OLIGONUCLEOTIDEOS ANTISENSE PARA HIPERCOLESTEROLEMIA E
HIPERTRIGLICERIDEMIA
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A hipercolesterolemia representa um dos principais fatores
de risco para doenca cardiovascular. Atualmente, as
estatinas constituem a principal terapia farmacolégica para
seu tratamento. Contudo, existe um nicho de pacientes que
motivaram a busca por novas terapias hipolipemiantes: os
intolerantes a estatinas e os pacientes com dislipidemias
genéticas graves, sendo esse ultimo grupo representado
principalmente pela hipercolesterolemia familiar. Os
oligonucleotideos antisense sdo pequenas sequéncias de
acido nucleico de fita unica que se ligam via hibridizacdo
de Watson-Crick no seu RNA complementar, levando a
inibicdo da sintese da proteina que seria codificada por essa
regido do RNA. Atualmente, essa tecnologia estd sendo
utilizada para tratamento de diferentes doencas, inclusive
das dislipidemias. A inibi¢do da sintese da apolipoproteina
B com uso de oligonucleotideo antisense (mipomersen) é
uma realidade hoje em dia. Seu efeito se traduz na reducio
significativa do LDL-colesterol. O mipomersen faz parte do
arsenal terapéutico aprovado pelo FDA para tratamento da
hipercolesterolemia familiar homozigética. Outras regides
proteicas das lipoproteinas, como apolipoproteina CIII e
apolipoproteina(a), também sdo alvos de oligonucleotideos
antisense e podem representar novas medica¢des no combate

a doenga cardiovascular.
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ANTISENSE OLIGONUCLEOTIDE FOR HYPERCHOLESTEROLEMIA
AND HYPERTRIGLICERIDEMIA

Hypercholesterolemia is a major risk factor for cardio-
vascular disease. Currently statins are the main pharma-
cological therapy for its treatment. However, there is a
subgroup of patients who motivated the search for new
lipid-lowering therapies: intolerant to statins and patients
with severe genetic dyslipidemias, this last group represen-
ted primarily by familial hypercholesterolemia. Antisense
oligonucleotides are short sequences of single-stranded
nucleic acids which bind via Watson-Crick hybridization
to its complementary RNA, leading to protein synthesis
inhibition that would be encoded by this region of RNA.
Currently this technology is used to treat various diseases
including dyslipidemias. The inhibition of synthesis of
apolipoprotein B with use of antisense oligonucleotide
(mipomersen) is a reality today. Its effect is reflected in
significant reduction of LDL-cholesterol. The mipomer-
sen is a medication approved by FDA for treatment of
homozygous familial hypercholesterolemia. Other protein
regions of lipoproteins such as apolipoprotein CIII and
apolipoprotein(a) are also targets of antisense oligonu-
cleotides and may represent new medications to reduce

cardiovascular disease.
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LDL-colesterol € um elemento muito importante

no processo de aterogénese. A sua redugdo reflete

em reducdo de eventos corondrios. Atualmente, a
principal terapéutica farmacolégica para hipercolesterolemia
constitui a classe das estatinas. De fato, a meta-analise do
CTT jéa demostrava que para cada 38 mg/dL de redu¢@o do
LDL-colesterol ocorreu redu¢ao de 10% na mortalidade total
e 20% na redugdo de morte corondria'. Existem diferentes
estatinas disponiveis no mercado, com diferentes poténcias?,
sendo de forma geral bem toleradas e com baixo risco de
efeitos colaterais mais graves, como rabdomidlise ou elevacdo
importante de enzimas hepaticas'. A grande maioria dos
pacientes podem ser tratados com estatinas com resposta
satisfatdria e boa tolerabilidade. Contudo, existe um nicho
de pacientes que motivaram a busca por novas terapias
hipolipemiantes: os intolerantes a estatinas e os pacientes
com dislipidemias genéticas graves, sendo esse ultimo grupo
representado principalmente pela hipercolesterolemia familiar
(HF). A HF € uma doenca genética com herancga autossdmica
dominante, caracterizada por niveis muito elevados de
LDL-colesterol e doenga corondria precoce®. A sua forma
heterozigébtica apresenta prevaléncia em torno de 1:500 na
populacdo geral e o nivel de LDL-colesterol fica ao redor de
200 a 400 mg/dL. A forma homozigética € mais rara, sendo
caracterizada por LDL-colesterol acima de 500 mg/dL e
desenvolvimento de xantomas cutineos ja na infancia®. A
HF homozigética apresenta evolugdo com doenca corondria
extremamente precoce se nao tratada precocemente. Uma das
classificacdes da mutagdo refere-se ao grau da atividade do
receptor de LDL-c, sendo dividido em receptor-defeituoso
(grau de atividade do receptor de 2-25%) e receptor-nulo
(grau de atividade do receptor < 2%).

O tratamento dos pacientes intolerantes a estatinas,
principalmente por miopatia ou dor muscular, ¢ um desafio
na prética clinica, cuja estratégia vai desde trocas de estatinas,
reducdo de dose ou uso de outros hipolipemiantes, como
inibidor de absorc¢do intestinal (ezetimibe). A miopatia
por estatina pode ocorrer sem ou com elevacdo da enzima
muscular creatinofosfoquinase, sendo a expressdo mais grave
o desenvolvimento de rabdomidlise, que, felizmente, trata-se
de quadro muito raro. O tratamento da populacdo com HF é
baseado em uso de estatina potente em dose maxima, porém,
muitas vezes, € necessdria a combina¢do de medicagao
como ezetimibe e dcido nicotinico, pois alguns pacientes
partem de niveis muito elevados de LDL-colesterol, como os
heterozigotos graves ou 0os homozigotos.

Atualmente, existem trés classes de medicacgdes
que configuram os novos hipolipemiantes: mipomersen
(oligonucleotideo antisense), inibidor da MTP (proteina
microssomal transferidora de triglicérides) e o inibidor do
PCSK9*. Os dois primeiros foram aprovados pelo FDA
para tratamento da HF homozigética. No presente artigo,
abordaremos aspectos relacionados aos oligonucleotideos
antisense no tratamento das dislipidemias.

OLIGONUCLEOTIDEOS ANTISENSE

Os oligonucleotideos antisense sdo pequenas sequéncias
de 4cido nucleico de fita tnica que se ligam via hibridizac¢do
de Watson-Crick no seu RNA complementar, levando a dois
possiveis caminhos: a ocupaciio e consequente interrupcao
na translacdo ou a uma desestabilizagcdo, que é reconhecida
e degradada pela ribonuclease®. Em ambos os casos, ocorre
a inibi¢do da proteina que seria codificada por essa regido
do RNA mensageiro. Atualmente, essa tecnologia esta sendo
utilizada para tratamento de diferentes doencas, inclusive das
dislipidemias.

APOLIPOPROTEINA B E MIPOMERSEN

A apolipoproteina B € a parte proteica das lipoproteinas
consideradas aterogénicas: VLDL, IDL e LDL. Existem duas
formas de apolipoproteina B: apo B-49, que € sintetizada nos
enterdcitos e estd presente nos quilomicrons, e apoB-100,
que € sintetizada nos hepatdcitos e estd presente na VLDL
e, consequentemente, na IDL e LDL. O estudo AMORIS
verificou o papel das apolipoproteinas B e Al e niveis de LDL-c
e HDL-c na predi¢do de morte por infarto do miocérdio®. O
estudo mostrou que, na andlise multivariada, apo B foi mais
forte preditor de evento do que LDL-c em ambos os sexos®. No
entanto, o estudo Emerging Risk Factors Collaboration mostrou
que a reclassificacdo de risco fornecida pela adi¢do de apo B e
apo Al é minima (1,1%)’. Algumas diretrizes, como a diretriz
Canadense® e a europeia’ de dislipidemias, colocam de forma
opcional a meta de apo B como alvo de tratamento.

A mutagdo na apo B que leva a redugdo na sua sintese,
como na hipobetalipoproteinemia, também acarreta reducdo
nos niveis de LDL-c. Dessa forma, a inibi¢do na sintese de
apoB poderia ser um alvo terapéutico para reduc¢do do LDL-c.
O mipomersen é um oligonucleotideo antisense de segunda
geracdo que se liga ao RNA mensageiro que codifica a apoB
100, dessa forma, reduzindo sua produgdo. A aplicag@o dessa
medicacdo € por inje¢do subcutinea administrada uma vez
por semana. Apds a aplica¢do, o mipomersen € rapidamente
absorvido e distribuido aos tecidos. Os estudos pré-clinicos
mostram maior concentragdo da droga nos rins e figado*.

O primeiro estudo do mipomersen em humanos incluiu
36 voluntdrios de 18 a 65 anos com colesterol total abaixo de
300 mg/dL'. Foi um estudo duplo cego, placebo-controlado,
com randomizagdo de 4:1 para droga:placebo. O efeito colateral
mais comum foi eritema no local de aplica¢do. A apo B foi
reduzida em um maximo de 50% (p = 0,002) na coorte que
recebeu 200 mg da medicagdo'®. O LDL-c foi reduzido a um
maximo de 35% (p = 0,001). Os niveis de apo B e LDL-c
permaneceram abaixo do nivel basal em até 3 meses apds a
ultima aplicac@o.

Posteriormente, foram realizados trés estudos fase 2 em
pacientes com hipercolesterolemia leve a moderada, duplo-
cego, placebo controlado, os quais demostraram eficicia do
mipomersen na redu¢do de LDL-colesterol e apolipoproteina
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B, sendo a maior reducdo observada nos grupos que receberam
doses mais elevadas'""3. O efeito colateral mais comum foi
reacdo local no sitio de inje¢do da medicacao.

O mipomersen foi testado em pacientes portadores
de hipercolesterolemia familiar homozigética em um estudo
duplo-cego, placebo-controlado que incluiu individuos de
ambos os sexos com mais de 12 anos de idade'. A dose
utilizada foi de 200 mg por semana. Trinta e quatro pacientes
foram alocados para o grupo mipomersen e 17 para o placebo.
Contudo, 45 pacientes concluiram as 26 semanas de tratamento
(28 mipomersen e 17 placebo). As causas para abandono no
grupo mipomersen foram: reagdo no sitio de injegdo (n = 2),
rash cutaneo (n = 1), aumento de enzima hepética (n = 1), ndo
aderéncia (n = 1) e retirada de consentimento (n = 1). A média
do LDL-colesterol no baseline foi de 433 mg/dL no grupo
mipomersen de 395 mg/dL no grupo placebo. A reducdo de
LDL-c foi significativamente maior no grupo mipomersen
comparado ao placebo (-24,7% versus -3,3%, p = 0,0003)'.
A apo B foi reduzida em 27%, a lipoproteina (a) em 32%, o
triglicérides em 17,4% e o VLDL-c em 17,4% (todos com
p < 0,05, comparado com baseline). Outro dado interessante
foi que a resposta individual ao mipomersen variou bastante,
independentemente do nivel basal de LDL-c, idade, raca e
sexo. Nao foi possivel uma andlise de genotipagem sobre a
influéncia na redu¢do do LDL-c, pois ndo havia poder para
tanto. O principal efeito colateral foi reacio local no sitio de
injecdo: 26 (76%) no grupo mipomersen versus 4 (24%) no
grupo placebo. Quatro pacientes (12%) apresentaram elevacio
de enzima hepatica TGP trés vezes acima o limite superior da
normalidade versus nenhum no grupo placebo. Nao houve
casos de lesao hepdtica induzida por droga segundo a lei de Hy.

Apb6s esse estudo em HF homozigético, foram
publicados mais 3 estudos estudos fase 3'5'7, que mostram
uma reducao de LDL-colesterol, que variou de -28% a -36%;
apoB, de -26% a -36%; colesterol nao HDL, de -25% a -34%
e lipoproteina (a); de -21% a -33%.

O comportamento do mipomersen a longo prazo
foi avaliado em um estudo de extensdo apds completado o
estudo indice fase 3'8. Nesse estudo aberto, foram incluidos
141 pacientes portadores de HF, sendo o tempo de exposi¢do
médio a medicagio de 18,8 meses (mediana de 18,2 meses)'®.
A reduc¢do do LDL-colesterol (-28%) e apo B (-31%) foi
mantida estdvel ao final da semana 104. A maior parte dos
efeitos colaterais foram relacionados a reag¢@o local no sitio
de injecdo (98% dos pacientes tiveram pelo menos um
episodio) e aos sintomas semelhantes a quadro gripal (65%
dos pacientes tiveram pelo menos um episddio). Os sintomas
gripais do mipomersen podem ser secundarios a uma ativacio
pro-inflamatéria apds sua administra¢do, apesar de nio ser
detectada elevacdo de PCR significativa. Dos 141 pacientes,
77 (55%) interromperam tratamento em até 2 anos, sendo
61 (43%) por evento adverso do tratamento e 16 (11%) por
outra razdo, como inicio de LDL-aférese ou desisténcia do
investigador ou paciente. Em relacdo a dados de seguranca

hepética, houve elevacio de enzimas hepdticas e aumento do
teor de gordura hepatica inicialmente; porém, houve tendéncia
a retornar ao baseline durante o seguimento'®. A elevagio de
enzima hepdtica com mipomersen € reduzida com suspensao
da medicacdo. Ainda € desconhecido o efeito a longo prazo da
esteatose hepdtica induzida por essa medicacao.

O mipomersen foi aprovado para tratamento da
dislipidemia em pacientes portadores de HF homozigético,
bastando o diagndstico clinico. Dessa forma, torna-se
uma ferramenta a mais para agregar no tratamento da HF
homozigética, apesar do custo elevado e dos efeitos colaterais
relacionados principalmente & reac@o local no sitio de inje¢ao
e ao quadro gripal.

PCSK9

O PCSKO (proproteina convertase subtilisina/kexina-9)
¢ uma proteina expressa predominantemente no figado, rins e
intestino. A sua elevagio leva a maior degradacao dos receptores
de LDL-colesterol. A muta¢@o no gene do PCSKO9, que leva a
seu ganho de fungio, resulta em quadro de hipercolesterolemia
familiar e consequente aumento na incidéncia de doenca
corondria®. Por outro lado, muta¢des que causam sua perda de
fun¢@o, levam a reducgio do LDL-colesterol e na incidéncia de
doenca corondria®. Atualmente, o PCSK9 é um alvo terapéutico
no tratamento da hipercolesterolemia. Uma das medicagdes é
baseada na produg¢@o de anticorpos contra o PCSK9, levando
auma reducdo em seus niveis e no LDL-colesterol, mesmo em
pacientes com uso de estatina dose elevada®'.

Outra forma de reduzir os niveis de PCSK9 foi com uso
de oligonucleotideos antisense contra o PCSK9. Estudo feito
em ratos alimentados com dieta aterogénica mostrou reducéo de
43% no LDL-c na dose utilizada de 20 mg/Kg/inje¢ao?. Outro
estudo realizado em primatas nao humanos demonstrou redugo
de 50% no LDL-c com uso de oligonucleotideo antisense com
PCSK9 como alvo terapéutico®.

APOLIPOPROTEINA CIII

A apolipoproteina CIII € sintetizada principalmente
no figado. Na circulacdo esta presente nas particulas ricas em
triglicérides, como quilomicrons e VLDL. A apolipoproteina
CIII tem um papel importante na homeostasia do triglicérides:
inibe a lipase lipoproteica e a lipase hepatica, além de
facilitar a producio e secrecdo da VLDL no figado. Estudo
prévio mostrou a correlacdo entre mutagdo de perda de
fungdo de apolipoproteina CIII com redugdo de risco de
doenca corondria®. Isso torna também a apolipoproteina CIII
como alvo de reducdo de triglicérides e reducdo de doenca
cardiovascular.

Um estudo fase 1 testou um oligonucleotideo antisense
na redugiio de apolipoproteina CIII e triglicérides em
voluntdrios saudaveis®. A medicagio foi administrada por
inje¢do subcutanea. Foram testadas doses de 50 mg, 100 mg,
200 mg e 400 mg, com 3 individuos em cada grupo. Houve
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redugdo respectivamente de triglicérides em -19,5%, -25%,
-43,1% e -43,8%. A medicagdo foi bem tolerada e ndo houve
relato de efeito colateral grave®.

LipOPROTEINA (A)

A lipoproteina(a) é uma lipoproteina semelhante a
LDL, porém com uma apolipoproteina (a) ligado a apoB via
ponte de dissulfeto. A lipoproteina(a) tem propriedades pro-
-aterogénicas e protrombdticas®®?’. Essa tltima propriedade
se deve a sua semelhanga com plasminogénio e consequente
inibicao da fibrindlise, além de aumentar a agregagio pla-
quetaria. Alguns estudos relacionaram niveis elevados de
lipoproteina(a) com aumento de risco cardiovascular, prin-
cipalmente em pacientes portadores de HF*. O mipomersen,
acido nicotinico'*** e o anticorpo anti PCSK9* reduzem
niveis de lipoproteina(a). Estudo de Merki et al.’' avaliou
o uso de oligonucleotideo antisense contra a producio de
apolipoproteina(a) em modelo de ratos transgénicos. Ocorreu
redugdo da lipoproteina(a) em 24,8% em um dos modelos de
rato®'. Dessa forma, a tecnologia do oligonucleotideo antisen-
se também poderia ser utilizada na redugéo de lipoproteina(a).
Ainda falta estudo em humanos com o oligonucleotideo
antisense contra a lipoproteina(a) e futuramente estudo
mostrando redu¢do de risco cardiovascular com a reducao
da lipoproteina(a).

CONCLUSOES

O oligonucleotideo antisense é uma tecnologia que
fornece a possibilidade de novas medicagdes no tratamento
das dislipidemias. Apresenta outro mecanismo de tratamento
distinto das estatinas e, por isso, poderia agregar ao tratamento
habitual. O seu alto custo e os efeitos colaterais relacionados ao
sitio de injecdo e a sindrome flu-like, no caso do mipomersen,
representam barreiras para seu uso mais amplo atualmente.
Novos alvos terapéuticos dos oligonucleotideos antisense como
a lipoproteina(a) e a apolipoproteina CIII podem, futuramente,
agregar valor no arsenal terapéutico de medicagdes que
auxiliam na reducio de risco cardiovascular.
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