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Resumo

O colesterol é um lipido intrinseco do organismo humano essencial para o seu normal
funcionamento. Contudo, atualmente, a palavra “colesterol” é, na maioria das vezes, associada
a falta de saude. A verdade é que este apenas pode ser um indicador de doenga quando a sua
concentragao no plasma estda aumentada relativamente aos valores de referéncia. Dada a
elevada prevaléncia desta situagao, muitas sao as pessoas curiosas acerca da sua origem e dos
mecanismos bioquimicos subjacentes a esse aumento, das diferentes vias metabdlicas do
colesterol, etc. O colesterol, tal como os outros lipidos no plasma estao incorporados varias
lipoproteinas as quais podem conter variadissimas apoproteinas necessarias para o
metabolismo lipidico. Quando este é perturbado podem ocorrer dislipidémias, isto &,
alteragoes das concentracoes de lipidos/lipoproteinas plasmaticas. Na maioria dos casos, as
dislipidémias estao associadas ao desenvolvimento de aterosclerose que, por sua vez, pode
originar doengas cardiovasculares, destacando-se neste contexto a hipercolesterolémia
familiar. A adogao de estilos de vida saudaveis sao, sem duvida, as principais medidas nao
farmacologicas que devem ser implementadas antes de qualquer outra medida farmacologica.
Nestas ultimas, dispomos de um leque extenso de terapéuticas hipolipemiantes disponiveis no
mercado: as estatinas, a ezetimiba, os fibratos, etc. Apesar disto, as terapéuticas existentes,
por vezes, mostram ser insuficientes ou até mesmo ineficazes. Como tal, estudos recentes
permitiram a descoberta de um novo alvo terapéutico no combate a aterosclerose, uma pro-
proteina convertase subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9). Nesta monografia faz-se uma revisao
geral deste tema, explorando os fundamentos bioquimicos e moleculares da PCSK9, o seu
papel na regulacio do metabolismo dos recetores de LDL, a influéncia das potenciais mutagoes
com ganho ou perda da sua fungao, os fatores que influenciam os seus teores plasmaticos, o
efeito desta enzima na aterosclerose e as varias terapéuticas de inibicio da mesma. Assim,
destacam-se os péptidos miméticos, as pequenas moléculas inibidoras, os oligonucleétidos
antisense e siRNA que atuam a nivel do silenciamento dos genes, as vacinas anti-PCSK9 e os
anticorpos monoclonais anti-PCSK9. Estes ultimos tém ganho especial destaque na medida em
que sao extremamente eficazes tendo ja dois deles obtido aprovagao para introdugao no

mercado: o Alirocumab (Praluent®) e o Evolocumab (Repatha®). Tudo em prol do bem-estar

e saude da populagao.
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Abstract

Cholesterol is an intrinsic lipid of the human organism crucial for normal functioning.
Today, however, the word "cholesterol" is most often associated with lack of health. The truth
is that this can only happen when its plasmatic concentration increases relative to reference
values. Given the high prevalence of this situation, there are many people curious about the
origin of such increases and the underlying biochemical mechanisms, about the different
metabolic pathways of cholesterol, etc. Cholesterol, like other plasma lipids is incorporated in
various lipoproteins which may contain an extensive range of apoproteins necessary for the
lipid metabolism. When this is disturbed, dyslipidemias may occur, i.e. changes in lipid
concentration/plasma lipoproteins. In most cases, dyslipidemias are associated with the
development of atherosclerosis which, in turn, can lead to cardiovascular diseases, standing
out in this context the familial hypercholesterolemia. The adoption of healthy lifestyles is
undoubtedly the main non-pharmacological measures to be implemented before any other
pharmacological treatment. Regarding this, we have an extensive range of lipid-lowering
standard therapies available on the market: statins, ezetimibe, fibrates, etc. Nevertheless,
sometimes, such therapies prove to be insufficient or even ineffective. Therefore, recent
studies have reported a new therapeutic target in the combat of atherosclerosis, the
proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9). This monograph makes a general
review of this theme, exploring the biochemical and molecular foundations of PCSK9, their
role in regulating the metabolism of LDL receptors, the influence of potential mutations with
gain or loss of function, the factors influencing their plasma concentrations, the action of this
enzyme on atherosclerosis and the various therapies proposed for its inhibition. From these,
the out-mimetic peptides, the small molecule inhibitors, antisense oligonucleotides and siRNA
that act on the level of silencing genes, the anti-PCSK9 vaccines and anti-PCSK9 monoclonal
antibodies are stand out. These antibodies have gained special attention as they are extremely
effective and two of them have already received approval to be commercialized: the

Alirocumab (Praluent®) and Evolocumab (Repatha®). Everything for the well-being and health-

related quality of life of the population.
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. Introducao

As doengas cardiovasculares (DCV) sao, atualmente, a causa nimero um de morte em
todo o mundo. Estima-se que 17,5 milhdes de pessoas morreram de DCV em 2012,
representando 31% de todas as mortes globais, das quais 7,4 milhoes foram por doenga
cardiaca coronaria e 6,7 milhoes foram por acidente vascular cerebral (AVC). A maioria das
doengas cardiovasculares podem ser prevenidas, através da adogao de estilos de vida
saudaveis, ou seja, medidas nao farmacoldgicas, que passam por evitar o uso do tabaco, por
ter uma alimentacao saudavel evitando a obesidade, combater o sedentarismo e o uso nocivo
do alcool. Assim, sera possivel reverter esta situagao atual (WHO, 2016).

Contudo, as medidas nao farmacolégicas sao, frequentemente, insuficientes, tornando-se
imprescindivel a utilizagdo de medidas farmacoldgicas sobre as quais o conhecimento esta em
constante mudanga e evolugao. De fato, pessoas com doengas cardiovasculares ou com
elevado risco cardiovascular (pela presenca de um ou mais fatores de risco: hipertensao
arterial, diabetes, hiperlipidemia, etc.) precisam nao s6 de adotar medidas nao farmacologicas
como também medidas farmacoldgicas, isto €, uso de medicamentos com substincias ativas
apropriados ao seu estado clinico (WHO, 2016). Na verdade, em muitos casos, a dieta e a
modificagao do estilo de vida tém de ser complementadas pela instituicao atempada e racional
de medidas farmacologicas como, por exemplo, o uso de farmacos hipolipemiantes. A escolha
destes farmacos, para além de assentar na facilidade da sua administragao e no perfil de efeitos
adversos e de seguranga a longo prazo, assenta, necessariamente, na expressao fenotipica da
dislipidémia que se quer tratar (e no efeito farmacologico modificador do perfil lipoproteico
visado) (Marques da Silva, 2015).

Estes farmacos sao dirigidos, a maior parte das vezes, ao abaixamento do colesterol, em
particular ao colesterol associado as lipoproteinas de baixa densidade (LDL). A maior parte
do colesterol do nosso organismo € sintetizada pelo figado ou deriva de uma ampla variedade
de alimentos ricos em gorduras saturadas principalmente de origem animal. O aumento do
colesterol LDL (C-LDL) no plasma pode levar ao aparecimento de aterosclerose que facilita a
progressiva ou subita obstrugao das artérias, dificultando a passagem do sangue, e provocando
as mais graves doengas cardiocerebrovasculares: angina de peito, enfarte do miocardio,
acidente vascular cerebral, etc. Assim, quanto mais alta for a concentragao de C-LDL
(comumente chamado de “mau colesterol”) maior € o risco aterogénico, mas em contraste
quanto mais elevado o colesterol associado as lipoproteinas de alta densidade (HDL)

(comumente chamado de “bom colesterol”), menor é esse risco. Em valores numéricos,
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estima-se que o C-LDL elevado seja a causa de 18% das doengas cerebrovascular (eventos
nao fatais na sua maioria) e de 56% das doengas isquémicas do coragao (WHO, 2002).

O grande impacto deste assunto na sociedade atual levou ao meu interesse no seu estudo.
Na verdade, o farmacéutico como profissional do medicamento e agente de satde publica tem
a obrigacao de saber esclarecer as duvidas do utente acerca de assuntos preocupantes como
o colesterol elevado no sangue, aterosclerose e todas as consequéncias negativas a eles
associados. Raras sao as pessoas com conhecimentos aprofundados e consistentes sobre este
tema e muitas sao as pessoas que procuram o farmacéutico com a intengao de esclarecer as
suas duvidas. Assim sendo, esta monografia dedica-se ao esclarecimento de tais assuntos bem
como de algumas terapéuticas hipocolesterolémicas ja utilizadas, mas principalmente a
abordagem de terapéuticas inovadoras, algumas ainda em desenvolvimento. Inicialmente,
apresentar-se-ao alguns conceitos breves referentes ao metabolismo dos lipidos,
aterosclerose e terapéuticas nao farmacologicas e farmacoldgicas mais utilizadas no
tratamento da dislipidémia, e seguidamente far-se-a a abordagem a terapéuticas emergentes e
inovadoras como é o caso dos inibidores da pro-proteina convertase subtilisina/kexina tipo 9

(PCSK9).

A pesquisa efetuada foi realizada através da utilizagao de artigos cientificos obtidos, em
particular da Science Direct, da Pubmed e também através de fontes crediveis como: Fundagao
Portuguesa de Cardiologia, Organizagao Mundial de Saude (OMS), etc. Foi dada maior
relevancia as publicagdes de maior impacto e mais atuais tendo sido aplicados filtros aos

resultados desta pesquisa, de forma a identificar os artigos mais pertinentes.

2. Breve nocao do Metabolismo Lipidico e das Lipoproteinas

Neste ponto, sera feita uma breve referéncia ao metabolismo lipidico que envolve as
diversas lipoproteinas que visa contextualizar e compreender o mecanismo de a¢ao da nova
terapéutica inovadora subjacente ao tema desta monografia. Deste modo e de forma nao
exaustiva serao abordadas 3 vias distintas de metabolismo dos lipidos: via exogena — que
compreende a absorgao e o transporte das gorduras da dieta até ao figado e aos tecidos; via
enddgena — que abarca o transporte e o metabolismo das lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL) produzidas no hepatdcito; e finalmente, via do transporte reverso de
colesterol, que envolve o C-HDL e se relaciona com o transporte do colesterol,
provavelmente em excesso, dos tecidos periféricos para o figado, onde vai ser utilizado e

catabolizado (Burnett, 2010; Marques da Silva, 2015).
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Via exdgena

Os lipidos, provenientes da dieta apds serem emulsionados com acidos biliares e sofrerem
acao de enzimas pancredticas no limen intestinal sao incorporados em micelas e absorvidos.
Nos enterécitos (células do intestino), os triacilglicerois (TG), o colesterol esterificado (CE)
e os fosfolipidos voltam a ser sintetizados e conjuntamente com a apolipoproteina B48 (apo
B48) formam os quilomicrons, lipoproteinas de muito baixa densidade e muito ricas em TG,
que entram na circulagao através do sistema linfatico. Seguidamente, os quilomicrons nos
capilares de alguns tecidos, em particular do tecido adiposo, adquirem, a partir das HDL, a
apolipoproteina E (apo E) e apolipoproteina C (apo C), ao mesmo tempo que os TG sao
hidrolisados pela lipoproteina lipase (LPL) em acidos gordos livres (AGL), os quais sao
transportados para dentro dos adipdcitos e ai armazenados sob a forma de TG (podendo
posteriormente ser hidrolisados e originar AGL para serem utilizados em energia quando
necessario). Desse processo, resultam os quilomicrons residuais, mais pobres em TG e mais
ricos em colesterol. Estes, rapidamente sao depurados da circulagao através de recetores da
apolipoproteina B100 (apo B100) / apo E, presentes no figado, ocorrendo a sua internalizagao
por endocitose, sendo os seus componentes hidrolisados nos lisossomas. Desta forma, o
colesterol libertado é transformado em acidos biliares, incorporado em VLDL ou armazenado
sob a forma de ésteres de colesterol (Burnett, 2010; Katzung et al., 2012; Marais et al,, 2015;
Marques da Silva, 2015).

Via endégena

No figado, os hepatocitos sintetizam colesterol e TG, que sao incorporados em
lipoproteinas e transportadas por exocitose para o meio extracelular, formando-se, deste
modo, as VLDL. Estas entram na circulagao e sao catabolizadas, tal como referido para os
quilomicrons. As VLDL apresentam na sua constituigao a apo B100, apo E e apo C importantes
no seu metabolismo. Em circulagao, estas lipoproteinas sofrem a agao da LPL presente nas
células endoteliais, em particular no tecido adiposo, sendo convertidas em particulas cada vez
mais pequenas e mais ricas em colesterol — as VLDL remanescentes ou lipoproteinas de
densidade intermédia (IDL). Estas ultimas sio também catabolizadas pelo figado pelos
recetores apo B100 / apo E e uma pequena parte transforma-se em LDL, cujo teor de TG é
bastante reduzido contrariamente ao teor de CE que é superior a 50%. Finalmente, as LDL

podem ser captadas para o interior das células através daquele mesmo recetor, também
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chamado recetor LDL (RLDL) em particular, para os hepatécitos que tém um ndimero muito

elevado dos mesmos (Figura I).

Hepatocyte

Figura | — Metabolismo de \,':;gi'glie

lipoproteinas de  origem - 3
hepatica. As setas mais grossas

mostram as  principais vias. / ‘
Inicialmente as VLDL nascentes

sao secretadas no complexo de ApoB,

Golgi. Posteriormente, adquirem :EZEI

apo C e apo E a partir da HDL.

As VLDL sao convertidas em Choiaolors

VLDL remanescente / IDL por A

lipolise por meio da LPL nos

vasos de tecidos periféricos. No

processo, as apo C e uma parte

da apo E sao recicladas, voltando

para a HDL. Algumas VLDL sio Mevag’g;c

convertidas em LDL por uma

maior perda de TG e perda de I|:|

apo E. A principal via para a k\
\D

Lysosome

HMG-CoA

|
|
|
I
0
A
|
|
0
A
| reductase

degradagao de LDL envolve a

endocitose da LDL pelos RLDL

‘(EI CoA o
* O ;) _
no figado e nos tecidos - / / %C_))

g . N . s g ')
periféricos que apresenta Cholesterol biosynthetic Cholesterol —7 -
—— Cholesteryl

especificidade para a apo BI100. patway Lysosome
Na imagem, a cor azul escura

representa CE, a cor azul clara representa TG; o asterisco indica um ligando funcional para os recetores de LDL;
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(Adaptado de Katzung et al, 2012).

Este RLDL é uma glicoproteina de superficie que reconhece a apo B100 e a apo E. De notar que
a afinidade deste recetor é maior para a apo E do que para a apo B, por este mesmo motivo é que as
LDL permanecem mais tempo no plasma do que outras lipoproteinas. A ligagao da LDL ao RLDL
permite a sua internalizagdo por endocitose formando-se, posteriormente, endossomas. No entanto,
parte dos RLDL sdo reciclados, regressando a superficie celular. Quanto as LDL sao degradadas em
péptidos e aminoacidos e o CE é hidrolisado podendo ser utilizado para a producao de novas
membranas, hormonas esteroides e acidos biliares. De relevar que os hepatocitos conseguem regular
os teores de colesterol intracelular controlando a 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A (HMG-CoA)
redutase, a enzima chave da sintese de colesterol e inibindo a sintese de novos recetores de LDL
através da supressao do seu gene. A regulagao é feita por um mecanismo de feedback. Perceber tais
factos, é de extrema relevancia para a compreensao do mecanismo de agao dos inibidores do PCSK9

(Burnett, 2010; Katzung et al., 2012; Marques da Silva, 2015).

Via do transporte reverso

As HDL sao um grupo de lipoproteinas importantissimo, ricas em colesterol, reconhecido

como o “bom colesterol”. Mas a que se deve tal facto? Vejamos, as HDL podem ser produzidas
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pelo figado ou sintetizadas pelo intestino. Em ambos os processos, formam-se HDL nascentes
(que apresentam elevada concentragao de apoproteina e baixo teor de colesterol). A HDL
pode ser vista como um depdsito de apo E e apo C para as lipoproteinas que delas carecem
(quilomicrons, VLDL). Por outro lado, o mais fantastico das HDL é que aquando do excesso
de colesterol nos tecidos extra-hepaticos, as particulas de HDL nascentes recolhem este
excesso sob a forma de colesterol livre, o qual é esterificado apos agao, na HDL, da enzima
lecitina colesterol aciltransferase (LCAT), gragas ao co-factor apolipoproteina A (Apo A),
sendo transferido para o interior da lipoproteina. Deste modo, formam-se as HDL maduras
que transportam esse CE em excesso para o figado onde sao captadas por recetores hepaticos
(scavenger receptor — SR-BI) sendo o conteudo de colesterol dessas lipoproteinas transferido
para o hepatdcito, onde é catabolizado e excretado pela bilis. As HDL também transferem
pela mesma via o seu colesterol para as células dos tecidos esteroidogénicos, que requerem
maiores quantidades de colesterol para a sintese de hormonas. Outra opgao passa pela
transferéncia deste colesterol para as VLDL e LDL. O processo de transporte reverso tem
sido alvo de varios estudos, estando esta via cada vez mais aprofundada e detalhada. Assim,
esta via garante que o excesso de colesterol das células é eliminado, em particular, dos
macroéfagos na intima das artérias, diminuindo a probabilidade de progressio de processos

ateroscleroticos (Bell et al., 2012; Katzung et al., 2012; Marques da Silva, 2015).

3. Dislipidémia

O termo “dislipidémia” pode ser utilizado para definir todas as anomalias quantitativas
e qualitativas dos lipidos no sangue. As dislipidémias podem ser de varios tipos podendo
manifestar-se por um aumento dos TG, por um aumento do colesterol, por um aumento
quer dos TG quer do colesterol, a designada dislipidémia mista, ou entao por uma redugao
dos niveis de HDL. De facto, a dislipidémia é um dos fatores de risco mais determinantes
para o desenvolvimento de aterosclerose, a qual podera levar a obstrucao parcial ou total
do fluxo sanguineo que chega ao coragao e ao cérebro (Burnett, 2010).

Dependendo do vaso sanguineo, a consequéncia sera diferente. De facto, se estivermos a
falar de uma artéria coronaria, por exemplo, a consequéncia podera ser angina de peito estavel
ou instavel, podendo esta evoluir, mais facilmente, para um enfarte agudo do miocardio. Se
for um vaso sanguineo cerebral, podera ocorrer um acidente vascular cerebral isquémico por

obstrugao e necrose de tecidos subjacentes (Fundagao Portuguesa de Cardiologia, 2016).
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Assim e de modo a impedir a ocorréncia de dislipidémias e a garantir a saide e bem-estar
da populagao, a Fundagao Portuguesa de Cardiologia recomenda os seguintes valores de
referéncia para os pardmetros laboratoriais relacionados com o colesterol no plasma:
colesterol total (Ct) abaixo dos 190 mg/dL; Colesterol HDL (C-HDL) acima de 40 mg/dL para
homens e acima de 45 mg/dL para mulheres; C-LDL inferior a 115 mg/dL. Quanto aos TG
plasmaticos, a concentragao recomendada € | |5 mg/dL (Fundagao Portuguesa de Cardiologia,
2016).

Existem dois grandes fatores que contribuem para as dislipidémias: i) fatores genéticos
responsaveis pelas dislipidémias primarias, familiares ou genéticas, podendo ser monogénicas,
quando apenas um gene ¢ responsavel pelo seu fenotipo ou poligénicas quando o fenotipo
resulta da mutagao de varios genes; ii) fatores ambientais que contribuem para dislipidémias
secundarias ou adquiridas. Alguns destes fatores estao relacionados com alimentagao rica em
gorduras e pobre em fibras e vegetais, obesidade, sedentarismo, resisténcia a insulina (doentes
obesos e diabéticos) uma vez que o excesso de insulina no sangue ativa a HMG-CoA redutase
e consequentemente a produgao excessiva de colesterol endogeno, hipotiroidismo
(problemas endécrinos) uma vez que as hormonas da tiroide aumentam a atividade dos RLDL,
consumo de alcool, consumo de tabaco, etc. (Bell et al., 2012; Burnett, 2010; Nordestgaard et

al, 2013).

Hipercolesterolémia Familiar (FH)

A hipercolesterolémia familiar (FH) é uma das patologias monogénicas mais comuns
associada ao aumento do risco cardiovascular, tendo sido a primeira patologia genética do
metabolismo lipidico a ser caraterizada molecularmente (Bourbon et al., 2006). Existe na forma
homozigotica - quando os alelos provenientes do seu progenitor masculino e feminino se
encontram mutados; e heterozigética - quando apenas um dos alelos € mutado, sendo esta
dltima a forma mais severa da doencga apesar de ser também a menos comum. Sendo que a
principal causa de FH passa pela mutagio do gene dos RLDL, a gravidade da
hipercolesterolémia de um individuo homozigético relaciona-se com o facto de a mutagao
estar presente nos dois alelos e consequentemente as suas células serem incapazes, de uma
forma total ou quase total, de ligar e internalizar as LDL. A forma menos severa € a
hipercolesterolémia dos heterozigéticos ja que apenas apresentam um dos alelos mutados. Tal
fato leva a que, nas células, apenas parte das particulas de LDL se liguem e sejam internalizadas,
permanecendo as restantes no sangue. Consequentemente, os individuos heterozigéticos
apresentam uma concentra¢ao de colesterol no plasma 2 a 3 superior aos valores de

referéncia, enquanto que os individuos homozigoticos tém uma hipercolesterolémia severa,
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que pode atingir valores extremamente elevados. A FH heterozigética tem uma frequéncia de
1/500 na maioria das populagoes europeias, estimando-se em Portugal cerca de 20.000 casos.
A forma homozigética da FH apresenta uma prevaléncia de 1/1.000.000 (Ahn et al., 2015;
Bourbon et al., 2006; Nordestgaard et al., 201 3).

Clinicamente, esta patologia é caracterizada essencialmente por um aumento dos teores
de colesterol no plasma o que pode originar a sua acumulagao nos tenddes (xantomas
tendinosos) e o desenvolvimento de ateromas. Assim, estes individuos apresentam uma maior
tendéncia para desenvolverem precocemente aterosclerose com a ocorréncia de eventos
cardiovasculares muito prematuramente. As mutagoes subjacentes podem verificar-se, mais
frequentemente, em trés genes: o gene do RLDL, o gene da apolipoproteina B (ApoB) e o
gene da PCSK9, sendo este Gltimo mais relevante no contexto desta monografia (Ahn et al.,
2015). A detegao precoce da FH leva a implementacio atempada de aconselhamento e
tratamento farmacolégico adequado, minimizando o risco de eventos cardiovasculares
podendo mesmo levar a regressao da placa aterosclerotica. Apesar de ser uma doenga
multifatorial, a dislipidémia, em particular, a hipercolesterolémia—LDL é considerada um dos

fatores causais mais relevantes (Bourbon et al., 2006; Nordestgaard et al., 201 3).

4. Hipercolesterolémia e Aterosclerose: mecanismos moleculares e

celulares

Estudos epidemiologicos tém definido varios fatores de risco ambientais e genéticos para
o desenvolvimento da aterosclerose (Lusis, 2000) sendo a dislipidémia e em particular a
hipercolesterolémia-LDL um dos fatores mais relevantes. Esta doenga é caracterizada pela
deposigao de gordura nas artérias, em particular colesterol. Estes eventos comegam cedo, na
infancia e adolescéncia, afetando as artérias de médio e grande calibre. Na verdade, a lesao

nao € s6 uma obstrugao, € um processo ativo, inflamatorio e imunolégico (Fak et al., 2015).

A primeira alteragao observavel na aterosclerose prende-se com a acumulagao de LDL, na
intima da parede das artérias. Posteriormente, estas serao oxidadas acumulando-se nesse
espago. Determinadas zonas sao mais propicias a acumulagao destas lipoproteinas pois estao
submetidas a uma maior turbuléncia sanguinea por se encontrarem em ramificagoes ou
curvaturas (zonas de shear stress) do sistema circulatorio. Nestas zonas, o fluxo sanguineo nao
€ uniforme e laminar, € um fluxo perturbado que aumenta do influxo de LDL para a matriz
subendotelial, sendo cada vez maior a fragao que pode ser oxidada por ai permanecer durante

algum tempo. De notar que nessas zonas e em situagoes de hipercolesterolémia — LDL o
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influxo de LDL é bastante superior ao seu efluxo, contrariamente as HDL que entram e saem
facilmente (por apresentarem menores dimensoes) na intima. As LDL retidas sao sujeitas a
varias modificagoes nas moléculas de lipidos originando-se espécies de LDL minimamente
oxidadas (LDLmox), as quais sao proé-inflamatérias. Assim, a aterogénese passa pelo
recrutamento de monocitos e linfécitos pela agao de moléculas pro-inflamatorias produzidas
pelo endotélio que incluem, nao s6 moléculas de adesao, mas também fatores de crescimento
do endotélio vascular (VEGF), fatores de crescimento de fibroblastos (FGF), a interleucina- |
(IL-1) e os fatores de transformagao do crescimento -o e -B (TGF-o, TGF-B), fatores
quimiotaticos (citocinas), etc. As LDLmox sao também responsaveis pela inibicao de produgao
do 6xido nitrico (NO) pelo endotélio, um mediador quimico com multiplas propriedades anti-
aterogénicas, incluindo a vasodilatagdo. A proliferagio de macrofagos derivados dos
mondcitos na intima leva a produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e mediadores
inflamatorios, os quais geram uma situagao de stress oxidativo bastante acentuado. Assim,
ocorre extensa oxidagao das LDL incluindo a apo B passando estas particulas a ser
descontroladamente captadas por macréfagos, levando a sua transformagao em células
esponjosas/células espumosas. De notar que as lipoproteinas residuais, derivadas das VLDL e
quilomicrons, ja enriquecidas em colesterol sao, também, aterogénicas entrando na intima e
sendo captadas também por macroéfagos. As HDL surgem nesta situagao como um fator
benéfico, sendo responsaveis pelo transporte reverso do colesterol, ja mencionado
anteriormente, inibindo a transformagao de macrofagos em células esponjosas/células
espumosas por recolher o excesso de colesterol presente nessas células. Assim,
concentragoes baixas de HDL em nada contribuem para reverter esta situagao. Se o processo
aterosclerotico nao for travado, as células do musculo liso acabam por migrar para a tunica
intima, na qual ocorre uma intensa producao de componentes de matriz extracelular que
contribuem para a formagao de uma capsula fibrosa que produz espessamentos, distribuidos
irregularmente pelo revestimento interno da artéria. Cada zona de espessamento (chamada
placa aterosclerotica ou ateroma) é constituida por células esponjosas e estrias gordas cheias
de colesterol, células musculares lisas, células de tecido conjuntivo e eventualmente, lipidos
extracelulares resultantes da necrose celular. As artérias afetadas pela aterosclerose perdem
a sua elasticidade e, a medida que os ateromas crescem, tornam-se mais estreitas. Além disso,
com o tempo, as artérias acumulam depésitos de calcio que conferem maior fragilidade a
capsula fibrosa. A rutura de uma pode desencadear a formagao de um codagulo sanguineo por
recrutamento de plaquetas (trombo). O coagulo estreita ainda mais a artéria podendo gerar

a sua oclusao ou entiao desprende-se e passa a circular no sangue até chegar a uma artéria
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mais pequena, podendo causar ai uma embolia (Burnett, 2010; Lusis, 2000; Mgv et al., 2005;
MSD, 2009).

5. Tratamentos mais comuns da Dislipidémia

5.1. Tratamento ndo farmacolégico

Dependendo de cada pessoa e do seu estado clinico, pessoas diferentes devem adotar
medidas de tratamento para a dislipidémia diferentes. Contudo, existem um conjunto de
medidas as quais podem ser adotadas por todos, as chamadas medidas nao farmacologicas as
quais devem ser privilegiadas antes da utilizagao de qualquer tipo de farmaco. De notar, que
mesmo as pessoas que utilizam medidas farmacolégicas devem cumprir as medidas nao
farmacologicas. Isto, porque, nao faz qualquer sentido uma pessoa utilizar uma determinada
terapéutica e continuar com habitos alimentares nao saudaveis e estilos de vida prejudiciais a
sua saude. Felizmente, a maioria das medidas nao farmacolégicas encontram-se encadeadas,
isto &, tomar medidas para levar a cabo alguns objetivos ajuda a levar a cabo outros. Vejamos,
fazer exercicio fisico ajuda a perder peso, o que, por sua vez, ajuda a diminuir os valores do
colesterol e da pressao arterial, do mesmo modo que deixar de fumar ajuda a baixar os valores
de colesterol e da pressao arterial. O habito de fumar é particularmente perigoso para as
pessoas que ja tém um risco elevado de sofrer doencas cardiacas. Estudos demonstram que
fumar diminui a concentracao das HDL e aumenta a concentracao de LDL. Por outro lado,
fumar aumenta a tendéncia da coagulagao sanguinea, o que aumenta o risco de doenga arterial
periférica e doenga das artérias coronarias (MSD, 2009).

O tratamento das dislipidémias passa por uma mudanca do estilo de vida, ao nivel da
alimentagao e do exercicio. Deste modo recomenda-se a redugao da ingestao de alimentos
de origem animal (carnes vermelhas, manteiga, queijos gordos); eviccao de produtos de
charcutaria e alimentos pré-cozinhados; preferéncia no consumo de produtos frescos;
preferéncia na ingestao de proteinas animais ligadas ao peixe, carne de aves sem pele e carnes
magras; preferéncia pelo azeite e outras gorduras polinsaturadas; ingestao de mais alimentos
ricos em omega 3 (exemplo: sardinhas, salmao, 6leo de soja); ingestao de mais cereais
integrais, de vegetais, fruta e fibras soltveis (que facilitam a eliminagao do colesterol); cozinhar
a vapor ou grelhar os alimentos evitando os fritos; evicgao de natas e maioneses; moderar o
consumo de chocolate; limitar o consumo de gemas de ovo; praticar atividade fisica regular
(30 min por dia; 5 a 7 dias por semana); evitar o consumo de alcool; controlar o peso

mantendo o Indice de Massa Corporal (IMC) entre 18 e 25 Kg/m? e, finalmente, abandonar,
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caso existam, habitos tabagicos. Aquando da adogao destas medidas, se os valores lipidicos
nao baixarem para valores normais, ter-se-a de recorrer a medidas farmacolodgicas abaixo
resumidas (European Society of Cardiology, 201 |; Fundagao Portuguesa de Cardiologia, 2016;
MSD, 2009).

Gut
5.2. Tratamentos farmacolégicos

Existe uma grande variedade de
medidas farmacolodgicas utilizadas no

tratamento de dislipidémias, em

particular, da hipercolesterolémia-LDL: [7] reductase
) o o inhibitors
estatinas, ezetimiba, fibratos, acido
nicotinico/niacina/vit.B3, colestiramina e v Ezefi bo\
Cholesterol

colestipol (resinas) (Figura 2). Contudo

existem ainda outras em

desenvolvimento, os inibidores da

PCSK9, que serio abordadas mais
adiante (DelLucia et al., 2014; Katzung et
al, 2012).

Figura 2 — Medidas farmacolégicas mais utilizadas. Locais de acao dos inibidores da HMG-CoA redutase,
niacina (acido nicotinico), ezetimiba, e resinas utilizadas no tratamento de hiperlipidemia. Os RLDL sio
aumentados por tratamento com resinas e com os inibidores da HMG-CoA redutase (Adaptado de Katzung et
al., 2012).

Estatinas

Atuam no figado e constituem de momento os farmacos mais eficazes em reduzir o C-
LDL e eventos cardiovasculares. Sao a classe de farmacos que tem evidenciado mais beneficios
clinicos e consequentemente siao os farmacos mais utilizados na terapéutica das dislipidémias.
As principais estatinas sao: lovastina, pravastina, fluvastatina, atorvastina, sinvastatina e
rosuvastina. As estatinas reduzem o Ct, C-LDL e em menor grau, a trigliceridémia. Atuam
numa etapa muito precoce e limitante da biossintese do colesterol, como inibidores
especificos, reversiveis, competitivos e dose-dependentes da HMG-CoA redutase hepatica, a
enzima chave daquele processo de sintese. Em geral, as estatinas possuem boa margem de
seguranga e tolerabilidade, com incidéncia de efeitos adversos em menos de 2% dos pacientes
(fraqueza e/ou dores musculares, miopatias, etc.). As estatinas sao indicadas basicamente na

hipercolesterolémia isolada e hiperlipidemia mista com hipertrigliceridémia moderada. Sao
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eficazes em reduzir de modo dose-dependente o C-LDL sérico em 25-45%. O tratamento
com estatinas inicia-se, geralmente, com doses baixas, aumentando progressivamente e
monitorizando-se a resposta lipidica até atingir, caso necessario, a dose maxima recomendada
para cada composto. Estes farmacos parecem ser igualmente eficazes em portadores de
hipercolesterolémia familiar heterozigotica, o que nao acontece nos pacientes com
hipercolesterolémia familiar homozigotica. A nivel da aterosclerose, parecem modificar a
parede arterial impedindo o crescimento da placa aterosclerdtica. Apresentam, também,
grande potencial antioxidante e efeito antiproliferativo sobre células musculares lisas (DeLucia

et al, 2014; Katzung et al., 2012).

Ezetimiba

A ezetimiba inibe a absorgao de colesterol proveniente da dieta. Varios estudos
demonstraram a inibicao desta absorgao em cerca de 54% em duas semanas. Assim, a
quantidade de colesterol incorporado nos quilomicrons € menor e, por conseguinte, a
quantidade de colesterol livre disponibilizada ao figado (hepatdcitos), através dos quilomicrons
residuais, € bastante reduzida. Tais fatos induzem a ativagao da HMG-CoA redutase que leva
ao aumento da produgao de colesterol endégeno e ao aumento do numero de RLDL, aumento
este responsavel por uma reducao de cerca de 15-20% do C-LDL e, consequentemente, do
Ct no sangue. A ezetimiba também reduz, discretamente os TG (em cerca de 5%) e eleva o
C-HDL (em 1-2%) no plasma. Como a ezetimiba leva a um aumento da biossintese de
colesterol, este farmaco pode ser associado com estatinas, o que promove uma redugao
adicional de 10-15%, podendo ser alcancadas redugoes totais de 60% de C-LDL. A ezetimiba
pode ser utilizada por pacientes nos quais uma redugao de 15-20% de C-LDL é satisfatoria ou
ainda em pacientes para os quais as estatinas nao sao o farmaco mais adequado (Delucia et

al, 2014; Katzung et al., 2012).

Fibratos

Os fibratos, como o bezafibrato, o ciprofibrato e o fenofibrato sao Uteis em pacientes
com hipertrigliceridémia. O principal efeito é a redugao das VLDL séricas ao mesmo tempo
que reduzem o C-LDL. Diminuem, portanto, as lipoproteinas ricas em TG tais como VLDL,
através do aumento da atividade da LPL no musculo e tecido adiposo. Em adigao, pode ocorrer
aumento do C-HDL via indugao da expressao génica das apo A hepaiticas, o que leva ao
aumento das HDL nascentes, percursoras das HDL maduras (Katzung et al.,, 2012).

Os fibratos geralmente sao bem tolerados, ocorrendo efeitos adversos em 5-10% dos

pacientes, mas estes nao sao suficientes, na maior parte dos casos, para causar a suspensao do
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farmaco. Os efeitos adversos gastrintestinais sao os mais comuns (DelLucia et al., 2014; Katzung

etal, 2012).

Acido Nicotinico/Niacina/Vitamina B3

O 4cido nicotinico atua sobre o Ct, o C-LDL (reduzindo cerca de 20%-30%, em 3 a 6
semanas), as VLDL e os TG (reduzindo 35%-50%, em 4 a 7 dias), além de aumentar o C-HDL
(em 30%-40%). Este farmaco é geralmente usado na tentativa de elevar o C-HDL e reduzir os
TG (sendo tao efetivo como os fibratos, mas mais potente do que as estatinas nesta fungao).
Pode ser utilizado como terapia primaria ou como terapia auxiliar, mas apenas quando é bem
tolerado ja que por vezes os seus efeitos colaterais, em particular rubor em associagao com
palpitagoes e prurido, limitam o seu uso em grande parte dos pacientes. Esta terapéutica inibe
a lipolise que ocorre nos adipocitos diminuindo a utilizagao de AGL para a sintese de TG no
figado. O aumento do catabolismo das VLDL também ocorre por aumento da atividade da
LPL. A diminuicao do C-LDL pode dever-se a produgao diminuida de VLDL e ao aumento do
catabolismo hepatico de IDL, que sao os precursores de LDL (Delucia et al., 2014; Katzung

et al, 2012).

Colestiramina e Colestipol (Resinas)

A colestiramina e o colestipol sao dos farmacos hipolipemiantes mais antigos,
sequestradores de acidos biliares ou resinas que impedem a absorgao intestinal do colesterol
proveniente da alimentagao. Apresentam boa margem de seguranga. Atualmente sao
recomendados como farmacos de segunda escolha, visto que as estatinas sao mais efetivas na

redugao da colesterolémia (Delucia et al., 2014; Katzung et al., 2012).

6. PCSK9: Novo alvo terapéutico hipocolesterolémico

Embora exista atualmente uma grande variedade de estratégias terapéuticas relativamente
eficazes para o tratamento de dislipidémias sao ainda reconhecidas bastantes limitagoes a sua
utilizagdo. Por exemplo, as estatinas s3o a estratégia terapéutica mais utilizada e como ja foi
referido, estas possuem boa margem de seguranca e tolerabilidade, com incidéncia de efeitos
adversos em menos de 2% dos pacientes. Contudo, em menos de 1% dos pacientes, observa-
se aumento sérico das atividades das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), que é revertido com a suspensao da terapéutica com estatinas. Por
outro lado, apesar de rara, pode ocorrer miopatia (associada a fraqueza muscular) com ou

sem rabdomidlise (lise rapida das células do musculo esquelético com libertagao de produtos
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intracelulares na corrente sanguinea os quais podem causar insuficiéncia renal aguda) (DeLucia
et al., 2014; Katzung et al., 2012). Para além disto, apesar do uso intensivo de estatinas, mesmo
na sua maxima dosagem ou em combinagdo com outras terapias, como por exemplo a
ezetimiba, permanece um risco residual de AVC e enfarte agudo do miocardio (Ahn et al.,
2015; Gupta, 2015; McKenney, 2015) uma vez que alguns pacientes nao atingem os objetivos
hipolipemiantes desejados aquando da instituicao da terapéutica (Kotodziejczak et al., 2016).
Deste modo, pacientes com um nivel de hipercolesterolémia extremamente elevado, e/ou
pacientes que sao intolerantes ou nao respondem as estatinas, necessitam de alternativas mais
viaveis e eficazes. Assim, surgiram os inibidores da PCSK9, os inibidores da apo B e os
inibidores da proteina de transferéncia de triacilglicerois microssomal (MTTP). Nesta

monografia serao focados apenas os inibidores da PCSK9 (Ahn et al., 2015).

6.1. Fundamentos bioquimicos e moleculares do PCSK9

Aproximadamente quarenta anos apos a descoberta de Goldstein e Brown do RLDL —
descoberta que levou Goldstein e Brown ao Prémio Nobel da Medicina em 1985 — e 25 anos
apos a introdugao das estatinas no tratamento da dislipidémia, surge um novo marco na
terapéutica hipocolesterolémica que incide novamente mas indiretamente, nos RLDL. Esta
terapéutica baseia-se no mecanismo de acao da PCSK9, uma das diversas enzimas que
constituem a familia das pro-proteinas convertase (responsaveis pela clivagem de precursores
proteicos de fatores de crescimento, hormonas, recetores, etc.) e da qual fazem parte um
total de nove membros distintos sendo a PCSK9 o nono membro (Corral, 2014; Davignon et
al,, 2010).

Esta é sintetizada como uma enzima inativa (zimogénio) com 74 kDa (proPCSK?9), a qual
se encontra bem organizada, sendo constituida por um péptido de sinal com N-terminal
necessario para a secrecao do PCSK9, seguido por um pro-dominio, um dominio catalitico e
finalmente um dominio rico em cisteina-histidina. A proPCSK9 é clivada por autocatilise entre
o pro-dominio e o dominio catalitico. Depois da clivagem do pro-dominio, o N-terminal
permanece associado ao dominio catalitico da PCSK9, formando um heterodimero estavel:
pro-dominio — PCSK9 que regulara a atividade enzimatica. Este processo autocatalitico ocorre
dentro do reticulo endoplasmatico (RE) e culmina na formagao de uma enzima PCSK9 madura
de 62 kDa. Este processo de clivagem é necessario para a sua ativagao e libertacao do reticulo
endoplasmatico. Assim, numa fase posterior, a PCSK9 interage diretamente com o RLDL,
segundo um mecanismo referido mais a frente (Corral, 2014; Davignon, Dubuc et al., 2010;

Marais et al,, 2015; McKenney, 2015; Urban et al., 2013).
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6.2. Papel da PCSK9 na regulacdo do metabolismo dos recetores de LDL

De um modo geral e bastante simplista, a principal via de remogao das LDL do plasma é
através de endocitose, mediada pela interacao e ligagao da apo BI00 das LDL com o RLDL
(presente em grande numero na membrana plasmatica dos hepatocitos). Durante este
processo de internalizagio os RLDL voltam para a superficie da célula, sendo portanto
reciclados (Giugliano et al., 2015) (Figura 3A).

Através de varios estudos verificou-se que a PCSK9 desempenha um papel critico na
regulagio da homeostase do colesterol. Constatou-se que a ligagio da PCSK9 aos RLDL
presentes nos hepatécitos conduz a alteragdes conformacionais que levam a degradagao
intracelular dos RLDL, diminuindo a sua densidade a superficie destas células, conduzindo, deste
modo, a um aumento de C-LDL no plasma. De notar, que quer os RLDL quer a PCSK9 sao
igualmente regulados pelo Sterol Regulatory Element Binding Protein-2 (SREBP-2), de modo a
impedir o influxo excessivo de colesterol na célula e garantir a homeostase intracelular do
colesterol (Stock, 2014). Este processo inicia-se com a ligagao da PCSK9 ao dominio do RLDL,
Epidermal Growth Factor — like repeat homology domain (EGFA). Esta ligagao ocorre a um pH
neutro o que determina a sua baixa afinidade. Contudo, a afinidade desta ligagao PCSK9-RLDL
aumenta apos a endocitose, o que pode ser explicado pelo facto do pH do endossoma
formado ser bastante acido, o que contribui para o fortalecimento do tipo de ligagoes

existentes entre dominios. O RLDL “marcado” desta forma com o PCSK9 ¢é direcionado para

o lisossoma para ser, impedindo a sua reciclagem (Figura 3B) (Marais et al., 2015).

" Clatrina % Vesicula
Lisossoma

Lisossoma
L% LDtds - A L/'ws Retencdo e
. "7 degradagio
Amino

: o R resko A% do RLDL- ’.;“ £
Dissociacdo } S k DL
| & ) PCSK9 p1p e LDL e Dissociagdo da _— o

Environment Environment

g Clatrina L \ LN

| 5 ,
//’é Golg Endossoma //é Golg Endossoma
LS/ 73 //. 72

Figura 3 — Metabolismo dos recetores LDL na presenca e auséncia de PCSK9. Metabolismo dos recetores
LDL na auséncia (A) e na presenca (B) de PCSK9 (Adaptado de Marais et al., 2015).
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Em suma, podemos dividir a mecanismo pelo qual a PCSK9 atua em duas fases distintas.
Numa primeira fase, que ocorre extracelularmente, a PCSK9 madura, que sofreu
transformagoes prévias e necessarias a sua ativagao no reticulo endoplasmatico (RE) e no
complexo de Golgi, liga-se ao RLDL na superficie das células, ocorrendo a posterior
internalizagao deste complexo apos a ligagao as LDL com formagao de endossomas revestidos
de clatrina. Numa segunda fase, que ocorre intracelularmente, o complexo ¢ direcionado para
os lisossomas, onde ocorre a sua degradagao, nao havendo reciclagem do RLDL. Assim a
PCSK9 madura atua como um chaperao que marca o RLDL enviando-o para a via de
degradagao endossoma/lisossoma (Corral, 2014; Giunzioni et al., 2015; Guo et al., 2014; Liu,

2015; McKenney, 2015; Puri et al., 2016; Tavori et al., 2015; Urban et al., 2013).

6.3. Gene PCSK9: ganho de funcoes e perda de funcées

Relativamente ao gene PCSK9 existem duas formas de mutagao conhecidas: as mutagoes
com ganho de fungao (GOF do inglés gain-of-function) e as mutagoes com perda de fungao
(LOF do inglés loss-of-function). Dado o papel desempenhado pela PCSK9, mutagoes com GOF
neste gene resultam na sua sobre-expressao, levando a uma maior inativagao de RLDL e, por
conseguinte, maiores niveis circulantes de C-LDL. Por outro lado, mutagoes com LOF deste
gene resultam em niveis mais baixos de C-LDL (Giugliano et al., 2015). Na verdade, as
mutagoes GOF sao mais raras e responsaveis por FH (Akram et al, 2010), enquanto que as
mutagoes LOF sao mais comuns, provocando uma diminuigao significativa do C-LDL e

diminuindo assim a probabilidade de formagao de placas aterosclerdticas (Bell et al., 2012).

A. Gain of function mutations

1 E54A R2185 N4255 AS22T
D129N D374Y
V4 E32K D129G F216L R469W
High LDL-C
11 LL S127R R215H R357H H49\6W H}SSR EB/?CIO
' |- COOH
152 454 692
Y142X | D [ H N S
R46L V114A Q219E M3541 S462P PE16L | C679X Low LDL-C
ABSfsLB2X R104C N157K G2365 H391N { R43W
AR97  G106R L253F
1 T771 R93C A239D W428X%  A443T Q554E S668R

B. Loss of function mutations

Figura 4 — Mutagées GOF e LOF da PCSK9 que influenciam as concentrag¢ées plasmaticas de C-LDL.
A PCSK9 estd representada no centro e as posi¢coes e substituicoes de aminoacidos chave das mutagoes
associadas com niveis elevados/baixos de C-LDL estao indicados. A cor indica a origem da mutagao: Franga (azul),
Gri-Bretanha (laranja), Canada (verde), Noruega (vermelho), Itdlia (vermelho escuro), Japao (roxo), Nova
Zelandia (verde escuro) e Portugal (azul claro) (Davignon et al., 2010).

Luis Filipe Falhas Cavaleiro 19



PCSK9: novo alvo terapéutico no combate a aterosclerose?

Em 2005, Cohen e Cols. através do estudo Risco de Aterosclerose em Comunidades
(ARIC) descreveram a influencia da perda da fungao de PCSK9 em individuos afro-americanos
e caucasianos. Verificou-se que a prevaléncia desta mutagao era 2,6% e como consequéncia

inerente a mesma, os niveis séricos de Tabela | — Concentragdes médias de C-LDL em doentes

C-LDL foram 28% inferiores aos com mutagées GOF e LOF na PCSK9 (McKenney, 2015).

individuos sem qualquer mutagao no

Gain-of-function mutations Loss-of-function mutations

gene. Os riscos cardiovasculares dos Mean LDL-C Mean LDL-C
B Mutation (mg/dL) Mutation (mg,/dL)

individuos com essa mutacao, tais Control o Control o
como enfarte do miocardio foram DP33Y 249 Ra6L 88

L108R 266 R97 56
igualmente mais baixos (Akram et al, S5127R 287 G105R 89

F216L 227 Y124X 53
2010; Corral, 2014). Até a data, R218S 216 C679X 68

D374Y 350

conhecem-se mais de 50 mutagSes em LDL-C, low-dersity lipoprotein cholesterol.

aminoacidos da PCSK9, as quais influenciam os valores de colesterol do organismo do
individuo mutado (Figura 4) (Davignon et al., 2010). Na tabela | verificamos, por exemplo, a
mutagao ganho de funcao D374Y-PCSK9 a qual esta na origem de FH com um fenodtipo
extremamente severo (C-LDL = 350 md/dL) e dificil de tratar com estatinas, sendo os seus
portadores afetados 10 anos mais cedo do que os restantes individuos com FH, por doencgas
cardiacas corondrias prematuras (Akram et al, 2010). Este facto foi explicado com

experiéncias que indicaram que a mutagao D374Y GOF tem uma poténcia 6 vezes maior na

ligacao ao recetor de LDL (Banerjee et al., 2016).

6.4. Fatores que influenciam os teores plasmaticos de PCSK9

Tendo em conta varios estudos realizados, verificou-se que os niveis plasmaticos de PCSK9
sofrem algumas varia¢oes interindividuais. Deste modo, conclui-se que os niveis mais elevados
sao relatados em pessoas com idade avangada, do sexo feminino, estado pos-menopausa,
maiores IMC, niveis elevados de C-LDL, niveis elevados de TG e jejum podendo, desta forma,
estes valores sofrerem alguma variagao ao longo do dia. Na verdade, os niveis plasmaticos de
PCSK9 devem ser medidos, de manha apds um jejum noturno, para que se possam efetuar
comparagoes entre individuos. Apos uma refeicao, a quantidade de colesterol intracelular
aumenta, nao havendo necessidade de entrada de mais colesterol para o interior da célula.
Assim sendo, nao ha sintese de RLDL e, por consequéncia, de PCSK9, atingindo este valores
minimos. Contudo, um individuo em jejum apresenta uma menor quantidade de colesterol
intracelular. Assim, torna-se essencial a sua captagio a qual sera efetuada através de um

recetor LDL sintetizado através do SREBP-2. Contudo, juntamente com a sintese dos RLDL
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ocorre a sintese da PCSK9, aumentando esta também apdés um periodo longo de jejum
(Banerjee et al., 2016; McKenney, 2015).
As estatinas tém como mecanismo de agao a inibicao da
Intracellular cholesterol l
HMG CoA redutase, podendo ser vistas como um dos
fatores que influencia as concentragoes séricas de PCSKO9.

Devido a diminuigao do colesterol endogeno, as estatinas

SREBP-2

provocam um aumento da SREBP-2. Este, tal como ja foi
referido, é responsavel pela ativacao quer do RLDL, quer
da PCSK9, sendo que este ultimo, aumenta a degradagao

do RLDL hepatico, prevenindo assim a absorgao excessiva
OIR T N PCSKO T

de colesterol atenuando o efeito hipolipemiante destes

farmacos (Urban et al., 2013) (Figura 5).

Figura 5 - Mecanismo de
expressdo de RLDL e PCSK9.
Quando ocorre uma diminuicio dos  toma de 40 mg de Atorvastatina por dia implica um
niveis de colesterol intracelular, a

SREBP-2 é ativada aumentado os aumento significativo de 34% nos niveis de PCSK9, 80 mg
RLDL (LDLR) e a PCSK9. Contudo,
esta liga-se aos recetores de LDL de Atorvastatina um aumento de 47% e 20 mg de

levando a sua destruigao (Urban et al,
2013).

Como exemplos, estudos tém demonstrado que a

Rosuvastatina um aumento de 28% em homens e de 35%

em mulheres (Guo et al., 2014; McKenney, 2015).

6.5. Impacto da PCSK9 na Aterosclerose

Como ja foi referido, mutagoes no gene da PCSK9 podem causar FH, através da destruicao
dos RLDL e estudos recentes demonstraram também que essas mutagoes estao associadas a
um risco elevado de doenga aterosclerdtica (Guo et al, 2014). Além disso, estudos
experimentais sugerem que a PCSK9 esta diretamente relacionada com processos
inflamatorios. Assim, a concentragao de PCSK9 no sangue pode ser relacionada linearmente
associada com a formagao e o desenvolvimento de placas ateroscleréticas,
independentemente do uso de estatinas e da concentragao plasmatica de LDL. Estes fatos
transformam a PCSK9 num alvo terapéutico interessantissimo. Primeiro, porque esta enzima
influencia as concentragcoes de LDL sanguineo (o que contribui para o agravamento do
processo aterosclerotico) e segundo, porque intervém, de forma independente, no processo
inflamatorio da aterosclerose. Tal como ja atras explanado, a lesao aterosclerdtica nao é so
um processo obstrutivo, € um processo ativo, inflamatoério e imunolégico (Fak et al,, 2015;
Silva, 2015). Assim sendo, a PCSK9 apresenta-se como um interveniente que agrava esse
processo inflamatorio degradando os recetores nao sé das LDL, como também das VLDL

(RVLDL), o que implica a sua acumulagao no plasma e o agravamento da situagao (Xie et al,
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2016). Por outro lado, aquando da utilizagao de estratégias para inibicao de PCSK?9, verificou-
se uma melhoria e mesmo a regressao da placa aterosclerotica formada. Esta observagao veio
dar forga ao conceito de que a PCSK9 desempenha um papel direto na aterosclerose (Cheng
et al., 2016; Li et al.,, 2014; Robinson, Heistad et al., 2015; Zhang et al., 2014).

Uma elevada expressaio de PCSK9 estd, igualmente, associada a uma maior apoptose
celular (na presenca de PCSK9, a razio Bcl-2 (anti-apoptético) / Bax (pro-apoptoético) é
diminuida favorecendo a morte celular) (McKenney, 2015).

Uma ultima conclusao relevante relaciona-se com o efeito da PCSK9 na hipertensao,
considerada um dos fatores relevantes que contribuem para a progressao da aterosclerose. A
PCSK9 intervém na pressao arterial através da diminuicao da expressao dos canais de sodio
epiteliais o que pode, eventualmente, desregular os niveis de sédio no sangue e levar a
hipertensao arterial (McKenney, 2015).

Por todas estas razoes, a PCSK9 é encarada como um alvo terapéutico extremamente
desafiador. Na verdade, existe um grande numero de individuos com hipercolesterolémia e
aterosclerose que nao conseguem alcancar os teores plasmaticos de C-LDL pretendidos com
qualquer das terapéuticas ja existentes (exemplo: estatinas). Este fato pode ser explicado,
muitas vezes, pelo uso de doses inadequadas, pelos efeitos adversos inerentes a terapéutica,
pela resisténcia aos farmacos e pela baixa adesao a terapéutica (muitas vezes relacionada com
a auséncia de sintomatologia associada a patologia). Assim, emergiu uma grande necessidade
de desenvolver novas estratégias terapéuticas mais eficazes e inovadoras, tal como os

inibidores da PCSK9 que serao abaixo indicados (Urban et al., 2013).

6.6. Terapéuticas de Inibicdo da PCSK9

O objetivo destas terapéuticas passa pelo bloqueio da sintese da PCSK9 (a nivel
intracelular) ou pela inibicao desta enzima (a nivel extracelular) com o consequente aumento
de RLDL. Deste modo, varias alternativas tém surgido (Figura 6): pequenos interferentes de
acido ribonucleico (siRNA), oligonucledtidos antisense (ASO) e pequenos inibidores
moleculares, cujas fungoes passam pela inibigao intracelular bloqueando a transcrigao de acido
ribonucleico (RNA) mensageiro (mMRNA) de PCSK9 ou interrompendo o processamento de
PCSK9; péptidos miméticos e anticorpos monoclonais (mAbs), ambos responsaveis pela
inibicao extracelular do PCSK9. Uma breve descrigao destas terapéuticas, resumida na Figura

6, é apresentada de seguida.
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Virias estratégias para interferir com a fungdo de PCSK9 sdo evidenciadas pelas letras dentro dos octégonos
vermelhos: pequenos interferentes de RNA (siRNAs) (A) podem bloquear a transcrigio do RNA mensageiro da
PCSK9, enquanto que pequenos inibidores moleculares (B) podem interromper o processamento de PCSK9,
levando a diminuigdo da PCSK9 funcional; outras duas abordagens estdo relacionadas com a inibigdo da fungio
extracelular do PCSK?9, incluindo anticorpos monoclonais anti-PCSK9 (mAbs) (C) e (D) péptidos miméticos que
impedem a ligagao da PCSK9 com o RLDL. (Adaptado de Giugliano e Sabatine, 2015).
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Até a data, os anticorpos monoclonais sao a estratégia que tem apresentado mais sucesso

na inibicao da PCSK9 (Ahn e Choi, 2015) (Tabela 2).

Tabela 2 - Abordagens terapéuticas inibidoras da PCSK9 aprovadas e em desenvolvimento para o tratamento
de hiperlipidemia (Banerjee et al., 2016).

Drug/Drug-  Agent Indication Current Sponsor/Sponsors

lead phase

Alirocumab  Fully Humanized monoclonal Ab Hypercholesterolemia Approved Sanofi/Regeneron

Evolocumab  Fully Humanized monoclonal Ab Hypercholesterolemia Approved Amgen

Bococizumab Humanized monoclonal Ab Hypercholesterolemia Phase-Ill  Pfizer

LGT-209 Monoclonal Ab Hypercholesterolemia Phase- 11 Novartis

LY3015014 Monoclonal Ab Hypercholesterolemia Phase- 1l Eli Lilly

1D05-1g2 Monaclonal Ab Hypercholesterolemia Phase- 11 Merck

1B20 Monoclonal Ab Hypercholesterolemia Phase- 1 Merck

SX-PCK9 Peptide-mimetic inhibitor binding to the EGFa domain of Hypercholesterolemia Preclinical Serometrix/Schering-Plough
PCSK9

BMS-962476 Fusion protein employing Adnectin technology Cardiovascular Preclinical Bristol-Myers Squibb

ISIS 394814 Antisense Oligonucleotide (ASO)

ALN-PCS02  si-RNA Oligonucleotide
TBD CRISPR-CAS9 gene-editing strategy to correct aberrant PCSK9
gene sequence
PCSK9 Generation of long-lasting PCSK9-specific antibodies
vaccine
TBD Small Molecules inhibiting PCSK9-LDL receptor interaction

disease
Hypercholesterolemia Preclinical

Hypercholesterolemia Preclinical
Hypercholesterolemia Preclinical

Hypercholesterolemia Preclinical

Hypercholesterolemia Preclinical

IONIS Pharmaceuticals/Santaris
Pharmaceuticals

Alnylam Pharmaceuticals

United States Mational Institute of
Health

AFFiRiS/Pfizer

Shifa Biomedical

Péptidos miméticos

Um péptido mimético (Figura 6 — D), tal como o proprio nome indica, tem como objetivo

mimetizar a interagao entre o dominio do RLDL e do PCSK9. Assim sendo, impedira a ligagao
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da PCSK9 ao RLDL prevenindo a sua degradagao o que culminara numa maior captagao de
LDL e diminuicao da concentragao sérica de C-LDL. (Akram et al, 2010). Os péptidos
miméticos sao concebidos como inibidores competitivos que mimetizam o dominio de ligagao

EGF-A dos RLDL que interage com a PCSK9 (Urban et al,, 2013).

Pequenas moléculas inibidoras

Outra estratégia promissora passa pelas pequenas moléculas inibidoras (Figura 6 — B) ainda
em desenvolvimento e que poderao ser administradas por via oral. Estas encontram-se em
fase de estudos pré-clinicos (Tabela 2) e tém demonstrado ser um desafio. Como a
estabilidade destas moléculas no plasma é baixa, o desafio passa pela produgao de uma
molécula potente e ao mesmo tempo estdvel e que nao seja degradada no sistema
gastrointestinal (Banerjee et al., 2016). Por outro lado, tem sido complicado desenvolver uma
molécula cujo alvo é a interface plana e larga de ligagao entre o RLDL e a PCSK9. Contudo, é
de realgar que dadas as suas reduzidas dimensoes, estas moléculas podem ser direcionadas
para afetar o PCSK9 quer a nivel intracelular — interferindo no processamento/secrecao de
PCSK9 maduro, quer a nivel extracelular — impedindo a ligagao entre o RLDL e a PCSK9
(Urban et al, 2013).

A Silenciamento de genes

PCSK9-Gene RNA PCSK9 a
o\

As técnicas para inibir a PCSK9,

Transcription . U Translation ; através do silenciamento de genes,

passam pela utilizagao de

oligonucleotidos antisense e siRNA

PCSK9-Gene RNA (Urban et al., 2013).
RNaseH Os oligonucledtidos antisense
mediated
degradation (ASO) podem ser definidos como
> Binding of ASO. pequenos anadlogos de acidos

) nucleicos de cadeia simples, que sao
Figura 7 - Mecanismo de acdo de oligonucleétidos

antisense (ASO). (A) Na auséncia de ASO, o gene PCSK9 ¢  capazes de se ligar ao mRNA por
transcrito para o mRNA, que, por sua vez, é traduzido na
protease. (B) Os ASO reduzem os niveis de um mRNA alvo,
facilitando a sua degradagio pela ribonuclease H (RNase H),
reduzindo, deste modo, o teor de PCSK9 (Banerjee et dl,
2016). processo de hibridagao. Assim

complementaridade de bases,

ocorrendo, deste modo, um

impedem a tradugao do mRNA. Este impedimento ocorrera devido a ativagao de nucleases
celulares (Ribonuclease H-RNAse H), que degradam o RNA hibridizado, nao se formando a

PCSK9 imatura (Figura 7). Estudos demonstraram que em ratos com uma dieta rica em
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gorduras, a administragao intra-peritoneal de ASO causou uma redugao em 90% do mRNA
para sintese da PCSK9, reduzindo, por sua vez, em 53% o Ct plasmatico gragas ao aumento
da expressao hepatica dos RLDL. Tais factos culminaram na redugao em 38% das
concentragoes séricas de C-LDL (Akram et al,, 2010; Liu, 2015; Urban et al.,, 2013).

Outra técnica passa pelo uso de siRNA (Figura 6 — A), ou seja, pequenas moléculas de
cadeia dupla de RNA interferente que também atuam por impedimento do processo pos
transcrigao (traducao). Assim o mRNA sera degrado impossibilitando-se a formagao de novas
enzimas de PCSK9. Experiéncias demonstraram que siRNAs, administrados por via
intravenosa, tendo como alvo o mMRNA PCSK9, sao bastante efetivos reduzindo os niveis de
C-LDL em 70% em ratos e 50% em primatas; quando administrados em adultos humanos os
teores plasmaticos de PCSK9 diminuiram até 70%, levando a um decréscimo do C-LDL até

40% ao longo de uma observagao de 30 dias. Este método mostrou também ser da dose

dependente (McKenney, 2015).

Vacina contra PCSK9
Resumidamente, esta estratégia passa pela estimulagao do sistema imunitario para a
produgao anticorpos de longa duragao e de alta afinidade para a PCSK9. Alguns ensaios pré-
clinicos realizados demonstraram uma elevada potencialidade com uma redugao significativa
dos teores plasmaticos de C-LDL apds trés a quatro vacinagoes e com uma duragao até 10
meses. Estudos referentes a esta estratégia estio a ser realizados pela Pfizer que esta a

desenvolver uma vacina anti-PCSK9 e cujos ensaios clinicos estao previstos para ter inicio em

2016 (Banerjee et al., 2016).

Anticorpos monoclonais (mAbs)

A estratégia mais promissora para inibir a degradagao de RLDL mediada por PCSK9
parece ser a utilizagio de anticorpos monoclonais (mAbs). Em 2009, o primeiro mAb
(Evolocumab) foi administrado por via intravenosa a macacos, tendo-se verificado uma
redugao em 80% do C-LDL no plasma. Nos anos seguintes, um grande niumero de outros
mAbs comegaram a ser desenvolvidos e testados em ratos e primatas (Urban et al,, 2013). O
mecanismo de agao destes anticorpos monoclonais passa pelo seu reconhecimento dos
epitopos da PCSK9 localizados na regiao do dominio catalitico (dominio que interage com os
RLDL). Assim, os anticorpos conseguem ligar-se a PCSK9 impedindo a ligagao entre a PCSK9
e os RLDL, permitindo o escape dos RLDL a degradacao mediada por esta protease, o que
culmina num aumento de RLDL a superficie dos hepatocitos refletido numa e numa diminuigao
das concentragoes séricas de LDL (Banerjee et al., 2016). Esta terapéutica inovadora pode ser

utilizada em monoterapia ou combinagdo com outras terapéuticas ja existentes. Estudos
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demonstraram que estes anticorpos podem ser utilizados de modo sinérgico com as estatinas
no sentido de aumentar a densidade de RLDL a superficie dos hepatécitos. Assim, as estatinas
atuam a nivel do colesterol endégeno, diminuindo a sua sintese enquanto os anticorpos
monoclonais inibem a PCSK9 que deixa de se ligar aos RLDL, o que leva ao aumento do
nimero destes ] 7 mAbs +PCSK9
recetores e ao aumento ¥ @ < p
-7
da captacio de LDL para ﬁ;\a %)\é\ ﬁd \G'—/) % é}” 97—’) >

o interior das células
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Figura 8 — Combinacdo de estatinas com mAbs. O impacto dos mAbs
na relagio dindmica da PCSK9, RLDL, e C-LDL em doentes a receber
PCSK9. em individuos tratamento com estatinas (McKenney, 2015).

como inibidores da

com hipercolesterolémia familiar heterozigética e homozigotica, doenga cardiaca
aterosclerotica, em individuos intolerantes ou que nao reagem adequadamente a terapéutica
com estatinas, em associagao com estas ou com outra classe terapéutica utilizada na redugao
dos teores plasmaticos de C-LDL. O Evolocumab (AMG 145, nome comercial Rephata®)
desenvolvido pela Amgen foi o primeiro medicamento a ser aprovado pela Agéncia Europeia
do medicamento (EMA) em Julho de 2015 e pela Food and Drug Administration (FDA) um més
depois (Tabela 2). O Alirocumab (SAR236553 / REGN727) (nome comercial Praluent®)

desenvolvido pela Regeneron e Sanofi foi o primeiro medicamento a ser aprovado pela FDA
em julho de 2015 tendo sido posteriormente aprovado (Setembro de 2015) a ser utilizado na
Uniao Europeia (EU) pela EMA. Mais recentemente, surgiu o Bococizumab (RN316), um
anticorpo humanizado (cujos locais de ligagao do antigénio sao de origem animal) contra
PCSK9 que ainda esta em fase de desenvolvimento (fase lll) pela Pfizer (Banerjee et al., 2016).

Assim, podemos destacar dois tipos mAbs totalmente humanos (Alirocumab e
Evolocumab) e um terceiro, um anticorpo humanizado (Bococizumab) (McKenney, 2015). Para
além destes, outros anticorpos monoclonais encontram-se em desenvolvimento por grandes
industrias farmacéuticas, tais como: LGT-209 (fase- Il) pela Novartis; LY3015014 (fase- Il) pela
Eli Lilly; 1D05-Ig2 e 1B20 (ambos em fase- Il), pela Merck (Banerjee et al., 2016) (Tabela 2).
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Segue-se uma breve descricio da farmacocinética destes anticorpos e das principais

caracteristicas dos dois anticorpos anti-PCSK9 ja aprovados e comercializados.

- Caracteristicas Farmacocinéticas e Farmacodinimicas dos anticorpos anti-

PCSK9

A maioria dos anticorpos disponiveis no mercado sao administrados pelas vias
intravenosa, subcutanea (SC), ou intramuscular (IM) Apos administragao, a absorgao sistémica
ocorre através da circulagao linfatica e por difusao destes anticorpos para os vasos sanguineos
na proximidade do local de administragao. A absor¢ao do farmaco é relativamente lenta,
atingindo-se o pico de concentragdao maxima dos anticorpos no sangue passados 2 a 8 dias,
com uma biodisponibilidade absoluta que varia entre 50 a 100%, dependendo do catabolismo
pré-sistémico e absorgao sistémica. Contrariamente aos farmacos constituidos por pequenas
moléculas, que geralmente sao eliminados pela via renal ou hepatica, os mAbs sao eliminados
por diferentes mecanismos, sendo provavel que sigam as vias de eliminagao das
imunoglobulinas, resultando na degradagao em pequenos péptidos e aminoacidos individuais.
O tempo de semivida médio dos mAbs para a PCSK9 tem sido reportado como 2,5-3 dias e
a eliminagdo do complexo PCSK9-mAbs parece ser mediada por um mecanismo similar a
degradagao dos RLDL aquando da sua ligagao com a PCSK9 (via endossoma / lisossoma).
Assim, os anticorpos podem ser manipulados para escapar a esta degradagao prolongando o
tempo de semivida para 6 dias, aumentando assim a duragao do efeito hipolipemiante. No

entanto, estes dados requerem ainda uma melhor clarificagao (Giunzioni e Tavori, 2015).

- Evolocumab (Repatha®) e Alirocumab (Praluent®)

O Alirocumab e o Evolocumab sao indicados como terapéuticas farmacoloégicas adjuvantes
as medidas nao farmacologicas como a dieta. Podem ser associados a utilizagao de estatinas
mesmo quando usadas na dose maxima tolerada. Sao utilizados para o tratamento da FH ou
DCV nas quais é necessaria uma diminuicao ainda maior do nivel de C-LDL. Ambos os
farmacos atuam inibindo a ligagao da PCSK9 aos RLDL, com o aumento dos RLDL e maior

“clearance” de LDL.

O Praluent® apresenta-se numa dose Unica em canetas pré-cheias e cada embalagem
contém | ou 2 canetas pré-cheias. Cada uma destas tem | mL deste composto numa
concentragao de 75 mg/mL ou 150 mg/ml. Ja o Repatha® apresenta-se em seringas pré-cheias
ou dispositivo auto-injector com | ml com uma concentragao de 140 mg/ml. A dose
recomendada para iniciar o Praluent® passa pela administragao subcutanea de 75 mg de duas

em duas semanas. Caso os teores de C-LDL pretendidos nao sejam alcangados, a dosagem
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pode ser aumentada para 150 mg administradas de duas em duas semanas. Quanto a dose
recomendada para iniciagao do Repatha® varia de acordo com as indicagoes médicas, podendo
variar entre 140 mg a cada 2 semanas ou 420 mg uma vez por més, sendo esta Ultima utilizada
nos casos mais graves.

A eficacia de ambos os farmacos encontra-se devidamente demonstrada através de varios
estudos realizados. A aprovacao do Praluent® foi baseada em 5 estudos duplamente cegos,
controlados por placebo que envolveram um total de 3499 pacientes (36% com FH e 54%
com DCV). Todos os pacientes receberam a dose maxima tolerada de estatinas associadas ou
nao a outro tipo de terapéuticas. Em todos os ensaios foi verificada uma redugao significativa
dos teores plasmaticos de C-LDL em 39 a 59%. Por sua vez, a aprovagao do Repatha® foi
baseada em 4 estudos duplamente cegos, controlados por placebo, que envolveram
aproximadamente 813 pacientes. Do mesmo modo, todos os pacientes receberam a dose
maxima tolerada de estatinas associadas ou nao a outro tipo de terapéuticas. Em todos os

ensaios foi verificada uma redugao satisfatoria dos teores de C-LDL em 3| a 61%.

Para ambos os farmacos, as reagoes adversas mais comuns passaram por nasofaringite,
reagoes no local da injegao, gripe, infegao do trato urinario, diarreia, bronquite, sinusite, etc.
Alguns problemas cognitivos e reagoes de imunogenicidade foram questoes preocupantes
associadas a seguranca destes farmacos. Assim sendo, apesar do Praluent® e Repatha® terem

demonstrado ser extremamente eficazes na reducao dos teores de C-LDL, ainda existem
poucos dados sobre a evolugao dos estados clinicos e sobre a seguranca a longo prazo destes
farmacos. Atualmente, encontram-se a decorrer estudos que procuram dar resposta a estas
preocupagoes (Amgen, 2016; Giugliano et al, 2015; Giunzioni et al., 2015; Puri et al,, 2016;

Sanofi US and Regeneron Pharmaceuticals, 2016).

7.Conclusao

Atualmente, as dislipidémias sao um problema de saldde publica com o qual nos devemos
preocupar sendo um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares ateroscleroticas. As estatinas comprovaram ser compostos insuperaveis no
seu efeito preventivo e terapéutico das doencas cardiovasculares e cerebrovasculares.
Contudo, 60 a 70% dos pacientes com eventos cardiovasculares clinicos mantém,
persistentemente, altos teores plasmaticos de C-LDL, mesmo com as doses maximas
recomendadas de estatinas (Corral, 2014). Por outro lado, alguns individuos demonstram ser

intolerantes ou até mesmo nao responder a estas terapéuticas. Assim, surgiram os inibidores

Luis Filipe Falhas Cavaleiro 28



PCSK9: novo alvo terapéutico no combate a aterosclerose?

da PCSK9, uma enzima que demonstrou ser um novo alvo terapéutico para a diminui¢ao da
hipercolesterolémia-LDL e, consequentemente, do risco de aterosclerose (Ahn et al., 2015).
Contudo, estudos recentes tém demonstrado que a PCSK9 é uma proteina multifuncional,
intervindo em varios processos fisiologicos para além do seu papel bem definido no
metabolismo das LDL. Estas fungoes adicionais e independentes, predominantemente extra-
hepaticas, podem ser agrupadas em "fungdes pleiotropicas" da PCSK9. Assim, existem
evidéncias de que a PCSK9 pode atuar na regulagio da pressao arterial, na regeneragao
hepatica, influenciar a integridade pancreatica e a homeostase de glicose, ter atividade antiviral
e anti maldrica, intervir no processo de diferenciagao de neurodnios e regular a apoptose.
Algumas destas fungoes ainda estao em estudo e requerem clarificagao (Banerjee et al., 2016).
No entanto, a inibicao da PCSK9 poderi influenciar, de algum modo, cada uma destas fungoes,
especialmente quando a utilizagao destes inibidores € realizada a longo prazo. Por outro lado,
a hipotese de que PCSK9 estd diretamente envolvida nos processos inflamatorios que
contribuem para a aterosclerose através de mecanismos independentes da
hipercolesterolémia-LDL, fazem destes inibidores firmacos potenciais interessantes para o
tratamento da doenca aterosclerotica.

Os anticorpos monoclonais sao a terapéutica de inibicaio da PCSK9 mais avangada
atualmente, apresentando grande margem de seguranga e uma reduzida incidéncia de efeitos
secundarios. Esta estratégia trouxe esperanga a todos os individuos diagnosticados com
aterosclerose e que nao tém meios, até agora, para a controlar. No entanto, o reverso da
medalha passa por questoes ainda em aberto e por esclarecer. A seguranca a longo prazo dos
mADb ainda esta por determinar e para além disso, sera que niveis demasiado reduzidos de C-
LDL acarretarao consequéncias negativas para o organismo! Estas e muitas questoes terao
que ser ainda esclarecidas num futuro proximo (Cheng et al,, 2016). De fato, “a ciéncia nunca

resolve um problema sem criar pelo menos outros dez” (George Bernard Shaw).
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