocumab) (rosuvastatina 20mg) (ezetimiba 10mg)
Alirocumab Placebo (alirocumab) Placebo (alirocumab)
+ + +
rosuvastatina 10mg rosuvastatina 20mg rosuvastatina 10mg
+ + +
placebo (ezetimiba) placebo (ezetimiba) Ezetimiba 10mg
Grupo 1 vs. Grupo 2 Grupo 1 vs. Grupo 3
Redur?%(;d(;’_'LDL -34,2 mg/dL (reducdo que o grupo 2) | -36,1 mg/dL (reducdo que o grupo 3)
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Tabela 30. Representacéo dos resultados obtidos no ensaio OPTIONS |1 para os diferentes grupos terapéuticos

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
(alirocumab) (rosuvastatina 20mg) (ezetimiba 10mg)
Alirocumab Placebo (alirocumab) Placebo (alirocumab)
+ + +
rosuvastatina 20mg rosuvastatina 40mg rosuvastatina 20mg
+ + +
placebo (ezetimiba) placebo (ezetimiba) Ezetimiba 10mg
Grupo 1 vs. Grupo 2 Grupo 1 vs. Grupo 3
Reduriz(jdcl_-LDL -20,3 mg/dL (redugdo que o grupo 2) | -25,3 mg/dL (redugdo que o grupo 3)

11.6.4 ODYSSEY MONO

O objetivo deste ensaio, Efficacy and Safety of Alirocumab SAR236553 (REGN727)
Versus Ezetimibe in Patients With Hypercholesterolemia (ODYSSEY MONO), é
avaliar o alirocumab comparando-o com ezetimiba, em individuos com
hipercolesterolemia e risco cardiovascular moderado que ndo recebem tarapéutica com
estatinas, durante 24 semanas (tabela 31) (Roth et al., 2014).

Tabela 31. Representacéo do ensaio ODYSSEY MONO

Ensaio Design Duracéo Pacientes Terapéutica

Alirocumab:75 mg
subcuténeo 2 em 2
semanas com possibilidade

Aleatério, de aumentar dose na 122
duplamente Niveis de C-LDL entre 100 semana para 150 mg
cego, mg/dL and 190mg/dL com subcutineo 2 em 2
MONO controlo 34 risco CV moderado (10 anos semanas ao longo de 24
(EFC11716) | ezetimiba | semanas | risco DCV fatal > 1% e < 5% semanas
segundo Systematic Coronary n=>52

Risk Estimation (SCORE))
Ezetimiba: 10 mg oral
diariamente ao longo de 24
semanas
n=>51
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Na semana 12, antes do aumento de dose de alirocumab 75 mg a cada 2 semanas, 0S
niveis de C-LDL haviam sido reduzidos em cerca de 53% do nivel base. O periodo de
tratamento de 24 semanas foi completado por 85% dos participantes do grupo
alirocumab e por 86% dos participantes do grupo ezetimiba. Na semana 24, observou-se
uma reducéo dos niveis de C-LDL de 47,2% no que respeita aos participantes tratados
com alirocumab e de 15,6% no caso dos participantes com terapéutica com ezetimiba
(p< 0,0001) (tabela 32). Os parametros de seguranca e de efeitos adversos foram
semelhantes entre os dois grupos. Reacdes adversas no local de injecdo foram pouco
frequentes, tendo representacdo em termos percentuais de 2% em rela¢do ao grupo com
alirocumab e de 4% em relacéo ao grupo com ezetimiba. A terapéutica com alirocumab
na dose minima de 75 mg a cada 2 semanas, foi suficiente para originar uma redugéo
dos niveis de C-LDL >50% na vasta maioria dos participantes (tabela 33) (Roth M.E. et
al., 2014).

Tabela 32. Representacdo dos resultados obtidos para os diversos parametros avaliados no ensaio
MONO em fungdo dos diferentes grupos terapéuticos (Adaptado de Roth et al., 2014).

Alirocumab 75 mg
Paramgtrcis (cada 2 semanas) Ezetimibe 10 mg | Alirocumab vs ezetimibe
em avaliacao
C-LDL (%) 47,2 (3,0) 15,6 (3,1) 31,6
Apo B (%) 40,8 (1,9) 11,5(1,9) 29,2 (2,6)
Colesterol
néio HDL (%) 47,1 (1,9) 16,6 (1,9) 30,5 (2,7)
Colesterol
total (%) 34,2 (1,6) 12,0 (1,6) 22,2 (2,3)
Lp(a) (%) 17,7 (4,1) 12,3 (4,0) 5,4 (5,7)
Triglicerideos
14,7 (4,4) 12,7 (4,2) 1,9 (6,0)
(%)
C-HDL (%) (+)8,0 (1,9) (+)1,7(19) (+)6,2(2,7)
Apo Al (%) (+) 5,3 (1,6) (+) 0,7 (1,6) (+)6,1(2,3)
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Tabela 33. Representacao dos efeitos adversos observados no ensaio MONO em func&o dos diferentes grupos
terapéuticos (Adaptado de Roth et al., 2014).

Alirocumab 75 mg Ezetimibe

Efeitos adversos cada 2 semanas 10 mg

(n=52) (n=51)

Nasofaringite (n (%0)) 12 (23,1) 8 (15,7)

Diarreia (n (%)) 6 (11,5) 2 (3,9

Gripe (n (%)) 6 (11,5) 3,9

Artralgia (n (%0)) 3(5,8) 2 (3,9

Cefaleias (n (%0)) 3(5,8) 2 (39

Nauseas (n (%)) 3(5,8) 3(5,9)

Infecdo trato respiratério superior (n (%)) 2(3,8) 5(9,8)

Lombalgia (n (%)) 1(1,9) 3(5,9)

Tonturas (n (%)) 1(1,9) 3(5,9)

Infecdo trato urinario (n (%)) 0 3,9
Desordens tecido mtjsc(l;/loc;;quelético e conetivo 8 (15,4) 11 (21,6)

Musculares (n (%)) 2 (3,8) 2 (39

Mialgia (n (%)) 2(3,8) 1(2,0)

Espasmos musculares (n (%6)) 0 1(2,0)

Dores musculosqueléticas (n (%6)) 1(1,9) 1(2,0)

Reacdes no local de inje¢ado (n (%)) 1(1,9) 2 (39

11.6.5 ODYSSEY LONG TERM

Este ensaio, Long-term Safety and Tolerability of Alirocumab (SAR236553/REGN727)
Versus Placebo on Top of Lipid-Modifying Therapy in High Cardiovascular Risk
Patients With Hypercholesterolemia tem como objetivo avaliar a terapéutica com
alirocumab em doentes cardiovasculares de alto risco e por um periodo mais longo de
tempo (18 meses) (tabela 34) (Jennifer et al., 2015).
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Tabela 34. Representacdo do ensaio ODYSSEY LONG TERM

Ensaio Design Duracéo Pacientes Terapéutica
Alirocumab:150
mg subcuténeo,

de2em?2
semanas, ao
Aleatorio, longo de 18
LONG duplamente E_Ievado risco CV_, com meses
TERM cego, hipercolesterolemia ndo
(LTS11717) controlo 20 meses adequadamente controlada com doses n=1553
placebo maximas toleradas de estatinas
diariamente + outra terapéutica de Placebo:
reducdo lipidica subcuténeo de 2
em 2 semanas,
ao longo de 18
meses
n=788

No final da 242 semana, a diferenca percentual de reducdo dos niveis de C-LDL entre o
grupo em terapéutica com alirocumab e o grupo placebo, foi de 62 pontos percentuais (p
<0,001), estes resultados foram consistentes ao longo das 78 semanas de duracdo do
ensaio (figura 23). O grupo de participantes em terapéutica com alirocumab,
comparativamente ao grupo em terapéutica como placebo, demonstrou uma maior
incidéncia de reacOes adversas: no local de injecdo (5,9% grupo alirocumab vs. 4,2%
grupo placebo), mialgia (5,4% grupo alirocumab vs. 2,9% grupo placebo), eventos
neurocognitivos (1,2% grupo alirocumab vs. 0,5% grupo placebo), e eventos
oftalmoldgicos (2,9% grupo alirocumab vs. 1,9% grupo placebo). Contudo a ocorréncia
de eventos cardiovasculares major, foi inferior nos participantes em terapéutica com
alirocumab, comparativamente com o grupo placebo (1,7% grupo alirocumab vs. 3,35

grupo placebo, p=0,02) (Jennifer et al., 2015).
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Figura 23. Representacdo percentual da redu¢do de C-LDL para os diferentes grupos terapéuticos

no ensaio ODYSSEY LONG TERM (Adaptado de Robinson et al., 2014).

Tabela 35. Representacdo dos efeitos adversos observados no
ensaio ODYSSEY LONG TERM (Adaptado de Robinson et al., 2014).

Efeitos adversos Alirocumab Placebo
Reacdes no local de inje¢éo (n (%)) 90 (5,9) 34 (4,2)
Reagdes alérgicas gerais (n (%)) 140 (9,0) 71 (9,0)
Todos os eventos cardiovasculares (n (%0)) 62 (4,0) 35 (4,4)
Cardiovascular major (n (%0)) 26 (1,7) 27 (3,4)
Neurolégicos (n (%)) 65 (4,2) 31(3,9)
Desordens neurocognitivas (n (%)) 18 (1,2) 4 (0,5)
Oftalmoldgicos (n (%)) 38 (2,5) 15(1,9)

Anemia hemolitica (n (%)) 0 0

11.6.6 ODYSSEY ALTERNATIVE

O ensaio Study of Alirocumab (REGN727/SAR236553) in Patients With Primary
Hypercholesterolemia and Moderate, High, or Very High Cardiovascular (CV) Risk,
Who Are Intolerant to Statins (ODYSSEY ALTERNATIVE) é apresentado na tabela 36
(Moriarty et al., 2014).
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Tabela 36. Representacéo dos ensaios ODYSSEY ALTERNATIVE

atorvastatina)

intolerante a estatinas

Ensaio Design Duracéo Pacientes Terapéutica
Alirocumab:75 mg
subcuténeo 2 em 2
semanas com
possibilidade de
aumentar dose na 122
semana para 150 mg
subcutaneo 2 em 2
Aleatorio, . | lemi semanas ao longo de
duplamente H|pe_rcq esterolemia 24 semanas; n = 126
ALTERNATIVE primaria e risco ’
(CL-1119) cego, cardiovascular
controlo 39 semanas
. moderado, elevado e N
ativo - Ezetimiba: 10 mg
o muito elevado o
(ezetimiba e oral diariamente ao

longo de 24 semanas;
n=125

Atorvastatina: 20 mg
via oral diariamente
ao longo de 24
semanas; n = 63

O nivel de C-LDL médio de base era de 191,3 mg/dL (5,0 mmol/L). A terapéutica com
alirocumab mostrou-se capaz de reduzir os niveis de C-LDL em cerca de 45,0% vs

14,6% obtidos para o grupo em terapéutica com ezetimiba, sendo a diferenca entre

ambos os grupos de 30,4% (p=0,0001) (figura 24). A ocorréncia de eventos nos

musculos esqueléticos foi observada com menos frequéncia no grupo com alirocumab

VS grupo com atorvastatina. O alirocumab provocou uma maior reducdo dos niveis de

C-LDL, do que verificado com ezetimiba, no total dos participantes intolerantes a

estatinas, tendo inclusive originado menos efeitos adversos musculo esqueléticos do que

acontece no caso da atorvastatina. Porém este ensaio estd ainda a decorrer, estando

previsto o seu término para setembro de 2016, pelo que alguns dados e resultados estdo

ainda incompletos ou ndo séo de todo conhecidos (Moriarty et al., 2014).
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Figura 24. Reducdo de C-LDL para os diferentes grupos terapéuticos no ensaio ODYSSEY
ALTERNATIVE.

11.6.7 ODYSSEY OUTCOMES

Apbs a ocorréncia de sindrome coronario agudo, o risco de se repetir um evento
corondrio esta intrinsecamente correlacionado com niveis elevados de C-LDL, mesmo
que se esteja a efetuar terapéutica com estatinas. O ensaio Evaluation of Cardiovascular
Outcomes After an Acute Coronary Syndrome During Treatment With Alirocumab
SAR236553 (REGN727) (ODYSSEY OUTCOMES) é apresentado na tabela 37
(Schwartz et al., 2014) e pretende avaliar os efeitos do alirocumab neste grupo

especifico de doentes com sindrome coronério agudo.

Tabela 37. Representacéo dos ensaios ODYSSEY OUTCOMES
Ensaio Design Duragéo Pacientes Terapéutica

Alirocumab:75 mg
ou 150 mg
subcutaneo 2 em 2
semanas com
aumento da dose

C-LDL > 70 mg/dL, colesterol ndo
HDL> 100 mg/dL, ou apoB> 80

Aleatorio, mg/dL na 42 semana para
OUTCOMES | duplamente em tratamento com atorvastatina 150 m P
cego, 64 meses diaria 40 mg ou 80 mg, ou >0 mg
L2 subcutaneo 2 em 2
controlo rosuvastatina diaria 20 mg ou 40 .
L semanas se e so se
placebo mg, ou a dose maxima aprovada de

C-LDL >50 mg/dL
qualquer um destes agentes

terapeuticos Placebo:

subcutaneo de 2
em 2 semanas
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O ensaio ODYSSEY OUTCOMES encontra-se ainda em fase de recrutamento de
participantes (ClinicalTrials, 2015) elo que ainda ndo existem dados relativos a este
estudo, que tem definido o seu término para dezembro de 2017 (Schwartz et al., 2014).

12. Bococizumab

O bococizumab é um anticorpo monoclonal humano 1gG2 que se liga & PCSK9 e que
pode ser uma potencial opcdo terapéutica para reducdo dos niveis de LDL-C em
pacientes com hipercolesterolemia. O bococizumab estd a ser desenvolvido pela

empresa farmacéutica Pfizer, sendo que neste momento o bococizumab se encontra em

processo de ensaios de fase 3 (tabela 38) (Dadu e Ballantyne, 2014).

12.1 Ensaios de Fase 3 (SPIRE)

Tabela 38. Representacéo dos ensaios SPIRE

Ensaio Participantes (terapé,utica de Objetivo Completo
fundo com estatinas) em
FH heterozigotica; risco elevado/ S%r;ggrne;r Seiig%& %gggzzzggﬁg
Sl_lialllfg :%'trz;/lglvz(?g iz)%\l/n;dll‘zkn nos niveis de C-LDL e.m,ir_\dividuos Janeiro 2016
terapéutica com estatinas) com Fl_' h_eter02|got|ca
Duragdo = 12 semanas
Risco elevado/ muito elevado de Comparar o efeito do bococizumab
SPIRE- DCV; C-LDL >70 mg/dl e TG + estatina versus placebo e estatina Janeiro 2016
HR114 <400 mg/dl (em terapéutica com nos niveis de C-LDL
estatinas Duragdo = 12 semanas
Risco elevado/ muito elevado de | Comparar o efeito do bococizumab
SPIRE- DCV; C-LDL >70 mg/dl e TG + estatina versus placebo e estatina | Dezembro201
LDL115 <400 mg/dl (em terapéutica com nos niveis de C-LDL 5
estatinas Duracdo = 12 semanas
Risco elevado DCV: C-LDL 70 Comparar o efeito do bocogizumab
mg/dl e <100 mg/dl, ou Colesterol vers:soe:zzi?;);:gsggtggso da
- a > . .
STEE mgr;g(l), I;?nll“tgrla%%ﬁ%gigg r<e1d3u?;éo cardlovascula_res major (morte, Agosto 2017
lipidica (sem especificacdo sobre enfarte do mioc arQ|o, AVCe
estatinas) angina instavel
Duragao = 5 anos
Comparar o efeito do bococizumab
Risco elevado DCV; C-LDL >100 versus placebo na redugdo da
SPIRE- mg/dl ou Colesterf)l pao HDL >1 ~30 _ocorréncia de eventos
2117 m_g/dl_, com terapéutica de reducéo cardlovascula_res major (morte, Agosto 2017
lipidica (sem especificacdo sobre enfarte do miocardio, AVC e
estatinas) angina instavel
Duracdo =5 anos
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13. Concluséao

Na atualidade as dislipidemias sdo um dos principais fatores de risco das doencas
cardiovasculares. A alteracao do estilo de vida, bem como uma dieta apropriada, sdo as
principais medidas ndo farmacoldgicas que devem ser adotadas para tratar as
dislipidemias. Contudo, em diversos casos, estas alteragdes ndo séo suficientes (por ndo
haver uma reducdo eficaz dos niveis de lipidos) sendo necessario recorrer a terapéutica
farmacologica. Os medicamentos atualmente disponiveis no mercado sdo uma ajuda

preciosa na prevencdo dos eventos cardiovasculares.

As estatinas sdo os farmacos de primeira linha mais utilizados a nivel mundial no
tratamento e prevencdo, quer priméria quer secundaria, das dislipidemias. No caso das
hipercolesterolemias é reconhecida a sua eficacia na diminuicdo dos niveis plasmaticos
de colesterol. Sendo normalmente bem toleradas, as estatinas apresentam, contudo,
diversos efeitos secundarios, nomeadamente cefaleias, parestesia e efeitos
gastrointestinais como dor abdominal, flatuléncia, diarreia, nduseas ou vomitos, rash ou
reacOes de hipersensibilidade. Além destes efeitos, o efeito adverso mais grave
associado ao uso de estatinas é a miopatia, podendo posteriormente evoluir para um
estado agravado denominado rabdomidlise. Adicionalmente, existem ainda diversos
casos de individuos que nao reagem a doses elevadas de estatinas ou que podem mesmo

ser intolerantes a terapéutica com as mesmas.

Assim, surgiu a necessidade de desenvolver novas estratégias de combate a
hipercolesterolemia que possam atuar por mecanismos de acdo distintos dos até agora
explorados, e que possibilitem o uso de terapéuticas de combinacao.

Neste contexto, surgiram os inibidores da PCSK9 como sendo um alvo atrativo para a
terapéutica da hipercolesterolemia, preenchendo um fosso existente na terapéutica dado
que uma grande parte da populagdo dos individuos de alto risco ndo consegue atingir os
niveis de C-LDL estipulados, mesmo recorrendo as doses méaximas toleradas dos
farmacos disponiveis no mercado. Neste sentido, 0s anticorpos monoclonais sdo a
terapéutica de inibicdo da PCSK9 mais avancada na atualidade, revelando grande

eficdcia na reducdo dos niveis de C-LDL e apresentando ainda grande margem de
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seguranga, bem como uma reduzida incidéncia de efeitos secundarios. Paralelamente,
face aos resultados apresentados até ao momento pelos anticorpos monoclonais, tem
surtido também grande interesse noutras patologias como na diabetes, obesidade,
hipertensdo, inflamacdo e na disfuncdo endotelial, sendo necessario, contudo, mais
estudos que possam caraterizar de forma adequada os possiveis efeitos benéficos

inerentes a inibicdo da PCSK9 com anticorpos monoclonais.

No presente ano, em julho de 2015, foi aprovado pela EMA o primeiro inibidor da
PCSKO - evolocumab (Repatha™, Amgen) - tendo obtido aprovacao posterior por parte
da FDA em agosto de 2015 para sua introducdo no mercado americano. O outro
anticorpo monoclonal, o alirocumab (Praluent™, Regeneron/Sanofi), foi o primeiro
medicamento aprovado para introducdo no mercado norte americano pela FDA, em
julho de 2015, tendo igualmente sido aprovado o seu uso na UE pela EMA em setembro
de 2015. Ambos tém por base a terapéutica com anticorpos monoclonais humanos e
destinam-se a terapéutica da hipercolesterolemia heterozigotica familiar e ndo familiar,
bem como a hipercolesterolemia homozigdtica familiar. Os anticorpos monoclonais
podem ser utilizados tanto em monoterapia como em combinag¢do com outros agentes
utilizados na terapéutica de reducao dos niveis de colesterol, afirmando-se como uma
nova e valida estratégia que vem revolucionar toda a abordagem terapéutica das
hipercolesterolemias e trazer uma esperanca renovada para todos os individuos que
padecem desta doenca e ndo tiveram até a0 momento acesso a uma terapéutica

adequada.

Contudo, apesar do rapido desenvolvimento, ainda existem diversas questdes em aberto
em relacdo a esta terapéutica emergente, como séo os casos: 1) A seguranca a longo
prazo da terapéutica com anticorpos monoclonais PCSK9 em relagdo a ativacdo do
sistema imune esta ainda por determinar, embora os resultados referentes a ensaios de
52 semanas sejam promissores; 2) Sendo os inibidores da PCSKO9 téo eficazes a reduzir
0 C-LDL a niveis bastante baixos, coloca-se a questdo de poder ou ndo acarretar
consequéncias negativas. Apesar desta duvida, os resultados conhecidos até ao
momento nos individuos com mutacGes de perda total de funcdo da PCSK9, sdo
bastante encorajadores e demonstram que estes podem ter uma vida normal, apesar da

sua condicdo; 3) Tendo conhecimento que a expressdo da PCSK9 ocorre tambem em
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tecidos extra-hepaticos, como € o caso do sistema nervoso central, € necessario que se
proceda a uma analise mais aprofundada, por forma a obter um conhecimento mais
detalhado sobre o papel a nivel fisiologico desta proteina e do seu possivel
envolvimento em doencas neuroldgicas; 4) Contrastando com as estatinas, a inibi¢ao da
PCSK9 ndo origina efeitos secundarios a nivel muscular, tendo este facto sido
corroborado pelos ensaios a longo prazo efetuados. Este fator poderd também ajudar a
esclarecer, 0 mecanismo subjacente a toxicidade muscular provocada pelas estatinas. 5)
Os resultados da reducdo da ocorréncia de eventos cardiovasculares a longo prazo nédo
sdo ainda conhecidos, embora os resultados obtidos nos ensaios clinicos com duracgéo de
11 meses sejam favoraveis. Como tal é expectavel que os inibidores da PCSK9 estejam
inicialmente disponiveis para individuos com hipercolesterolemia genética ou

intolerantes as estatinas.
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