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Resumo A proproteina convertase subtilisina/quexina tipo 9 (PCSK9) é uma enzima hepatica
essencial na regulagéo dos niveis plasmaticos de colesterol de lipoproteina de baixa densidade
(LDL-C). Ao promover a degradagao dos receptores de LDL (LDL-R) nos hepatécitos, a PCSK9
reduz a depuragcdo do LDL-C circulante. Os inibidores de PCSK9, como os anticorpos
monoclonais evolocumabe e alirocumabe, bloqueiam essa interagéo, preservando os LDL-R e
promovendo a redugdo acentuada do LDL-C, com beneficios clinicos comprovados na
prevencao de eventos cardiovasculares. Além das dislipidemias, novas evidéncias sugerem que
a PCSK9 esta envolvida em outros processos fisiopatolégicos, ampliando seu potencial
terapéutico. Na oncologia, estudos indicam que a PCSK9 pode modular o microambiente
tumoral, afetando a apresentagédo de antigenos e a resposta imune antitumoral. Sua inibigao
pode favorecer a eficacia de terapias imunoldgicas, representando uma nova estratégia
adjuvante no tratamento de alguns tipos de cancer. Em doencgas infecciosas, como sepse e
infecgoes virais, a PCSK9 também tem papel relevante. Ela influencia a expressao de receptores
envolvidos na depuragédo de lipopolissacarideos (LPS) e outras moléculas pré-inflamatorias,
podendo impactar a resposta inflamatdria sistémica e a gravidade do quadro séptico. Em
infecgdes virais, ha indicios de que a PCSK9 modula a expressao de receptores de entrada viral,
como o LDL-R, que alguns virus utilizam para invadir células hospedeiras. Tais achados abrem
perspectivas para o uso de inibidores de PCSK9 além da cardiologia, especialmente em
contextos inflamatérios, infecciosos e oncoldgicos. A via subcutanea de administragao e o perfil
de seguranca favoravel contribuem para sua aplicabilidade clinica. Embora o custo ainda
represente um desafio, o continuo avanco nas pesquisas pode consolidar o papel da PCSK9
como alvo terapéutico multifuncional.
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1. INTRODUGAO

A primeira conexao entre colesterol e doencga cardiaca foi relatada em 1913, em Sao
Petersburgo, por Nikolai Nikolajewitsch Anitschkow com base em sua observacdo seminal do
desenvolvimento acelerado da aterosclerose na intima arterial de coelhos alimentados com uma
dieta rica em colesterol'. Estudos epidemiologicos importantes — e a similaridade da
aterosclerose com a patologia humana da doencga cardiaca — impulsionaram uma busca de 60
anos por agentes redutores de colesterol?2. Em 1973, Endo et al® examinaram 3.800 cepas
fungicas para descobrir um potente inibidor reversivel da B-hidroxi B-metilglutaril-CoA (HMG-
CoA) redutase, a mevastatina — também chamada de compactina®.

Em 1987, foi desenvolvido um composto quimicamente relacionado, a lovastatina
(Mevacor), que se tornou a primeira estatina a chegar aos pacientes*. Isso foi seguido por uma
melhoria sucessiva na poténcia e especificidade das estatinas: Zocor (sinvastatina), Lipitor
(atorvastatina) e Crestor (rosuvastatina), que causou uma reducédo de 25% a 50% do colesterol
de lipoproteina de baixa densidade (LDLc)°.

Até 2003, a principal funcdo relatada das estatinas era diminuir os niveis de LDLc,
modulando a homeostase do colesterol no figado. Mecanicamente, ao reduzir a sintese de
colesterol, o tratamento com estatinas resulta na ativagcdo da proteina de ligagdo ao elemento
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regulador de esterol SREBP-2, no reticulo endoplasmatico (RE), assim que seu dominio N-
terminal atinge o nucleo e aumenta a sintese do receptor de LDL (LDLR), apds sua associagédo
com elementos reguladores de esterol (SREs) no promotor de LDLR®’. Isso, por sua vez, ativa
0s genes biossintéticos do colesterol, levando a uma maior captagdo de LDLc da circulagao.
Esse mecanismo de feedback equilibra os niveis de colesterol celular e diminui a quantidade de
LDLc circulante®®.

O nivel de colesterol plasmatico é influenciado ndo apenas por sua biossintese de
novo, mas também pela absor¢do do colesterol alimentar e pela remog¢ao do colesterol do
sangue. O bloqueio da absor¢ao do colesterol alimentar pelo intestino, por meio da inibicao da
proteina Niemann-Pick C1-Like 1 nas células epiteliais do intestino delgado e hepatécitos, é a
base do mecanismo de agédo da ezetimiba, um medicamento descrito pela primeira vez por
Schering—Plough'®. Quando combinado com uma estatina, a ezetimiba reduz ainda mais o LDLc
em 15% a 20% e melhora os resultados cardiovasculares' %

2. FAMILIA DAS CONVERTASES DE PROPROTEINA

As proteinas secretoras sofrem varias modificagdes pos-traducionais (PTMs) antes de
atingirem seus destinos intra/extracelulares, expandindo e diversificando assim suas fungdes's.
A N- e O-glicosilagao sdo modificagdes irreversiveis, que resultam em rearranjos estruturais que
afetam muitas fungbes e destinos das proteinas secretoras''S. A fosforilagdo reversivel em
residuos especificos de Ser, Thr e Tyr em proteinas secretoras € realizada por um nimero
limitado de cinases secretoras, sendo a FAM20C a mais bem estudada para fosforilagdo de
Ser/Thr'®'7. Uma das principais PTMs irreversiveis é a proteolise limitada de ligagdes peptidicas
selecionadas, que depende da especificidade da(s) enzima(s) de processamento e da
acessibilidade de ligagbes peptidicas cindiveis a protease de ataque'®°.

O processamento inativo de proteinas precursoras, que ocorre frequentemente em
resposta a um estimulo, resulta em uma resposta fisiologica rapida, incluindo, mas nao se
limitando a coagulagdo sanguinea, fibrindlise, producdo hormonal ativa, fertilizagao,
metamorfose e digestdo. Enquanto algumas PTMs ocorrem apds a proteina ser secretada, o
processamento precursor dentro da via secretora desempenha um papel importante na ativagéo
de varias proteinas secretoras, como hormédnios polipeptidicos, fatores de crescimento,
receptores, enzimas e glicoproteinas de superficie'®°,

Desde a década de 1960, percebeu-se que horménios polipeptidicos como insulina,
melanotropinas (horménio estimulante de a e B-melanotropina [MSH]) e B-endorfina sao
produzidos a partir de proteinas precursoras mais longas, principalmente inativas, por meio de
clivagens sucessivas em aminoacidos basicos pareados (aa)?'-?®. Esse conceito de protedlise
limitada de proé-hormdnios por proteases celulares foi posteriormente estendido a muitas
proteinas secretoras e até mesmo a patdgenos infecciosos, e demonstrou ocorrer em residuos
basicos simples e pareados dentro do motivo: (K/R)-Xn-(K/R)|, ou mais comumente (K/R)-Xn-
(R)], onde Xn s&o residuos espagadores compreendendo 0, 2, 4 ou 6 aa?’.

Passaram-se mais de 15 anos para identificar as enzimas de processamento cognatas
que reconhecem esses motivos. Elas constituem uma familia de 7 serina proteases basicas
especificas de aa, as PCs, relacionadas a subtilisina/kexina (SK), e seus genes receberam
principalmente o nome de PCSKs?"?%, Essencialmente, PC1 (gene PCSK1) e PC2
(gene PCSK2)/7B2 (7B2: chaperona de PC2) s&o as principais convertases responsaveis pela
geracéo de hormdnios bioativos regulados, armazenados em granulos secretores de nucleo
denso, como insulina; ACTH/a-MSH/B-endorfina, glucagon/GLP1,2; gastrina; encefalinas; TRH,
entre outros?.

Os outros membros s&o expressos ubiquamente — Furina ligada a membrana tipo |
(gene Fur) e PC7 (gene PCSKY7); amplamente expressos — PC5 (gene PCSK5); e PACE4 —
gene PCSK®); ou sintetizados apenas em tecidos gonadais — PC4 (gene PCSK4). Todos os PCs
s&o ativados apos 1 ou 2 clivagens autocataliticas, que removem seu prodominio semelhante a
uma chaperona N-terminal intramolecular, comegando no ER (exceto PC2) e continuando na
rede trans-Golgi (Furina), granulos secretores imaturos (PC1 e PC2), na superficie celular (PC5,
PACE4 e possivelmente PC4) ou em endossomos iniciais (PC7)%°.

Assim, nenhum PC basico especifico de aa é ativo nos compartimentos ER ou Golgi
inicial, pois permanecem associados de forma nao covalente com seus respectivos prodominios
inibitérios, até que atinjam seus destinos, quando entédo as condigbes celulares (pH, célcio, etc.)
sao adequadas para a remogao do prodominio por clivagem autocatalitica adicional (PC1, PC2,
Furin, PC5, PACE4) ou separagéo fisica (PC4, PC7). Embora a maioria das clivagens de PC
resulte na ativagéo de proteinas precursoras ou na geragao de novas fungdes, algumas clivagens
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levam a inativagdo do substrato?®. Por exemplo, a N-caderina ¢ ativada pela Furin, mas inativada
pelo PC5, e a PCSK9 ¢ inativada pela Furin?®20,

Também foi considerado que o processamento de proteinas precursoras pode ocorrer
por clivagem em residuos ndo basicos, dentro da via secretora inicial. Exemplos tipicos sdo as
proteinas de ligagdo ao elemento regulador de esterol 1 e 2 (SREBP-1, 2) e as glicoproteinas de
superficie dos virus da febre hemorragica do virus Lassa ou do virus da febre hemorragica do
Congo da Crimeia, que sdo ativados no Golgi cis/medial3'-33,

Usando oligonucleotideos degenerados, hibridizando o sitio ativo que codifica 0 mRNA
de convertases, e amplificacado por reagdo em cadeia da polimerase, foi identificado, em 1999, o
oitavo membro da familia PCSK e nomeado isoenzima 1 de subtilisina-kexina (SKI-1). Esta
enzima cliva o fator neurotréfico derivado do cérebro em R -G- L T|SL, onde os residuos em
destaque sdo importantes para a clivagem por SKI-134. Este ultimo revelou-se ser a mesma
protease (protease do sitio 1; S1P) identificada em 1998 que ativa SREBP-1, -2 e,
posteriormente, o fator de estresse do ER ATF6%%%, Em todos os substratos subsequentes de
SKI-1/S1P (gene MBPTS1), o motivo de clivagem de consenso geral foi encontrado como
sendo R -X- Alifatico -Z|, onde X é qualquer residuo exceto Pro e Cys, e Z é qualquer aa
(melhor Leu) exceto Val, Pro, Cys ou Glu343749,

3. DESCOBERTA DO PCSK9

A PCSKO pertence a familia de proteinase K de subtilases, e seu dominio catalitico
exibe 25% de identidade de sequéncia de proteina com a de seu membro mais proximo da
familia, SKI-1/S1P. O mRNA humano de PCSK9 abrange 3710 pb em 12 exons que codificam
uma proteina 692-aa. A hibridizagdo in situ e as analises de linhagens de tecido/células por
Northern blots revelaram que o figado e o intestino delgado sao as principais fontes de sintese
de PCSK9 no camundongo adulto, rato e humano. O mapeamento de PCSK9 no brago curto do
cromossomo 1p32, por sua vez, revelou que ele estava préoximo ao locus 1p34.1p32, identificado
em grandes familias francesas potencialmente codificando um terceiro gene para
hipercolesterolemia familiar autossémica dominante (FH3), onde os geneslLDLRe
apolipoproteina B (APOB) foram excluidos®'. Este locus foi associado ao aumento da secregdo
hepatica de colesterol associado a lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), que apds sua
secrecgao é convertida em LDLc5%%4,

A analise da biossintese de PCSK9 em células que expressam ortélogos humanos, de
rato ou de camundongo revelou que, como outras PCSKs, esta enzima também sofre
processamento autocatalitico de seu prodominio N-terminal no ER no sitio VFA Q 152], onde os
residuos em negrito italico sdo criticos para o processamento®®%’. Porém, a PCSK9 ¢ a Unica
PCSK que sempre permanece nao covalentemente associada ao seu prodominio, mesmo
quando secretada®. Isso foi confirmado em uma analise 3D da PCSKQ circulante secretada pelo
figado. Assim, a PCSK9 atua como protease apenas uma vez, durante seu processamento
autocatalitico no RE, sugerindo que a PCSK9 secretada regula os niveis de LDLc por um
mecanismo ndo enzimatico e racionalizando a existéncia de variantes de ganho de fungao,
incomuns para uma enzima>%%',

4. PCSK9 E DEGRADAGAO DO LDLR

As primeiras pistas sobre o0 mecanismo de agdo da PCSK9 surgiram em dois relatorios,
publicados por Maxwell & Breslow®?83 que demonstraram que a superexpressdo da PCSK9
reduziu drasticamente os niveis de proteina, mas ndo de mRNA, do LDLR ao induzir sua
degradagéo dentro da via endosomal/lisossomal acida®2%4. Os mesmos autores haviam mostrado
meses antes, por analise de microarray, que a PCSK9 era regulada negativamente pelo
colesterol alimentar e positivamente por SREBP-1a e SREBP-2, fornecendo evidéncias de que a
PCSK9 ¢ um gene regulado pelo colesterol®. Esta conclus&o foi confirmada em um estudo
semelhantee pela capacidade das estatinas de aumentar a transcricdo da PCSK9%-%7. Embora
os niveis de mRNA de PCSK9 e LDLR tenham sido regulados positivamente pela auséncia de
tratamento com colesterol e estatina, a PCSK9 induziu a degradagéo da proteina LDLR®S. Isso
esclarece o mecanismo por tras das mutagdes humanas que levam a hipercolesterolemia. Assim,
o0 PCSK9 GOF resulta na degradagéo exacerbada do LDLR induzida por PCSK95269,

Um suporte definitivo adicional para a fungdo da PCSK9 veio com dois estudos de
Cohen et al’®"", que sequenciaram a PCSK9 em individuos com niveis muito baixos de
colesterol, associando assim de forma inequivoca 2 variantes prevalentes de perda de fungéo
(LOF) heterozigotas Y142X e C679X em afro-americanos com redugdes de cerca de 40% no
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LDLc™® e com uma incidéncia 88% menor de doenga arterial coronariana (DAC) durante um
periodo de acompanhamento de 15 anos’".

Esta foi a primeira evidéncia de que a PCSK9 pode estar agindo estequiometricamente
no LDLR, em vez de como uma protease, pois as enzimas geralmente requerem mais de 90%
de atividade de perda para ter um efeito perceptivel em sua fungéo’. Ainativagédo de PCSK9 em
camundongos confirmou que a perda da expressao de PCSK9 estava associada a niveis de
LDLR quase trés vezes maiores no figado e a uma redugdo drastica do LDLc plasmatico’. A
viabilidade desses camundongos knockout (KO), além da descoberta dos primeiros individuos
desprovidos de PCSK9 funcional, estabeleceu essa proteina como um alvo terapéutico atraente
para a redugéo do LDLc7#75.

5. Mecanismo molecular do PCSK9
Conforme mencionado, a PCSK9 é um membro da subfamilia da protease K subtilis,

que codifica a proteina pré-proteina invertase Bacillus subtilis, liberada na circulagao periférica
apos a maturagao autocatalitica no reticulo endoplasmatico. Ela se liga a diferentes receptores
ou moléculas para produzir diferentes efeitos biolégicos. Os mecanismos de agcdo da PCSK9
podem ser divididos nas seguintes categorias’®:

e ligacdo ao LDL-R, para degradar o LDL,;

e ligacao aos TLRs, para mediar a resposta inflamatéria;

e ligacao ao receptor CD36; para promover PA e trombose; e

e ligacdo ao LRP1, ApoER2 e VLDL-R para promover a concentragéo de lipoproteina.

5.1 PCSK9, LDL-C circulante e degradagao do LDL-R

O PCSK9 tem como alvo a degradagao do LDL-R, que é um alvo importante para
reduzir o LDL-C na circulagdo sanguinea. O LDL-R é essencial para o metabolismo das
particulas de LDL. O LDL-C combina-se com o LDL-R na superficie da membrana da célula
hepatica e entra nas células hepaticas humanas por endocitose. Uma diminuicdo no valor do pH
intracelular separara o LDLC do LDL-R. Apds a separagao, o LDL-C é degradado no lisossomo,
e o LDL-R retorna a superficie da membrana hepatica para continuar a se ligar ao LDL-C
restante.

Apods 0 PCSK9 se ligar ao LDL-R, o complexo PCSK9-LDL-R-LDL é formado, o que faz
com que o PCSK9, o LDL-C e o LDL-R entrem no lisossomo juntos para serem degradados, o
LDL-R na superficie celular diminui e a degradagdo do LDL-C diminui de acordo. Com base
nesse processo, estudos demonstraram que o aumento do LDL circulante mediado pela PCSK9
esta relacionado a progresséo de DCVs, como a doenca arterial coronariana (DAC)""-78,

Uma meta-analise que avaliou uma amostra de 28.319 pacientes encontrou uma
associacgao positiva significativa entre a concentragao circulante de PCSK9 e o risco de eventos
cardiovasculares adversos importantes’, sugerindo que a inibicdo da expressdo de PCSK9
reduz os niveis séricos de LDL e o risco de DCV®. Além disso, o nivel de proteina PCSK9
circulante é independente de fatores de risco conhecidos, incluindo LDL, e pode ser usado para
prever eventos cardiovasculares futuros®'.

A imagem de histologia virtual por ultrassom intravascular mostrou uma correlagéo
linear entre os niveis séricos de PCSK9 e a proporg¢ao e quantidade de tecido central necrético
nas coronarias, mas ndo com os niveis séricos de LDL-C e o uso de estatina®?. Da mesma forma,
em camundongos ApoE -/-, a superexpressdo de PCSK9 aumentou o tamanho da placa no seio
aortico e na raiz aortica sem alterar os niveis de colesterol plasmatico. Isso sugere que a PCSK9
também pode influenciar a biologia vascular e a progressdo da doenga cardiovascular por meio
de outros mecanismos®.

5.2. PCSK9, TLR-4 e resposta inflamatoéria

TLRs sdo proteinas transmembrana definidas por dominios citoplasmaticos para
reconhecimento de ligantes de dominios extracelulares e interagcbes com proteinas de
transdugao de sinal TLR, que ativam vias NF-KB a jusante de sinais biologicos. A PCSK9 pode
se ligar a TLRs, aumentar os niveis de P-IkBa, degradacédo de IkBa e translocagédo nuclear de
NF-kB em macrdéfagos, regular o microambiente da inflamag&o miocardica e influenciar o curso
da DCV?®,

A PCSK9 aumenta a secrec¢ao de fatores inflamatorios, principalmente promovendo a
ativacdo da via TLR-4/NF-KB, e o mecanismo exato pode estar relacionado a similaridade da
resistina e do C-terminal do dominio rico em cisteina da proteina PCSK9. A resistina se liga ao
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TLR-4 pelo C-terminal e regula positivamente sua expressao para ativar a via de sinalizagdo
TLR-4, sugerindo que PCSKQ e resistina tém efeitos semelhantes no TLR-4%,

O fator tecidual, uma glicoproteina que desempenha papéis importantes na coagulagéo
e inflamagéo, é rapidamente induzido por agentes pré-inflamatérios por mecanismos
dependentes de NF-KB, que estimulam mondcitos circulantes. Scalise et al® descobriram que
PCSKO ativou a via de sinalizagao TLR4/NF-KB em células TLR4-HEK293, na mesma extenséo
que o lipopolissacarideo (LPS), e a colocalizagdo de PCSK9 e TLR4 foi confirmada por agonistas
especificos de TLR4 e microscopia confocal quantitativa.

Isso sugere que PCSK9 pode ativar a via de sinalizacdo TLR4/NF-KB para induzir a
expressao do fator tecidual, que foi independente do efeito pré-inflamatério do LDL-C circulante.
A lesdo e ativacdo de células endoteliais podem ser o elo central com a ocorréncia e
desenvolvimento de sepse. O conteudo de microparticulas de células endoteliais pode ser
aumentado apds sepse e afetar a fungcdo endotelial, regulando o éxido nitrico, a oxigenase do
6xido nitrico, espécies reativas de oxigénio (ROS) e outras moléculas de sinalizagéo, e
promovendo inflamagéo e les&o microvascular®.

Yang et al® descobriram que, em camundongos sépticos, os niveis de expressio de
eNOS e VE-caderina foram diminuidos, e a expressao de PCSK9 foi aumentada. A ativagédo das
vias TLR4/MyD88/NF-kB e NLRP3 foi responsavel pela disfungédo endotelial induzida por PCSKO9.
A inibicdo de PCSK9 pode prevenir o declinio da vasodilatacdo dependente do endotélio e
melhorar a taxa de sobrevivéncia de camundongos sépticos. Esses resultados sugerem que o
aumento de PCSK9 na sepse ativa as vias TLR4/MyD88/NF-kB e NLRP3 para induzir
inflamacao, resultando em disfuncéo endotelial vascular e uma taxa de sobrevivéncia reduzida.
A PCSK9, portanto, pode se combinar com TLR4 para regular a expressdo de fatores
inflamatorios e afetar o processo de doengas inflamatérias®.

5.3 PCSK9, CD36, ativacao plaquetaria e trombose

O CD36 existe em plaquetas, fagécitos mononucleares e adipécitos, e atua como um
regulador negativo da angiogénese. Como receptores scavenger em membranas fagociticas, o
CD36 participa da internalizagdo de células apoptéticas, patdégenos bacterianos e fungicos e
LDL, reconhecendo fosfolipidios e lipoproteinas oxidados especificos, mediando respostas
inflamatorias que afetam a progress&o da aterosclerose®.

Além disso, o PCSK9 também pode se ligar ao CD36 plaquetario, aumentar a PA e
reduzir a captacdo de acidos graxos e o acumulo de triglicerideos nos tecidos. Sabe-se que o
PCSKO9 circulante aumenta a ativagéo plaquetaria (PA) e o PCSK9i diminui, mas o mecanismo
subjacente & desconhecido. Cammisotto et al®” conduziram um estudo multicéntrico de controle,
antes e depois, em 80 heterozigotos. Pacientes com hipercolesterolemia familiar (HeFH)
recebendo a dose maxima tolerada de estatina + ezetimiba, PA, peptideo derivado de Nox2
soluvel (SNOX2-DP) e lipoproteina de baixa densidade oxidada (ox-LDL) foram medidos antes
e depois de seis meses de tratamento com PCSK9i. Comparado com a linha de base, o PCSK9i
diminuiu os niveis séricos de LDL-c, ox LDL, trombose, alcano (Tx) B2, sNOX2-dp e PCSKO.
Esses resultados sugerem que o tratamento com PCSK9i pode reduzir sequencialmente a
formagéo de ox-LDL em pacientes HeFH ativos de NOX2 regulados por PA.

O envolvimento da PCSK9 na PA foi demonstrado em modelos animais
de camundongos PCSK9 -/-, mas ainda falta uma associagao clara entre os niveis de PCSK9 e
a reatividade plaquetaria®. Estudos mostraram que a proteina PCSK9 no plasma se liga ao
receptor CD36 e ativa a cinase Src e a cinase 5 regulada por sinal extracelular da proteina cinase
ativada por mitégeno (MAPK) e a cinase amino-terminal C-Jun, aumentando os niveis de ROS#°.

Além disso, a via de sinalizacdo p38MAPK/fosfolipase A2 citoplasmatica/cisina-
1/tromboxano A2 a jusante do CD36 ¢ ativada para promover AP e trombose in vivo®. Aformagéo
de trombose na circulagdo arterial € a principal causa patologica de doencgas trombdticas
arteriais, como sindrome coronariana aguda e acidente vascular cerebral isquémico. A
agregacéo de locais de lesdo vascular e trombose subsequente s&o as principais etapas dessas
doengas tromboticas arteriais®.

Além disso, o PAtambém agrava a obstru¢cdo microvascular e promove a dilatacéo pos-
IM8. O PCSK9 esta envolvido no metabolismo dos triglicerideos, independentemente do seu
efeito nos receptores de LDL, e foi sugerido que seja mediado pelo CD36. Demers et al®'
induziram a degradagao do CD36 em linhagens celulares e adipocitos primarios, por meio da
superexpressao do PCSK9, e reduziram a captagéo do analogo de palmitato BODIPY FL C16 e
OX-LDL em adipécitos 3T3-L1 e hepatocitos HepG2, respectivamente.
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Outros estudos descobriram que o nivel da proteina CD36 aumentou a expressao de
pequeno RNA interferente (siRNA) combinado com PCSK9 enddgeno em células do figado e
tecidos adiposos hepaticos e viscerais de camundongos PCSK9 -/-, sugerindo que a PCSK9
desempenha um papel importante na regulagido do CD36 e do metabolismo dos triglicerideos®’.

5.4 PCSKO9, receptores associados a lipidios e metabolismo

Mutagdes em PCSK9, um terceiro locus associado a hipercolesterolemia familiar,
levam a uma maior depuragédo de LDL-C plasmatico, devido a degradagao reduzida de LDL-R
hepatico. Além disso, estudos mostraram que os dois membros da familia mais proximos de LDL-
R, VLDL-R e ApoER2, também sao alvos de PCSK9 e estdo envolvidos, principalmente, no
desenvolvimento neuronal e no metabolismo lipidico®2.

O LDL-R é o regulador primario dos niveis circulantes de LDL, e o VLDL-R e o ApoER2
no cérebro mediam a sinalizagdo de Reelin, uma via essencial para o desenvolvimento normal
do sistema nervoso. Poirier et al®? descobriram que a PCSK9 do tipo selvagem e sua mutagdo
funcional, naturalmente adquirida, D374Y podem degradar o LDL-R, o VLDL-R e o0 ApoER2 apds
a coexpressao celular ou a reinternalizagao da PCSK9 humana secretada, sem exigir atividade
catalitica para a degradacgao induzida.

A quimera PCSK9 ligada a membrana aumenta o direcionamento intracelular de
endossomos/lisossomos tardios. Este estudo também demonstrou que a atividade do PCSK9 e
sua afinidade de ligagédo para o VLDL-R e o ApoER2 eram independentes da presenga do LDL-
R, enquanto a expressdo do mRNA do PCSK9 estava relacionada a expressao do VLDL-R no
cerebelo de camundongos lactentes. Isso demonstra um efeito mais geral do PCSK9 na
degradacéo da familia LDL-R, destacando seus principais papéis na homeostase do colesterol e
dos lipidios e no desenvolvimento do cérebro. O nivel de expressdao de PCSK9 no cérebro foi
mais alto no cerebelo perinatal, mas também aumentou no tecido cerebral adulto apds isquemia.
A funcédo de PCSK9 e o mecanismo de seu envolvimento na apoptose neuronal permanecem
obscuros®.

Kysenius et al®® descobriram que a PCSK9 KO reduziu a morte de neurdnios granulares
cerebelares deficientes em potassio, conforme demonstrado por niveis diminuidos de C-Jun
nuclear fosforilado, caspase-3 ativada e concentragdes de nucleo apoptético. A redugéo de
ApoER?2 ¢ insuficiente para reverter o efeito protetor fornecido pelo RNAi de PCSK9, sugerindo
que a via de sinalizacdo pré-apoptética de PCSK9 é mediada por mudangas na fungdo de
ApoER2.

Estudos mostraram que PCSK9 regula a apoptose neuronal independentemente da
funcao do receptor NMDA, mas sinergicamente com as vias de sinalizagdo ERK e JNK. Esses
resultados sugerem que a PCSK9 aumenta a apoptose neuronal regulando os niveis de ApoER2
e as vias de sinalizagao antiapoptoticas relacionadas. Além disso, descobriu-se que a PCSK9 no
cérebro pode promover a apoptose neuronal ativando a via de sinalizagdo Bcl-2/Bax/Caspase3®.

Um estudo também verificou que o nivel de PCSK9 no fluido cerebrospinal de pacientes
com DAC era maior do que o de pacientes sem DAC, indicando que ha uma ligagdo
fisiopatoldgica entre a PCSK9 e a doenga. A PCSK9 pode desempenhar um papel na DAC,
ativando o acumulo de lipidios, a apoptose e a produgdo de amiloide no cérebro. Essas
descobertas sugerem que a PCSK9 tem um efeito mais geral na degradagéo celular e que a
familia LDL-R enfatiza seus papéis na homeostase do colesterol e dos lipidios e no
desenvolvimento do cérebro®.

Outro dado relevante mostra que a PCSK9 n&o carrega nenhuma atividade de protease
em trans. As primeiras estruturas cristalinas relatadas da PCSK9 indicaram que o C-terminal do
prodominio autocatalitico excisado estava solidamente embutido no sulco de ligagdo ao
substrato, provavelmente bloqueando o acesso a qualquer substrato®®. Em concordancia, a
coexpressdo do prodominio da PCSK9 com um mutante cataliticamente morto da PCSK9
madura, em que o sitio ativo Ser386 foi mutado para Ala (S386A). levou a uma PCSK9
reconstituida totalmente funcional e secretada, capaz de mediar a degradagdo do LDLR,
semelhante & PCSK9 do tipo selvagem®.

Esta conclusdo foi posteriormente confirmada em outro estudo, usando uma
abordagem semelhante com um mutante PCSK9 do sitio ativo His226 (H226A), que também
resultou em uma via de degradagao semelhante de outros membros da familia VLDLR e ApoER2.
Assim, a PCSK9 atua como uma protease apenas uma vez durante seu processamento de
zimogénio autocatalitico no ERY.
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6. IMPACTO CLINICO DOS INIBIDORES DE PCSK9

Os ensaios cardiovasculares desempenharam um papel crucial no avango da nossa
compreenséo dos inibidores de PCSK9, uma nova classe de medicamentos, ao fornecer insights
valiosos sobre sua eficacia e seguranga. Trés ensaios principais — FOURIER, SPIRE-1 e SPIRE-
2, e 0 ensaio ODYSSEY Outcomes — forneceram evidéncias para o uso de inibidores de PCSK9
no tratamento de DCVs, conforme resumo abaixo.

6.1 Estudo FOURIER

O estudo FOURIER foi um estudo de desfecho cardiovascular fundamental, que teve
como objetivo avaliar a eficacia e a seguranga do evolocumabe, um inibidor da PCSK9. Este
estudo incluiu uma coorte substancial de 27.564 pacientes que apresentaram doenca
aterosclerdtica clinicamente evidente e tinham histérico de infarto do miocardio (IM), acidente
vascular cerebral (AVC) ndo hemorragico ou doenga arterial periférica (DAP) sintomatica. Os
participantes do estudo ja estavam passando por terapia otimizada de reducgéo de lipidios,
principalmente estatinas de alta intensidade, e apresentavam niveis basais de LDL-C de 70
mg/dL ou mais, ou niveis de colesterol ndo HDL de 100 mg/dL ou mais®.

Todos foram randomizados para receber inje¢des subcutaneas de evolocumabe (140
mg a cada 2 semanas ou 420 mg mensais) ou injegdes de placebo correspondentes. O desfecho
primario de eficacia foi o composto de eventos cardiovasculares maiores, abrangendo morte
cardiovascular, IM, AVC, revascularizacao coronaria ou hospitalizagdo por angina instavel. O
desfecho secundario primario foi o composto de morte cardiovascular, IM ou AVC®,

Os resultados do ensaio demonstraram que o evolocumabe reduziu os niveis de LDL-
C em 59%, em 48 semanas, em comparagao com o placebo, resultando em uma redugao média
absoluta substancial de 56 mg/dL para um nivel mediano de 30 mg/dL. Importante ressaltar que
0 ensaio demonstrou uma redugéo de 15% no risco do desfecho primario e de 20% no desfecho
secundario principal com o tratamento com evolocumabe. As descobertas do ensaio também
indicaram que a redugédo em eventos cardiovasculares se tornou mais pronunciada apés o ano
inicial de tratamento, sugerindo um beneficio clinico sustentado ao longo do tempo®.

Porém, uma reanalise baseada em dados regulatérios revelou algumas inconsisténcias
entre as informagdes no relatério do estudo clinico (CSR) e aquelas na publicagdo dos resultados
do ensaio primario de 2017. Para 360 de 870 mortes (41,4%), a causa da morte julgada pelo
comité de eventos clinicos FOURIER diferiu daquela declarada pelo investigador clinico local.
Apoés a readjudicacao, observou-se que as mortes cardiacas foram numericamente, mas nao
significativamente, maiores no grupo evolocumabe (113) do que no grupo placebo, enquanto as
mortes vasculares ndo cardiacas foram semelhantes entre os grupos. O HR relatado para
mortalidade cardiovascular na analise do estudo original foi de 1,05. Apds a readjudicagao, foi
encontrado um aumento relativo maior (embora ainda nado significativo) na mortalidade
cardiovascular no grupo de tratamento com evolocumabe®.

6.2 Ensaios SPIRE-1 e SPIRE-2

Os ensaios SPIRE-1 e SPIRE-2 investigaram o inibidor de PCSK9 bococizumab em
uma grande coorte de 27.438 pacientes com histérico de DVC ou diabetes. Os ensaios foram
projetados para avaliar os efeitos do bococizumab nos niveis de LDL-C e nos resultados
cardiovasculares. Porém, ambos os ensaios foram encerrados prematuramente, devido ao
desenvolvimento de anticorpos neutralizantes contra o bococizumab. Esses anticorpos
diminuiram a capacidade do medicamento de reduzir os niveis de LDL-C ao longo do tempo,
levando a uma diminuigdo de seu efeito terapéutico'°-101,

Apesar do término precoce, o ensaio SPIRE-2 demonstrou uma redugéo de risco de
21% no desfecho composto primario no grupo bococizumab em comparagao ao grupo placebo.
O desfecho composto primario incluiu morte cardiovascular, IM ndo fatal ou AVC néo fatal. Isso
sugere que o bococizumab pode ter fornecido um beneficio clinico. Isso destaca a importancia
do monitoramento de anticorpos neutralizantes em pacientes que recebem inibidores de PCSK9
e ressalta a necessidade de pesquisa continua sobre estratégias para mitigar esse desafio"".

6.3 Resultados do teste ODYSSEY

O estudo de resultados ODYSSEY centrou-se na investigagdo dos efeitos do
alirocumabe, outro inibidor da PCSK9, em pacientes que tiveram uma sindrome coronaria aguda
(SCA) recente, como IM ou angina instavel, dentro de 1-12 meses antes da inscrigao. O estudo
inscreveu 18.924 pacientes que ja estavam em terapia de estatina de alta intensidade. O
tratamento com alirocumabe resultou em uma redugéo significativa de 57% nos niveis de LDL-
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C, em comparagao com o placebo. O desfecho composto primario, que incluiu morte por doencga
cardiaca coronaria (DCC), IM, AVC isquémico ou hospitalizagdo por angina instavel, exibiu uma
reducdo de 15% com alirocumabe em comparagcdo com o placebo. Além disso, uma analise
exploratéria sugeriu uma redugdo nominal de 15% na mortalidade por todas as causas com
alirocumabe, embora a significancia estatistica ndo tenha sido alcangada'®?.

7. APLICAGAO CLINICA DOS INIBIDORES DE PCSK9

Os inibidores de PCSK9 tém eficacia significativa em hiperlipidemia, aterosclerose e
outras doengas, com muitos relatérios destacando seus potenciais efeitos terapéuticos no
tratamento de sepse, tumores e algumas infecgdes virais, entre outras doengas, conforme
detalhado abaixo.

7.1 Hiperlipidemia

Os lipidios do sangue incluem colesterol, triglicerideos (TGs) e lipidios no soro. A
hiperlipidemia, por sua vez, inclui niveis elevados de colesterol total (CT), LDL-C e TG no soro.
O tratamento da hiperlipidemia requer ajuste da dieta e mudangas no estilo de vida,
independentemente da terapia medicamentosa. Os medicamentos usados correspondem a
estatinas, inibidores da absorgéo de colesterol, acido bempedoico, preparagdes de 6leo de peixe
de alta pureza e inibidores de PCSK9'%,

A inibicado de PCSK9 é uma nova estratégia terapéutica para o controle da
hiperlipidemia, que pode melhorar a circulagdo de LDL-R, aumentar a utilizagédo de LDL-R na
superficie das células do figado e reduzir o nivel de LDL-C no sangue. Um estudo de longo prazo
de pacientes com hipercolesterolemia usando um anticorpo monoclonal descobriu que o
evolocumabe reduziu as concentragdes de LDL-C em 55 a 57% em comparagado com o placebo.
O estudo também comparou a monoterapia com evolocumabe com ezetimiba e encontrou uma
redugéo de 38 a 39% no LDL-C no grupo evolocumabe, sugerindo uma redugéo significativa no
LDL-C com um unico inibidor de PCSK9'%4,

O mecanismo pelo qual as estatinas reduzem os niveis de LDL-C é aumentar a
expressao de LDL-R na superficie das células do figado, reduzindo assim os niveis circulantes
de LDL-C. No entanto, a regulacado de feedback negativo das estatinas induz a expressao e
secrecdo de PCSK9, o que enfraquece sua eficacia na redugdo do LDL'%®. Portanto, a
combinacao de inibidores de PCSK9 pode fornecer uma maneira eficaz de reduzir o LDL-C em
pacientes com resisténcia a medicamentos tratados apenas com estatinas. Os inibidores de
PCSK9 reduziram o LDL-C circulante em pacientes com HeFH, e o efeito da ezetimiba
combinada com evolocumabe foi semelhante ao do evolocumabe sozinho'%.

Outro estudo descobriu que a adigdo de evolocumabe a hiperlipidemia resultou em uma
redugdo média de 48% no LDL-C em comparagdo com o placebo'”’. Esses resultados indicam
que a ezetimiba ndo afeta significativamente a eficacia de redugao de lipidios dos inibidores de
PSCK9, e uma redugéo adicional de lipidios pode ser alcangada com base na eficacia da
ezetimiba. Além disso, o estudo controlado por placebo de 52 semanas de evolocumabe para
hiperlipidemia descobriu que os pacientes no grupo evolocumabe tiveram uma reducéo de 58%
no LDL-C na semana 12 e uma reducéo de 57% na semana 52, em comparagao com o grupo
placebo'””. A seguranga e tolerabilidade a longo prazo do alirocumabe foram avaliadas, e a
reducdo média no LDL-C na semana 78 foi de 58%, indicando que o efeito de redugdo do LDL-
C dos inibidores de PCSK9 é duravel e bem tolerado'®.

7.2 Aterosclerose

A aterosclerose € uma doenga vascular inflamatéria crénica, causada por lesdo
endotelial vascular, e caracterizada pelo acumulo gradual de placa nas paredes de artérias de
grande e médio porte. Medicamentos comumente usados, como antiplaquetérios,
anticoagulantes e vasodilatadores, sdo indicados para retardar o acumulo de placa, diminuindo
os lipidios sanguineos para induzir trombdlise e prevenir o bloqueio vascular, respectivamente.
Varios estudos mostraram que os inibidores de PCSK9 tém certos efeitos na inibicdo da lesédo
das células endoteliais vasculares, reduzindo os lipidios sanguineos e protegendo as células
cardiacas durante a isquemia/reperfusdo miocardica (I/R)"%°.

Como uma classe de medicamentos hipolipemiantes, os inibidores de PCSK9 podem
efetivamente retardar o acumulo de placa intravascular e até mesmo causar regressao da placa.
Zeng et al'® constataram que os inibidores de PCSK9 em células endoteliais da veia umbilical
humana induzem piroapoptose, mediando a expressao de LDL oxidado pela via mitocondrial
ubiquinona-citocromo C redutase proteina central 1/espécies reativas de oxigénio (ROS). Esses
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resultados sugerem que os inibidores de PCSK9 podem inibir a escortose de células endoteliais
até certo ponto e retardar o desenvolvimento de aterosclerose.

Além disso, Safaeian et al''® mostraram que o evolocumabe teve efeitos antioxidantes
e protetores celulares no dano oxidativo induzido por H202 em células endoteliais. Nicholls et
al", por sua vez, conduziram um ensaio clinico randomizado, multicéntrico, duplo-cego e
controlado por placebo, no qual evolocumabe ou placebo foi injetado uma vez por més (420 mg)
e mediu a porcentagem do volume da placa aterosclerética (VPA) por ultrassom intravascular
como foco primario, durante 84 semanas de tratamento.

Dados de angiograma de 968 pacientes com doenga cardiaca coronaria foram
coletados e mostraram niveis mais baixos de LDL-C no grupo evolocumabe do que no grupo
placebo. Aqueles tratados com estatinas tiveram um aumento de 0,05% no VPA enquanto
tomavam o placebo e uma diminuigéo de 0,95% enquanto tomavam evolocumabe. Entre aqueles
que nao tomavam estatinas, 64,3% dos pacientes no grupo evolocumabe tiveram regresséo da
placa, em comparagao com 47,3% no grupo placebo".

Toscano et al''? inscreveram pacientes com HeFH e realizaram analise bioquimica e
avaliacao da VOP na linha de base por seis meses de estatina mais ezetimiba e seis meses de
PCSK9-I. Os niveis de PCSK9 aumentaram durante o tratamento com estatina/EZE e
comegaram a diminuir apés o tratamento. Considera-se que os niveis de PCSK9 estédo
relacionados aos valores de VOP da linha de base na HeFH. Esses resultados sugerem que os
inibidores de PCSK9 podem desacelerar, estabilizar e até mesmo diminuir significativamente as
placas e ter um efeito sinérgico com as estatinas.

A isquemia miocardica aguda é uma das principais causas de desprendimento de
placas ateroscleréticas. No processo de isquemia miocardica aguda, o nivel de PCSK9 aumenta,
levando a deterioracdo do microambiente inflamatério miocardico e a insuficiéncia cardiaca.
Portanto, os inibidores de PCSK9 podem ter um efeito protetor na lesdo miocardica. Por meio de
experimentos com animais, Palee et al''® descobriram que a administrag&o do inibidor de PCSK9
antes da isquemia teve um efeito cardioprotetor e melhorou a fungéo ventricular esquerda ao
aliviar o dano mitocondrial, o que foi demonstrado pela redugdo do tamanho do infarto do
miocardio e da arritmia em I/R.

8. POTENCIAIS APLICAGOES TERAPEUTICAS DO PCSK9

8.1 PCSK9 e sepse

A PCSKO9 reduz o colesterol circulante reduzindo a densidade de LDL-Rs nas células
do figado. Durante a infecgdo, esses receptores estdo envolvidos na limpeza de lipidios
bacterianos circulantes, como LPS. Acredita-se que esses lipidios desempenham um papel
fundamental no inicio de respostas inflamatérias sistémicas descontroladas durante a sepse. A
limpeza de lipidios pela inibicdo de PCSK9 pode ser um novo método para o tratamento da
sepse’”.

Foi relatado que camundongos PCSK9 KO tém um efeito protetor no choque séptico
induzido por LPS e a variante do tipo de disfungéo (LOF) PCSK9 mostrou baixas frequéncias de
choque séptico e faléncia de 6rgaos, enquanto o inverso foi observado em camundongos
transgénicos superexpressando PCSK9"'5"'¢. Em modelos de sepse de ligadura e perfuragéo
cecal, foi relatado que camundongos PCSK9 —-/- apresentam concentragbes bacterianas mais
baixas no sangue, pulmdes e fluido peritoneal do que animais selvagens, sugerindo que a
exclusdo de PCSK9 é benéfica para a inibicdo ou eliminagao bacteriana116. Como a protecéo
séptica de PCSK9 -/- nédo foi demonstrada em camundongos LDL-R KO, KO de PCSK9 ou o
uso de inibidores de PCSK9 podem aumentar a eliminagao de lipidios através de LDL-R'8.117,

A complexidade da sepse é especifica da espécie, langando duvidas sobre o uso de
modelos de sepse em roedores'®. Na realidade, camundongos e ratos s&o significativamente
mais resistentes a sepse do que humanos. O modelo de camundongo humanizado gerado por
Laudanski et al'® reduziu essa limitagdo até certo ponto. Além disso, os inibidores de PCSK9
podem ndo beneficiar hospedeiros jovens com sepse. Atreya et al'®® encontraram uma
associagao aumentada entre mutagbes PCSK9 LOF e prognéstico ruim de choque séptico em
criangas. A justificativa por tras dessa observagéo ndo € clara, e eles sugerem que as criangas
devem ser excluidas de ensaios clinicos de sepse envolvendo inibidores de PCSK9, até que o
efeito desconhecido da disfungdo de PCSK9 em criangas pequenas seja esclarecido.

Vecchié et al'?' identificaram, em seu estudo sobre a correlagdo entre PCSK9 e
mortalidade por choque séptico, que pacientes com choque séptico e baixo nivel de PCSK9 no
primeiro dia apresentaram mortalidade maior em 28 e 90 dias, do que outros pacientes com um
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alto nivel de PCSK9 no primeiro dia. Na subandlise deste experimento, os pesquisadores
descobriram que baixos niveis circulantes de PCSK9 um dia apds o inicio da sepse ndo estavam
associados a um bom progndstico'??'23, Pacientes com baixa lipoproteina de alta densidade
(HDL) durante a sepse tém um risco muito maior de morte por faléncia de 6rgéos, enquanto a
PCSK9 nao tem efeito significativo nos niveis criticos conhecidos de HDL. Portanto, o uso de
inibidores de PCSK9 durante a sepse € desconhecido, e o efeito preventivo dos inibidores de
PCSK9 na sepse ndo pode ser descartado’?#125,

8.2 PCSK9 no diagnéstico e tratamento de tumores

O colesterol desempenha um papel fundamental no metabolismo celular,
especialmente em processos que demandam energia, como crescimento e divisdo celular. As
células tumorais tém maiores necessidades de colesterol. O LDL fornece colesterol para células
periféricas, e sua regulagdo positiva em tumores esta relacionada a progresséo do cancer'?. Foi
relatado que em diferentes coortes de pacientes, individuos com alta expressdo de mRNA
PCSK9 tumoral tém uma taxa de sobrevida global mais baixa do que individuos com baixa
expressao de mRNA PCSKO9. Portanto, a expressdo PCSK9 pode ser um biomarcador valioso
para o prognéstico clinico de alguns tumores malignos, incluindo cancer de figado, estémago,
rim, pancreas e mama'?’.

Foi demonstrado que em células T CD8+, o LDL-R forma um complexo com o receptor
de células T (TCR), que ¢é ativado pela ligagédo a peptideos antigénicos, apresentados as células
tumorais pelo complexo principal de histocompatibilidade (MHC). A ligagdo do LDL-R ao TCR
promove a reciclagem da superficie celular e aumenta a atividade antitumoral das células T
CDS8 +. Portanto, a combinagdo de medicamentos redutores de colesterol (PCSKO9i, estatinas e
ezetimiba) pode aumentar o nivel de LDL-R de superficie e reduzir significativamente o LDL-C'?8,

Reduzir o crescimento tumoral e/ou metastase por meio da deplegédo do colesterol e
aumentar a atividade do TCR e do MHC-I é uma estratégia importante para o tratamento do
cancer. Liu et al'® descobriram que a tumorigenicidade das células tumorais pcSK9-KO foi
reduzida em camundongos, € o mAb do receptor de morte programada 1 (PD-1) foi injetado para
inibir o crescimento do tumor em conjunto com inibidores de PCSK9, sugerindo que a inibicao
do PCSK9 derivado do tumor pode superar a resisténcia aos medicamentos para a terapia PD-
1.

8.3 PCSKO9 e infecgao viral

A PCSK9 pode estar associada a doengas infecciosas virais, incluindo o virus da
hepatite C (HCV), o virus da dengue (DENV) e o SARS-CoV-2, o agente etiolégico da COVID-
19. O LDL-R foi identificado como um dos receptores de ligagdo para a entrada do HCV nas
células do figado'*. Caron et al'*® isolaram iPSCs de um paciente com dele¢éo de LDL-R,
permitindo que induzissem a diferenciacdo em células do figado. Células sem LDL-R funcional
ainda podem ser infectadas com HCV, mas a produgéo do virus aumenta significativamente apoés
a reexpressao de LDL-R, sugerindo que o LDL-R n&o esta relacionado a entrada do HCV, mas
esta relacionado ao metabolismo lipidico das células hospedeiras durante o empacotamento do
HCV. Como os inibidores de PCSK9 podem aumentar o empacotamento e a infectividade do
HCV, os pacientes infectados devem usar inibidores de PCSK9 com cautela.

Além disso, estudos descobriram que a infecgdo por DENV promove a sintese de
colesterol pela via SREBP-2, induz a expressdo de PCSK9 em hepatdécitos e reduz o LDL-C
circulante'’. Niveis elevados de PCSK9 no plasma foram detectados em pacientes infectados
com DENYV, e niveis elevados de colesterol no reticulo endoplasmatico levam a uma resposta
significativamente reduzida do interferon tipo | (IFN) antiviral nos hepatécitos do hospedeiro, altos
niveis de viremia e vazamento de plasma mais grave'®.

Portanto, os inibidores de PCSK9 podem beneficiar os pacientes com DENV
aumentando os niveis de genes de resposta ao interferon antiviral. A terapia combinada com
estatinas e inibidores de PCSK9 tem o potencial de reduzir dois fatores que contribuem para um
risco aumentado de complicacdes da trombose da COVID-19. Portanto, o uso de inibidores de
PCSK9 no tratamento da COVID-19 pode ser outra estratégia potencial .
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