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RESUMO

O colesterol contido nas lipoproteinas de elevada densidade (HDL-C),
frequentemente designado de “colesterol bom”, é considerado um biomarcador destas
lipoproteinas, as quais estao associadas a reducao do risco cardiovascular através de diversos
mecanismos, sendo consideradas um fator chave na inibicao do desenvolvimento da placa
aterosclerotica. No entanto, a natureza da relagao entre as lipoproteinas de alta densidade
(HDL), em termos do HDL-C, e a atividade anti-aterogénica, nao esta ainda bem definida,
encontrando-se alguma ambiguidade e até contradigao nos resultados dos estudos e ensaios
clinicos existentes. A ideia inicial de que o simples aumento dos teores plasmaticos de HDL
reduzia o risco cardiovascular - HDL hypothesis - esta agora posta de lado, tendo-se
verificado que as propriedades qualitativas destas particulas sio também fatores criticos no
desenvolvimento da aterosclerose - HDL function hypothesis. Diversas alternativas
terapéuticas sao apontadas direcionadas para os aumentos dos teores plasmaticos e/ou da
funcionalidade das HDL, dando-se énfase ao continuo desenvolvimento de novas abordagens

mais eficazes e com efeitos secundarios mais reduzidos.

ABSTRACT

The cholesterol within high-density lipoproteins (HDL-C), also known as “good cholesterol”, is
undoubtedly associated with a reduction of the cardiovascular risk. Acting by many different
mechanisms, HDL particles have been considered to be a key factor in the development of the
atherosclerotic plaque. However, the nature of the relation between HDL and its anti-atherogenic
activity is still uncertain, given the ambiguity and contradiction of the latest researches. The initial
HDL hypothesis, in which HDL-C concentration is the only factor considered in the prediction of
cardiovascular risk, has now been overcoming — it appears that the qualitative properties of this
lipoprotein play a key role in the inhibition of atherosclerotic plaque development (HDL function
hypothesis). There are several therapeutic approaches targeting HDL levels and its functionality,

which have been increasingly more effective and less harmful.

PALAVRAS-CHAVE

HDL | HDL-C | Apo-Al | Aterosclerose | Doengas cardiovasculares | HDL disfuncional |

Transporte reverso do colesterol | Terapia HDL.



I.INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares (DCV), através das suas manifestagoes clinicas mais
comuns, como o enfarte do miocardio (EAM) e o acidente vascular cerebral (AVC),
continuam a ser uma das principais causas de morte e morbilidade dos paises desenvolvidos
(Choudhury et al, 2004; Gaziano et al, 2006; Galkina & Ley, 2009). Multiplos fatores de risco
poderao ser apontados, ocupando a dislipidémia associada a hipercolesterolémia LDL um
lugar de relevo, assim como a diminuicao dos teores plasmaticos de HDL, em termos de
HDL-C. Tem sido estabelecida uma forte correlagao entre a dislipidémia e a aterosclerose,
uma patologia das grandes artérias que leva ao estreitamento do seu limen, podendo esta
constituir, a longo prazo, a causa subjacente aos acidentes cardiovasculares.

As terapéuticas dirigidas para as DCV incluem intervengoes ao nivel do estilo de vida
e de fatores suscetiveis a modificagao, tais como hipertensao, obesidade e dislipidémia. Esta
ultima tem sido um alvo terapéutico muito explorado, particularmente a hipercolesterolémia
associada as LDL. De facto, a intervengao farmacolégica principal, através das estatinas, tem
sido largamente utilizada na diminuicao da hipercolesterolémia (McTaggart & Jones, 2008).
No entanto, apesar dos beneficios na redugao do risco cardiovascular, o problema esta
longe de ser resolvido. Para além disso, o uso continuado das estatinas e outros farmacos
hipocolesterolémicos apresentam diversos efeitos secundarios, por vezes bastante
significativos.

Assim, outros alvos tém sido explorados, destacando-se entre estes as HDL.
Diversos estudos epidemiologicos evidenciam uma correlagao inversa entre a ocorréncia de
DCV e os teores plasmaticos de HDL (Brewer, 201 1), o que tem levado ao desenvolvimento
de terapéuticas alternativas dirigidas para o aumento nao so6 dos teores plasmaticos, mas
também da funcionalidade destas lipoproteinas (Otocka-Kmiecik et al., 2012).

Assim, nesta monografia, irao ser abordados os aspetos fundamentais das HDL
relativamente a sua atividade protetora contra as DCV, nomeadamente, causadas pelo
desenvolvimento de aterosclerose, fazendo-se previamente uma breve introdugao as
caracteristicas das HDL, metabolismo lipidico, doenga aterosclerédtica e doencgas
relacionadas. Tendo por base as mais recentes descobertas no ambito da funcionalidade
destas particulas, irdao também ser abordados os fatores principais que levam a
disfuncionalidade das HDL e respetivas consequéncias, bem como os métodos de avaliagao
da funcionalidade. Adicionalmente, irdo ser apresentadas as alternativas terapéuticas
atualmente disponiveis e em desenvolvimento, direcionadas para o aumento do teor e/ou da

funcionalidade das HDL, fazendo-se ainda uma abordagem comparativa da sua eficacia.



2. AS HDL: CARACTERIZAGCAO E METABOLISMO

As HDL sao agregados lipidicos e proteicos (lipoproteinas) de elevada densidade,
constituidos por uma monocamada de fosfolipidos e colesterol livre e um core hidrofébico
contendo, essencialmente, colesterol esterificado (CE) e triglicéridos (TG) (Figura 1),
distinguindo-se das LDL principalmente pela presenga maioritaria de apoproteinas ApoA (I e
I), as quais constituem os constituintes estruturais principais destas lipoproteinas (Rye et al,

1999).

Figura |: Constituicio da particula HDL. As HDL sio
lipoproteinas de alta densidade, maioritariamente constituidas
por lipidos e apoproteinas  (apo).

Podem distinguir-se diferentes subfragoes de HDL, dependendo do método
laboratorial utilizado. Por ultracentrifugagao apenas € possivel separar as HLD2 das HDLS3.
No entanto, quando sujeitas a eletroforese, as particulas de HDL subdividem-se num maior
numero de fragoes, de tamanho decrescente (HDL-2b, -2a, -3a, -3b e -3c). Os métodos
imunoldgicos, por sua vez, permitem a separagao das particulas contendo ApoA-l das
contendo ApoA-Il. A separagao das diferentes particulas de HDL pode ainda ser realizada
recorrendo a ultrafiltracao e cromatografia, as quais permitem isolar as particulas de HDL
nascentes/ pré-B-HDL (Otocka-Kmiecik et al., 2012).

As apoproteinas (apo) sao proteinas capazes de se ligar a lipidos, facilitando a sua
solubilidade no sangue. As diferentes apoproteinas conferem as lipoproteinas diferentes
caracteristicas, interferindo no reconhecimento de recetores e na regulagao de enzimas
especificas. Adicionalmente, estas particulas constituem importantes marcadores de risco,
permitindo prever e diagnosticar diversas doengas, tais como DCV e Alzheimer.

O colesterol, por sua vez, é uma molécula de extrema importancia, estando
envolvido na manutengao da estrutura das membranas bem como na sintese de hormonas
esteroides, acidos biliares e vitamina B. Pode circular no plasma sob duas formas distintas: o
incorporado nas lipoproteinas de baixa densidade (LDL-C), designado ‘mau colesterol’, que
contribui para a formagao da placa aterosclerética e o incorporado nas HDL (HDL-C),
chamado ‘bom colesterol’, o qual tem sido associado a prevengao das doengas

cardiovasculares.



Assim sendo, torna-se essencial a distingao entre HDL-C e HDL, referindo-se o
primeiro ao colesterol circulante (livre ou esterificado) associado a estas lipoproteinas, e o
segundo as particulas que o transportam (Oldoni et al.,, 2014).

Para uma melhor compreensao da atividade benéfica das HDL sobre as DCV ¢
essencial conhecer o metabolismo dos lipidos bem como os processos envolvidos na
formacao das diversas lipoproteinas e o seu papel no desenvolvimento da aterosclerose
(Figura 2).
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Figura 2: Metabolismo geral dos lipidos. O colesterol plasmatico é transportado através de duas cascatas inter-
relacionadas (endogena e exogena) que incluem lipoproteinas contendo apoB (quilomicron e LDL) e apoA (HDL) (Brewer,
2011).

Os quilomicron, particulas ricas em TGs segregadas a partir do intestino, tém a
funcao de transportar os lipidos provenientes da dieta primariamente para o tecido adiposo
e muscular, e secundariamente para o figado e tecidos periféricos. Os TGs sao hidrolisados
pela lipoproteina lipase (LPL) e os produtos da hidrolise sao transportados para as células do
tecido adiposo e musculo, sendo os quilomicron remanescentes captados pelo figado através
dos recetores ApoB|00/E, também designados recetores LDL.

As VLDL, lipoproteinas de muito baixa densidade, ricas em TGs, sao segregadas pelo
figado, sendo também sujeitas a acao da LPL e deslipidificadas pela lipase hepatica (LH),
originando lipoproteinas de densidade intermédia — as IDL, as quais originam LDL pelo
mesmo processo. As VLDL remanescentes, IDL e LDL sao removidas do plasma por
interagao com o recetor hepatico das LDL (Brewer, 201 1).

No que diz respeito ao metabolismo geral das HDL, na Figura 3 apontam-se as
principais vias metabdlicas, assim como as diferentes subpopulagoes de HDL. A origem das

HDL esta na ApoA-I, que é segregada a partir do figado e do intestino e interage com o
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transportador membranar ABCAI, promovendo o efluxo de colesterol, convertendo-se
assim numa particula de ApoA-l pobre em lipidos. Posteriormente, estas particulas
adquirem fosfolipidos e colesterol de células periféricas, tais como os macrofagos,
transformando-se primariamente em particulas discoides — pré-B-HDL/HDL nascentes

(Kardassis et al., 2014).

Figura 3: Metabolismo das HDL.
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Secundariamente, as HDL nascentes sofrem maturacdo através da esterificacio do
colesterol da monocamada, catalisada pela lecitina-colesterol acil-transferase (LCAT), enzima
que requer ApoA-| como co-fator (Oldoni et al, 2014). Uma vez esterificado, o colesterol é
transferido para o core hidrofobico da particula, ficando as HDL aptas a receber mais
colesterol livre intracelular.

Ap0s esterificagao pela LCAT, o colesterol contido nas aHDL pode ser transportado
para o figado através de duas vias distintas. A primeira via envolve a transferéncia do
colesterol esterificado (CE) para as lipoproteinas contendo ApoB (em troca de TGs),
mediada pelas CETP. A particula de HDL enriquecida com TGs é suscetivel a lipdlise, sendo
rapidamente catabolizada. A outra via diz respeito ao transporte direto do HDL-C para a
figado mediado pelo transportador SR-BI. Esta segunda via é seletiva e permite a reciclagem
da particula de HDL, a qual se encontra depois disponivel para captar mais colesterol (ver

Rader & Hovingh, 2014).

3. ATEROSCLEROSE E MECANISMOS SUBJACENTES

A aterosclerose é uma doenca inflamatoria cronica, de baixo nivel, das artérias de

médio e de grande calibre caracterizada pela formacao de placas constituidas por nucleos



necroticos, regioes calcificadas, lipidos modificados, células musculares inflamadas, células

endoteliais, leucocitos e células esponjosas (Galkina & Ley, 2009).
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Figura 4: Fases do desenvolvimento da placa aterosclerética. A acumulagio de lipidos na intima e sua oxidagao
desencadeiam uma resposta inflamatéria, havendo recrutamento de monécitos ao local. Os macroéfagos, ao captar as LDL
oxidadas, aumentam o seu teor em colesterol, transformando-se em células esponjosas, as quais acabam por formar estrias
gordas. A continua acumulagao de colesterol por estas células e a sua deposi¢ao nas estrias gordas acaba por conduzir, a
longo prazo, a um processo de necrose com libertagdo do contetdo celular, formando o chamado nicleo necrético. Em
estados avangados, podera ocorrer a rutura do vaso e consequente formagao de um trombo devido a acumulagio de
plaquetas no local (Choudhury et al,, 2004).

O processo aterosclerotico (Figura 4) inicia-se com a acumulagao de lipidos
(maioritariamente provenientes das LDL) na matriz extracelular do espago subendotelial e
posterior oxidagao dos mesmos por espécies quimicas reativas derivadas do oxigénio e do
azoto, segregadas pelas células endoteliais. A hipercolesterolémia associada a LDL agrava a
acumulagao e o tempo de residéncia de LDL nesse espago, acelerando a sua oxidagao. Este
processo desencadeia uma resposta inflamatoéria, a qual se traduz no recrutamento de
monocitos da corrente sanguinea que se ligam as células endoteliais entrando na intima
onde, por acao de moléculas produzidas pelo endotélio, sao convertidos em macroéfagos
(Berliner et al, 1995). Estes, através dos seus recetores ‘“scavenger”, captam de modo
desregulado as LDL extensamente oxidadas e vao acumulando lipidos no seu interior,
principalmente colesterol, transformando-se em células esponjosas. A acumulagao de células
esponjosas leva a formagao de estrias gordas que podem posteriormente originar a placa
aterosclerotica. Esta é inicialmente protegida por uma capsula fibrosa resultante, em parte,
da migracao de células do musculo liso da parede celular para a zona da intima. O continuo
crescimento da placa acaba por diminuir progressivamente o limen da artéria, reduzindo
assim o fluxo sanguineo. Adicionalmente, pode dar-se a deposicao de calcio, tornando as
paredes arteriais inflexiveis. O aumento progressivo da pressao sanguinea pode danificar a
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capsula fibrosa, a qual pode romper, resultando num trombo. Dependendo da localizagao do
bloqueio, este podera conduzir a diversos problemas tais como AVCs ou EAMs, os quais
constituem as principais sequelas clinicas da aterosclerose (Choudhury et al,, 2004).

De referir, que as DCV sao responsaveis por mais de 17.3 milhdes de mortes por
ano, constituindo umas das principais causas de morte no mundo (Figura 5). No entanto, o
conceito de DCV inclui inlmeras patologias do coragao e dos vasos sanguineos, estando
apenas parte destas associadas a aterosclerose, tais como doenga arterial coronaria (CAD),
AVC, hipertensao e doenga vascular periférica.

Figura 5: Distribuicio mundial das principais causas de morte.
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4. MECANISMOS DE ACAO DAS HDL NA PROTECAO CONTRA AS
DOENCAS CARDIOVACULARES

4.1. Efluxo de colesterol/ Transporte reverso

Ao conceito de Transporte Reverso do Colesterol, no contexto da prevengao da
aterosclerose, esta fortemente associada a capacidade das HDL de remocao do excesso de
colesterol dos macroéfagos/células esponjosas, transportando-o de volta para o figado, onde
pode ser armazenado e utilizado para sintese de hormonas ou removido do organismo
através da bilis pelo trato gastrointestinal, conforme referido anteriormente (Figura 3).

No entanto, existem diversos mecanismos pelos quais se efetua o efluxo do
colesterol dos macrofagos para as HDL, consoante o conteudo em colesterol das mesmas,
como se evidencia na Figura 6. O transportador responsavel pelo efluxo de colesterol para
as HDL nascentes/BHDL é o ABCAI, sendo considerado o principal fator de regulagao do
mesmo. As particulas de HDL maduras /aHDL, por sua vez, ligam-se ao transportador
ABCGI e ao recetor SR-BI. Este ultimo possui a capacidade de transportar colesterol para

dentro ou para fora da célula dependendo do conteldo de colesterol intracelular. Para além



destes sistemas de transporte ativo, as aHDL pode também captar colesterol a partir de um

processo nao especifico de difusao passiva (ver Brewer, 201 1).

Figura 6: Principais vias do
efluxo de colesterol. As pre-f-
HDL captam colesterol dos

A Ond(:od osterol Pool macrofagos a partir do
transportador ABCAI. As aHDL,

por sua vez, captam colesterol

R através dos transportadores SR-BI

e ABCGI ou por difusio passiva
(Brewer, 2011).
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4.2. Acao Anti-inflamatoéria

Tal como anteriormente referido, a inflamacao constitui um fator critico na
patogénese da aterosclerose, caracterizando-se pela infiltragado de mondcitos e macroéfagos
na parede arterial, bem como teores elevados de marcadores inflamatorios.

A inibicao da expressao das moléculas de adesao tais como a VCAM-1, ICAM-I| e E-
selectina, bem como a neutralizagdo das propriedades pro-inflamatorias da proteina C
reativa (CRP) constituem os mecanismos principais através dos quais as HDL exercem a sua
acao anti-inflamatoria, prevenindo assim o desenvolvimento e a progressao da lesao

aterosclerotica (Barter et al,, 2004).
4.3. Acao Antitrombotica e Profibrinolitica

Em estadios avancados da doencga, o desenvolvimento da placa aterosclerotica pode
conduzir a oclusao parcial ou total da artéria, originando eventuais AVCs ou EAMs.

As HDL desempenham uma agao essencial na prevencao do desenvolvimento de
trombos, uma vez que inibem a ativagao das plaquetas e reduzem a agregacao plaquetaria, a
ligacao do fibrinogénio e a secregao de tromboxano A.

Estes efeitos inibitorios sio mediados pelo acido araquidonico, cedido as células
endoteliais pelas HDL. Este conduz a produgao de prostaciclina (PGl,), a qual possui um
papel inibidor da ativagao plaquetaria bem como uma agao vasodilatadora (ver Otocka-

Kmiecik et al,, 2012).
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sintese do inibidor da ativagao do plasminogénio (PAI-I) bem como a estimulagao da sintese
de plasmina, a qual leva a dissolugao do trombo. Esta agao &, no entanto, exclusiva das HDL
nao alteradas por processos oxidativos, sendo que as HDL oxidadas promovem o efeito

oposto, inibindo a fibrindlise (Mineo et al., 2006).
4.4. Acao Antioxidante

Tal como anteriormente referido, a oxidagdo das LDL conduz a sua rapida
incorporagao pelos macrofagos através do recetor scavenger/CD36 (SR-Bl) no espago
subendotelial, levando a formagao de células esponjosas e consequente ativagao do processo
inflamatério. As HDL podem atenuar o processo de formagao da placa aterosclerotica
também através da agao protetora contra a oxidagao destas lipoproteinas conferida pela
ApoA-l e enzimas antioxidantes relacionadas, tais como Lp-PLA2, LCAT e GSPx (Podrez,
2010).

Adicionalmente, as HDL possuem a capacidade de ligar e remover os hidroperdxidos
lipidicos e os produtos avancados da oxidagao (ver Besler et al, 2012), os quais sao
posteriormente hidrolisados pela paraoxonase | (PONI) e pelo fator ativador de plaquetas-
acetil-hidrolase (PAF-AH) associados a particula de HDL, protegendo as células endoteliais

do processo infamatorio (ver Brewer, 201 1).
4.5. Producio endotelial de 6xido nitrico

O oxido nitrico (NO) desempenha um papel fundamental no endotélio e no espago
subendotelial uma vez que, para além de regular o tonus e a estrutura vascular, apresenta
efeitos antitrombotico, anticoagulante, anti-inflamatorio e profibrinolitico.

Diversos estudos experimentais tém vindo a demonstrar a capacidade das HDL para
modificar a expressao e a atividade da oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), levando a
estimulagao da produgao de NO, podendo este processo desenrolar-se através de diversos
mecanismos.

Estudos iniciais apontaram a prevengao dos efeitos nocivos das LDL oxidadas sobre a
eNOS como principal mecanismo de agao das HDL sobre a produgao de NO. No entanto,
estudos posteriores demonstraram a capacidade de estimulagao direta da produgao de NO
mediada pelas HDL através da sua ligacdo ao recetor endotelial SR-Bl. Esta ligacao
desencadeia a ativagao da proteina cinase B que, por sua vez, estimula a fosforilagao do
residuo de serina na eNOS conduzindo assim a sua ativagao e consequente producao de NO

(ver Besler et al, 2012).



No entanto, a ligagao das HDL ao recetor SR-Bl através da ApoA-1 (ligando major) nao
constitui o Unico mecanismo de estimulagao da producao de NO pelas HDL, sendo esta
também induzida pela ligagao de fosfolipidos associados as HDL, tais como
esfingosilfosforilcolina, esfingosina-|-fosfato (SI1P) e liso-sulfatideo, ao recetor esfingosina-1-
fosfato 3 (SIP3).

Estes dois mecanismos de ligagao das HDL encontram-se relacionados, uma vez que a
ligagao da ApoA-l ao recetor SR-BI cria a proximidade espacial necessaria para que ocorra a
estimulacio do recetor SIP3 pelos fosfolipidos, desencadeando cascatas de sinalizagao
reguladoras da fungao vascular (Nofer et al, 2004).

Um outro mecanismo sugerido para a estimulagao de produgao de NO pelas HDL
envolve o efluxo de oxisterois mediado pelos transportadores ABCGI. Uma vez que a
producao de espécies reativas de oxigénio induzida pelo 7-cetosterol conduz a rutura do
dimero da eNOS, a remocao destas espécies por parte das HDL restaura a atividade desta

enzima, preservando a fungao endotelial (Terasaka et al, 2010).

4.6. Migracao endotelial de proteinas

As HDL servem também de veiculo de transporte de diversas proteinas
fisiologicamente relevantes na inibicao do processo aterosclerotico, tal como a SIP (Figura
7), estimulando a vasodilatagdo e a migragao celular endotelial e inibindo a adesao de

moléculas, a inflamagao e a apoptose (ver Brewer, 201 1).

[#vasodilation |  [$Apoptosts | [Yadn [#wigration | [§ inflammation |

Figura 7: Transporte da esfingosina-1-fosfato (S1P) mediado pelas HDL. As HDL transportam a SIP, a qual, ao
ligar-se aos seus recetores endoteliais e das células musculares, desencadeia cascatas de sinalizagdo, promovendo a
vasodilatagdo e a migragdo celular e inibindo a apoptose, as moléculas de adesdo e processo o inflamatério (ver Brewer,
2011).
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5. HDL DISFUNCIONAL

A percecao de que um grande numero de DCV ocorriam em individuos com valores
normais de LDL-C e HDL-C, levou a concluir que a composi¢ao quantitativa em
lipoproteinas nao deve ser considerada, por si s6, como um indicador fiavel do risco
cardiovascular.

Assim sendo, o conceito de ‘HDL hypothesis’, que pressupoe que um aumento dos
teores de HDL levara a uma redugao deste risco, tem vindo a ser substituido pelo conceito
de ‘HDL function hypothesis’, o qual tem em consideragdao as propriedades qualitativas das
HDL, tais como o seu tamanho, forma, carga e antigenicidade (ver Otocka-Kmiecik et al,
2012).

Tem sido evidenciado que nem sempre o aumento do nimero de particulas de HDL
medido através do conteudo em colesterol é benéfico, em particular na presenga de alguns
estados patologicos ou deficiéncias genéticas, levando a concluir que diversos fatores podem
modificar a natureza das particulas de HDL, tornando-as pro-aterogénicas.

Em contraste com as HDL “normais”, as HDL pro-aterogénicas apresentam
propriedades pro-inflamatdrias e uma atividade antioxidante e capacidade de efluxo bastante
reduzidas, para além de dificuldades quer no transporte de colesterol esterificado para o
figado, quer na estimulagao da produgao de NO.

Diversos fatores podem conduzir ao aparecimento de HDL pro-aterogénicas, tais
como alteragoes genéticas tanto na ApoA-l como no transportador ABCAI ou na enzima
LCAT (ver Otocka-Kmiecik et al, 2012) (Tabela |) ou, ainda, estados patolégicos como
diabetes, inflamagao ou stress oxidativo (ver Besler et al, 2012).

Multiplos mecanismos dependentes de estados inflamatérios tém sido indicados
como estando envolvidos na génese das HDL disfuncionais, tal como Otocka-Kmiecik e
colaboradores reportam num trabalho de revisao de 2012 (Otocka-Kmiecik et al., 2012).

Neste contexto, destaca-se o papel da mieloperoxidase (MPO), uma hemoproteina
libertada aquando da desgranulagao dos neutroéfilos e mondcitos, que demonstrou alterar a
funcao da ApoA-l por modificagao oxidativa, prejudicando a sua interagio com o
transportador ABCA|. Consequentemente, o efluxo de colesterol e a capacidade das HDL
para ligar lipidos sao diminuidos, ficando reduzida a formagao de particulas de HDL estaveis
e esféricas. Adicionalmente, a MPO leva a ativacao das metaloproteinases e prejudica a

capacidade de estimulagao de produgao de NO mediada pelas HDL (Zheng et al., 2004).

11



Tabela I: Defeitos genéticos (mutacdes, delecoes e sobre-expressio) da ApoAl, ABCAI, LCAT E SR-BI,
que alteram a funcionalidade das HDL (ver Besler et al, 2012)

Defeito genético

Consequéncias

Teores reduzidos de HDL-C, fungao endotelial prejudicada,

Mutagoes IMT aumentada, amiloidose, desenvolvimento acelerado de
aterosclerose
ApoA-|
Auséncia Teores reduzidos de HDL-C, lesao ateroscleroética aumentada
Teores reduzidos de HDL-C, acumulagao de macrofagos no
Mutagoes espago subendotelial, efluxo reduzido, risco prematuro de
CAD
Auséncia total Hipocolesterolémia, efeito anti-aterogénico
ABCAI 2 3
Auséncia nos macroéfagos Desenvolvimento aterosclerotico acelerado
Sobre-expressao sistémica Efeito anti-aterogénico
Sobre-expressao hepatica Desenvolvimento acelerado de aterosclerose
LCAT Mutacoes Inconclusivo
Sobre-expressio Aumento RCT, redugio teores HDL
SR-BI Auséncia Aterosclerose aumentada, aumento teores HDL

Mutagao P279S

Teores aumentados de HDL, efluxo reduzido, uptake hepatico

de CE reduzido

Avaliacao da funcionalidade das HDL

Existem varios métodos disponiveis para a avaliagao da funcionalidade das HDL, nas
suas diversas “vertentes”, podendo esta ser realizada através da medicao das suas
propriedades anti-inflamatodrias ou das suas propriedades antioxidantes.

Apesar de ser considerado um bom marcador preditivo do risco cardiovascular, os
teores de MPO nao mostram relagao direta com os teores plasmaticos de HDL disfuncional.
Porém, a realizagdo de ensaios imunolédgicos baseados na identificagio de residuos
especificos de ApoA-| gerados por oxidagao catalisada pela MPO constitui também um meio
promissor de investigagao das HDL disfuncionais (ver Otocka-Kmiecik et al., 2012).

Mais recentemente tém surgido novos métodos de detegao de HDL disfuncionais, tal
como reportado por Jang e colaboradores (Jang et al,, 201 1).

De referir ainda a preocupaciao evidenciada na literatura de que os testes para
avaliagio da funcionalidade das HDL deverao, tendencialmente, apresentar maior
simplicidade e reprodutibilidade, bem como uma boa correlagao com os testes de avaliagao

da fungao coronaria (Rader & Hovingh, 2014).
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6. TERAPEUTICA DIRIGIDA AOS AUMENTOS DO TEOR PLASMATICO
E/OU DA FUNCIONALIDADE DAS HDL

6.1. As terapéuticas iniciais
6.1.1. Niacina

A niacina, também designada acido nicotinico, € uma vitamina do complexo B que
tem vindo a ser utilizada pela sua agao sobre o sistema digestivo (conversao do alimentos
em energia), a pele e o sistema nervoso.

Nos ultimos cinquenta anos a niacina tem sido usada como opgao para o tratamento
da hipercolesterolémia e doencas associadas, na dosagem de |-3 gramas/dia, visando
aumentar os teores de HDL (Rader & Hovingh, 2014).

O principal mecanismo de agao da niacina é a supressio da hidrodlise dos TGs
armazenados no tecido adiposo e a consequente reducao dos teores plasmaticos de acidos
gordos livres. Uma vez que estes constituem um dos principais substratos essenciais para a
sintese de TGs no figado, a niacina leva a reducao dos teores das lipoproteinas que
incorporam estes compostos, i.e. VLDL e, consequentemente, LDL, cuja formagao advém
das VLDL. Devido a ja referida relagao inversa entre os teores de TGs e de HDL-C, a
reducao dos TGs induzida pela niacina aumenta os teores plasmaticos de HDL-C em,
aproximadamente, 35% (Chapman et al., 2004).

Para além disto, a niacina altera também as propriedades qualitativas das HDL,
estimulando a retencao de colesterol esterificado, o aumento do tamanho das particulas e o
transporte reverso do colesterol (RCT) através do transportador ABCAI (ver Otocka-
Kmiecik et al,, 2012).

Apesar de promover efeitos anti-inflamatorios, a administragio de agonistas do
recetor nicotinico GRPI09A demonstrou nao ter efeito nos teores de HDL-C, LDL-C ou
TG, sugerindo que a niacina podera modular os teores plasmaticos de lipidos através de
mecanismos independentes deste recetor (Lauring et al., 2012).

A ativagao do recetor nicotinico GRPIO9A a nivel da pele promove a sintese de
PGD2 e PGE2 que, por sua vez, se ligam ao recetor DP, e EP2/4, respetivamente, induzindo
vasodilatagao capilar que se reflete em vermelhidao cutanea (Dunbar & Gelfand, 2010).
Assim sendo, a niacina encontra-se frequentemente associada a um inibidor da ativagao do

recetor DP| — laropipranto - por forma a reduzir esses efeitos secundarios a nivel cutaneo.
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Neste contexto, novos derivados do acido nicotinico tém vindo a ser desenvolvidos,
tais como a nicotinamida, procurando reduzir tais efeitos secundarios (ver Otocka-Kmiecik

et al, 2012).
6.1.2. Estatinas

As estatinas exercem o seu mecanismo de agao através da inibicao da HMG-CoA
redutase, reduzindo assim o teor em lipoproteinas contendo ApoB.

No entanto, estes farmacos aumentam também os teores de HDL-C
(maioritariamente de grandes dimensoes) em cerca de 5-10%, induzindo a produgao de
ApoA-l de PONI, a qual é responsavel pela atividade antioxidante e pelo efluxo de
colesterol por estimulagao do transportador ABCA| (Otocka-Kmiecik et al., 2012).

Pensa-se que o mecanismo através da qual as estatinas elevam os teores de HDL se
relaciona com a diminuicao da atividade da CETP, uma vez que, havendo uma reduzida
quantidade de lipoproteinas contendo ApoB, as trocas CE/TG entre as HDL e estas

lipoproteinas sao naturalmente diminuidas (McTaggart & Jones, 2008).
6.1.3. Fibratos

A administragao de fibratos no contexto do tratamento da hipercolesterolémia visa a
estimular a atividade da LPL e a modificar o conteiudo plasmatico em lipoproteinas,
aumentando o teor em ApoA-| e diminuindo o teor em ApoC-lll (inibidor da LPL).

Estes efeitos conduzem a um aumento do catabolismo das lipoproteinas ricas em
TGs, aumentando consequentemente os teores de HDL-C.

Outros efeitos benéficos dos fibratos sobre o desenvolvimento da aterosclerose
incluem a supressao da inflamagao através da redugao dos teores de CRP e o aumento da
propor¢ao de HDL de pequenas dimensoes, as quais constituem melhores aceitadores de

colesterol (Després et al., 2004).
6.1.4. Ezetimiba

Apesar da administragao de ezetimiba ter demonstrado nao influenciar nos teores de
HDL-C ou de ApoA-I, esta resulta numa diminuigao consideravel das HDL-3 bem como um

aumento da PONI e da Lp-PLA2 (Nakou et al., 2008).
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6.1.5. Tiazolidinedionas

As tiazolidinedionas comportam-se como agonistas dos recetores ativados por
proliferador de peroxissoma (PPARs), os quais desempenham um papel fundamental do
metabolismo dos lipidos, aumentando os teores de HDL-C e o tamanho médio das
particulas de HDL.

A pioglitazona aumenta o teor de HDL de grande e média dimensao e diminui a
concentragao de HDL de pequena dimensao, apresentando efeito nulo nos teores de ApoA-
|. Adicionalmente, demonstrou também reduzir o racio TG/CE nas HDL, podendo os seus
efeitos benéficos estar relacionados com o aumento do teor em adiponectina.

A rosiglitazona, por sua vez, reduz as HDL de pequena e grande dimensao e
aumenta as de média dimensao, conduzindo a elevagao do racio HDL-3b/HDL-2b.

Comparando estes dois farmacos, concluimos que a pioglitazona (14,9%) é mais eficaz
no aumento das HDL do que a rosiglitazona (7,8%) (Deeg et al., 2007).

O quadro seguinte (Tabela Il) faz uma abordagem comparativa de alguns dos

farmacos mais utilizados no aumento dos teores de HDL-C quando a sua eficacia (%).

Tabela Il: Eficacia de farmacos no aumento dos teores de colesterol HDL (HDL-C). Inibidores da CETP (30-
138%), Niacina (<35%), Fibratos (5-10%), Estatinas (3-15%) e Tiazolidinedionas (7-15%) (Otocka-Kmiecik et al., 2012).

Drug intervention HDL-C increase (%)
CETP inhibitors 30-138

Niacin <35

Fibrates 5-20

Statins 3-15
Thiazolidinediones 7-15

Alguns autores distinguem a terapéutica de aumento dos teores/funcionalidade das
HDL em dois grupos — a terapia aguda, direcionada essencialmente para o aumento dos
teores plasmaticos de prep-HDL através das infusdes anteriormente referidas; e a terapia
cronica, a qual consiste em farmacos de administragao oral que possam ser usados por

tempo longo/indeterminado, tais como a niacina e os inibidores da CETP (Brewer, 201 I).
6.2. Novos alvos terapéuticos

6.2.1. Inibidores da CETP

O interesse farmacologico na inibicao da proteina plasmatica transferidora do
colesterol esterificado (CETP) como abordagem terapéutica de aumento dos teores de

HDL-C surgiu na sequéncia da observagio de que a deficiéncia genética desta proteina
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estava frequentemente associada a concentragoes elevadas de HDL-C (Japao) (ver Besler et

al, 2012).

Figura 8: Mecanismo de acdo
dos inibidores da CETP. As
: CETP medeiam a troca de CE/TGs

Athero- entre as HDL e as VLDL/ LDL,
constituindo assim uma alternativa
ao transporte reverso do
colesterol.

cholesterol
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Tal como mencionado anteriormente, a CETP medeia a troca de colesterol
esterificado e triglicéridos entre as HDL e as lipoproteinas contendo ApoB100 (VLDL, LDL)
constituindo, assim, uma alternativa ao retorno de CE para o figado (Figura 8).

Assim sendo, a inibicao desta proteina plasmatica leva a um aumento do HDL-C
plasmatico, bem como a uma diminuigao do LDL-C. Adicionalmente, os inibidores das CETP
tém impacto na composicao qualitativa das HDL, aumentando a razao CE/TG, o que leva a
um melhoramento da sua capacidade antioxidante — redugao dos teores de LDL oxidadas
(ver Otocka-Kmiecik et al.,, 2012).

O primeiro inibidor das CETP testado em humanos — torcetrapib — demonstrou
elevar substancialmente os teores de HDL-C até 90% e reduzir o LDL-C até 40% (ver
Brewer, 2011). Este estudo (ILLUMUNATE) foi no entanto terminado prematuramente
devido ao aumento dos eventos cardiovasculares e mortalidade em doentes tratados com
atorvastatina + torcetrapib, o qual se concluiu ser causado por toxicidade off-target,
nomeadamente produgao aumentada de aldosterona e aumento da pressao arterial.
Adicionalmente, o torcetrapib em comparagao com a atorvastatina isolada demonstrou
aumentar o numero de mortes por causas nao vasculares, tais como cancro ou inflamagao,
possivelmente devidas a alteragoes das fun¢oes imune/inflamatorias das HDL (Barter, 2009).
Observou-se ainda o efeito inibidor deste firmaco na producio de NO, bem como na
producao de espécies reativas de oxigénio.

Uma vez que se concluiu que a toxicidade off-target do torcetrapib se devia ao
proprio farmaco, foram realizados diversos outros ensaios para testar outros inibidores da
CETP desprovidos destes efeitos — dalcetrapib, anacetrapib e evacetrapib.

O dalcetrapib — segundo inibidor da CETP a chegar a fase 3 do ensaio clinico — falhou
devido a fraca capacidade de reducao do risco cardiovascular. No entanto, os dois ultimos a

ser testados — anacetrapib e evacetrapib (Otocka-Kmiecik et al, 2012) — demonstraram
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aumentar consideravelmente mais os teores de HDL-C do que o anterior, reduzindo

também os teores de LDL-C e de Lp(a) (Larach et al, 2012) (Tabela llI).

Tabela Ill: Eficacia comparativa dos inibidores das CETP. Os inibidores mais recentes das CETP (anacetrapib e
evacetrapib) demonstraram a maior eficicia tanto no aumento das do HDL-C como na redugio do LDL-C, nio
apresentando toxicidade off-target.

Aumento HDL-C (%) Redugiao LDL-C (%)
Torcetrapib até 90 % até 40%
Dalcetrapib até 31% sem efeito
Anacetrapib até 138% até 36%
Evacetrapib até 129% até 36%

6.2.2. Infusdes de HDL recombinante contendo ApoA-I

Tal como ja foi referido, a ApoA-l constitui a proteina mais abundante das HDL,
promovendo o efluxo de colesterol a partir dos macrofagos através da sua ligagao ao
recetor membranar ABCAI. Assim sendo, poder-se-a inferir que o aumento desta proteina
ira promover o transporte reverso do colesterol, diminuir a inflamagao e estabilizar a placa
aterosclerotica.

Uma das possiveis estratégias envolve a incubagao in vitro de ApoA-|, isolada a partir
de plasma humano, com fosfatidilcolina derivada da soja, originando HDL recombinante,
tendo em vista a prevengao do catabolismo e o favorecimento da sua farmacocinética. Desta
forma procura-se simular o aumento das HDL nascentes em circulagao, aumentando o
transporte reverso do colesterol. No mesmo sentido, desenvolveram-se estratégias
envolvendo o recurso a formas mutadas de ApoA-I| ou peptideos miméticos ApoA-I. Neste
ambito, a ApoA-l Milano, uma mutagao anti-aterogénica natural da ApoA-| por substituicao
da cisteina pela arginina no aminoacido 173, tem sido utilizada em complexos com
fosfolipidos (ver Larach et al, 2012), embora a sua eficacia tenha ficado aquém do esperado.

Uma outra abordagem consiste na infusio de HDL autoélogo deslipidificado. Este é
inicialmente colhido do plasma humano por aferese, sendo depois deslipidificado com
solventes organicos (conversio de aHDL em pre-B-HDL) e re-administrado ao doente

(Sacks et al.,, 2009).

6.2.3. Peptideos miméticos da ApoA-|

Como anteriormente referido, os efeitos benéficos das HDL devem-se em grande

parte a sua proteina principal, a ApoA-l. No entanto, a administragao intravenosa desta
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proteina apresenta algumas limitagdes devido a sua grande dimensao e aos custos
associados.

Assim sendo, surgiu necessidade de obter particulas de menor dimensao, faceis de
produzir e menos dispendiosas — peptideos miméticos da ApoA-I (Sherman et al,, 2010).

Estes peptideos possuem uma afinidade aumentada para fosfolipidos e acidos gordos
oxidados, o que lhes confere capacidade de os remover eficazmente, normalizando assim a
composicao e a fungao das lipoproteinas (Imaizumi et al, 2011). Estas particulas possuem
ainda a vantagem de nao serem facilmente degradadas pelas peptidases no intestino,
podendo por isso ser administrados oralmente (ver Otocka-Kmiecik et al., 2012).

O primeiro peptideo mimético a ser testado, em 1985, continha dois residuos de
fenilalanina, sendo assim designado de 2F. Este composto nao foi no entanto capaz de
reduzir significativamente a aterosclerose induzida num modelo animal. Assim, foram
posteriormente escolhidos para analise dois peptideos, o 4F e o 5F, contendo 4 e 5 residuos
de fenilalanina, respetivamente. O peptideo 5F sintetizado a partir de L-aminoacidos (L-5F)
demonstrou claramente proteger contra a aterosclerose induzida em modelo animal. O 4F
sintetizado a partir de D-aminoacidos (D-4F), por sua vez, melhorou significativamente as
propriedades anti-inflamatorias das HDL bem como a redugao das lesdes ateroscleroticas ja

formadas (Sherman et al,, 2010).

6.2.4. Regulacio da producao endégena de ApoA-I

O RVX-208, uma molécula sintética de pequena dimensao, demonstrou promover a
transcricio do gene ApoA-l, aumentando os teores plasmaticos desta proteina em
aproximadamente 60% num modelo animal. No entanto, num ensaio clinico realizado,
causou um aumento de apenas 10%, concluindo-se assim que esta abordagem nao apresenta
beneficios significativos na prevencao do desenvolvimento da placa aterosclerotica (Bailey et

al, 2010).

6.2.5. Regulacio dos Recetores Hepaticos X

Os recetores hepaticos X (LXR) sao recetores nucleares que se comportam como
sensores de colesterol, regulando a expressao de genes envolvidos no seu metabolismo,
podendo estimular a expressio de genes anti-aterogénicos, nomeadamente de ApoE, de
ABCAI e de LPL, ou inibir a expressao de genes pro-inflamatorios, em particular da COX-2,

da IL-6 e da eNOS (Baranowski, 2008) (Figura 9).
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Existem dois tipos de LXR: os LXRa, maioritariamente expressos no figado, tecido
adiposo, rim e macroéfagos, e os LXRP, expressos ubiquamente. Apesar da protegao
aterosclerotica pelos LXR ser essencialmente devida aos seus efeitos em células
hematopoiéticas, alguns estudos tém vindo a demonstrar que os LXR podem exercer o seu
efeito anti-aterogénico também noutras células, nomeadamente hepaticas, intestinais,
endoteliais e musculares (Calkin & Tontonoz, 2010).

A ativacdo dos LXR por agonistas naturais (oxisterdis) ou sintéticos (Figura 10),
promove a mobilizacao intracelular de colesterol, o seu efluxo via ABCAl e ABCGI e a

produgao de HDL, reduzindo o desenvolvimento aterosclerdtico (ver Larach et al,, 2012).

o Figura 10: O AZ876 e o GWé6340 sio exemplos de
| 22 5 - o~ oy agonistas sintéticos dos recetores hepaticos X.

cf,
AZBT76 GW3965

6.2.6. Silenciamento do MiR-33

Os microRNAs siao pequenas sequéncias nao-codificantes que inibem a expressao
genética. O MiR-33 é uma familia de percursores de microRNAs que suprime
especificamente a expressao dos transportadores ABCA| e ABCGI dos hepatocitos e dos
macroéfagos, reduzindo, consequentemente, os teores de HDL, ja que inibe o efluxo
intracelular de colesterol para as HDL nascentes.

Assim, o silenciamento do MiR-33 com um oligonucleétido antisense (ASO),
administrado por via subcutinea, foi utilizado como estratégia terapéutica num modelo
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animal de aterosclerose, tendo originado um aumento significativo dos teores de HDL-C,
bem como na promogao do transporte reverso do colesterol e a regressao da placa

aterosclerotica (ver Larach et al, 2012).

6.2.7. Inibidores da Mieloperoxidase

A MPO é uma enzima que atua seletivamente sobre a ApoA-I, oxidando-a, o que
resulta na inibicado do efluxo de colesterol a partir dos macréfagos mediado pelo
transportador ABCAI. Apesar da inibigdo desta enzima ter uma agao benéfica sobre o
efluxo de colesterol, ela ira prejudicar também todas as suas restantes atividades. Uma
alternativa terapéutica é a interferéncia com o seu local de ligagdo na ApoA-l, nao
influenciando assim as suas restantes fungoes de defesa inata, tais como protegao contra

infecoes e processos inflamatoérios (Kutter et al., 2000).

7. CONCLUSAO

A utilizagdo das HDL como alvo terapéutico das doengas cardiovasculares tem
demonstrado alguma controvérsia, verificando-se ainda bastante heterogeneidade nos
estudos relativos as suas fungoes ateroprotetoras.

Verificou-se, no entanto, que a administragao de farmacos direcionados para o
aumento dos teores plasmaticos/funcionalidade das HDL, em concomitancia com a
administragao de estatinas, apresenta eficacia acrescida na redugao do risco cardiovascular.
Até ao momento, os inibidores da CETP sao vistos como os farmacos mais eficazes,
elevando os teores de HDL até |38%.

Os teores de HDL-C, por si so, representam uma medida insuficiente da capacidade
anti-aterogénica das HDL, tendo-se concluido que a estrutura e metabolismo destas
particulas constituem fatores criticos na previsao do risco cardiovascular. No entanto, a
HDL function hypothesis esta ainda em fase de estudo, aguardando por validagao formal.

Futuramente, a terapéutica devera ser direcionada para a prevengao da conversio
das HDL nativas em HDL disfuncionais, devendo assim atingir-se uma maior eficacia. Além
disso, espera-se também melhorar e desenvolver novos métodos de avaliagao da sua
funcionalidade, apostando na sua simplicidade e reprodutibilidade.

A abordagem das HDL como alvo terapéutico apresenta-se assim bastante
promissora, sendo espectavel a sua evolugdo no ambito da prevengao das DCV e,
possivelmente, a sua inclusao na terapéutica habitual de doentes com dislipidémia ou elevado

risco cardiovascular.
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