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RESUMO

A hipercolesterolemia € um importante fator de risco associado a doencas
cardiovasculares, como a aterosclerose, as quais representam as principais causas
de mortalidade no mundo. As estratégias terapéuticas para o tratamento da
hipercolesterolemia centram-se em uso de farmacos como as estatinas, a ezetimiba,
e as resinas sequestradoras de acidos biliares. Todavia, essa abordagem apresenta
limitacbes como intolerancia em funcdo dos eventos adversos, baixa adesédo e
resisténcia as estatinas. Considerando o impacto das DCV na populacdo e as
limitacbes na farmacoterapia atual, sdo necessarias estratégias adicionais ou
alternativas. Assim, o presente trabalho teve como objetivo o estudo acerca da pro-
proteina convertase subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9) e estratégias para se obter sua
inibicdo, do ponto de vista molecular e clinico, como alvo terapéutico no tratamento
de hipercolesterolemia. A pesquisa foi desenvolvida a partir da coleta de artigos ou
publicacdes cientificas usando seis bases de dados: SciELO, PubMed, Biblioteca
Virtual em Saude (BVS), o Portal de periddicos da CAPES, LILACS e Google
Académico. Esta revisao reune informacgfes estruturais sobre a PCSK9, seu papel
no metabolismo do colesterol e seu mecanismo de regulacdo. Além disso, inclui
dados sobre o mecanismo de acao e resultados clinicos referentes aos inibidores de
PCSK9 atualmente disponiveis na clinica, bem como um levantamento de
substancias ndo peptidicas, de origem natural ou sintética, com propriedades
moduladoras de PCSK9, que poderiam ser trabalhadas como potenciais candidatos
a farmacos, superando as limitagbes farmacocinéticas e o alto custo dos atuais

inibidores desse alvo molecular.

Palavras-chave: Hipercolesterolemia. Doencas cardiovasculares. PCSK9. LDLR.



ABSTRACT

Hypercholesterolemia is an important risk factor associated with cardiovascular
diseases, such as atherosclerosis, which represent the main cause of mortality
worldwide. Therapeutic strategies for the treatment of hypercholesterolemia focus on
the use of drugs such as statins, ezetimibe and bile acid sequestrants. However, this
approach has limitations such as intolerance of side effects, poor adherence and
resistance to statins. Considering the impact of cardiovascular diseases on the
population and the limitations of current pharmacotherapy, additional or alternative
strategies are needed. Thus, the present work aimed to study the proprotein
convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) and strategies to obtain its inhibition, from
a molecular and clinical point of view, as a drug target in the treatment of
hypercholesterolemia. The research was developed through a search of articles or
scientific publications in six databases: SciELO, PubMed, Virtual Health Library
(BVS), CAPES Periodic Portal, LILACS and Scholar Google. This review gathers
structural information about PCSK9, its role in cholesterol metabolism and its
regulatory mechanism. In addition, it includes data on the mechanism of action and
clinical results regarding currently available PCSK9 inhibitors, as well as a survey of
non-peptide natural or synthetic substances with PCSK9 modulating properties,
which could be studied as potential drug candidates, overcoming the

pharmacokinetic limitations and high cost of current inhibitors of this drug target.

Key words: Hypercholesterolemia. Cardiovascular diseases. PCSK9. LDLR
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) sao consideradas como a principal causa
de mortalidade no mundo. Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), aproximadamente 17,9 milhdes de pessoas morreram de doencas
cardiovasculares em 2019, o que representa cerca de 32% de todas as mortes a
nivel mundial. Desses obitos, 85% sa&o atribuidos as ocorréncias de infarto do
miocardio e acidente vascular cerebral e 75% ocorreram em paises de baixa e
média renda (OMS, 2017).

A hipercolesterolemia é um quadro clinico que se caracteriza pelo elevado
nivel de colesterol plasmatico, sendo considerado um importante problema de saude
publica. Essa condicdo estd associada ao aumento significativo do risco de
desenvolvimento de DCV, ao contribuir para o desenvolvimento de aterosclerose
(BUNNOY et al., 2015). A aterosclerose se caracteriza pelo acumulo de lipideos,
particularmente o0 colesterol, dentro das paredes dos vasos sanguineos,
ocasionando a formacdo de placas ateroscleroticas. Com isso, ocorre 0
estreitamento das artérias, obstruindo o fluxo sanguineo para os tecidos, o que
reduz o acesso dos tecidos a oxigénio e nutrientes (MELENDEZ et al., 2017).

Em relacdo ao atual manejo da hipercolesterolemia, as estatinas sao 0s
farmacos mais eficazes na reducdo do colesterol e na protecdo de eventos
cardiovasculares, incluindo infarto do miocardio e acidente vascular cerebral
(HAJAR, 2019). No entanto, o tratamento apresenta limitacdes, como a intolerancia
em funcdo dos eventos adversos, falha na adeséo, e resisténcia como no caso de
alguns pacientes em que as estatinas ndo sao suficientes para que 0s niveis ideais
de lipoproteina de baixa densidade (LDL) sejam atingidos, o que implica em
resultados insatisfatérios (KARR, 2017).

Considerando o grande impacto das DCV na populacéo e as limitagbes na
farmacoterapia atual, sdo necessarias estratégias adicionais ou alternativas para
reducdo do LDL e, consequentemente, redug¢do dos riscos cardiovasculares. Nesse
sentido, torna-se interessante o0 estudo acerca da pro-proteina convertase
subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9) e as estratégias para sua inibicdo como uma
abordagem adicional ao tratamento da hipercolesterolemia, sendo esse um
mecanismo de acédo de agentes hipocolesterolemiantes ainda pouco conhecido e

com grandes possibilidades a ser explorado.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 LIPIDEOS E LIPOPROTEINAS

Os lipideos sdo um grupo de compostos heterogéneos, insolUveis em agua,
entretanto sollveis em solventes organicos (FAHY et al., 2011). Do ponto de vista da
clinica, os lipideos plasmaticos de maior importancia sdo os triglicerideos e o
colesterol (HEGELE, 2009).

Os triglicerideos constituem a principal forma de armazenamento de energia
(EVANS; HAUTON, 2016). O colesterol € um componente estrutural das
membranas, precursor de horménios esteroides e acido biliares. Além disso, é
também componente significativo do tecido nervoso, especificamente da mielina que
reveste os nervos (ZARATE et al., 2016).

Por apresentarem baixa hidrossolubilidade, os lipideos se deslocam pelo
nosso organismo na forma de lipoproteinas. Essas moléculas sdo estruturas
complexas, que possuem um cerne constituido de lipideos hidrofébicos como os
triglicerideos e ésteres de colesterol revestido por uma camada de fosfolipideos,
colesterol livre e proteinas especificas denominadas apoproteinas (Figura 1)
(RENSEN et al., 2001; SANCHEZ; GUILLEN, 2004;).

E? Apolipoproteina
A Fostolipidzos

@ Toizlicerideos

o) Colesterol

C?‘ Ester de colesterol

Figura 1. Representacdo esquematica da lipoproteina (Adaptado de Rensen et al.,
2001).

As apolipoproteinas ou apoproteinas (apos) sdo responsaveis por estabilizar

a estrutura das lipoproteinas, podendo também atuar como ligantes de receptores



de lipoproteinas ou como co-fatores para atividades enzimaticas no plasma
(COHEN; ARMSTRONG, 2009).

As lipoproteinas plasmaticas podem ser classificadas de acordo com sua
densidade relativa em: quilomicrons, lipoproteinas de muito baixa densidade (Very
Low Density Lipoprotein, VLDL), lipoproteinas de densidade intermediaria
(Intermediate Density Lipoprotein, IDL), lipoproteinas de baixa densidade (Low
Density Lipoprotein, LDL) e lipoproteinas de alta densidade (High Density
Lipoprotein, HDL) (RADER; HOBBS, 2017).

O metabolismo das lipoproteinas ocorre, sobretudo, por duas vias: a via
exdgena, que engloba a absorcao e o transporte das gorduras dietéticas ao figado e
aos tecidos; e a via endogena, que compreende o transporte e o metabolismo das
VLDL originadas no hepatocito (Figura 2). Existe também uma terceira via que
abrange o transporte reverso do colesterol e o metabolismo das HDL (SILVA, 2015).

Na via exogena, os triglicerideos e o colesterol provenientes da dieta séo
absorvidos pelas células intestinais e montados em quilomicrons contendo apoB-48.
Estes quilomicrons sdo secretados na linfa e alcangcam a circulacao sistémica. Os
triglicerideos dos quilomicrons sdo hidrolisados pela lipase lipoproteica (LPL), o que
resulta na liberacdo de acidos graxos que sao capturados por midcitos e adipécitos.
Por acdo da enzima LPL, formam-se os quilomicrons remanescentes, que sao ricos
em colesterol. A remog¢do dos remanescentes de quilomicrons do plasma ocorre por
meio de captacdo hepatica via receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLR) e
proteina relacionada a receptor lipoproteina de baixa densidade (LRP), que é
dependente da expressao de apoE (ROTHER; COLLARD, 2001).

Na via enddgena, o colesterol, principalmente na forma de éster de colesterol
e os triglicerideos sdo montados no figado com adicdo de apolipoproteinas B100,
Cll, Clll e E, e secretados como particulas de VLDL. Os triglicerideos das VLDL séo
hidrolisados pela LPL no capilar endotelial em tecidos extra-hepaticos do corpo,
tendo como cofator a apo CIl. Os acidos graxos liberados podem ser armazenados
no tecido adiposo ou oxidados nos musculos para obtencdo de energia. Os
remanescentes de VLDL transformam-se em IDL, sendo algumas captadas pelo
receptor LDLR e LRP, o que requer o reconhecimento da apoE, e o restante
convertido em LDL. A remocdo do LDL ocorre via receptor LDLR por meio do
reconhecimento da apo B100 (BRESLOW, 2000). Na Figura 2, apresentam-se as

vias metabdlicas das lipoproteinas.
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Figura 2. As vias metabdlicas exdgena e enddgena das lipoproteinas. AGL, acidos
graxos livres; Apo, apolipoproteina; HL, lipase hepatica; IDL, lipoproteina de
densidade intermediaria; LDL, lipoproteina de baixa densidade; LDLR, receptor de
lipoproteina de baixa densidade; LPL, lipase lipoproteica; VLDL, lipoproteina de
densidade muito baixa (adaptada de Rader e Hobbs, 2017).

O transporte reverso de colesterol (TRC) € a via pela qual ocorre o transporte
do colesterol de células extra-hepéticas para o figado e, possivelmente, intestino
para excrecdo. O componente-chave do TRC é a lipoproteina de alta densidade
(HDL), a qual possui como principal a apolipoproteina A-lI (apoA-l). O processo de
TRC ocorre em cinco etapas: 1) captacdo do colesterol das células por particulas
aceptoras; 2) esterificacdo de colesterol dentro da HDL por agdo da enzima lecitina
colesterol: aciltransferase (LCAT); 3) transferéncia de colesterol para as
lipoproteinas que contém apoliproteina B (apoB); 4) remodelagem de HDL; e 5)
captacao de colesterol HDL pelo figado e também possivelmente pelo rim e intestino
delgado por meio de receptores celulares de lipoproteina (SVIRIDOV; NESTEL,
2002).
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2.2 HIPERCOLESTEROLEMIA

As dislipidemias séo alteracbes metabdlicas que advém em resposta a
distarbios nas concentracfes lipidicas, as quais podem ser classificadas em
hiperlipidemias, situagdo em que ocorre elevacdo dos niveis de lipoproteinas ou
hipolipidemias, situacdo em que ocorrem baixos niveis plasmaticos de lipoproteinas
(ESTEBANEZ, 2019).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) (Faludi et al.,
2017), considerando dados laboratoriais, as dislipidemias podem ser classificadas
de acordo com a fragdo lipidica alterada em:

a) Hipercolesterolemia isolada: apresenta concentracdo elevada apenas de
LDL (= 160 mg/dL);

b) Hipertrigliceridemia isolada: apresenta concentracdo elevada apenas de
triglicerideos (= 150 mg/dL) que incide no aumento do numero e/ou do volume de
particulas ricas em triglicerideos, como VLDL, IDL e quilomicrons.

c) Hiperlipidemia mista: corresponde a valores aumentados de LDL (=160
mg/dL) e triglicerideos (= 150 mg/dL).

d) HDL baixo: reducdo da concentracdo de HDL (homens: < 40 mg/dL;
mulheres: < 50 mg/dL) isolada ou em associagcdo com aumento de LDL ou de
triglicerideos.

Etiologicamente, as hipercolesterolemias podem ser classificadas como
primarias ou secundarias. As hipercolesterolemias primarias sao aquelas que
ocorrem devido a defeitos genéticos (SMIT; DIAMANT 2004). Enquanto que as
hipercolesterolemias secundarias sdo aquelas decorrentes de doencas como
hipotireoidismo e diabetes mellitus, de estilo de vida inadequado como 0 consumo
de alcool e de medicamentos como contraceptivos orais, diuréticos tiazidicos e
glicocorticéide (AGUAR et al., 2004; IZQUIERDO et al., 2012).

A hipercolesterolemia primaria pode ser de origem monogénica, em que a
causa € inteiramente genética, ou de origem poligénica. A hipercolesterolemia
poligénica € caracterizada por ser resultante da interacdo de fatores genéticos e
nutricionais, como obesidade e dieta rica em gorduras (BHATNAGAR et al., 2008;
BAUMANN; JAMESON, 2013).

Hipercolesterolemia familiar (HF) é o principal distarbio de origem

monogénica, que ocorre devido a mutacbes no gene LDLR (mais de 90% dos
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casos), no gene APOB (3-4% dos casos) e no gene PCSK9 (1% dos casos) (RUIZ,
2017).

A HF é transmitida de forma autossémica dominante e pode se manifestar na
forma homozigética (HoHF) ou heterozigética (HeHF). O individuo homozigdético
apresenta niveis extremamente elevados de LDL, além de sinais clinicos como
depdsitos de colesterol na pele, cornea e tenddes. Por outro lado, o individuo
heterozigotico apresenta niveis plasmaticos de LDL mais baixo que a HoHF , sendo
que geralmente ndo excede 190 mg/dL e os sinais clinicos sdo menos comuns
(MERCHAN et al., 2016).

A prevaléncia da forma homozigética é de 1/1.000.000, sendo considerada
doenca muito rara. Nesses casos, ocorre o desenvolvimento de doengas como a
aterosclerose no inicio da vida e mesmo que inicie tratamentos agressivos, 0s niveis
de LDL ainda se mantem elevados, ocasionando a morte por doencas cardiacas
antes dos 30 anos de idade. Com a relacdo a forma heterozigética, a prevaléncia é
de 1/500 individuos, sendo um distlrbio muito mais comum. Além disso, apresentam
alto risco de doencas cardiacas isquémicas entre 30 e 50 anos, apesar de muitos
usufruirem de uma vida normal (MATIAS-PEREZ et al., 2015).

Os valores de referéncia e de alvo terapéutico dos lipideos para individuos
com mais de vinte anos de idade conforme a Atualizacédo da Diretriz Brasileira sobre

Dislipidemia e Prevencgéo da Aterosclerose (2017), estao descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Valores referenciais e de alvo terapéutico do perfil lipidico para adultos

com mais de 20 anos

Lipideos Com jejum (mg/dL) Sem jejum (mg/dL) Categoria
Referencial
Colesterol Total <190 <190 Desejavel
HDL >40 >40 Desejavel
Triglicérides <150 <175 Desejavel
Categoria derisco
<130 <130 Baixo
LDL <100 <100 Intermediario
<70 <70 Alto
<50 <50 Muito alto
<160 <160 Baixo
Nao HDL <130 <130 Intermediario
<100 <100 Alto
<80 <80 Muito alto

FONTE: SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA (Faludi et al., 2017).

2.3 ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

2.3.1 Tratamento da hipercolesterolemia

Conforme a Sociedade Brasileira de Cardiologia (Faludi et al., 2017), a
decisdo para o inicio do tratamento farmacolégico das dislipidemias depende do
risco cardiovascular do paciente. Os pacientes de muito alto ou alto risco
cardiovascular, o tratamento é baseado no uso de medicamentos em associacao
com as modificacdes do estilo de vida, enquanto que para 0s pacientes de risco
moderado ou baixo, o tratamento inicial recomenda-se mudancas no estilo de vida, e
secundariamente, 0 uso de medicamentos caso ndo consiga alcancar as metas
estabelecidas do colesterol LDL.

Como mencionado anteriormente as medidas ndo farmacolégicas para o
tratamento da hipercolesterolemia séo direcionadas as mudancas no estilo de vida o
que incluem a intervencdo dietética, a reducdo de peso corporal e a pratica de
exercicios fisicos (DAVIDSON et al., 2002).
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Em relacdo a terapia farmacoldgica, os farmacos utilizados para o tratamento
da hipercolesterolemia incluem as estatinas, podendo ser administradas em
associacdo a ezetimiba e resinas sequestradoras de acidos biliares (MOSTAZA,
LAHOZ, 2014).

2.3.1.1 Estatinas

As estatinas sdo farmacos que reduzem o conteudo de colesterol celular ao
inibir seletivamente a enzima HMG-CoA redutase, o que limita a biossintese de
colesterol, com consequente reducdo das concentracBes de colesterol hepatico.
Como resultado ocorre a expresséo elevada de receptores de LDL nas membranas
das células hepaticas, o que leva ao aumento da remocéo das particulas de LDL
circulantes do sangue (SIRTORI, 2014).

As estatinas sdo usualmente indicadas para as terapias de prevencgao
primaria e secundaria da doenca arterial coronariana (WALLACE et al., 2003).

Além de exercer o papel na reducdo do colesterol, as estatinas
desempenham diversos efeitos pleiotropicos que incluem o aumento da
biodisponibilidade do 6xido nitrico, modulacdo da funcdo endotelial, propriedades
antioxidantes, diminuicdo da resposta inflamatéria e estabilizacdo da placa de
ateroma (DAVIGNON, 2004).

2.3.1.1.1 Limitagbes das Estatinas

As estatinas sao farmacos geralmente bem tolerados e seguros. No entanto,
eventos adversos relacionados a toxicidade muscular e alteracdes de enzimas
hepaticas podem ocorrer em alguns pacientes (HU et al., 2012). Os eventos
adversos dependem da dose, sendo o0 risco ampliado por interacbes
medicamentosas que potencializam a a¢ao das estatinas (GOLOMB; EVANS, 2008).

Os sintomas musculares associados as estatinas (SAMS) sdo uma das
principais causas para os problemas relacionados a adeséo e/ou interrup¢édo do uso
das estatinas, o que contribui para incidéncia de eventos cardiovasculares (STROES

et al.,, 2015). As manifestacbes clinicas dos SAMS podem variar desde uma
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fraqgueza muscular, mialgia leve, alteracdes nos niveis de CK e mais gravemente, a
rabdomidlise (CARVALHO; SPOSITO, 2016).

Nesse contexto, existem muitas variaveis relacionadas a adesdo as estatinas
como a idade, género, comorbidades, renda e a complexidade do tratamento, o que
limita os beneficios do farmaco (MANN et al., 2010).

Entende-se por intolerancia a estatina situacdo em que o paciente € incapaz
de tolerar uma dose do farmaco necessaria para diminuir o risco cardiovascular
suficientemente em relacdo ao nivel inicial, sendo resultado dos vérios efeitos
colaterais associados as estatinas que incluem os sintomas musculares, dor de
cabeca, disturbios do sono, dispepsia, nausea, erupcao cutanea, artrite, entre outros
(BANACH et al., 2015).

Além disso, em muitos pacientes, o tratamento utilizando as estatinas nao é
suficiente para que atinja os valores ideais de LDL, sendo que as principais causas
sdo 0s niveis basais muito elevados de LDL, como por exemplo, na doenca
hipercolesterolemia familiar (KRAHENBUHL et al., 2016).

2.3.1.2 Resinas sequestradoras de acidos biliares

A colestiramina e colestipol sdo as resinas sequestradoras de &cidos biliares
mais antigas da classe. H& pouco tempo o colesevelam também foi inserido no
mercado (CATAPANO et al., 2011).

Os sequestrantes de acidos biliares se ligam aos acidos biliares no intestino,
0s quais sdo removidos da circulacdo entero-hepatica através da eliminacao pela via
fecal (STAELS, 2009). Como consequéncia, ocorre 0 aumento da sintese de &cidos
biliares a partir do colesterol nos hepatdcitos, que reduz transitoriamente os niveis
de colesterol celular, com estimulo a sintese de receptores de LDL. Em decorréncia
disso, ocorre maior captacdo hepatica de LDL do plasma e, consequentemente,
reducdo da concentracdo plasmatica de LDL (BARTER; RYE, 2016).

Os sequestrantes de acidos biliares sdo considerados seguros, embora
apresentem efeitos de natureza gastrointestinal como prisdo de ventre, dor
abdominal e nduseas, que podem resultar na descontinuacéo do tratamento (OUT et
al., 2012).
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2.3.1.3 Inibidor da absorcao de colesterol

O ezetimiba € o primeiro farmaco representante da classe, que atua inibindo
seletivamente a absorcdo do colesterol da dieta e biliar na borda em escova do
intestino, ao bloquear o receptor Niemann-Pick C1l. Como resultado da inibicao,
ocorre a reducdo do colesterol intra-hepatico, estimulando a sintese de receptores
de LDL. Esta regulacdo positiva do namero de receptores de LDL promove a
depuracéo do LDL da circulacédo sistémica, com consequente diminuicdo dos niveis
de colesterol no plasma (EATON, 2005).

A terapia combinada dos farmacos ezetimiba com estatina proporciona
reducdo adicional consideravel nos niveis de LDL, sendo considerado um regime

bem tolerado com diversas estatinas (GAGNE et al., 2002).

2.4 NOVOS ALVOS TERAPEUTICOS: PCSK9

As pro-proteina convertases representam uma familia de nove enzimas que
estdo relacionadas a subtilisina bacteriana e a kexina de levedura e que possuem
diversas funcdes como ativar horménios polipeptidicos, proteinas de adeséo e
patdogenos, bem como a regulacdo do colesterol, sendo consideradas alvos
promissores para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas (SEIDAH;
PRAT, 2012).

A pré-proteina convertase subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9), que
originalmente era denominada como convertase 1 regulada por apoptose neural
(NARC-1), foi descoberta e caracterizada no ano de 2003, sendo expressa no
cromossomo humano 1 (SEIDAH et al., 2003).

A identificacdo da PCSK9 permitiu a elucidacdo de mecanismos relacionados
a essa enzima. Foi constatado que a mutacdo de ganho de fungcdo naquele gene
resultava em hipercolesterolemia familiar, enquanto que as mutagcdes de perda de
funcdo eram responsaveis pela diminuicdo dos niveis de colesterol, com
consequente reducdo na incidéncia de doencas cardiovasculares (ABIFADEL et al.,
2003; ELGUINDY; YACOUNB, 2013).

A PCSK9 é uma enzima, codificada pelo gene PCSK9 que, quando ativa, &

responsavel pela regulacdo dos receptores de superficie celular, em particular o
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receptor de LDL, expresso principalmente no figado e que desempenha um papel
fundamental na homeostase do colesterol. Nesse sentido, estdo sendo investigadas
diversas abordagens para a inibicdo da funcdo da PCSK9 (PAGE, 2016).

Atualmente os anticorpos monoclonais (mAbs) sédo as estratégias terapéuticas
de maior relevancia clinica, sendo que pelo menos seis mAbs foram ou estdo sendo
desenvolvidos. Dentre esses, destacam-se o Alirocumab e Evolocumab que foram
aprovados recentemente pelo FDA (CHAUDHARY et al., 2017). O Bococizumabe,
outro mAb, foi suspenso por apresentar baixa eficacia relacionada a
imunogenicidade (RIDKER et al., 2017).

Além disso, estudos recentes relatam a descoberta e otimizacao de ligantes
nao peptidicos para PCSK9 como estratégia de reducao de seus niveis (PETRILLI et
al., 2020).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Page%2C%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27789927
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Compreender o papel de inibidores da pro-proteina convertase subtilisina/kexina tipo
9 (PCSK?9), explorando aspectos moleculares e clinicos relacionados ao tratamento

de hipercolesterolemia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aprofundar na compreenséo do papel da PCSK9 no metabolismo lipidico;

e Analisar a enzima PCSK9 do ponto de vista molecular para compreenséo de
seu processo de inibicao;

e Analisar, do ponto de vista molecular, os principais inibidores peptidicos de
PCSKO disponiveis na clinica;

e Avaliar os efeitos de inibidores peptidicos de PCSK9 nas fracdes lipidicas e
melhora de quadro clinico de pacientes hipercolesterolémicos;

e Avaliar propostas de inibidores ndo peptidicos de PCSK9, buscando
compreender 0s aspectos estruturais relevantes no processo de inibicdo e

modulacao da atividade dessa enzima.
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4 METODOLOGIA

O presente trabalho trata-se de uma revisdo narrativa de literatura, sendo
desenvolvido a partir de buscas nas plataformas SciELO, PubMed, Biblioteca Virtual
em Saude (BVS), Portal de periddicos da CAPES, LILACS e Google académico para
a coleta de dados.

A busca dos estudos foi realizada nos meses de junho a setembro de 2021.
Foram incluidos artigos ou publicacdes cientificas que abordasse a teméatica, nos
altimos 6 anos (2015 a 2021) e nos idiomas portugués, inglés e espanhol.

Foram aplicadas as seguintes palavras-chave: estrutura e funcdo do alvo
(structure and function; estructura y funcién), mecanismo de acdo dos agentes
modulares (mechanism of action; mecanismo de accion); eficacia e seguranca dos
agentes moduladores (effectiveness and safety; eficacia y seguridade), relacéo
estrutura-atividade dos agentes moduladores (structure-activity relationship; relacion
estructura-actividad), farmacologia dos agentes moduladores (pharmacology;
farmacologia), pequenas moléculas inibidoras de PCSK9 (small molecule PCSK9
inhibitors; inhibidores de PCSK9 de molécula pequefia). Os nomes PCKS9, da
classe farmacologica e/ou dos agentes moduladores desse alvo foram associados
as palavras-chave supracitadas no momento da busca nos bancos de dados.

A selecdo dos estudos aconteceu em trés etapas, seguindo os critérios de
inclusdo. Inicialmente, os estudos foram selecionados pela leitura do titulo, e
posteriormente, pela leitura dos resumos. A leitura na integra foi realizada para os
estudos cujos os resumos foram selecionados. Além disso, os estudos encontrados
em duplicatas nas bases de dados utilizadas tinham suas coépias excedentes
desconsideradas.

Nas Figuras 3, 4, 5, 6 e 7 estdo descritas cada etapa de selecéo, indicando-
se 0 numero de trabalhos encontrados e analisados em cada etapa, conforme os

descritores utilizados nas pesquisas.
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Figura 3. Fluxograma do processo de selecdo dos estudos pesquisados para
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Figura 4. Fluxograma do processo de selecdo dos estudos pesquisados para
Inibidores de PCSK9. A quantidade selecionada em cada etapa esta indicada entre

parénteses.
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Figura 5. Fluxograma do processo de selecdo dos estudos pesquisados para

Alirocumabe. A quantidade selecionada em cada etapa esta indicada entre

parénteses.
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Figura 6. Fluxograma do processo de selecdo dos estudos pesquisados para

Evolocumabe. A quantidade selecionada em cada etapa estd indicada entre

parénteses.
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Pequenas moléculas inibidores de PCSKY
(small-molecule PCSKY inhibitors/
inhibidores de PCSKY de molécula pequeria)
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Figura 7. Fluxograma do processo de selecdo dos estudos pesquisados para
Pequenas moléculas inibidores de PCSK9. A quantidade selecionada em cada etapa

esta indicada entre parénteses.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTRUTURA E FUNCAO DA PCSK9

O gene PCSK9 localiza-se no cromossomo 1p32, o qual é expresso
principalmente no figado e em niveis mais baixos nos rins, intestino e sistema
nervoso central. A PCSK9 é sintetizada como um zimogénio de 75 kilodalton (kDa) e
692 aminoacidos, composta por peptideo sinal, um pré-dominio, um dominio
catalitico e um dominio C-terminal rico em cisteina e histidina (Figura 8) (BURKE et
al., 2017; BERGERON et al., 2015).

Dentro do reticulo endoplasmaético, o peptideo sinal é clivado e o zimogénio
proPCSK9 sofre um processo autocatalitico que cliva a ligacéo entre Glnisz e Seriss
(Figura 8A) (MACCHI et al.,, 2019). Apesar da excisdo do pro-dominio, este
permanece associado ao dominio catalitico por meio de ligacdes de hidrogénio, o
qgue bloqueia estericamente o sitio ativo da enzima (EVISON et al., 2020). Este
processo autocatalitico possibilita a maturacéo e secrecéo da proteina (MONTANO-
SOSA et al., 2017).

O dominio catalitico € composto pela triade catalitica que consiste nos
aminoacidos Aspiss, His2os € Sersss (Figura 8B e Figura 9), sendo o responsavel
pela ligacdo entre a PCSK9 e o Dominio A de homologia de repeticdo semelhante a
fator de crescimento epidérmico (EGF-A) no LDLR (Figura 8B). Em contrapartida, o
dominio C-terminal da PCSK9 exerce um papel essencial no direcionamento dos
LDLR para a degradacao subsequente (MACCHlI et al., 2019).

Em circunstancias normais, o LDL liga-se ao LDLR e é endocitado por
vesiculas revestidas de clatrina. Apés a internalizacdo, o pH acido dos endossomos
favorece o rearranjo do receptor que adota conformacao fechada, o que resulta na
dissociacao do LDL. Os LDLR retornam para a superficie da célula, enquanto que os
endossomos que contém as particulas de LDL se fundem com os lisossomos, o que
resulta na degradacédo de LDL, mediante a hidrolise de ésteres de colesterol e,
consequentemente, liberacdo do colesterol (HESS et al., 2018; MELENDEZ et al.,
2017).
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Figura 8. Organizacdo e estrutura proteica da PCSK9. A) Representacdo dos
dominios da PCSK9 que consistem em um peptideo sinal (SP) (aminoacidos 1-30),
um pré-dominio (Pro) (aminoacidos 31-152), um dominio catalitico (aminoacidos
153-452) e um dominio C-terminal (aminoacidos 453-692). VFAQ152SIP (laranja)
representa a sequéncia de reconhecimento de clivagem (Adaptada de Ito e Santos,
2017). B) Representacéo tridimensional da estrutura cristalografica da PCSK9 (PDB
ID 3BPS), com destaque para o pré-dominio (Pro) (fitas em cinza); o dominio
catalitico (DC) (fitas em lilds), no qual se encontra a triade catalitica (bastdes
amarelos); e dominio C-terminal (DRCH) (fitas em ciano) da PCSK9, complexada
com o dominio EGF-A do receptor de LDL (LDLR) (verde). O ion célcio é mostrado

como uma esfera vermelha.
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Figura 9. Triade catalitica formada pelos residuos de Aspaiss, His226 € Sersss (PDB 1D
3BPS).

A PCSK9 pode interagir com o LDLR intracelular e extracelularmente. No
meio intracelular, ha a interacdo da PCSK9 com o LDLR antes de ocorrer a secrecao
de ambos, o que direciona o receptor para degradacéo lisossomal (MONTANO-
SOSA et al., 2017). No meio extracelular, a PCSK9 secretada interage com o LDLR
na superficie das células.

De modo especifico, o dominio catalitico da PCSK9 liga-se ao dominio EGF-A
do LDLR e é provavel que esta ligacdo requeira calcio, ocorrendo com
estequiometria 1:1 em pH neutro do plasma (Figura 8B). O trecho acido da porcéo
N-terminal, situado na estrutura do pré-dominio da PCSK9, é responsavel por
regular negativamente a ligacdo entre a proteina e o receptor em pH neutro
(SOBATI et al., 2020; MELENDEZ et al., 2017).

O complexo formado entre PCSK9 e LDLR é internalizado por endocitose em
vesiculas revestidas de clatrina. O pH &cido do endossomo aumenta a afinidade
entre a PCSK9 e o receptor em comparacdo com o pH neutro. Nessas condicfes
acidas, ocorre a formacao de interacdes ibnicas entre o pro-dominio da PCSK9 e
dominio propulsor B do LDLR, enquanto o dominio de ligacdo do ligante do LDLR,
carregado negativamente, liga-se ao dominio C-terminal de PCSK9, carregado
positivamente (Figura 10) (MELENDEZ et al., 2017).
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Figura 10. Representacdo da interacéo entre o LDLR e a PCSK9. O LDLR interage
com o dominio catalitico da PCSK9 por meio de seu dominio EGF-A e com o proé-
dominio desta por meio do seu dominio propulsor B. Os outros dominios em LDLR
incluem o dominio C-terminal (dominio de ligacdo do ligante), dominios EGF-B e C,

dominio O-glicosilado e dominio transmembrana (TM) (Adaptada de KLEIN-
SZANTO; BASSI, 2019).

Desse modo, a PCSK9 mantém-se ligada ao LDLR, o que impede a alteragéo
conformacional do receptor necessdaria para a sua reciclagem e o conduz para
degradacdo nos lisossomos. Como consequéncia, ocorre a reducao do nimero de
LDLR disponiveis na membrana dos hepatdécitos, o que leva ao aumento dos niveis
plasmaticos de LDL (Figura 11) (TSOUKA et al., 2018; PEDRO-BOTET; BADIMON,
2016).
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Figura 11. Visdo esquematica do papel da PCSK9 no metabolismo do colesterol
(Adaptada de Burke et al., 2017).

A PCSK9 secretada pode sofrer inativacdo enzimatica por duas proteinas, a
furina e a proteina convertase 5/6 na posi¢cao entre os aminoacidos Argzis € Glnzio.
Além da forma intacta da proteina, a forma clivada também circula no sangue e pode
interagir com LDLR, embora com atividade reduzida pela metade (PEDRO-BOTET;
BADIMON, 2016).

5.2 REGULACAO DA PCSK9

A expressdo génica de PCSK9 é regulada principalmente pela proteina de
ligacdo ao elemento regulador de esterol 2 (SREBP-2), um fator de transcricdo
ligado a membrana responsavel pela regulacdo dos genes relacionados a
homeostase do colesterol nas células, o que inclui o LDLR (REISS et al., 2018).
Além disso, o fator nuclear dos hepatécitos 1a (HNF-1a) atua cooperativamente com
a SREBP-2 para a transcricdo da PCSK9 (ITO; SANTOS, 2017).

A proteina forkhead box O3 (FOXO3) pode regular negativamente a
expressdo do gene PCSK9 por modulacdo epigenética, em que promove O
recrutamento da proteina sirtuina-6 (SIRT6) para a desacetilacdo das histonas e
suprimir a atividade transcricional de HNF-1a (GLERUP et al., 2017).
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A deplecdo de colesterol ou a inibicdo da sintese de colesterol intracelular
pode modular a transcricdo de PCSK9 ao induzir a atividade da SREBP2. Desse
modo, as estatinas, ao inibir a hidroximetilglutaril-coenzima A redutase (HMG-
COAR), ativam a SREBP-2. Essa ativacdo induz, de forma coordenada, a
transcricdo do LDLR e, paradoxalmente, da PCSK9, o que atenua o efeito
hipolipemiante do farmaco. Esse mecanismo contrarregulador pode representar um
modo de limitar a atividade do LDLR mediada pela PCSK9 (Figura 12) (BURKE et
al., 2017; SHENDE et al., 2015).

— PCSK9 T |—

Colesterol Circulagdo
—— | SREPB-2
intracelular —‘ de LDL

LDLR |

Figura 12. Representacdo do mecanismo de regulacdo da PCSK9 através do
SREPB-2 (Adaptada de CUI et al, 2015).

5.3 INIBIDORES DE PCSK9

5.3.1 Anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais (mAbs) ligam-se a PCSK9 circulante e inibe
estericamente a interacdo da PCSK9 com o LDLR, o que impede a degradacao do
receptor. Como resultado, ocorre o aumento da quantidade de receptores
disponiveis na superficie das células hepéticas o que permite a diminuicdo dos
niveis de LDL (Figura 13) (FONTES-CARVALHO, 2019).
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Figura 13. Mecanismo de acdo dos anticorpos monoclonais (Adaptada de
Natarajan; Kathiresan, 2016).

A estrutura molecular dos mAbs consiste em duas cadeias pesadas
covalentemente ligadas entre si por meio de ligacdes dissulfeto, de modo que cada
uma delas é covalentemente ligada via ligagGes dissulfeto a uma cadeia leve kappa.
Os dominios variaveis das cadeias pesadas e leve formam a regido que contém o
sitio de ligacdo para PCSK9 (MANNIELLO; PISANO, 2016).

5.3.1.1 Alirocumabe

O alirocumabe foi o primeiro anticorpo monoclonal humano de imunoglobulina
do tipo G1 (IlgG1) aprovado pela FDA, estando em comercializacdo desde julho de
2015. Apresenta peso molecular de 146 kDa e pertence a nova classe de
medicamentos, denominada de inibidores da PCSK9 (MANNIELLO; PISANO, 2016).

Desenvolvido pela empresa farmacéutica Sanofi/Regeneron e comercializado
sob o nome comercial Praluent®, é indicado nos EUA como terapia complementar a
dieta ou em monoterapia em pacientes adultos com HeHF em uso de estatina na
méaxima dose tolerada ou em pacientes com doencga cardiovascular aterosclerotica
(DCVA) que necessitem redugcao adicional do LDL (RAEDLER, 2016).
Recentemente, a FDA (2021) aprovou seu uso para pacientes adultos com HoHF

associados a outros tratamentos hipolipemiantes.
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Na Europa, a aprovacado inclui uso em adultos com hipercolesterolemia
primaria (HeHF e né&o familiar) ou dislipidemia mista em associagcdo a outros
hipolipemiantes, em pacientes que n&o conseguem alcangar as metas de LDL com
uso de estatinas em dose maxima tolerada. Além disso, se aplica também a
pacientes intolerantes a estatinas, em monoterapia ou em terapia combinada com
outros hipolipemiantes (LANDMESSER et al., 2016). Vale ressaltar que o
medicamento também foi aprovado pela ANVISA e encontra-se disponivel
comercialmente desde 2016 no Brasil (FERRARI et al., 2019).

O medicamento € administrado como injecdo subcutanea em doses de 75 e
150 mg a cada duas semanas, apresenta tempo de meia-vida de 17 a 20 dias e
biodisponibilidade de 85%. Em relacdo ao metabolismo, degrada-se em pequenos
peptideos e aminoacidos. A eliminacdo do alirocumabe em baixas concentracdes
ocorre através da ligacdo saturavel ao alvo PCSK9, enquanto que em altas
concentracfes ocorre por meio do mecanismo de depuracédo de IgG enddgena, via
sistema reticuloendotelial (WIGGINS et al., 2018; CASTILLA-GUERRA et al., 2019).

O programa ODYSSEY retne um conjunto de estudos clinicos de fase Il que
foram projetados com objetivo de avaliar o alirocumabe quanto a eficacia e
seguranca em diferentes cenarios que incluem diferentes populacbes como
pacientes heterozigotos, hipercolesterolemia primaria, alto risco cardiovascular (CV),
intolerancia a estatinas e em combinagbes, com estatinas, ezetimiba ou em
monoterapia (CHAUDHARY, 2017; MACHI, 2019).

Os estudos ODYSSEY HF | e ODYSSEY HF Il avaliaram o alirocumabe a
longo prazo em pacientes com HeHF ndo controlada em uso da estatina na maxima
dose tolerada, em associagdo ou nao a outro hipolipemiante. A terapia
complementar com o alirocumabe produziu reducgdes significativas e consistentes
dos niveis de LDL em 57,9% (HF 1) e 51,4% (HF Il), sendo também bem tolerado
pelos pacientes em estudo, o que permitiu 0 alcance das metas de LDL < 70 mg/dL
em 59,8% (HF I) e 68,2% (HF Il) dos pacientes (KASTELEIN et al., 2015).

O comportamento do alirocumabe em pacientes com risco CV alto com
hipercolesterolemia ndo controlada em tratamento com maxima dose de estatina
tolerada, com ou sem outro hipolipemiante associado, foi analisado no estudo
COMBO |, por um periodo de 52 semanas. O uso de alirocumabe como terapia
adjuvante proporcionou uma reducdo de 48% nos niveis de LDL, além de boa
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tolerancia pelos pacientes, de modo que 75% deles alcancaram as metas de LDL <
70 mg/dL, sem aumento de reacdes adversas (KEREIAKES et al., 2015).

O estudo ODYSSEY COMBO Il incluiu pacientes de caracteristicas
semelhantes ao COMBO |, porém foi feita a comparacdo entre o alirocumabe e
ezetimiba como terapia complementar pelo periodo de 52 semanas. Os resultados
mostraram uma reducdo superior do LDL para o grupo em uso de alirocumabe
(50,6%) comparado ao grupo em uso de ezetimiba (20,7%). Além disso, 77% dos
pacientes em uso de alirocumabe alcancaram as metas de LDL < 70 mg/dL em
paralelo a 45,6% dos pacientes em uso de ezetimiba, ndo havendo também
evidéncias de eventos adversos importantes (CANNON et al., 2015).

Em ODYSSEY LONG-TERM, o alirocumabe foi avaliado a longo prazo em
pacientes com hipercolesterolemia primaria com risco CV alto ou muito alto em uso
da estatina na maxima dose tolerada, associada ou ndo a outro medicamento
hipolipemiante. Até a 242 semana de tratamento, a adicdo de alirocumabe a terapia
permitiu a reducdo dos niveis de colesterol LDL em 62%, havendo manutencéo
desse efeito durante o periodo das 78 semanas de estudo (ROBINSON et al., 2015).

O estudo ODYSSEY MONO avaliou a monoterapia com alirocumabe e
ezetimiba em pacientes com hipercolesterolemia primaria com risco CV moderado
no periodo de 24 semanas. Os resultados obtidos foram superiores para o
alirocumabe, com reducéo dos niveis de LDL em 47,2%, comparado a reducdo de
15,6% para o ezetimiba. Além disso, apresentaram semelhancas em relacdo aos
parametros de seguranca e de eventos adversos (ROTH; MCKENNEY, 2015).

No ODYSSEY ALTERNATIVE, o alirocumabe e o ezetimiba foram estudados
em pacientes com risco CV moderado, alto ou muito alto, com intolerancia a
estatinas, durante um periodo de 24 semanas. O tratamento com o alirocumabe
permitiu uma reducdo significativa dos niveis de LDL (45%) em comparacdo ao
tratamento com ezetimiba (14,6%) (MORIARTY et al., 2015).

O ODYSSEY OUTCOMES foi um estudo especifico a longo prazo que avaliou
a ocorréncia de desfechos cardiovasculares apds a administracdo de alirocumabe
em pacientes com sindrome coronariana em terapia com a maxima dose de estatina
tolerada. O risco do desfecho primario composto (morte por doenca cardiaca
coronaria, infarto do miocardio ndo fatal, acidente vascular cerebral isquémico fatal
ou nao fatal ou angina instavel que requer hospitalizagéo) foi significativamente

menor no grupo em uso de alirocumabe (9,5%) quando comparado ao grupo
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placebo (11,1%). Além disso, a reducéo dos niveis de LDL em 4 meses, 12 meses,
48 meses foi de 62,7%, 61,0% e 54,7%, respectivamente (SCHWARTZ et al., 2018).

5.3.1.2 Evolocumabe

O evolocumabe foi o0 segundo anticorpo monoclonal humano de
imunoglobulina do tipo G2 (IgG2) da classe de inibidores de PCSK9 com peso
molecular de 142 kDa, estando aprovado desde agosto de 2015 pela FDA (FALA,
2016).

Desenvolvido pela empresa Amagen e comercializado sob marca Repatha®,
é indicado nos EUA como terapia complementar a dieta em pacientes adultos com
HeHF ou HoOHF em uso da méaxima dose tolerada de estatina ou aqueles com DCVA
gue necessitem reducdo adicional dos niveis de LDL (FALA, 2016). Vale ressaltar
gue o medicamento também foi aprovado pela ANVISA e encontra-se disponivel
comercialmente desde 2016 no Brasil (FERRARI et al., 2019).

Na Europa, o0 publico aprovado para uso inclui adultos com
hipercolesterolemia primaria (HeHF e n&o familiar) ou dislipidemia mista em
associacdo a outras terapias hipolipemiantes em pacientes que nao conseguem
atingir as metas de LDL com a maxima dose de estatina tolerada. Pode ser usado
também em pacientes adultos e adolescentes a partir de 12 anos com HoHF em
associacdo a outros hipolipemiantes. Além disso, pode ser administrado isolado ou
em combinacdo a outros hipolipemiantes em pacientes que séo intolerantes a
estatinas (LANDMESSER et al., 2016).

O medicamento é administrado como injecdo subcutdnea em doses de
140mg a cada duas semanas ou 420mg mensalmente, apresenta tempo de meio-
vida de 11-17 dias e biodisponibilidade de 72%. Em relacdo ao metabolismo,
degrada-se em pequenos peptideos e aminoacidos. A eliminacdo do evolocumabe
se da de forma similar a descrita para o alirocumabe (WIGGINS et al., 2018;
CASTILLA-GUERRA et al., 2019).

O programa PROFICIO compreende um conjunto de estudos clinicos de fase
[l com objetivo de avaliar o evolocumabe quanto a eficacia e seguranga nas
diferentes populacbes como pacientes intolerantes a estatinas, heterozigotos,
homozigotos em monoterapia ou em combinacdo a outros hipolipemiantes
(CHAUDHARY et al., 2017; CORRAL; RUIZ, 2017).
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No estudo GAUSS-3 avaliou-se a administracdo de evolocumabe e ezetimiba
pelo periodo de 24 semanas em pacientes intolerantes a estatinas devido a
sintomas musculares e com niveis de LDL ndo controlados. Os resultados obtidos
demonstraram uma reducao superior nos niveis de LDL em pacientes em uso do
evolocumabe (52,8%) comparado ao conjunto de pacientes em uso de ezetimiba
(16,7%) (NISSEN et al., 2016).

O comportamento do evolocumabe em pacientes com HeHF em terapia com
estatina, associada ou n&o a outros hipolipemiantes, foi analisado no estudo
RUTHERFORD-2 pelo periodo de 12 semanas. O tratamento com evolocumabe foi
bem tolerado e permitiu uma reducao significativa dos niveis de LDL tanto em regime
de dose a cada duas semanas (59,2%) quanto em regime de dose mensal (61,3%).
Além disso, os eventos adversos foram semelhantes em ambos os grupos, sendo
nasofaringite e sintomas musculares relatados com maior frequéncia no grupo em
uso do anticorpo comparado ao grupo em uso de placebo, com indices de 9%
versus 5% e 5% versus 1%, respectivamente (RAAL et al., 2015a).

No estudo TESLA (Parte B), avaliou-se o evolocumabe em pacientes com
HoHF em terapia redutora de lipidios, com duracdo de 12 semanas. A adi¢do de
evolocumabe foi bem tolerada e possibilitou uma reducédo dos niveis de LDL em
30,9%, sem ocorréncia de eventos adversos graves (RAAL et al., 2015b).

No estudo GLAGOV, foi analisado os efeitos do evolocumabe por 76
semanas na progressao da aterosclerose coronariana determinada, por ultrassom
intravascular, em pacientes em terapia com estatinas. No desfecho priméario de
volume percentual de ateroma (PAV) a adicdo de evolocumabe resultou na
diminuicdo de 0,95%, comparado com placebo que teve aumento de 0,05%. O
desfecho secundario de volume total do ateroma normalizado (TAV) foi
significativamente reduzido pelo evolocumabe (5,8mm?3) comparado ao placebo
(0,91mm?3). Além disso, uma porcentagem maior de pacientes apresentou regressao
da placa no grupo evolocumabe em comparacdo ao placebo para PAV (64,3%
versus 47,3%) e para TAV (61,5 versus 48,9%) (NICHOLLS et al., 2016).

No estudo FOURIER, o evolocumabe foi avaliado em pacientes com DCVA e
niveis de LDL = 70mg/dL em terapia com estatina por um periodo de 48 semanas. O
risco do desfecho primario composto (morte cardiovascular, infarto do miocardio,
acidente vascular cerebral, hospitalizacdo por angina instavel ou revascularizacao

coronariana) foi significativamente menor no grupo em uso de alirocumabe (9,8%)
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guando comparado ao grupo placebo (11,3%), como também, o risco do desfecho
secundario composto (morte cardiovascular, infarto do miocardio ou acidente
vascular cerebral) nos pacientes tratados com o anticorpo (5,9%) e comparado ao
placebo (7,4%). Além disso, o evolocumabe permitiu a reducdo dos niveis de LDL
paras< 70 mg/dL, < 40mg/dL e < 25 mg/dL em 87%, 67%, 42% dos pacientes
respectivamente, em comparacdo com 18%, 0,5% e menos de 0,1%

respectivamente, dos pacientes no grupo placebo (SABATINE et al., 2017).

5.3.1.3 Bococizumabe

O Bococizumabe foi o terceiro anticorpo monoclonal da classe de inibidores
de PCSK9. Porém, ao invés de totalmente humano como os dois mAbs
mencionados anteriormente, o bococizumabe apresenta-se como anticorpo
humanizado que contém aproximadamente 3% de sequéncia murina em sua
estrutura, de modo que pode estimular com maior probabilidade a formacgéo de
anticorpos antifarmaco (CAMPO, 2017; HESS et al., 2018).

O programa SPIRE englobava um conjunto de estudos clinicos projetados
para avaliar a eficacia e a seguranca do bococizumabe (RIDKER et al., 2016). No
entanto, foi interrompido devido a producdo de anticorpos antifarmaco, o que
resultou na atenuacao significativa da resposta e da duracdo na reducéo do LDL.
Ademais, entre os pacientes que nao desenvolveram anticorpos antifarmacos,
ocorreu uma grande variabilidade individual na reducdo do LDL (RIDKER et al.,
2017).

5.3.2 Inibidores néo peptidicos

A administracdo de anticorpos monoclonais mencionados anteriormente
constitui uma terapia bem-sucedida para manejo da hipercolesterolemia,
principalmente em pacientes refratarios as estatinas. No entanto, o alto custo e a via
de administracdo limita o uso mais amplo desses medicamentos. A busca por
substancias ndo peptidicas como potenciais inibidores de PCSK9 para uso por via
oral emergiu como uma alternativa desafiadora, dado que a regido de interacdo do
dominio EGF-A do LDLR com o dominio catalitico da PCSK9 consiste em uma

superficie plana e sem bolsos hidrofébicos, o que pode dificultar o desenvolvimento
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de um inibidor com esse novo perfil com afinidade por essa regidao (LAVECCHIA;
CERCHIA, 2019; EVISON et al., 2020).

Apesar da natureza desafiadora, a disponibilidade de uma substancia nao
peptidica com acao direcionada a PCSK9 pode oferecer uma via de administracao
mais acessivel e de baixo custo (EVISON et al., 2020; PETRILLI et al., 2020).

5.3.2.1 Produtos naturais

Uma série de produtos de origem natural tem sido estudada quanto ao seu
potencial hipolipemiante. A berberina (BBR), um alcaloide isoquinolinico, € o
principal composto bioativo de Rhizoma coptidis, uma erva medicinal chinesa usada
tradicionalmente para o tratamento de doencas cardiovasculares e metabdlicas
(Figura 14). As propriedades farmacoldgicas da BBR despertaram o interesse de
Dong e colaboradores (2015), que avaliaram o efeito do tratamento com BBR nos
niveis de PCSK9 em modelos de animais hiperlipidémicos. Neste estudo, o0s
camundongos foram alimentados com dieta rica em gordura por quatro semanas e
tratados com 200mg/kg/dia de BBR, enquanto um grupo de hamsters, de forma
similar, foi tratado por uma semana com 100mg/kg/dia de BBR. Os resultados em
ambos o0s grupos indicaram que a administragdo de BBR a camundongos e
hamsters hiperlipidémicos diminuiu as concentragdes circulantes de PCSK9 e os
niveis de MRNA de PCSK9 pela regulacdo negativa dos niveis do HNF-1a através

da via de degradacédo ubiquitina-proteassoma.

Figura 14. Estrutura quimica do produto natural Berberina (Adaptada de Xu et al.,
2019).
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A polidatina, um glicosideo precursor do resveratrol, € um dos principais
constituintes da planta Polygonum cuspidatum e que apresenta varios efeitos
farmacolégicos que incluem acgdo anti-inflamatoéria, hipoglicemiante, antioxidante,
antialérgica, anticancerigena, hipolipemiante e efeitos de protecdo cardiovascular
(Figura 15). Nesse contexto, Wang e colaboradores (2016) investigaram o
mecanismo pelo qual a polidatina atua no metabolismo lipidico e da glicose no
diabetes mellitus tipo 2 em experimentos in vivo e in vitro. O estudo in vitro foi
realizado em células HepG2 resistentes a insulina e in vivo em camundongos db/db
tratados com polidatina. Os resultados em ambos o0s modelos experimentais
mostraram que o tratamento com polidatina aumentou os niveis de LDLR e de GCK
(glicoquinase) pela regulacé@o negativa dos niveis de PCSK9, que estava elevada em
células resistentes a insulina e também pela inibicédo direta da interacdo de PCSK9 e
LDLR.

Figura 15. Estrutura quimica do produto natural Polidatina (Adaptada de Xu et al.,
2019).

A Tanshinona Il, um dos constituintes ativos isolados da erva medicinal Salvia
miltiorrhiza, conhecida também como Danshen, é utilizada tradicionalmente em
paises asiaticos para o tratamento de doenca arterial coronariana, infarto do
miocéardio, acidente vascular cerebral, aterosclerose e distdrbios cerebrovasculares
(Figura 16). Em relacdo ao metabolismo lipidico, Chen e colaboradores (2016) se
propuseram a investigar o efeito hipocolesterolémico da tanshinona IIA e o0s
mecanismos subjacentes utilizando modelo experimental com células HepG2. Os
resultados revelaram que a tanshinona Il aumentou significativamente o nivel de
LDLR e a atividade de captacdo de LDL pela regulagcéo positiva do nivel de FOXO3a
e supressdo da atividade de HNF-1a, o que levou a inibicdo da transcricdo de
PCSKO.
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Figura 16. Estrutura quimica do produto natural Tanshinona IIA (Adaptada de Chen
et al., 2016).

Morus alba, conhecida como amoreira, € uma espécie de planta que pertence
a familia Moraceae e que apresenta propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes,
antiobesidade, antidiabéticas e hipolipidémicas. Recentemente, a investigacdo
fitoquimica de um extrato cloroférmico de frutos secos e imaturos de Morus alba
permitiu o isolamento e identificacdo de quinze constituintes quimicos que foram
submetidos ao ensaio de expressdo de mRNA da PCSK9 em células HepG2. Entre
0S compostos testados, a Moracina C exibiu uma atividade significativa, com um
valor de concentragdo inibitéria média (ICso) para inibicdo da expressédo de 16,8 uM
(Figura 17) (PEL et al., 2017a).
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Figura 17. Estrutura quimica do produto natural Moracina C (Adaptada de Pel et al.,
2017a).

Sparassis crispa € um cogumelo comestivel e medicinal, conhecido como
cogumelo couve-flor e que pertence a familia das Sparassidaceae. Os corpos de
frutificacdo de S. crispa possuem Varios constituintes bioativos, como a B-glicanos,
derivados de benzoato, sesquiterpendides e derivados do acido maleico, dotados de
inumeras propriedades farmacologicas que sao relevantes para a saude humana,
incluindo efeitos antitumorais, aumento da resposta hematopoiética, cicatrizacao de
feridas, efeitos antimetastaticos, anti-hipertensivos e antidiabéticos. Recentemente,
Bang e colaboradores (2017) isolaram quatorze compostos por cromatografia
utilizando acetato de etila como solvente de extracdo dos corpos de frutificacéo de
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S. crispa, sendo submetidos entdo ao ensaio de expressdao de mRNA para PCSKO9.
Em particular, os compostos esparosideo A, hanabiratakelideo A, adenosina, e
5a,6a-epoxi-(22E,24R)-ergosta8(14),22-dieno-33,7B-diol  (Figura 18) exibiram
atividades inibitérias consideraveis quanto a expressdo de mRNA, com valores de
ICs0 de 20,07; 7,18; 18,46 e 8,23 uM respectivamente.
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5a,6a-Epoxi-(22E,24R)-ergosta8(14), 22-dieno-3b,7b-diol Adenosina
Figura 18. Estruturas quimicas dos produtos naturais Esparosideo A,
hanabiratakelide A, Adenosina, e 5a,6a-epoxi-(22E,24R)-ergosta8(14), 22-dieno-
3B,7B-diol (Adaptada de Bang et al., 2017).

As lignanas sdo um grande grupo de polifendis que apresentam atividades
farmacoldgicas que séo benéficas a saude, como anticarcinogénica, anti-inflamatéria
e antioxidante. Investigacbes fitoquimicas dos frutos de Schisandra chinensis
levaram ao isolamento de trinta compostos que foram testados quanto a capacidade
de inibicdo da expressdo de mMRNA de PCSK9 em células HepG2. Entre os
compostos testados, uma lignana do tipo tetraidrofurano, a manglisina E e trés
lignanas do tipo dibenzocicloctadieno, a esquisandrina C, schinlignana D e
schisandrol B (Figura 19) exibiram atividade inibitéria potente com valores ICso de
3,15; 3,15; 3,85; 0,36 e 1,10 mM respectivamente (PEL et al., 2017b). A Sauchinona,

uma lignana isolada de Saururus chinensis, também demonstrou efeito no
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metabolismo do colesterol em células HepG2, aumentando a expressédo do LDLR
pela regulacdo negativa dos niveis de PCSK9 (Figura 20) (CHAE et al., 2018).

///m,,,

Schinlignana D Schisandrol B
Figura 19. Estruturas quimicas dos produtos naturais Manglisina E, Esquisandrina
C, Schinlignana D e Schisandrol B (Adaptada de Pel et al., 2017b).

CH3

Figura 20. Estrutura quimica do produto natural Sauchinona (Adaptada de Masagalli
et al., 2021).

A Sophora tonkinensis € uma erva usada tradicionalmente na China e na
Coréia para o tratamento de dermatite, hemorragia gastrointestinal e inflamacao de

garganta. Investigacdes fitoquimicas das raizes secas e dos rizomas de Sophora
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tonkinensis levaram ao isolamento e identificacdo de dezessete compostos que
foram avaliados quanto aos seus efeitos na expressdo de mRNA de PCSK9. Entre
0S compostos testados, a eribraedina D foi a que apresentou maior potencial
inibitério da expressao em estudo, com valor de ICso de 7,8 uM (Figura 21) (AHN et
al., 2019).

HO

Figura 21. Estrutura quimica do produto natural Eribraedina D (Adaptada de AHN et
al., 2019).

A pinostrobina € uma flavonona que estad presente no mel e em diversas
plantas como Pinus strobus, Cajanus cajan, Boesenbergia rotunda e Boesenbergia
pandurata e que demonstrou possuir inUmeras propriedades como antioxidantes,
anti-inflamatorias, anticancerigenas e neuroprotetoras (Figura 22). Nesse contexto,
Gao e colaboradores (2018) investigaram o efeito hipocolesterolémico da
pinostrobina e 0os mecanismos subjacentes utilizando modelo com células HepG2.
Os resultados mostraram que a pinostrobina, na concentracado de 40 uM, foi capaz
de reduzir significativamente a porcentagem de maturacdo da proteina PCSK9 em
células hepaticas, além de suprimir a atividade catalitica dessa proteina. Além disso,
esse composto foi capaz de aumentar o nivel de LDLR e a atividade de captacéo de
LDL pela regulacéo positiva do nivel de FOXO3a e supressédo da atividade de HNF-
1a, o que levou a inibicdo da transcricdo de PCSKO.

T

OH (0]
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Figura 22. Estrutura quimica do produto natural Pinostrobina (Adaptada de Gao et
al., 2018).

Basak e colaboradores (2018) investigaram a atividade hipolipidémica das
plantas Allium sativum, Mimosa pudica, Enicostemma littorale/Swertia japbnica e
Coleus forskohlii que contém a alicina, mimosina, swertiamarina e forscolina (Figura
23), respectivamente, como principais constituintes quimicos. As substancias foram
analisadas de forma isolada e avaliadas a partir de estudos in vitro, utilizando como
modelo duas linhagens de células hepaticas humanas (Huh7 e HepG2), quanto a
sua capacidade de inibir a PCSK9 humana e de aumentar os niveis de LDLR. Os
resultados observados para ambos os modelos de células hepéaticas mostraram que
0S quatros fitocompostos promoveram o aumento da expressao de LDLR sem alterar
significativamente os niveis de PCSK9. Em particular, a mimosina e forscolina
exibiram atividade mais potente, 0 que levou aos autores a propor um mecanismo
em que esses compostos poderiam atuar ligando-se ao dominio EGF-A do LDLR, o
gue impediria a ligagdo de PCSK9 e, consequentemente, reduziria a degradacgéo de

LDLR.
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Alicina Mimosina

Swertiamarina Forscolina

Figura 23. Estruturas quimicas dos produtos naturais Alicina, Mimosina,

Swertiamarina e Forscolina (Adaptada de Basak et al., 2018).

Os produtos naturais marinhos tém despertado o interesse em todo o mundo
nas ultimas cinco décadas. Nesse contexto, os produtos marinhos derivados de

algas marrons que apresentavam atividade hipolipidémica atrairam a atencdo de



44

Yang e colaboradores (2015) que investigaram o mecanismo do oligossacarideo de
alginato (AOS) (Figura 24) no metabolismo do colesterol em células HepG2 e em
camundongos. Os resultados mostraram que, no ensaio in vitro, a expressao de
LDLR aumentou pela reducédo dos niveis de mRNA de PCSK9 decorrente da
regulacéo negativa da expressao de HNF-1a. No ensaio in vivo, o tratamento por via
oral de camundongos com AOS durante duas semanas levou a um aumento da
expressdo de LDLR associada a capacidade do AOS em reduzir a expresséo de
PCSKO9, o que resultou na diminuigdo dos niveis plasmaticos de LDL.

Outro produto marinho derivado da alga marrom Ascophyllum nodosum, o
fucoidan (Figura 24), foi avaliado com relacdo ao seu potencial hipolipemiante. No
estudo, foi utilizado modelo animal de camundongos mantidos com uma dieta rica
em gordura e tratados por gavage, avaliando-se duas concentracdes de fucoidan.
Apoés o periodo de seis semanas de tratamento, observou-se que o fucoidan foi
capaz de reduzir em 51% e 76% a expressdo da proteina PCSK9 nos grupos
tratados com 50 e 200 mg/kg/dia, respectivamente, quando comparado com grupo
controle, concluindo que o fucoidan é capaz de promover a expressado de LDLR pela
regulacédo negativa de PCSK9 (YANG et al., 2019).

OH
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Fucoidan

Figura 24. Estruturas quimicas dos produtos de origem marinha oligossacarideo de

alginato e fucoidan (Adaptada de Zhang et al., 2018).

5.3.2.3 Substancias sintéticas
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Além de produtos naturais, compostos sintéticos tém sido explorados na
busca por substancias que modulem a acdo da PCSK9 em humanos.

No trabalho de Petersen e colaboradores (2016), foi realizada uma triagem
fenotipica de alto rendimento com 2,55 milhdes de substancias contra células CHO-
K1 expressando uma forma recombinante de PCSK9, a fim de se identificar
compostos que reduzissem o nivel dessa proteina secretado pela célula ao meio.
Nesse estudo, identificou-se o composto R-IMPP ((R)-N-(isoquinolin-1-il)-3-(4-
metoxifenil)-N-(piperidin-3-il)propanamida) (Figura 25), que mostrou baixa
citotoxicidade, indicando sua seguranca para uso, e atividade anti-secretagoga de
PCSK9, com uma ICso de 4,8 pM. Em investigagbes de mecanismo de acdo desse
composto, percebeu-se que R-IMPP nédo era capaz de afetar a transcricdo de
PCSK9 ou mesmo aumentar sua degradag¢do, mas sim inibir sua sintese proteica.
Foi sugerido por ensaios in vitro que o mecanismo de inibicdo da sintese proteica de
PCSK9 baseia-se na ligacao seletiva de R-IMPP a ribossomos 80S humanos, o que
bloqueia a traducdo de PCSK9, sendo o0 mecanismo dependente do reconhecimento
de uma sequéncia especifica do mMRNA que codifica a regido N-terminal da proteina,

composta por um peptideo sinal e uma porcao de seu pro-dominio.

(0]

™~
Figura 25. Estrutura quimica do composto R-IMPP (Adaptada de Petersen et al.,

2016).

Considerando o sucesso de R-IMPP, analogos estruturais desse composto
com propriedades farmacocinéticas otimizadas foram sendo propostos. As
propriedades farmacocinéticas do R-IMPP, incluindo seu peso molecular, coeficiente

de particdo, avaliagbes de permeabilidade e seguranca foram consideradas
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adequadas a um potencial candidato a farmaco. No entanto, a depuracao intrinseca
(Clint) determinada in vitro com extratos microssomais hepaticos de rato (RLM = 510
ML/min/mg) foi consideravelmente superior & encontrada em modelos microssomais
hepéticos humanos (HLM = 20,6 yL/min/mg), o que representou um obstaculo inicial
a continuacdo de estudos in vivo com modelos animais. Com objetivo de melhorar a
poténcia relacionada a capacidade de inibicdo de sintese proteica de PCSK9 e a
depuracdo do composto nos ensaios in vivo, Londregran e colaboradores (2018)
sintetizaram compostos com modificagbes estruturais em duas regides da estrutura

de R-IMPP, indicadas como R1 e R2, conforme mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Poténcia e propriedades dos anélogos de R-IMPP.
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Fonte: Adaptada de Londregran et al., 2018



a7

agficiéncia lipofilica. PDepuracgéo intrinseca por microssomas hepéticos de rato. cDepuracéo intrinseca
por microssomas hepaticos humanos. 9Efeito percentual a 20 uM.

Na posicdo R1, o substituinte bifenila (1a, Tabela 2) conferiu uma melhor
depuracéo intrinseca, porém houve diminuicdo na poténcia. Com isso em mente,
foram sintetizados novos compostos com diversos substituintes em R1, gerando 1b,
1c, 1d e 1e (Tabela 2), que apresentaram perfis significativamente melhorados tanto
com aumento da poténcia quanto com propriedades farmacocinéticas mais
adequadas. Na posicdo R2, a troca do anel isoquinolinico por um sistema
cloropiridinico proporcionou o desenvolvimento do composto 1f (Tabela 2), com
valores de depuragdo microssomais hepaticos satisfatorios e eficiéncia lipofilica
(LipE) modestamente melhorada, sendo assim selecionado para estudos de
seguranca e eficacia in vivo, passando a assumir o nome PF-06446846 (LINTNER et
al., 2017). A administracdo oral do composto reduziu os niveis plasmaticos de
PCSK9 e colesterol total em ratos sem demonstrar sinais de toxicidade hepéatica. No
entanto, PF-06446846 induziu efeitos adversos externos ao figado, que incluem
disturbios hematopoiéticos, o que impediu o desenvolvimento clinico do composto.
Em relacdo ao mecanismo de acéo, de forma similar ao R-IMPP, o composto PF-
06446846 manteve a ligacao seletiva ao ribossomo 80S humano, inibindo a traducao
de PCSK9 em torno do cédon 34 (LINTNER et al., 2017).

Evison e colaboradores (2020) relatam que, ao se analisar do ponto de vista
molecular a regido de interacdo entre a PCSK9 e LDLR, a principal dificuldade em
se conseguir substancias de baixo peso molecular que consigam inibir essa
interacdo proteina-proteina se da por envolver uma superficie plana, sem bolsos de
interacdo a serem explorados. Porém, uma analise pormenorizada do dominio
catalitico da PCSK9 permitiu a identificacdo de um potencial bolso de interacdo nas
proximidades da regido de interagdo PCSK9-LDLR, mais especificamente na regiao
C-terminal do pro-dominio, composto pelos residuos His22s, Leuzso, Leuzss, Thraeas,
Leuzss, Leuzss, Alazeo, Leuze7, Asnsiz e Sersse. Foi hipotetizado entdo por esses
pesquisadores que a ocupacao desse sitio poderia prevenir a interacdo entre
PCSK9 e LDLR. Com isso em mente, foi realizado um estudo de triagem
computacional de substancias com afinidade por esse sulco de interacao adjacente,
sendo o potencial de interacdo do farmaco nilotinibe identificado nessas anélises.

O nilotinibe é um inibidor de BCR-ABL tirosina quinase, utilizado no

tratamento de leucemia mieloide cronica. Esse farmaco teve sua acéo inibitoria da
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funcdo da PCSK9 validada por ensaios in vitro, apresentando uma ICso de 15,9 uM,
porém a atividade original contra quinases € um fator que limitaria seu uso para
manejo de hipercolesterolemia. Comprovada a hipotese e com o objetivo de
melhorar sua atividade contra PCSK9 e minimizar a sua atividade inibidora de
quinase indesejada nesse contexto, foram propostas alteracfes em trés por¢cdes da
sua estrutura quimica do nilotinibe, indicadas como R, R1 e R2 na Figura 26
(EVISON et al., 2020).
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Figura 26. Estratégia de planejamento de novos compostos a partir do nilotinibe e
composto hit 3f (Adaptada de Evison et al., 2020).
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Inicialmente, percebeu-se que a substituicdo do anel piridinico presente no
nilotinibe por um grupo fenila ndo substituido reduzia consistentemente a atividade
inibitéria de quinase. Assim, sugeriu-se a introducdo do atomo de flor como
substituinte no grupo arila, na posicdo R (Figura 26). A introduc¢do do fluor foi
sugerida por conferir estabilidade metabdlica ao reduzir as chances de metabolismo
do anel aromatico. A introducéo de grupos basicos como substituinte aromatico em
Ri1 tinha como fundamentacdo uma interacdo potencial, observadas em analises
computacionais, com a cadeia lateral acida de Asp212 de PCSK9 que poderia ser
explorada. Por fim, como substituinte aroméatico em Rz, poderiam ser trabalhados
sistemas heteroaromaticos, como imidazol e isoxazol a fim de se otimizar a interacéo
com o alvo. Nas avaliacOes de atividade realizadas, foi constatado que a introducéo
do substituinte flior na posi¢cao R no grupo arila ndo trouxe melhoras no contexto da
inibicdo de PCSK9-LDLR. A introducédo do grupo aminopiperidina como grupo basico
em R foi crucial para o aumento da poténcia inibitoria, o que foi atribuido a interacéo
sugerida. A substituicdo aromatica em Rz por um grupo metilisoxazol tende a reduzir
a poténcia, sendo assim entdo mantido o grupo metilimidazol nessa posi¢cdo nos
demais derivados sintetizados, além de reduzir a seletividade de acédo contra PCSK9
em relacdo as quinases. Por fim, a modificacdo na porcédo fenil-aminopirimidina,
comum a inibidores de quinases, por grupos diversos e que reduzissem o volume
dos compostos, como éteres de arila, contribuiu para garantir a seletividade
(EVISON et al., 2020).

Entre os compostos testados, apenas o composto 3f (Figura 26) demonstrou
prevenir a interagcdo PCSK9-LDLR a niveis nanomolares in vitro (ICso = 537 nM) e
baixa atividade inibitéria contra um painel de tirosina quinases (ICso > 10 uM),
garantindo assim uma maior seletividade de acdo e menor possibilidade de efeitos
adversos. Além disso, o tratamento de animais com esse composto por dez dias na
concentracdo de 16,4 mg/kg/dia permitiu uma reducado significativa, mesmo que
modesta, da concentracdo de colesterol plasmatico nos animais tratados, indicando
gque a estratégia elaborada no trabalho pode ser explorada para o desenvolvimento
de inibidores de PCSK9 (EVISON et al., 2020).

Petrilli e colaboradores (2020), utilizando a técnica de espectrometria de
massa/selecdo por afinidade, identificaram o composto 1 (Figura 27) como potencial
ligante a um sitio alostérico da PCSK9, localizado na regido entre o dominio

catalitico e o dominio C-terminal da proteina. Quando bloqueado, a proteina assume
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uma conformacao inativa, o que faz com que perca sua funcdo. Em um ensaio de
calorimetria exploratéria diferencial (DSC), que mede a mudanca na estabilidade
térmica da proteina apés a ligacao do ligante, o composto 1 levou a uma variagdo da
temperatura de fusdo (ATm) de 2,0°C, o que sugeriu que a molécula é capaz de
estabilizar a PCSK9 por meio de interagdes nao covalentes com os residuos Argssz,

Aspseo € Argass.

Figura 27. Estrutura do inibidor alostérico de PCSK9 1, identificado por estudos de

espectrometria de massas/selecéo por afinidade (Adaptada de Petrilli et al., 2020).

Considerando o efeito estabilizador do composto 1, este foi selecionado para
ser modificado nas posi¢des 1 e 2 de sua estrutura (Figura 27), o que permitiria uma
melhor compreensdo de aspectos de relacdo estrutura-atividade. No entanto, as
modificacdes realizadas na posicdo 1, préximo ao grupo amida, ndo foram bem
toleradas e as tentativas de substituir ou remover o0 grupo amino na posigéo 2 foram
deletérias, considerando a importancia da interacdo da amina com o residuo acido
de Aspsso. Posteriormente, investigou-se o efeito de diferentes substituintes nas
posicbes 6 e 7 (Figura 27), dando origem aos compostos 2 a 7, mostrados na
Tabela 3. Entre os compostos testados, 6 e 7 apresentaram os maiores ATm em
ensaio de DSC. Com relacdo a modificacbes na posi¢cdo 7, foi constatado que a
introducdo do sistema aromatico substituido com o grupo carboxila hos compostos
2-7 resultou em um aumento do ATm, o que foi atribuido a interacdo do grupo &cido
com a cadeia lateral do grupo guanidina do residuo de Argsss. A introducdo de um
atomo de fllor na posicdo meta ao grupo etdxi resultou em maior ATm, como
observado para os compostos 3, 6 e 7, o que foi atribuido a ligacdo de hidrogénio
adicional com o residuo de Args7zs. Com relacdo a modificacbes na posicédo 6,

constatou-se que introducdo do tetraidropirano foi tolerada, como pode ser
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observado nos compostos 4, 6 e 7, e que 0 seu regioisémero, introduzido como
substituinte no composto 5, levou a uma diminui¢cao no valor de ATm, o que indica a
importancia da posi¢cdo do oxigénio no anel para interacdo com o residuo de Argssy
(Tabela 3).

Tabela 3. Dados de Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) para os compostos 2
a’t.

Estrutura ATm
™~ 5,9

7,1

7,2

4,0
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Tabela 3. Dados de Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) para os compostos 2

a 7 (concluséo)

9,1

8,7

Fonte: Adaptada de Petrili et al., 2020

Uma ultima modificacdo proposta na posicdo 6 levou a proposta do composto
16 (Figura 28A), derivado do composto 7, sendo esse 0 composto com maior
destaque entre os planejados, considerando que 16 conseguiu reduzir 0s niveis
intracelulares de PCSK9, apresentando concentracdo de degradacéo (DCso) de 4,8
MM da forma pro-PCSK9 e DCso de 3,4 yM da forma madura de PCSK9. Para o
composto 16, as interacdes cruciais com PCSK9 foram mantidas, mesmo com a
introducdo da fragcdo Arg(Boc)s na posicdo 6, considerado um elemento de
recrutamento de proteassoma independente de ubiquitina e que foi projetado para
fora do sitio de ligagéo aldsterico, conforme mostrado na Figura 28B (PETRILLI et
al., 2020).

Min e colaboradores (2015) buscaram identificar potenciais inibidores da
interacdo PCSK9-LDLR usando a abordagem de triagem in silico. Os residuos de
aminoacidos 367 a 381 da PCSK®9, situados onde o dominio EGF(A) do LDLR se
liga, foram designados como alvo dos potenciais inibidores. A simulagédo de docking

molecular entre compostos quimicos do banco de dados ChemBridge (em torno de
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450 mil compostos) e a estrutura cristalografica da PCSK9, usando o software
GOLD, permitiu a selecdo dos cem compostos com as melhores pontuacées no
estudo in silico para avaliacdo de suas atividades in vitro por meio de ensaio de
ligagdo PCSK9-LDLR, analises por imunoblot dos niveis de LDLR e avaliagdo da
captacdo celular de LDL. Em particular, o composto CB_36 (Figura 29), que
apresentou a maior pontuacdo de docking, foi capaz de inibir a interacdo PCSK9-
LDLR, aumentar a quantidade de LDLR e a captacdo de LDL em células HepGZ2.
Posteriormente, foi realizado ensaio in vivo e 0s resultados mostraram que o
composto reduziu significativamente a concentracao plasmatica do colesterol total e
de LDL em camundongos normais, sendo que este efeito ndo foi observado em

camundongos knockout para PCSKO9.

Figura 28. Estrutura do composto 16 (A) e sua forma de interacdo com o complexo
PCSK9-LDLR (B) (PDB ID: 6U26). O dominio catalitico da PCSK9 esta representado
em fitas em lilas, os residuos Argars, Argass, Argssz € Aspsso na forma de bastdes
amarelos e dominio C-terminal (DRCH) como fitas em ciano (Adaptada de Petrilli et
al., 2020).
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Figura 29. Estrutura do composto sintético CB_36 (Adaptada de Min et al., 2015).

Zainab e colaboradores (2021) buscaram identificar potenciais inibidores
direcionados a PCSK9 através da triagem in silico. Os anti-hipertensivos,
pertencente a classe de inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA),
como o captopril, zofenopril, enalapril, ramipril, quinapril, perindopril, lisinopril,
benazepril, fosinopril, cilazapril, moexipril, trandolapril, desempenham um papel
essencial no retardo da progressao da aterosclerose, o que poderia sugerir um papel
desses compostos como inibidores da PCSK9. A fim de compreender o potencial de
interacdo desses compostos com essa proteina, foi realizado um estudo de docking
molecular, sendo os compostos que formaram os complexos com a PCSK9 de
menor energia de ligacao selecionados para construgdo de modelos farmacoféricos.
Os modelos selecionados foram posteriormente utilizados para identificacdo de
compostos a partir do banco de dados ZINC com base nesses modelos
farmacoféricos determinados, encontrando um total de 1033 moléculas, que foram
submetidas a simulacdes de docking molecular com a estrutura cristalografica da
PCSK9 para entender suas interagcdes. O docking molecular revelou os dez
principais hits inibidores de PCSKY9, incluindo substancias de origem natural e
sintética, como apomorfina, oxifenciclimina, (R) e (S)-canadina, naltrexona, acido
oxolinico, norfloxacina, hesperetina, labetalol e benorilato. Esses dez ligantes foram
submetidos a estudos de dindamica molecular na presenca da proteina, para
avaliacdo da estabilidade do complexo formado. Entre os complexos ligante-
proteina, aquele formado por PCSK9 e (S)-canadina (Figura 30), um alcaloide
benzilisoquinolinico, demonstrou alta estabilidade nos estudos de dinamica
molecular, sendo recomendado como hit para o desenvolvimento de novos farmacos

inibidores de PCSK9 em futuras pesquisas in vitro.
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Figura 30. Estrutura do composto natural (S)-canadina (Adaptada de Zainab et al.,
2021).
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6 CONCLUSAO

O estudo molecular do alvo PCSK9 permitiu a compreensao do seu papel na
regulacdo da atividade do LDLR no hepatdcito, ressaltando sua importancia na
homeostase do colesterol. A PCSK9 pode interagir extracelularmente e
intracelularmente com o LDLR e direciona-lo & degradacao lisossomal, o que reduz
a quantidade de LDLR na superficie celular e, consequentemente, promove 0
aumento das concentracdes plasmaticas de LDL, sendo sua expressdo génica
modulada por fatores transcricionais como o0 SREBP-2, HNF1a e FOXO3.

O desenvolvimento dos anticorpos monoclonais direcionados a PCSK9
constitui uma terapia bem-sucedida e mais avancada na atualidade, estando
aprovados desde 2015 dois medicamentos, o alirocumabe e o evolocumabe, para
uso em determinado publico-alvo, enquanto que o terceiro anticorpo, o bococizimabe
o estudo foi interrompido devido imunogenicidade. Os dois primeiros medicamentos
demostram grande eficacia na reducdo dos niveis de LDL, boa margem de
seguranca e bem tolerados. Contudo, 0 seu alto custo e a via de administracao sao
limitacBes para o uso em geral.

A descoberta de substancias ndo peptidicas e de baixo peso molecular
capazes de inibir a PCSK9 e que possam ser usadas por via oral emergiram como
um grande desafio devido a interface do sitio de interacdo das proteinas. Os estudos
de potenciais inibidores relatam produtos naturais e sintéticos capazes de modular a
PCSK®9 de varias formas: inibindo a sintese e/ou a expressédo de PCSK9, prevenindo
a interacdo de PCSK9 e LDLR e direcionando a degradacao por meio de um ligante.
Como perspectivas futuras, esta revisdo fornece informagbes para o
desenvolvimento de novos agentes inibidores de PCSK9 considerando que os
compostos hits de origem natural e sintética relatados podem servir como base para
a identificacdo e planejamento de analogos mais potentes, seletivos e seguros. Por
fim, esse campo ainda precisa ser mais explorado para que os inibidores nao
peptidicos de PCSK9 possam ser considerados de fato alternativas viaveis para o

tratamento de hipercolesterolemia.
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