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Resumo

As doencas cardiovasculares sdo uma das principais causas de morte nas
sociedades modernas. Sdo varios os fatores de risco associados, entre 0s quais as
dislipidemias. Estas sdo distarbios metabdlicos associados a todas as anomalias
quantitativas ou qualitativas dos lipidos no sangue, que se manifestam quer por um
aumento nos niveis de colesterol total, das lipoproteinas de baixa densidade ou dos
triglicerideos, quer pela diminuicdo da concentracdo das lipoproteinas de alta densidade

ou ainda por uma combinagéo destes fatores.

Como medida farmacologica de primeira linha sdo usadas as estatinas. A
variabilidade interindividual na resposta a estes farmacos, no que diz respeito a eficacia
e seguranca, torna-os num alvo importante para a pesquisa farmacogenémica. Muitos
genes foram identificados como possiveis causadores da variabilidade na resposta e
seguranca das estatinas. Diversos polimorfismos genéticos identificados em genes de
enzimas metabdlicas, transportadores de farmacos ou alvos terapéuticos podem alterar a
estrutura ou expressdo das proteinas codificadas, com impacto na farmacocinética e/ou

farmacodinamica das estatinas.

Por outro lado, recentemente, a farmacogendémica permitiu a descoberta de novos
alvos para o tratamento das dislipidemias, levando ao desenvolvimento de trés novas
classes de farmacos. Os inibidores da prd-proteina convertase subtilisina/kexin tipo 9,
que reduzem a degradacdo dos recetores das lipoproteinas de baixa densidade, o
mipomersen, oligonucle6tido antisense que inibe a traducéo da apolipoproteina B-100, e
a lomitapida, um inibidor da proteina de transferéncia de triglicéridos microssomal que

previne a incorporacao de triglicéridos nas lipoproteinas.

A andlise do estado atual da investigacdo nesta area permite concluir que a
farmacogendémica desempenha um papel importante em duas frentes do tratamento das
dislipidemias, como informacao essencial de suporte, quer a otimizacéo da terapéutica
com estatinas, quer ao desenvolvimento de novos farmacos dirigidos a marcadores

identificados no contexto da hipercolesterolemia familiar.

Palavras-chave: dislipidemias; farmacogenomica; estatinas; inibidores da pro-

proteina convertase subtilisina/kexin tipo 9 (PCSK9); mipomersen; lomitapida
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Abstract

Cardiovascular diseases are one of the main causes of death in modern societies.
There are several associated risk factors, including dyslipidemias. These are metabolic
disorders associated with quantitative or qualitative abnormalities of blood lipids, which
are manifested by an increase in the levels of total cholesterol, low-density lipoproteins
or triglycerides, a decrease in high-density lipoprotein concentration or a combination of

these factors.

Statins are used as a first-line treatment for the management of dyslipidemias.
Interindividual variability in response to this drug has been widely observed, regarding
both efficacy and safety, making them an important target for pharmacogenomic
research. Many genes have been identified as possible contributors to variability in
statin response and safety. Several genetic polymorphisms have been identified in genes
that code for metabolic enzymes, drug transporter or pharmacological targets, which
may alter the structure or the expression of the encoded protein, affecting the

pharmacokinetics and/or pharmacodynamics of statins.

On the other hand, pharmacogenomics has recently led to the discovery of new
targets for the treatment of dyslipidemias, leading to the development of three new
classes of drugs. The pro-protein convertase subtilisin/kexin type 9 inhibitors, that act
by decreasing the degradation of low-density lipoproteins receptors, mipomersen, an
antisense oligonucleotide that inhibits translation of apolipoprotein B-100, and
lomitapide, an inhibitor of the microsomal triglyceride transfer protein, which prevents
the incorporation of triglycerides into lipoproteins.

The analysis of the current state of research in this area allows us to conclude that
pharmacogenomics plays an important role in two fronts of dyslipidemia management,
providing essential information that supports both the optimization of statin therapeutics
and the development of new drugs targeted to molecular markers identified in the

context of familial hypercholesterolemia.

Keywords: dyslipidemia; pharmacogenomics; statins; proprotein convertase
subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) inhibitors; mipomersen; lomitapide
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1 — Introducéo

As doengas cardiovasculares apresentam-se como uma das principais causas de
Obito na maioria das sociedades modernas atuais. Fatores como a idade, antecedentes
familiares, sedentarismo, dietas ricas em gorduras e sal, hipertens&o arterial, tabagismo,
excesso de bebidas alcoolicas e as dislipidemias aumentam o risco de desenvolver este

tipo de doencas (1).

As dislipidemias sdo disturbios metabdlicos associados a alteragfes dos niveis
de colesterol e lipoproteinas no sangue que afetam milhdes de individuos em todo o
mundo, sendo um dos fatores que contribui para a grande prevaléncia de doencas
cardiovasculares. O nivel de colesterol elevado esta também associado a uma crescente
taxa de mortalidade, sendo responsavel anualmente por mais de 4 milhdes de mortes
().

De modo a atingir os objetivos de valores de colesterol desejados para cada
doente, deve atuar-se através de medidas ndo farmacoldgicas, como a adoc¢édo de estilos
de vida saudaveis ou, se necessario, recorrer a terapéutica farmacoldgica, onde se
incluem as estatinas, os inibidores da absorcdo do colesterol, o &cido nicotinico, 0s
sequestradores de acidos biliares e os fibratos (3).

No entanto, quando se recorre a terapéutica farmacoldgica, os resultados tém
demonstrado que a resposta estd sujeita a uma grande variabilidade interindividual,
essencialmente nas estatinas. Esta variabilidade pode estar relacionada com fatores
como a idade, 0 sexo, doengas ou terapéuticas concomitantes e determinantes genéticos
(1,2).

Tendo em conta a importancia dos determinantes genéticos, a
farmacogendmica tem demonstrado ser fundamental para a compreensdo da resposta a
terapéutica antidislipidémica, uma vez que é o estudo da variabilidade na expressdo de
genes individuais relevantes para a doenca e para a terapéutica, bem como a resposta a
nivel celular, tecidular, individual ou populacional (4). Assim permite um melhor
entendimento de como os diferentes polimorfismos, existentes nos genes que codificam
enzimas envolvidas no metabolismo dos farmacos, enzimas envolvidas na sintese e
degradacdo do colesterol, e transportadores dos farmacos antidislipidémicos, entre
outros, podem influenciar a resposta a terapéutica e dar origem a grande variabilidade

interindividual observada (1,2).
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Esta monografia tem como objetivo demonstrar que o conhecimento destes
polimorfismos, que influenciam as varia¢Ges interindividuais da terapéutica, permitira
que no futuro se possa otimizar, de acordo com o paciente, os tratamentos administrados
e aumentar assim a sua eficacia e seguranca. Deste modo, sera real¢ado, por um lado, a
terapéutica com estatinas, que s@o o grupo farmacoldgico que apresenta maior variagdo
na resposta ao tratamento e por outro lado, serdo abordadas trés novas classes de

farmacos, desenvolvidos com base no conhecimento genético.
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2 — Dislipidemias

As dislipidemias (ou hipercolesterolemia, ou hiperlipidemias) sdo disturbios
metabdlicos associados a todas as anomalias quantitativas ou qualitativas dos lipidos no
sangue, que se manifestam quer por um aumento nos niveis de colesterol total (CT), das
LDL (lipoproteinas de baixa densidade, low-density lipoproteins) ou dos triglicerideos,
quer pela diminuicdo da concentracdo das HDL (lipoproteinas de alta densidade, high-

density lipoproteins), ou ainda por uma combinacdo destes fatores (5,6).

A dislipidemia pode ser classificada em primaria ou secundaria, consoante a
sua origem. A dislipidemia primaria tem uma origem genética e esta organizada em
varias categorias conforme o perfil fenotipico. A dislipidemia secundaria é
consequéncia de outras doengas, como diabetes, alcoolismo, sindrome nefrética,
insuficiéncia renal crénica, hipotiroidismo, hepatopatia e a utilizacao de diferentes tipos
de medicamentos, como 0s progestagénios, diuréticos tiazidicos, glucocorticoides, -
bloqueadores, isotretinoina, inibidores da protease, ciclosporina, mirtazapina, sirolimus
(6,7).

O colesterol € um lipido, produzido pelo figado e que pode ser também obtido
através da alimentacdo. Em niveis normais é essencial e benéfico para o correto
funcionamento do organismo. Tem funcdo estrutural, encontrando-se presente nas
membranas de todas as células, é essencial para a producdo de vitamina D que aumenta
a absorcao intestinal de calcio e intervém na regulacdo do humor, de &cidos biliares que
participam na digestdo das gorduras, e na produgdo de hormonas, como as hormonas
sexuais e o cortisol. Os triglicéridos sdo o tipo de lipidos mais comum no organismo,
armazenando o excesso de energia da dieta, uma vez que sdo componentes de grande

parte das gorduras alimentares (8).

Devido ao facto de serem hidrofobicos, o colesterol e os triglicéridos sdo
transportados através da corrente sanguinea sob a forma de complexos
macromoleculares de lipidos e proteinas designados como lipoproteinas (7,9).
Dependendo da propor¢do relativa de lipidos no nucleo e do tipo de apoproteina
(diferentes tipos de apoA e apoB), classificam-se quatro principais classes de
lipoproteinas. Estas ligam-se a recetores especificos que medeiam a captagdo de
particulas lipoproteicas no figado, sangue ou outros tecidos. Para além dos diferentes

tamanhos, é com base nas diferentes densidades que se classificam em:
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« particulas HDL (contém apoA1l e apoA2), com diametro de 7-20 nm;
* particulas LDL (contém apoB-100), com didametro de 20-30 nm;

« particulas VLDL - lipoproteinas de densidade muito baixa (very-low density

lipoprotein) (contém apoB-100), com diametro de 30-80 nm;
* quilomicra (contém apoB-48), com diametro de 100-1.000 nm (7,9).

Cada tipo de lipoproteina tem uma funcéo especifica no transporte dos lipidos e
existem diferentes vias para os lipidos exdgenos e endégenos, assim como vias para o

transporte reverso de colesterol (Figura 2.1) (7).

Na via exdgena, o colesterol e os triglicerideos absorvidos pelo ileo sdo
transportados como quilomicra na linfa e depois no sangue, para os capilares no tecido
muscular e adiposo. Nesses locais, a lipase de lipoproteinas hidrolisa os triglicéridos. Os
acidos gordos livres e o glicerol resultantes sdo captados pelos tecidos. Os quilomicra
ndo hidrolisados passam para o figado, ligando-se a recetores presentes nos hepatocitos.
O colesterol libertado nos hepatdcitos pode ser armazenado, convertido em acidos
biliares, excretado sem alteracBes na bilis, ou pode entrar na via endogena (7).

Na via endogena, depois de sintetizados, o colesterol e os triglicerideos sédo
transportados do figado na forma de VLDL para o tecido muscular e adiposo, onde 0s
triglicéridos sdo hidrolisados originando acidos gordos e glicerol. Estes produtos
passam para 0s tecidos como descrito anteriormente. Durante esse processo, as
particulas lipoproteicas tornam-se menores, porém mantém um complemento de ésteres
de colesteril, aumentando em densidade até se tornarem em particulas LDL. Através de
endocitose, estas sdo captadas pelas células, por recetores que reconhecem a apoB-100.
O C-LDL ¢ o colesterol que incorpora as membranas celulares e é usado para a sintese

de hormonas, mas também € o impulsionador da aterogénese. (7).

O transporte reverso de colesterol consiste no retorno do colesterol, dos tecidos
para o plasma e por sua vez para o figado, na forma de particulas HDL. Este processo
inicia-se no figado e nos intestinos com a formagéo de pequenas particulas de HDL, o
HDL imaturo. Em circulacdo o HDL imaturo vai captando colesterol e fosfolipidos
provenientes das células, resultando na formagdo de HDL maduro. Este, pode adquirir
mais colesterol das células, conduzindo-o para o figado diretamente ou indiretamente,
através de uma proteina de transferéncia presente no plasma, a proteina de transferéncia

de ésteres de colesteril (CETP — cholesteryl ester transfer protein), transferindo o
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colesterol para VLDL ou LDL. O HDL tem, assim, um papel fundamental na prevencéo

do desenvolvimento de aterosclerose (7,10).
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Figura 2.1- Diagrama esquematico do transporte de colesterol nos tecidos, com os pontos
de acdo dos principais farmacos que afetam o metabolismo das lipoproteinas. Legenda: C,
colesterol; CETP, proteina de transporte de ésteres de colesteril; HDL, lipoproteina de alta
densidade; HMG-CoA redutase, 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase; LDL,
lipoproteina de baixa densidade; MVA, mevalonato; NPC1L1, um transportador de colesterol
em microvilosidades de enterdcitos; VLDL, lipoproteina de muito baixa densidade. Adaptado
de (8).

Qualquer tipo de dislipidemia é um relevante fator de risco cardiovascular, uma
vez que o colesterol acumulado nas paredes das artérias estd na origem da formacédo da
placa de ateroma (5,11). As lesdes ateroscleréticas surgem principalmente devido ao
aumento do transporte e retencdo das particulas de LDL plasmaticas através da parede
endotelial para a matriz extracelular do espaco sub-endotelial. Na parede arterial, as
particulas de LDL sdo oxidadas, o que gera uma resposta inflamatéria, mediada por
imunomoduladores. Como consequéncia, formam-se placas fibrosas, devido a repetidas

inflamacGes e a sua reparacdo, cuja rotura pode provocar eventos cardiovasculares,
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como os enfartes do miocardio, tromboses, angina, acidentes vasculares isquémicos e

faléncia cardiaca (6).

A dislipidemia é um dos mais importantes fatores de risco da aterosclerose e da
doenca cardiovascular (DCV), a principal causa de morbilidade e mortalidade dos
paises desenvolvidos, incluindo Portugal. Esta relacdo esta devidamente demonstrada,
estimando-se que a hipercolesterolemia estd envolvida em 56% dos incidentes de
doenca coronéria e 18% de doenca cerebrovascular (11). As DCV sdo responsaveis,
anualmente, por mais de 4 milhdes de mortes na Europa. Matam mais mulheres (2,2
milhdes, 55%) do que homens (1,8 milhdes, 45%), apesar das mortes cardiovasculares
antes dos 65 anos sejam mais comuns nos homens (490 000 versus 193 000) (3). A
incidéncia destas doengas tem aumentado, consequéncia da modificagdo dos estilos de
vida, tais como sedentarismo, dietas ricas em gorduras e sal, tabagismo e excesso de
bebidas alcoodlicas. Fatores como a idade, antecedentes familiares e hipertensao arterial,

também devem ser considerados (11).

Através do estudo VALSIM, realizado em Portugal, entre abril de 2006 e
novembro de 2007 e publicado em 2013, demonstrou-se que que a prevaléncia de
dislipidemia € elevada entre os utentes adultos dos cuidados de salde primarios. Os
dados revelaram que 47% dos individuos apresentava hipercolesterolemia
(considerando o limiar de CT de 200 mg/dl) e 38,4% possuiam niveis de C-LDL > 130
mg/dl. Em rela¢do ao aumento nos valores dos triglicéridos (> 200 mg/dl) ¢ a reducdo
nos valores do C-HDL (< 40 mg/dl), observou-se que estes eram menos prevalentes,

afetando menos de 13% da populagdo (11).

Os valores 6timos de colesterol tém sido continuamente revistos pela comunidade
médica internacional (11). Tendo isto em conta, a Dire¢do Geral de Saude, atualizou a
norma (n.°19/2011) da Abordagem Terapéutica das Dislipidemias no Adulto, a 11 de
maio de 2017. Atualmente os valores de referéncia considerados para a populagdo em
geral s@o CT inferior a 190 mg/dl, C-LDL inferior a 115 mg/dl, C-HDL superiores a 40
mg/dl para homens e superiores 45 mg/dl na mulher e triglicéridos inferior a 150 mg/dl
(3,12). O diagnoéstico de dislipidemia baseia-se em parametros laboratoriais de
quantificacdo dos niveis lipidicos em jejum para caraterizar as dislipidemias graves e
para seguimento de doentes com hipertrigliceridemia e ndo em jejum para o rastreio na
avaliacdo do risco cardiovascular em geral (3). Devido a forte evidéncia, a partir de

ensaios controlados e randomizados, de que a reducdo do colesterol total e do LDL
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previne as DCV, o controlo dos seus valores constitui o principal objetivo terapéutico
na abordagem das dislipidemias (13). A norma recomenda, ainda que a avaliagdo do
risco CV deve ser efetuada segundo o algoritmo de risco SCORE (Systematic Coronary
Risk Evaluation), desenvolvido pela European Society of Cardiology e pela European
Atherosclerosis Society, relacionado com a prevencao cardiovascular (Norma 005/2013
“Avaliagdo do Risco Cardiovascular SCORE”) (12). Esta tabela de célculo permite
uma estimativa da probabilidade de um individuo ter uma doenca cardiovascular fatal
num periodo de 10 anos e, de acordo com o valor calculado, qualifica-se o risco em

baixo, moderado, alto ou muito alto (13).

2.1 — Hipercolesterolemia familiar

Entre as hipercolesterolemias genéticas monogénicas, a mais comum € a
hipercolesterolemia familiar (HF) (14). Esta é, também uma das doengas genéticas
hereditarias mais comuns, caracterizando-se por mutaces genéticas que alteram o
metabolismo das lipoproteinas. Isto conduz a um aumento do CT, do C-LDL, e
consequentemente das DCV, da morbilidade e da mortalidade. Esta € uma doenca de
transmissdo autossomica dominante ou codominante, sendo que se for transmitida por
um dos progenitores é heterozigotica, se for de ambos é homozig6tica. Sdo conhecidas
atualmente mais de 1600 mutacBes genéticas que interferem nos recetores de LDL

(LDLR), na apoB ou na pro-proteina convertase subtilisina/kexin tipo 9 (PCSK9) (1).

A prevaléncia desta doenca situa-se aproximadamente entre 1 em 500 e 1 em 300
para a forma heterozigdtica e de 1 em 1 000 000 na forma homozig6tica, o que significa

que é bastante rara. N&o existe discrepancia na distribuicéo entre géneros (1).

Vérios critérios de diagnostico foram desenvolvidos, por diferentes
instituicOes, para ajudar no diagnostico da HF que é baseado na evidencia clinica,
laboratorial e historica. Tanto nos critérios da U.K. Simon Broome Foundation
(UKSBF) como nos da Dutch Lipid Clinic Network (DLCN) é avaliada a componente

genética, mesmo que 10 a 40% dos doentes com HF ndo tenham uma mutacao detetavel
(1).
Mesmo em individuos com valores de C-LDL abaixo do estabelecido para HF,

mas que tenham uma mutacdo genética, é aconselhado tratamento (1).
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3 — Terapéutica antidislipidémica

Na abordagem terapéutica das dislipidemias é essencial a promocdo de
alteracdes no estilo de vida, adequadas a cada pessoa. Estas alteracdes passam por uma
dieta variada, nutricionalmente equilibrada, rica em legumes, leguminosas, verduras e
frutas e pobre em gorduras (totais e saturadas), a prética regular e continuada de
exercicio fisico (30 a 60 minutos, pelo menos quatro dias por semana), o controlo e a
manutencdo de peso normal, ou seja, indice de massa corporal igual ou superior a 18,5
mas inferior a 25 e perimetro da cintura inferior a 94cm, no homem, e inferior a 80 cm,
na mulher, a restricdo do consumo excessivo de alcool (maximo 2 bebidas por dia), e de

sal (valor ingerido inferior a 5,8 g/dia) e a cessacdo do consumo de tabaco (12).

As diretrizes internacionais sobre prevencdo de DCV sugerem que a primeira
escolha farmacoldgica para diminuir o C-LDL deve corresponder a uma estatina (15).
Como farmacos de segunda linha, com prescricdo pouco significativa, estdo disponiveis
os inibidores da absorcdo do colesterol (ezetimiba), o 4&cido nicotinico e o0s
sequestradores de &cidos biliares, assim como os fibratos (fenofibrato) usados em
pacientes tratados com estatinas, com baixo HDL residual e triglicéridos elevados
(15,16).

As estatinas sdo amplamente prescritas e diversos estudos demonstram que
levam a uma reducdo do C-LDL de cerca de 55% (17). No entanto, apesar da eficacia
clinica das estatinas num grande numero de pacientes, cerca de um terco ndo respondem
bem a terapéutica relativamente ao efeito antidislipidémico, indicando que a
farmacogendémica (17) ou fatores externos, como a dieta (18) ou o microbioma
intestinal (19) podem influenciar significativamente a resposta. Outros pacientes

interrompem o tratamento devido ao aparecimento de efeitos adversos (15).

Devido a importancia clinica das estatinas e ao facto da farmacogendémica dos
farmacos ndo estatinas ser menos estudada e ndo apresentar ainda relevancia clinica, o

foco principal de estudo nesta monografia serdo as estatinas.
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3.1 — Estatinas

As estatinas ou inibidores da 3-hidroxi-3metilglutaril coenzima A (HMG-CoA)
redutase sdo inibidores competitivos, dependentes da dose, especificos, seletivos e
reversiveis da enzima que catalisa a conversdo da HMG-CoA a acido mevalonico,
precursor do colesterol (7,20,21). Assim, verifica-se uma diminuicdo da sintese hepética
de colesterol e 0o aumento da sintese de LDLR, aumentando a remocdo de LDL do
plasma para os hepatécitos (7). Sendo a reducdo do LDL plasmatico, o principal efeito
bioquimico das estatinas, verifica-se também o aumento do HDL e uma reducdo dos
triglicerideos plasmaticos, potencialmente através da alteracdo da degradacédo de apoB e
relacionada com o balan¢o das VLDL, embora 0 mecanismo ndo seja claramente
conhecido (7,22). As doses necessarias para produzir modificagdes comparaveis nos
lipidos séricos diferem entre as diferentes estatinas. A ndo linearidade da relacdo dose-
resposta determina respostas nao proporcionais aos aumentos de dose (20). De acordo
com o American College of Cardiology e 0 American Heart Association a equivaléncia
entre estatinas segundo a sua intensidade de reducdo do C-LDL encontra-se na tabela
3.1 (23). Podemos verificar a mesma equivaléncia através da figura 3.1, apresentada

pela European Society of Cardiology (3).

Tabela 3.1 — Equivaléncia entre estatinas na redugdo do C-LDL (23).

Alta intensidade Moderada intensidade Baixa intensidade
>50% redugio do 30 - <50% reducdo do < 30% reducdo de
C-LDL C-LDL C-LDL

Atorvastatina 40 - 80 mg  Atorvastatina10-20 mg  Sinvastatina 10 mg

Rosuvastatina 20 - 40 mg  Rosuvastatina 5 - 10 mg Pravastatina 10 - 20 mg
Sinvastatina 20 - 40 mg Lovastatina 20 mg
Pravastatina 20 - 80 mg Fluvastatina 20 - 40 mg
Lovastatina 40 mg Pitavastatina 1 mg
Fluvastatina 40 mg (2xd)

Pitavastatina 2 - 4 mg
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Figura 3.1 — Equivaléncia terapéutica das diferentes estatinas: redugéo percentual de C-
LDL versus dose. Legenda: ATOR - atorvastatina; FLUVA - fluvastatina; LOVA —
lovastatina; PRAVA — pravastatina; SIMVA — sinvastatina; ROSU — rosuvastatina; PITA —
pitavastatina. Adaptado de (3).

Para além dos efeitos das estatinas ja descritos, outros potencialmente
relevantes para a protecdo relativamente as DCV tém sido estudados, os efeitos
pleiotropicos. Estes permitem um efeito precoce e superior ao esperado apenas pelas
alteracbes nos lipidos e nas lipoproteinas e incluem a melhoria da fungdo endotelial,
aumento da biodisponibilidade de 6xido nitrico, efeitos antioxidantes, que permitem a
inibicdo da oxidacdo de lipoproteinas, efeitos anti-inflamatorios, traduzidos pela
diminuicdo das concentracdes de proteina C reativa, e estabilizacdo das placas de
ateroma. Adicionalmente, as estatinas aumentam as concentracfes plasmaticas de
células progenitoras endoteliais e promovem a sua mobilizacdo para areas isquémicas,
com o objetivo de as reparar, e podem atuar como imunomoduladores, diminuindo a
frequéncia de rejeicdo de transplantes cardiacos (24). Os efeitos das estatinas estdo a ser
ainda considerados no tratamento da deméncia, da esteatose hepética, do cancro, do

tromboembolismo venoso e do sindrome do ovério poliquistico (3).

A nivel farmacocinético as estatinas apresentam diferentes caracteristicas. A
sinvastatina e a lovastatina sdo pro-farmacos, ativados na parede intestinal, no figado e
no plasma, enquanto as outras estatinas sdo administradas na sua forma ativa (21,25).
Relativamente a solubilidade, a pravastatina e a rosuvastatina, € em muito menor grau a
fluvastatina sdo hidrofilicas, enquanto as restantes estatinas sdo lipofilicas (figura 3.2)
(26). Quanto maior a lipofilicidade maior a distribuigdo nos hepatdcitos, mas também se
pode associar a uma maior exposicao a tecidos periféricos e potencialmente mais efeitos

adversos sistémicos (2).

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas 10



Farmacogendmica na Terapéutica das Dislipidemias

2 Hd COONa i r HO 0
o F oty e
S NZ x . 0]
) 0| Ca* 1
A% i 20 @ X4
) " . F 2
Lovastatina Pravastatina Fluvastatina PN

Pitavastatina

Sinvastatina
HO.

-

COO'\h
OH OH O"Na'

\/

[¢]

HQH o
\T//\ii)l\
N N
H

HsC CH,
\ / s H\crA CH
Atorvastatina / ’ )
Rosuvastatlna Cerivastatina

Figura 3.2 — Estrutura quimica das estatinas. Adaptado de (21).

As estatinas sdo facilmente absorvidas apds administracdo oral, atingindo em
geral a concentragdo maxima no plasma dentro de 3 a 4 horas, apesar da fracdo de
absorcédo variar consideravelmente entre 30 e 98%. Os alimentos podem influenciar a
biodisponibilidade de algumas estatinas, diminuindo-a (como por exemplo com a
pravastatina e a rosuvastatina) ou aumentando-a (como por exemplo com a lovastatina).
A biodisponibilidade destes farmacos, exceto a da pitavastatina, € baixa, devido ao

extenso efeito de primeira passagem no intestino e/ou no figado (21).

A extensa metabolizacdo no figado, onde um sistema especial de transporte
permite a sua incorporacdo nos hepatdcitos para biotransformacao, varia tanto no sitio
metabolico, como na formacdo de metabolitos ativos até a sua eliminacdo pela bilis.
Alguns polimorfismos genéticos e a interacdo com alguns farmacos podem dificultar a
captacdo, metabolizacdo e eliminagdo das estatinas. O transporte ativo para o tecido
hepéatico € facilitado pelos OATPs (Organic Anion Transporting Polypeptides). O
OATP1B1 (ou OATP-C), codificado pelo gene SLCO1B1, provou ser o transportador
mais significativo e é essencial para o transporte das estatinas hidrofilicas, para
atingirem concentracdes hepaticas adequadas. Para além das estatinas, transporta outras
substancias, como acidos biliares, conjugados glucuronados, hormonas tiroideias,
péptidos, metotrexato. Assim, interacdes farmacologicas que reduzam a disponibilidade
do OATP1B1 ou polimorfismos genéticos que diminuam a sua expressdo podem

diminuir a eficacia das estatinas (21,27).

No figado, a metabolizacdo envolve principalmente os Citocromos P450

(CYP), sendo que as estatinas lipofilicas sdo metabolizadas extensivamente pelo

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas 11



Farmacogendmica na Terapéutica das Dislipidemias

CYP3A4 (tabela 3.2). A fluvastatina € maioritariamente metabolizada pelo CYP2C9,
mas no caso da pravastatina e da rosuvastatina a metabolizacdo pelas enzimas CYP ndo
é significativa, o que explica as poucas interacdes verificadas com outros medicamentos
(28). O mesmo se verifica com a pitavastatina que € rapidamente glucuronada pela

uridina-5-difosfato glucuronosiltransferase (UGT) (29).

Os farmacos que inibem ou induzem as enzimas CYP450 interferem com as
concentracOes plasmaticas das estatinas. Estdo descritas interacdes farmacoldgicas com
a ciclosporina A, tacrolimus, itraconazol, cetoconazol, fluconazol, eritromicina,
claritromicina, verapamil, diltiazem, ritonavir, saquinavir e indinavir (inibidores da
CYP450), assim como com a fenitoina, fenobarbital, barbitdricos, rifampicina,
ciclofosfamida e carbamazepina (indutores da CYP450), entre outras (25). Outros
compostos, presentes em algumas plantas medicinais, como por exemplo, o hipericao,
podem também interagir com as estatinas, por atuarem como indutores do seu
metabolismo (30,31).

Tabela 3.2 — Caracteristicas bioquimicas e farmacol6gicas das estatinas. Adaptado de (21).

o Citocromos )
Principalmente ) Glucuronidagéo
) Forma de . ) envolvidos )

Farmaco o Solubilidade  metabolizada envolvida no

administracao no )
pelo CYP 3A4 ] metabolismo

metabolismo

Atorvastatina Ativa Lipofilica Sim 3A4 Sim
(forma &cida)

Cerivastatina Ativa Lipofilica Sim 3A4, 2C8 Sim
(forma &cida)
Fluvastatina Ativa Lipofilica N&o 2C9 Desconhecido

Lovastatina Pro-farmaco Lipofilica Sim 3A4 Sim
(forma &cida)

Pitavastatina Ativa Lipofilica Né&o 2C9 Sim

(reduzido)

Pravastatina Ativa Hidrofilica Né&o Nenhum Sim

Rosuvastatina Ativa Hidrofilica Né&o 2C9/2C19 Sim
(reduzido) (forma &cida)

Sinvastatina Pro-farmaco Lipofilica Sim 3A4 Sim

(forma &cida)
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A excrecdo de algumas estatinas pode ser influenciada por outro sistema
transportador, a glicoproteina-P, responsavel pelo efluxo para os ductos biliares, pelo
que, também nesta etapa, algumas interacbes entre farmacos ou polimorfismos
genéticos podem levar a acumulacdo do farmaco no figado ou a maior rapidez da sua
eliminacdo (27). Alem disso, estatinas como atorvastatina, sinvastatina e lovastatina séo
inibidores da glicoproteina-P, aumentando as interacGes farmacocinéticas com outros
agentes que sdo eliminados através desta proteina transportadora (21). Assim, alguns
inibidores de protease, digoxina, ciclosporina, entre outros, podem interferir na excrecao
hepatica das estatinas (27). A circulacdo entero-hepatica € responsavel pela alta
clearance hepatica e pela baixa exposicdo sistémica das estatinas, sendo a via fecal o
principal meio de eliminagéo para todas as estatinas, principalmente a via biliar, e

apenas uma reduzida percentagem € eliminada atraves dos rins (21).

Com excecdo da pravastatina, que se liga moderadamente, as estatinas ligam-se
fortemente as proteinas plasmaticas, principalmente a albumina, reduzindo a quantidade
de farmaco livre disponivel para a absorcdo pelos tecidos e para a ocorréncia de efeitos

adversos (21).

As estatinas tém uma semi-vida geralmente curta, com excecdo da
atorvastatina, da rosuvastatina e da pitavastatina (25,29,32). Considerando o ritmo
circadiano da sintese do colesterol, as estatinas de semi-vida curta devem ser

administradas a noite, para reduzir o pico matinal de sintese de colesterol (7).

Relativamente a efeitos adversos relacionados ao tratamento com estatinas,
estudos mostram que ocorrem em menos de 0,5% dos pacientes, com incidéncia de
efeitos adversos graves em menos de 0,1% (2). As reacOes adversas mais frequentes séo
de gravidade ligeira a moderada (1% a 10%) e envolvem cefaleias, nauseas, dispepsia,
epigastrialgias, rash cutaneo, prurido, obstipacdo e diarreia. O aumento moderado das
enzimas hepaticas (até duas vezes os valores normais, principalmente da ALT — alanina
transaminase), sem consequéncias hepatotoxicas, pensa-se que possa ser secundario as
alteracbes das lipoproteinas resultante da terapéutica, uma vez que se verificaram
também para farmacos antidislipidémicos ndo absorvidos sistemicamente (resinas). No
entanto, a hepatotoxicidade (correspondente a uma elevacgdo das transaminases para um
valor trés vezes superior ao valor normal maximo, mas mais marcadamente da ALT)
verifica-se em 2% de doentes. A miopatia (com queixas de mialgias e fadiga muscular)

ocorre em cerca de 0,5% dos doentes e deve ser confirmada através de elevagbes nos
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valores da fracdo ndo cardiaca da creatina cinase (CK) (10 vezes o valor maximo
normal). Estdo ainda associados as estatinas casos raros de rabdomidlise, de
mioglobindria, necrose tubular aguda, neuropatia periférica, insénia, ginecomastia,

alteracdes do sabor e visdo turva (20).

A rabdomidlise, caracteriza-se por necrose muscular, elevacdo da CK para um
valor 10 vezes superior ao limite da normalidade, sintomas de dores musculares,
mioglobindria e pode levar a morte, devido a insuficiéncia renal. Esta sindrome
apresenta uma mortalidade de 0,15 casos por milhdo de prescricdes de estatinas, nos
EUA. Os mecanismos da doenca parecem envolver alteracdes de membranas celulares e
inibicdo de formagdo de substancias importantes para o metabolismo celular e
mitocondrial como a ubiquinona. A incidéncia da sindrome aumenta até cinco vezes
quando certas estatinas (lovastatina, sinvastatina, atorvastatina) sdo coadministradas
com determinados medicamentos como fibratos, nomeadamente o gemfibrozil, uma vez
que este inibe a conjugacdo das estatinas com &cido glucurédnico, levando a um aumento
das concentracbes plasmaticas. Os bloqueadores de canais de calcio, 0s
imunossupressores (como a ciclosporina), antifingicos (como o itraconazol, o
cetoconazol, o fluconazol) e farmacos antirretrovirais como os inibidores de protease
também estéo associados ao aumento da incidéncia de rabdomiolise, no tratamento com
estatinas (27).

N&o existe informacdo sobre a utilizacdo das estatinas em mulheres gravidas.
Verificaram-se malformagdes em animais de laboratério com a utilizacdo de doses
elevadas (entre 60 mg/kg/dia e 800 mg/kg/dia). Também ndo existe informacdo sobre a
distribuicdo no leite materno, ainda que se tenha verificado distribuicdo no leite, no rato
(20).

Face aos dados conhecidos as estatinas sdo farmacos com favoravel relacédo
beneficio-risco, mas os efeitos adversos associados influenciam significativamente a
adesdo dos pacientes. As variantes farmacogenéticas podem alterar parametros
farmacocinéticos como a area sob a curva (AUC), a concentragdo maxima (Cmax), o
tempo para atingir a concentracdo méxima e o tempo de semi-vida. A extensdo da
exposicao sistémica as estatinas influéncia a incidéncia e dimenséo dos efeitos adversos

associada a terapia com estatina mais do que afeta a eficacia da terapia (2,20).
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4 — A variabilidade farmacogenomica na resposta a terapéutica

4.1 — Estatinas

Através de diversos estudos de associacdo do genoma completo ja foram
identificados pelo menos 39 genes relacionados a eficacia do tratamento com estatinas
(16), o que justifica a variabilidade interindividual da resposta verificada (17). A
maioria desses genes estdo diretamente envolvidos na farmacocinética do farmaco ou
nas vias metabolicas dos lipidos, nomeadamente aquelas que envolvem colesterol, cujo

controlo constitui o principal objetivo da terapéutica com estatinas (figura 4.1) (33).
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Figura 4.1- Proteinas implicadas no metabolismo, transporte e elimina¢do das estatinas.
Adaptado de (33).
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As alteracGes genéticas que afetam a farmacocinética das estatinas podem alterar
a duracdo e a magnitude da exposicdo ao medicamento e consequentemente a sua
eficacia e toxicidade. Sendo o figado o principal local de acdo das estatinas, as variagdes
genéticas que afetam a exposicdo hepatica sdo as que apresentam maiores

probabilidades de alterar a eficacia do tratamento (33).

4.1.1 — Enzimas metabolizadoras de farmacos que afetam a terapéutica com

estatinas

O metabolismo das estatinas ¢ mediado pelas enzimas CYP450 e pelas UGT. Os
polimorfismos nos genes que codificam diversas destas enzimas tém sido estudados
para determinar as possiveis associages com a variabilidade na eficicia ou na

exposicdo sistémica das estatinas (33).

Relativamente a subfamilia CYP3A, ha alguns estudos independentes de
associacdo com a diminuicdo do colesterol (33). Um estudo com 46 individuos
caucasianos, em tratamento com estatinas, em que a biotransformacéo é mediada pela
CYP3A (lovastatina, sinvastatina, atorvastatina) mostrou que a resposta hipolipemiante
foi menor nos individuos que expressam a CYP3A5 relativamente aos que nao
expressam. Num ano, a concentracdo sérica média de LDL foi 24% superior em
individuos que possuem o alelo CYP3A5*1 (que expressam a CYP3A5) em
comparagdo com os individuos homozigotas para o alelo CYP3A5*3 (que ndo
expressam a CYP3A5). No mesmo estudo, em 23 pacientes tratados com estatinas que
ndo dependem do CYP3AS (fluvastatina, pravastatina) ndo foi encontrada associacao
entre eficacia hipolipemiante e o polimorfismo CYP3A5 (34). Noutro estudo, foram
examinados um polimorfismo localizado no promotor (A-290G [CYP3A4*1B]) e dois
polimorfismos ndo silenciosos (F189S [CYP3A4*17] e M445T [CYP3A4*3]) no locus
do gene CYP3A4, em 340 pacientes tratados com atorvastatina. A variante CYP3A4
M445T foi associada com niveis plasmaticos de LDL 6,4% inferiores e a variante
CYP3A4 A-290G foi associada a um aumento de 12,4% da concentracdo de LDL, no
final da terapia com atorvastatina (35). Também na populacdo chinesa, em pacientes
tratados com sinvastatina, um estudo concluiu que a variante alélica CYP3A4*4 esta

associada a diminuicdo funcional da atividade do CYP3A4 e aumenta a reducgdo de
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colesterol total e o nivel de triglicéridos em compara¢do com individuos homozigotas

com alelos de referéncia (36).

Do ponto de vista do papel destes genes na seguranca do tratamento, foram
analisados recentemente 68 casos de miopatia induzida por estatinas, num estudo
retrospetivo, onde se analisou a associacdo entre o genétipo da CYP3A e 0 risco e
gravidade da miopatia, através dos niveis de CK. Os resultados indicaram que a
gravidade estava associada a presenca de duas copias do haplétipo CYP3A5*3, mas

sem associacao ao risco (37).

Quanto a subfamilia CYP2C, o haplétipo CYP2C9*3 tem sido associado a
duracdo da exposicdo sistémica da fluvastatina, mas ndo com a redugdo dos niveis de
colesterol (33).

A influéncia da variacdo genética no CYP2D6 na eficacia da sinvastatina
também tem sido estudada com resultados incoerentes, uma vez que alguns estudos
sugerem que a resposta ao tratamento com sinvastatina estd inversamente relacionada
com a atividade enzimatica (33). Em doentes medicados com atorvastatina e que
apresentam as variantes CYP2D6*4 foi verificada uma probabilidade 2,5 vezes superior

de aparecimento de miopatia (2).

Conclusdes  contraditorias entre o0s estudos individuais devem-se
maioritariamente ao limitado tamanho da amostra de nalguns estudos, o que diminui a
probabilidade de obter resultados reprodutiveis (33). Além disso, as diferencas no
desenho dos estudos (dose, duragdo do tratamento) e diferencas nas contribuicOes
relativas das proteinas CYP no metabolismo de diferentes estatinas podem influenciar

esses resultados (38).

Por outro lado, foi demonstrado que um dos metabolitos da atorvastatina, a
lactona deste farmaco, farmacologicamente inativo, esta associado com elevada
toxicidade, pois doentes tratados com atorvastatina e que revelam miopatia apresentam
elevadas concentracdes plasmaticas deste metabolito. A lactonizacdo da atorvastatina,
pode ocorrer através de um processo ndo enzimatico, devido a alteracdes de pH, ou
através de um processo enzimatico, mediado pelas UGTs, uma familia de enzimas de
fase Il, em que algumas destas apresentam elevado grau de polimorfismo. A
lactonizacdo da atorvastatina estd fortemente correlacionada com a proteina UGT1A3 e

com o mRNA UGT1A3, mas ndo com a proteina UGT1ALl ou com o seu mRNA.
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Através de uma analise em que relacionaram o genotipo com o fenétipo, verifica-se que
o polimorfismo de um unico nucledtido (SNP — Single Nucleotide Polymorphism)
UGT1A3*2 apresenta uma associacdo significativa com o aumento do mRNA UGT1A3
(3 e 5 vezes), de proteina UGT1A3 (3,9 e 7,3 vezes) e de lactonizacdo da atorvastatina
(1,3 e 2,0 vezes) em portadores heterozigotas e homozigotas, respetivamente. Em
voluntarios a receber uma dose de 20 mg de atorvastatina, foi observado que a razao
entre as AUCs da lactona e do &cido da atorvastatina foi 42% (P = 0,007) e 37% (P =
0,012) maior nos individuos com o gendtipo UGT1A3*2/*2 e UGT1A3*1/*2,
respetivamente, que nos individuos com o genétipo UGT1A3*1/*1. Estes dados
confirmam entdo que ha um aumento da lactonizacdo da atorvastatina em portadores do
alelo variante UGT1A3*2 in vivo, sugerindo que o gene UGT1A3 é um gene candidato

que pode influenciar a resposta dos individuos ao tratamento com atorvastatina (39).

4.1.2 — Proteinas transportadoras de farmacos que afetam a terapéutica

com estatinas

As proteinas transportadoras estdo envolvidas na absor¢do, distribuicdo e
excrecdo renal dos compostos mais hidrofilicos, assim como na eliminagéo hepatobiliar
de todas as estatinas. Para além disso, a propria absorcéo hepatica das estatinas, da qual
depende a sua acdo farmacoldgica, é também mediada por transportadores de influxo,
entre 0s quais se destacam os polipéptidos transportadores de aniGes organicos (OATPs
— “Organic Anion Transporting Polipeptides”). A absor¢cdo celular das estatinas
mediada pelos OATPs ndo s6 constitui o primeiro passo da eliminacdo hepética destes
farmacos, como também funciona como um sistema de distribui¢do das estatinas para o
figado como um 6rgdo alvo. Portanto, este transporte podera influenciar tanto a
farmacocinética como a farmacodindmica deste grupo de farmacos. Efetivamente, o
transportador OATP1B1, codificado pelo gene SLCO1B1, expresso no figado, foi o
primeiro destes genes a ser considerado um determinante na variabilidade

interindividual na resposta as estatinas (40-42).

Vaérios estudos demonstraram que dois SNPs do gene SLCO1B1 (A388G e
T521C) podem afetar a funcdo do transportador OATP1B1. No entanto, os efeitos
destes polimorfismos dependem da sua combinagdo em hapldtipos. O haplotipo
SLCO1B1*1b, que ocorre quando o SNP A388G existe sem a presenca do SNP T521C,
estda normalmente associado a uma maior atividade do transportador OATP1B1, e
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consequentemente a uma menor concentracdo plasmatica dos seus substratos. Quanto
aos haplétipos SLCO1B1*5, onde apenas existe 0 SNP T521C, e SLCO1B1*15, que se
caracteriza pela presenca dos dois SNPs (T521C e A388G), estdo associados a uma
atividade reduzida do transportador e, por isso, ocorre um aumento da concentracdo
plasmatica dos seus substratos (40-42).

Em termos do efeito destes polimorfismos na seguranga das estatinas, Link et
al., referem que o SNP 521T>C esta fortemente associado a miopatia induzida pela
sinvastatina. Nesse estudo um SNP, de uma regido ndo codificante, do gene SLCO1B1,
que se encontra em linkage desequilibrium com o SNP 521T>C, foi associado
significativamente (P = 4x10°) com o desenvolvimento de miopatia, conferindo aos
portadores de uma Unica copia do alelo 521C um um odds ratio de 4,3 (43).

Tem sido demonstrado que, embora todas as estatinas sejam substratos do
transportador OATP1B1, os efeitos dos polimorfismos, do gene SLCO1B1, na
concentracdo plasmatica variam conforme a estatina em uso. Verificou-se que o efeito é
maior no B-hidroxiacido da sinvastatina, onde a area sob a AUC € 221% maior em
individuos com o gendtipo 521CC do que em individuos com o genotipo 521TT.
Quanto as restantes estatinas, o aumento verificado é de 173% na pitavastatina, 144%
na atorvastatina, 90% na pravastatina e 87% na rosuvastatina. Quanto a fluvastatina,
este SNP ndo parece ter efeito na sua farmacocinética. Estas diferencas nos efeitos dos
polimorfismos do gene SLCO1B1 na farmacocinética das diferentes estatinas podem ser
explicadas pelo facto de algumas estatinas também serem substratos de outros
transportadores, como por exemplo a fluvastatina e a rosuvastatina que também sao
substratos dos transportadores OATP1B3 e OATP2B1, estando, deste modo, assegurado
0 transporte destas estatinas quando a atividade do transportador OATP1B1 esta
diminuida (40).

Outros transportadores de influxo tém sido caracterizados como marcadores da
resposta as estatinas, nomeadamente, o SLCO2B1 no caso de pravastatina e SLC15A1
no caso da fluvastatina. O SLCO2B1 esta também envolvido na captacdo hepatica da
pravastatina, assim como o SLCO1B1, pelo que é importante estudar as variacdes que
podem contribuir para a variagdo a resposta interindividual a pravastatina. Foi
identificado um haplétipo SLCO2B1*3, que codifica um transportador de funcéo
reduzida in vitro, mas ndo foi associado a alteracdes da exposicao sistémica de farmacos
in vivo. Quanto as variantes genéticas mais comuns do SLCO1B1 (A388G, T521C)

representam-se isoladamente ou juntas como haplotipos *1A (nenhum), *1B (A388G),
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*5 (T521C) e *15 (A388G, T521C). Varios estudos de dose Unica de pravastatina
indicaram que o hapldtipo *1B foi associado & diminuicdo plasmatica da AUC,
acelerando a absorcao hepatocelular, enquanto os hapldtipos *5 e *15 foram associados
ao aumento plasmatica da AUC, atrasando a captacdo hepatocelular (33,44). O
haplétipo SLCO1B1 *17 (G11187A), também foi associado ao aumento plasmaético da
AUC e a reducdo da sintese de colesterol intracelular (33). Nos portadores do
SLCO1B1*5 foi relatada uma reducdo do colesterol total comparativamente com néo
portadores. Além disso, 37% dos portadores do alelo C do SLCO1B1*5 apresentaram
miopatia durante a terapia com sinvastatina, comparado com apenas 25% dos pacientes
com o gendtipo do tipo selvagem. Por este motivo, em 2010, foi sugerido que as doses
altas de sinvastatina devem ser evitadas em portadores deste polimorfismo e que a
genotipagem SLCO1B1 deve ser incorporada na pratica clinica para melhorar a

seguranga com terapia de alta dose (2).

A excrecdo hepatobiliar das estatinas € mediada pelo ABCC2 e pelo ABCB1
bem como pelo ABCG2 e pelo ABCB11, que sdo transportadores conhecidos por
interagirem com Xxenobidticos lipofilicos (33). Conhece-se variabilidade genética no
ABCC2, mas existem poucos estudos no contexto de transporte de estatinas. O ABCB1
codifica a glicoproteina-P, que estd envolvida no transporte de muitos farmacos. Um
nimero de variacBes ndo silenciosas do ABCBL1 responsaveis por alterar a funcao
proteica, incluindo C1236T, C3435T e G2677T/A, foram testados para determinar
possiveis associacdes com a eficacia das estatinas (33,38). O polimorfismo G2677T/A
foi significativamente associado com a reducfes do nivel de colesterol total. Os
pacientes com variacdo ABCB1 C1236T apresentam maiores reducdes tanto nos niveis
de C-LDL como nos de CT. Em alguns, mas ndo em todos os estudos, a variante
ABCB1 C3435T demonstrou efeitos similares na reducdo de CT e C-LDL. Essas
variantes também podem estar associadas a incidéncia reduzida de mialgias induzidas
pela sinvastatina(2,38). Na terapéutica com atorvastatina, observou-se uma associagdo
entre os polimorfismos ABCB1 rs3789244 ou rs1922242 e a incidéncia de enfarte do

miocardio (45).

A remocéo do colesterol das células periféricas requer um transporte ativo que
é mediado pela ABCAL. Um hapl6tipo de ABCAL pode atenuar a resposta da apoAl as

estatinas, segundo analises farmacogenéticas preliminares (33).

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas 20



Farmacogendmica na Terapéutica das Dislipidemias

O ABCG5 e a ABCGS8 sdo transportadores que no enterdcito vao limitar a
absorcdo intestinal e no hepatdcito vdo aumentar a excrecao biliar de colesterol (33).

Mutacdes que levem a perda de funcdo nos genes destes transportadores, apesar de
raras, levam a uma sitosterolemia, uma doenca caraterizada por hipercolesterolemia
derivada do aumento da absorcdo intestinal de colesterol e diminuigdo da sua secregéo
biliar (46).

A resisténcia do C-LDL, a terapéutica com estatinas, pode estar relacionado
com um aumento da absorcdo intestinal de colesterol através das ABCG5 e ABCGS,
tornando-os alvos para analise farmacogenética. J& existe alguma evidéncia de que uma

variante da ABCG8 esta associada a resposta do C-LDL as estatinas (33).

4.1.3 — Genes envolvidos na resposta farmacodinamica as estatinas

As variagdes genéticas em qualquer um dos multiplos genes envolvidos no
metabolismo do colesterol, secrecdo de lipoproteinas, ou clearance de lipoproteinas tém
o0 potencial para afetar a extensdo da resposta hipolipemiante das estatinas e
consequentemente a reducao de riscos de DCV. Além disso, podem também alterar os

efeitos pleiotropicos associados as estatinas (47).

As variagcOes genéticas na HMG-CoA redutase sdo pouco estudadas. O estudo
PRINCE relatou duas variantes na regido ndo codificante do gene da HMG-CoA
redutase em linkage desequilibrium (SNPs 12 e 29) associadas com a intensidade da
reducdo do C-LDL. Portadores do haplotipo constituido por esses SNPs demostraram
reducdes menores do C-LDL do que os ndo portadoras (48). Estes foram os unicos dois
SNPs encontrados entre 148 avaliados na populacdo caucasiana, neste estudo. No

entanto, esta conclusdo néo foi replicada no estudo de coorte ACCESS (49).

Muitos genes envolvidos na estrutura, secrecdo e catabolismo das lipoproteinas
foram estudados de modo a perceber qual a sua influéncia relativamente a resposta das
estatinas. A maioria dos estudos assentam sobre 0os LDLR, na proteina de transferéncia
de colesterol esterificado (CETP) e na apolipoproteina E (apoE). Os LDLR séo os
primeiros candidatos a testes farmacogenéticos, uma vez que estdo diretamente
implicados no mecanismo de reducdo do C-LDL mediado pelas estatinas. Além disso,

as raras mutacdes com perda de funcdo no gene que codifica os LDLR originam
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hipercolesterolemia familiar (HF), uma doenca caraterizada por elevados niveis de
colesterol plasméatico e aumento do risco de mortalidade. Pacientes com HF tratados
com estatinas apresentam respostas variaveis ao tratamento, dependendo da mutagéo do
LDLR. Portadores de mutacOes de perda de funcdo parecem responder melhor
comparativamente aos portadores do LDLR inativo (33). Segundo, pequenos estudos,
variagcoes menos disfuncionais e mais comuns do LDLR podem alterar a resposta em
individuos sem HF, mas nenhuma dessas associa¢fes foram replicados em populac6es
maiores, em estudos como o PRINCE ou o ACCESS (48-51).

O gene mais estudado relacionado com a estrutura e metabolismo das
lipoproteinas € o que codifica a apoE, uma proteina que interage com o LDLR para
promover a clearance hepatica de particulas. Foram identificadas trés principais
variantes, €3, que codifica o tipo selvagem, e2 e e4, que contém uma variante nao
silenciosa, que provoca alteracdo na funcdo proteica. Sendo que os portadores da
variante e4 apresentam a resposta hipolipemiante reduzida e os portadores da variante

e2 a resposta aumentada (48,49).

Existem relatos de polimorfismos no gene que codifica a apoB, a proteina
estrutural mais importante tanto no LDL como nas lipoproteinas ricas em triglicéridos,
que podem alterar a resposta ao C-LDL, enquanto que variagdes no gene que codifica a
apoAl, a proteina estrutural mais importante no HDL, pode alterar a resposta ao C-HDL
(48,49,51-56).

Vaérias proteinas modelam o contetdo lipidico das lipoproteinas, através de
mecanismos como a transferéncia de lipidos entre lipoproteinas e como a lipolise. A
CETP catalisa a transferéncia entre o HDL e as lipoproteinas ricas em triglicéridos,
sendo que uma variacdo neste gene, em particular uma variante TaqlB localizada no
intrdo 1, demostrou estar associada a concentracdes de HDL e risco de DCV abaixo dos

valores basais (33).

Outros genes moduladores de lipidos que também foram alvos de estudo foram
0s genes da proteina de transferéncia de triglicéridos microssomal (MTP), que também
codificam a proteina de transferéncia de lipidos, e os genes da lipase, a lipoproteina
lipase (LPL) e a lipase hepatica (LIPC). Foi demonstrado que uma variante no promotor
do gene MTP esta associada na resposta aos triglicéridos e com o risco de doenca
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corondria, uma variante na LPL pode alterar a resposta ao CT ou ao C-HDL e uma
variante na LIPC pode alterar a resposta ao C-HDL (33).

Embora se saiba que as variacbes nos genes envolvidos na biossintese do
colesterol ou producédo e clearance de lipoproteinas contribuem para as concentracdes
plasmatica dos lipidos, os estudos conhecidos ndo comprovam a ligacéo direta entre as
variacOes genéticas e a resposta as estatinas. As limitacGes metodoldgicas apresentadas
pelos estudos, como a falta de capacidade estatistica e a propria natureza do objetivo
definido tém contribuido para a falta de sucesso na obtencdo de respostas. O processo
que leva a reducdo dos valores dos lipidos através do uso de estatinas é complexo,
fazendo com que o estudo de genes isolados ndo se traduza em respostas Uteis. Novas
abordagens tém usado como estratégia a analise de maultiplos genes alvo, mas néo
obtendo ainda resultados sobre a influéncia destas variacGes genéticas. Esta abordagem,
assim como estudos de associa¢do do genoma completo ou ligagdo genética juntamente
com 0 uso de maiores populaces podem conduzir a resultados mais produtivos que 0s

estudos anteriores (33).

4.1.4 — Influéncia genética nas reacdes adversas as estatinas

Uma aplicacdo bastante promissora da farmacogenética na terapéutica com
estatinas € 0 uso da genética para uma avaliacdo previa onde se identifique os
individuos suscetiveis as reacOes adversas do tratamento. Mesmo a terapéutica com
estatinas sendo relativamente bem tolerada, algumas reacOes adversas mais graves
podem surgir, tais como insuficiéncia hepética severa e miopatias, e surgem em todas as

estatinas apesar de em diferentes graus (28).

Sendo muito elevado o nimero de doentes medicados com estatinas, apesar das
suas reacOes adversas serem raras, 0 Seu numero torna-se consideravel e alvo de

preocupacao (57).

Para além dos fatores relacionados com a farmacocinética associados ao risco
de miopatia, discutidos anteriormente, tais como o SLC1B1 ou CYP2D6, outros genes
poderdo estar envolvidos nessa suscetibilidade. A analise farmacogenética da miopatia
induzida por estatinas &, no entanto, limitada maioritariamente por ndo se conhecer 0s
mecanismos fisioldgicos por detras desta doenca. Esta podera estar ligada a disfuncao

mitocondrial, mais concretamente no complexo | da cadeia respiratoria. Inicialmente
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pensava-se que resultava da deplecdo do colesterol a nivel intracelular e das alteragdes
na fluidez da membrana celular, mas atualmente pensa-se que nada tem a ver com a
deplecdo do colesterol e foi sugerido que esta dependente da deplecdo da Coenzima

Q10, que também é um derivado da via do mevalonato (58,59).

A Coenzima Q10 faz parte da cadeia de respiragdo mitocondrial, estando
também envolvida na manutencdo da funcdo celular. A terapéutica com estatinas faz
com que a concentracdo plasmatica e muscular de Coenzima Q10 diminua. Apesar de se
defender o uso de suplementos de Coenzima Q10 durante o uso de estatinas para
diminuir o desconforto muscular e o risco de miopética, ainda ndo ha evidéncia da sua
eficacia (60-64).

Outra hipdtese para a causa de miopatia provocada pelas estatinas é a destas
prejudicarem o funcionamento das bombas de ides intracelulares, modificando as
concentracgdes de Na* e Ca?", o que altera a condutividade da célula ou induz a apoptose
(65,66).

Um outro estudo genético a 10 candidatos analisou a associacdo de 19 SNPs
envolvidos na homeostase vascular com o aumento de valores de CK induzido por
estatinas, e verificou que o polimorfismo no gene do recetor 1 da angiotensina Il, uma
proteina multifuncional, e o gene que codifica a oxido nitrico sintase 3, uma enzima
envolvida no relaxamento muscular e na agregacdo das plaquetas, estavam associados

com os niveis plasmaticos de CK (37).
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5 — A farmacogendmica no desenvolvimento de novos farmacos

Baseado no conhecimento de mutacBes genéticas, avangos recentes na
farmacologia de base genética permitiram o desenvolvimento de novos tratamentos para

a hipercolesterolemia, principalmente associadas a HF.

O tratamento da HF deve ser iniciado assim que € feito um diagnostico, de
modo a diminuir os valores de colesterol e reduzir e controlar os fatores de risco. A
primeira linha de tratamento passa pelas estatinas em monoterapia ou em associacdo
com outros antidislipidémicos. No entanto, mesmo assim alguns doentes néo
conseguem alcancar os valores pretendidos e dai a importancia dos novos
medicamentos (1). Na figura 5.1 encontram-se esquematizados 0s mecanismos de a¢ao

das diferentes opcdes terapéuticas para a HF.

— — — —

Recotores LDL Perdicslatot o o0 U ' Proteinas

s T GBI

Quilomicra

Figura 5.1 - Mecanismos de acdo das diversas opgdes terapéuticas para a

hipercolesterolemia familiar. Adaptado de (1).
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5.1 — Farmacos com atuacédo na PCSK9

A protease de serinas PCSK9 é uma enzima responsavel pela degradacdo dos
recetores de LDL do figado. Esta resulta da tradu¢do do gene PCSK9, o que leva a que
individuos com mutacBes neste gene tenham alteracbes de C-LDL. Uma maior
expressdo do gene levard ao aumento da degradacdo dos LDLR, aumentando a sua
concentracdo plasmatica. Enquanto que mutacGes que reduzam a funcdo enzimatica

estdo relacionadas com a diminuicéo do C-LDL (67,68).

Diferentes abordagens terapéuticas tém sido tomadas com o intuito de inibir o
PCSK9 e aumentar a expressdao dos LDLR nas membranas dos hepatdcitos, seja em
monoterapia ou em terapéutica conjunta com estatinas e/ou ezetimiba. As mais
promissoras sdo 0 uso de dois anticorpos monoclonais especificos, o evolocumab e o

alirocumab que ja se encontram em testes de fase 111 (69,70).

A Food and Drug Administration (FDA) e a European Medicines Agency (EMA) ja
aprovaram o0 uso do evolocumab para tratamento de formas homozigoéticas e
heterozigoticas de hipercolesterolemia familiar, juntamente com dieta adequada e a dose
maxima de estatinas tolerada. Podera também ser usado, em associacdo com outros
antidislipidémicos, para diminuir ainda mais os valores de C-LDL em doentes com
DCV. Ja o alirocumab apenas esta aprovado para o uso em formas heterozigéticas. Uma
meta-analise recente e sistematica de 8833 individuos confirmou a eficacia e seguranca
dos inibidores do PCSK9 na diminuicdo dos valores lipidicos e na mortalidade, apesar
de alguns dos estudos serem de pequena duracdo (12 semanas). Quando administrados
juntamente com estatinas, o tempo de semi-vida destes anticorpos € diminuido visto
aquelas favorecerem a expressdo do PCSK9. Assim, ha um consequente aumento da
eliminacdo mediada pelos anticorpos reduzindo a curva de concentracdo plasmatica
(15,71).

Outra possivel alternativa para reduzir o efeito do PCSK9 € inibir a sua sintese. O
inclisiran pertence a classe de pequenas moléculas de RNA de interferéncia (siRNA) e
atua por ligacédo intracelular ao complexo silenciador induzido por RNA (RNA induced
silencing complex — RISC). Esta ligacdo permite ao complexo fazer uma clivagem
seletiva no mRNA que codifica o0 PCSK9. Como uma unica ligacdo SiRNA-RISC
consegue clivar varios transcritos, a inibicdo da sintese PCSK9 é prolongada. No

primeiro teste duplamente cego, randomizado e tendo o placebo como controlo (o teste
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ORION-1), foi administrado inclisiran a individuos com elevado C-LDL e elevado risco
CV, que tratados com estatinas e/ou ezetimiba ndo atingiram os valores de C-LDL
pretendidos. O inclisiran foi administrado em diferentes doses, com uma ou duas
injecbes (ao dia 1 e dia 90), em 358 individuos. Independentemente da dose ou
posologia, o farmaco conduziu a uma redugdo do C-LDL entre os 39% e 0s 46% em
240 dias em relacéo ao placebo. Em termos de seguranca, dos individuos tratados com
inclisiran, 5% apresentaram pequenas reacdes na zona de administracdo e quatro
sofreram um aumento transitorio nas aspartato e alanina aminotransferases hepaticas
(72).

5.2 — Mipomersen

O mipomersen € um oligonucledtido antisense de segunda geracdo que se liga a
sequéncia de mRNA que codifica a apoB, resultando na degradacdo do seu mRNA e
assim inibindo a traducdo dessa proteina. O seu desenvolvimento foi baseado no
conhecimento de uma mutacdo genética hereditaria do gene apoB que leva a
hipolipoproteinemia (niveis anormalmente baixos de lipidos no sangue). Quando
administrado o Mipomersen € transportado para o figado onde se liga a0 mRNA,
levando a sua degradacdo por acdo seletiva das ribonucleases, inibindo a traducdo em
proteina apoB. Este farmaco demora 4 a 6 meses a atingir concentracdes estaveis e tem
uma semi-vida de 30 dias (73,74).

Uma meta analise de 8 estudos com mipomersen em que 5 usaram uma dosagem de
200mg e 3 usaram 50 a 400mg com follow-up de 6 a 26 semanas, concluiram que a
reducdo média do C-LDL foi 32%, dos triglicéridos 36%, da apoB 33% e da
lipoproteina A 26%. Os efeitos secundarios comuns nestes estudos foram o risco
aumentado de reagdes no local de injecdo, sintomas similares aos da gripe, alanina
aminotransferases até trés vezes superiores aos valores de seguranca e esteatose
hepatica (75-78).

Apesar de ter demonstrado eficacia tanto em HF homozigética como em HF
heterozigotica, 0 Mipomersen apenas se encontra aprovado para uso para tratamentos,
nos USA, em HF homozigética (15).
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5.3 — Lomitapida

A proteina de transferéncia de triglicéridos microssomal (MTP) é essencial na
transferéncia de triglicéridos para a criagdo das lipoproteinas apoB e consequentemente
na producgdo de quilomicra e VLDL nos enterdcitos e hepatocitos. Ao inibir a MTP os
valores plasmaticos de todas as fragdes de lipoproteinas diminuem, sendo que o Unico

inibidor aprovado para tal é a lomitapida (79-81).

A biodisponibilidade oral da lomitapida € muito baixa, aproximadamente 7%,
atingindo uma concentracao plasméatica maxima ao fim de 6 horas ap6s a administracao.
O tempo de semi-vida é de 39,7 horas e um terco da eliminacgdo € feita sob a forma de
metabolito por via renal e 53% por via fecal. Os metabolitos da lomitapida ndo séo
biologicamente ativos. Este farmaco € um substrato do CYP3A4, sendo que a sua
administragdo em conjunto com inibidores moderados a fortes do CYP3A4 ¢é
contraindicada, enquanto que com inibidores fracos a dose de lomitapida tem que ser
limitada a 30mg (81).

A lomitapida tem sido testada sobretudo em HF homozigo6tica visto ndo atuar nos

LDLR, mas sim na reducdo do metabolismo das fontes de LDL (81).

Num estudo, em 29 individuos com HF homozigética, a adi¢cdo de lomitapida resultou
numa reducdo do C-LCL em 50% e triglicéridos em 45%, em 26 semanas de

tratamento, o que sdo resultados bastante significativos (82).

Em termos de seguranca, os efeitos adversos mais comuns em Varios testes
realizados foram nauseas, aumento da frequéncia de defe¢des, desconforto abdominal,
aumento das aminotransferases hepaticas e esteatose hepética (82-84).
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6 — Conclusao

A farmacogenémica na terapéutica das dislipidemias evidencia-se
essencialmente na resposta as estatinas e esta a ser utilizada como ponto de partida para

o0 desenvolvimento de novas classes terapéuticas.

As estatinas sdo medicamentos indicados como primeira linha no tratamento da
hipercolesterolemia e na prevencdo das doengas cardiovasculares associadas a
aterosclerose. A capacidade de reducdo do colesterol total e do C-LDL difere entre as
varias estatinas e depende da dose administrada. As estatinas apresentam muitas
diferencas farmacocinéticas entre si. Muitos farmacos podem modificar seu o
metabolismo, aumentando os efeitos adversos e expondo o0 paciente a um maior risco.
Quanto a farmacodinamica, as estatinas sdo bastante seletivas para a enzima HMG-CoA
redutase e os efeitos pleiotropicos parecem também estar envolvidos na protecdo das
DCV.

Relativamente a farmacogendémica, o0s determinantes genéticos da
farmacocinética parecem ser mais relevantes do que os determinantes genéticos de
farmacodindmica no controlo da variacdo interindividual na eficacia e seguranca das
estatinas. Os efeitos na eficacia sdo limitados, com a maioria das evidéncias focadas nas
alteracOes no efeito da reducdo do C-LDL e com menor evidéncia relacionadas aos
eventos cardiovasculares. O maior efeito estd relacionado com a seguranca, mais
propriamente com a miopatia, que é a reacdo adversa mais grave, apesar de
relativamente incomum, mesmo com predisposicdo genética. Os principais fatores
genéticos identificados até agora estdo associados a varios genes, tais como 0 gene
CYP3A4, o gene CYP2D6, 0 gene ABCB1, o gene SLCO1B1, o gene que codifica a
apoA, o gene que codifica a apoB, o gene que codifica a apoE, o gene que codifica os
LDLR, o gene MTP, 0 gene PCSK9 e 0 gene UGT1A3.

Estudos futuros poderdo vir a identificar novos fatores genéticos de interesse,
estudos esses que deverdo tendencialmente considerar a estratificagcdo da populagdo por

historial genético e por tipo de estatina prescrita.

Numa outra frente, novas terapias surgiram baseadas em condigdes genéticas
identificadas e tais avangos tecnoldgicos, baseados na farmacogendmica, estdo a alterar
drasticamente o panorama terapéutico para 0s pacientes, numa perspetiva promissora

para doentes com HF e dislipidemias no geral.
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Os inibidores de PCSK9, o mipomersen e a lomitapida representam uma
mudanca na abordagem da terapia hipolipemiante. Esses farmacos estdo a expandir o
foco dos mecanismos convencionais que visavam até aqui, essencialmente proteinas,

para aplicar inovagOes provenientes da sequenciacdo genética e da tecnologia antisense.

Em concluséo, as informacdes farmacogenéticas e farmacoldgicas poderdo ser
combinadas para melhorar ainda mais a eficacia, reduzir efeitos adversos e melhorar a
adesdo a terapéutica antidislipidémica. Existe também um grande potencial para

identificacdo de outros alvos terapéuticos pelos mesmos meios.
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