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Resumo

O efeito cardioprotetor da lipoproteina de alta densidade (HDL) é, principalmente, atribuida ao seu papel no transporte reverso
do colesterol (RCT), propriedades antioxidativas e antiinflamatérias. Estudos epidemioldgicos tém claramente mostrado que
o baixo nivel do colesterol da HDL é marcador independente de risco para o desenvolvimento da doenca arterial corondria. A
proteina de transferéncia de éster de colesterol é uma glicoproteina, predominantemente, produzida no figado e tecido
adiposo, a qual tem importante papel no metabolismo da HDL e RCT. Varios estudos tém mostrado que a atividade aumentada
da CETP pode conferir risco de eventos cardiovasculares na presencga de hipertrigliceridemia e HDL-C baixo, mas ndo na presen¢a
de perfil lipidico normal. Por outro lado, moléculas derivadas com atividade inibitéria da CETP, ex. anacetrapib, diminuem a
afinidade da CETP por particulas lipoprotéicas e, inibem a transferéncia mediada de colesterol, resultando em concentragido
de HDL-Colesterol elevado e redugGes nos niveis de LDL-colesterol. Devido ao inesperado aumento de eventos cardiovasculares
e mortalidade causado por um dos medicamentos dessa classe o Torcetrapib, estudos clinicos sdo necessarios para demonstrar
se as modifica¢gdes favoraveis no perfil lipidico induzidas pela inibi¢do da CETP , contribuirdo para a protecdo contra a
aterosclerose.

Palavras-chave: Inibidores de CETP. HDL-Colesterol. Doenga Cardiovascular.

Abstract

The cardioprotective effects of high-density lipoprotein (HDL) are principally attributable to its role in reverse cholesterol
transport (RCT), antioxidative and anti-inflammatory properties. Epidemiological studies have clearly shown that a low
HDL-cholesterol level is an independent risk marker to the development of coronary artery disease. Cholesteryl ester
transfer protein is a glycoprotein predominantly produced by the liver and adipose tissue, which has an important role in
HDL metabolism and RCT. Some studies have shown that raised CETP activity may confer risk in the presence of
hypertriglyceridemia and low HDL-C, but not on normal lipid profile. On the other hand, derived molecules with CETP inhibitory
activity, e.g. anacetrapib, lowering the affinity of CETP for lipoprotein particles, inhibits CETP-mediated cholesterol exchange,
resulting in elevated HDL-cholesterol and decrease in LDL-cholesterol levels. Considering the unexpected increase in
cardiovascular events of one drug of this class e.g. Torcetrabib,clinical studies are necessary to show if the favorable

changes in plasma lipids induced by CETP inhibitors will contribute to protection against atherosclerosis.
Key Words: CETP inhibitors. HDL-cholesterol. Cardiovascular Disease.

INTRODUCAO

As doencgas cardiovasculares constituem
importante causa de morte nos paises desenvolvidos e
também naqueles em desenvolvimento, onde o seu
crescimento significativo alerta para o profundo
impacto nas classes menos favorecidas e para a
necessidade de intervencdes eficazes de baixo custo e
carater preventivo. *

Um dos principais fatores associados a doencas
cardiovasculares sdo alteragGes metabdlicas
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decorrentes de disturbios no metabolismo lipidico,
conhecidas como dislipidemias. 2

Atualmente, a terapia recomendada para o
tratamento da dislipidemia visa a reducdo dos niveis
de colesterol de LDL (LDL-C), através do uso de inibidores
da enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril co-enzima A (HMG-
CoA) redutase (Figura 1).

Entretanto, aproximadamente 60% dos pacientes
em tratamento ainda apresentam indicios de doencgas
cardiovasculares, ou ndo apresentam melhora . Na
maioria desses pacientes, baixos niveis de HDL-C sdo
encontrados 3. A redugdo dos niveis plasmaticos de HDL-
C é considerado fator de risco para surgimento de
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Figura 1 - Principais inibidores de HMG-CoA redutase empregados atualmente na terapéutica das
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Figura 2 - Inibidores de CETP desenvolvidos por diferentes empresas farmacéuticas

doencgas cardiovasculares. O efeito protetor da HDL se
da, sobretudo, a sua propriedade de transportar ésteres
de colesterol dos tecidos periféricos para o figado, o
que é conhecido como transporte reverso do colesterol. *

Diversas proteinas participam ativamente no
metabolismo da HDL, como a proteina transportadora
de colesterol esterificado (CETP), lecitina colesterol
aciltransferase (LCAT), lipase hepatica (LH) e proteina
transportadora de fosfolipidios (PLTP). Elas sdo
responsaveis pelo remodelamento da particula da HDL
e auxiliam no transporte e fluxo de lipideos entre as
lipoproteinas plasmaticas. °

Considerando a protecdo cardiovascular
proporcionada pela HDL, diversas industrias
farmacéuticas tém buscado desenvolver estratégias
terapéuticas que aumentem os niveis plasmaticos dessa
lipoproteina e, consequentemente, diminuam os riscos

cardiovasculares. Nesse sentido a CETP parece ser um
alvo terapéutico interessante, uma vez que elevadas
concentragOes plasmaticas dessa proteina estdo
associadas a baixos niveis plasmaticos da HDL, ou seja,
risco cardiovascular , enquanto outros pesquisadores
afirmam que a CETP proporciona efeitos
cardioprotetores ©. A despeito disso, diversos inibidores
de CETP foram desenvolvidos com o intuito de reduzir a
incidéncia de doencgas cardiovasculares associadas a
baixos niveis da HDL (lipoproteina) (Figura 2).

A fim de melhor compreender a importancia
terapéutica dessa proteina, assim como o
desenvolvimento de inibidores que agem sobre ela, esse
artigo descreve o papel fisioldgico da CETP e faz uma
revisdo das principais descobertas que culminou no
desenvolvimento do anacetrapib, atualmente em
estudos clinicos fase .
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Transporte Reverso do Colesterol

A HDL tem capacidade de transportar lipideos,
principalmente os ésteres de colesterol, dos tecidos
periféricos para o figado, com a finalidade de ser
excretado . Esse processo é conhecido como transporte
reverso do colesterol (TRC) que consiste de etapas
plasmaticas (Figura 3) e teciduais.

1 - Formagdo das particulas de HDL discoidais —
resultantes da transferéncia de fosfolipidios e colesterol
de membranas celulares para as lipoproteinas, através
do espago extracelular por processo dependente de
proteina ABCA-1(ATP binding cassette transporte Al);’

2 - Formagdo das particulas esféricas, com
nucleo lipidico — resultantes do processo de
esterificagdo do colesterol da HDL discoidal, mediada
pela LCAT; *

3 - Interagdo das HDL esféricas com a proteina
transportadora do éster de colesterol (CETP) - que
transfere o colesterol esterificado das particulas de HDL
para remanescentes de lipoproteinas. O que leva a
reducdo do nivel plasmatico da HDL; 8

4 - A captagao dos ésteres de colesterol para o
figado — que pode ser tanto pela remogao de b-VLDL por
meio dos receptores da lipoproteina de baixa densidade
(LDL-r) quanto pela remocgao de particulas de HDL pelos
receptores da familia SR-B1. Ambos receptores captam
os ésteres de colesterol para os hepatdcitos e células
produtoras de hormdnios esteroidais, captagdo seletiva
sem degradar a HDL.?®

A consequiéncia da transferéncia de colesterol
esterificado da HDL para outras lipoproteinas leva a
diminuicdo dos niveis plasmaticos de HDL-C, este

X

LPL

5 @ S PLTP
} CETP

LCAT

% LCAT . LCAT
A L 3 .

3

mecanismo pode ser utilizado para explicar o papel
aterogénico da CETP, dai a importancia de inibir sua
acdo. Através desse mecanismo é possivel explicar a
relagdo inversa entre concentracdo plasmatica de
triglicerideos e HDL, ja que a transferéncia de colesterol
esterificado mediada pela CETP é muito mais acentuada
em casos de hipetrigliceridemia. Estudo realizado em
populagdo Japonesa, apresentando splicing defeituoso
no gene da CETP, mostrou que esses pacientes
apresentavam altos niveis de HDL-C °. A atividade da
CETP proporciona acumulo de colesterol esterificado
nas particulas de LDL, formando particulas de LDL ricas
em colesterol esterificado, particulas de maior agdo
aterogénica. !

Por outro lado, existem autores que defendem a
idéia de que a atividade da CETP no metabolismo da
HDL proporciona efeitos benéficos e protetores, ou seja,
possui agdo anti-aterogénica, principalmente em
pacientes normolipidémicos. Nesse caso a CETP ao
transferir parte do colesterol esterificado da HDL para
as lipoproteinas que contém apo-B (LDL e VLDL), estara
representando outra rota de transporte de colesterol
dos tecidos periféricos para o figado, auxiliando na
remocgao dessas moléculas dos leitos vasculares . A CETP
pode ser vista como um facilitador do fluxo de colesterol
no TRC. ¢

Proteina Transportadora de Colesterol
Esterificado (CETP)

A CETP é uma glicoproteina plasmdatica de 476
aminoacidos, predominantemente produzida no figado
e tecidos adiposos . A estrutura 3D dessa proteina
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Figura 3 - Comportamento plasmatico das lipoproteinas participantes do transporte reverso de colesterol. (1)
Apolipoproteina A1(Apo Al), pobre em lipidios; (2) transferéncia de lipidios (fosfolipidios) e colesterol livre de
lipoproteinas ricas em triglicérides (LRTG) para a ApoA1l; (2, 3) pré-a HDL, recebendo Colesterol livre (CL) e,
transformando-se em HDL3; (3, 4) A HDL3 em contato com outras lipoproteinas e membranas celulares recebe CL
que é esterificado por agdo da lecitina-colesterol-acil-transferase (LCAT) para o core da HDL, tornando-a em HDL2;
(4, 5) A HDL2 em contato com outras lipoproteinas e sob a¢do da proteina de transferéncia de fosfolipides e da
proteina de transferéncia de colesterol esterificado recebe triglicérides as expensas de CE, respectivamente; (5, 6)
Catabolismo da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) por agdo da lipoproteina lipase, originando
remanescentes de VLDL (a-VLDL) e lipoproteinas de baixa densidade (LDL), auxiliando na cinética de remodelamento

da HDL.
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Figura 4 - Estrutura cristalografica de CETP (codigo PDB
20BD). O canal hidrofébico utilizado na troca de
triglicerideos (TG) por ésteres de colesterol (CE) esta
representado por esferas cinzas.

apresenta um formato alongado, semelhante a um
“boomerang” que facilita sua interagdo com as
particulas de HDL, VLDL e LDL 2. De fato, essa proteina
tem a habilidade de transferir colesterol esterificado e
triglicerideos entre as lipoproteinas plasmaticas. O que
acontece é uma troca reciproca, a CETP transfere
colesterol esterificado (CE) da HDL para as lipoproteinas
gue contém apo-B e em troca recebe triglicerideos (TG)
provenientes da VLDL, beta-VLDL (remanescentes) e
quilomicrons. O mecanismo de transferéncia parece
envolver o transporte de CE e TG através de tunel
hidrofébico presente na estrutura da CETP ?(Figura 4).
Essa troca reciproca acontece de forma
exacerbada na presenca de particulas ricas em
triglicerideos, pois sdo elas as aceptoras do colesterol
esterificado proveniente da HDL , portanto o papel
aterogénico da CETP depende diretamente dos niveis
plasmaticos de triglicerideos do paciente. 3

Inibidores de CETP

Considerando que a CETP ndo é uma enzima, o
desenvolvimento de farmacos que sejam analogos do
estado de transicdo ou que se assemelhem a algum
intermediario estabilizado pela proteina é invidvel. De
fato, analogos do colesterol apresentam baixa poténcia
inibitoria frente a CETP e, os analogos de TG, devido a
grande flexibilidade conformacional dessa molécula
referéncia, ainda ndo foram avaliados **. Esse panorama

R= H (penicilida)

R=0

R= /I\/CHZ (composto lider)

Figura 5 -

explica o porqué de muitas empresas farmacéuticas
utilizarem testes de triagem aleatéria para identificar
inibidores de CETP. Um desafio adicional é inibir
seletivamente a CETP, sem interferir na agdo/estrutura
de outras proteinas. Desde o inicio da década de 90, ha
interesse crescente por parte da academia e da
industria na identificacdo de inibidores de CETP.
Entretanto, até meados do ano 2000, os compostos
identificados apresentavam baixa poténcia, IC50=10-
50mM, em testes in vitro e, ndo eram capazes de inibir a
CETP na presenga de plasma humano, no qual
lipoproteinas plasmaticas estdo presentes. Esse cenario
mudou a partir de 2000 com a identificacdo de diversas
classes de inibidores potentes de CETP. A fim de ilustrar
as estratégias adotadas para aumentar a poténcia e
seletividade desses inibidores, bem como a diversidade
quimica dos inibidores utilizados em fase clinica, sera
discutido a seguir o desenvolvimento de trés séries
distintas de inibidores. Adicionalmente, alguns
exemplos de produtos de origem natural, que inibem
CETP também serdo destacados.

Derivados de produtos naturais

Assim como em muitas outras classes
terapéuticas, muitos programas de desenvolvimento de
inibidores de CETP tiveram sua origem em produtos de
origem natural. Um exemplo dessa estratégia foi o
programa desenvolvido na empresa Farmacéutica
Schering Plough, na década de 90 que resultou na
identificacdo de metabdlitos de fungos e de esponjas
marinhas que apresentavam atividade inibitéria sobre
a CETP . Mais recentemente, a empresa Bayer
identificou através de ensaios in vitro em larga escala,
um derivado de penicilida com IC50=1mM frente a CETP
(Figura 5).

Na tentativa de aumentar a poténcia e % vida
plasmatica desse composto lider, uma série de
derivados dibenzodioxocinonas foi avaliada. Estudos
de relagdo estrutura-atividade mostraram que a cadeia
alquilica no anel C apresenta grande
complementaridade com o sitio de interagdo, uma vez
gue substituintes volumosos como hexil geralmente
resultam em perda de poténcia. ModificagGes na
hidroxila fendlica do anel C (posi¢do 11) levaram a

Cl

Desenvolvimento de inibidores de CETP a partir de produtos naturais.
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Figura 6 - Inibidores ativos da CETP derivados do colesterol.

derivados carbamoilados, que apresentam maior
poténcia que os correspondentes derivados alquilicos.

As restricdes conformacionais presentes nesses
derivados motivaram o planejamento de derivados
biciclicos, que apresentaram maior % vida e aumento
na poténcia (Figura 5). A adicdo de substituintes no
anel (A) através da halogenacdo regioseletiva da
posicdo 08 e introducgdo de um grupo etil na posi¢cdo 09
originou o inibidor mais potente da série (IC50=
0,015mM).

Agentes modificadores de cisteina (dalcetrapib
JTT-705)

Epps e colaboradores *® estudaram a cinética de
inibicdo in vitro de dois derivados de colesterol (U-617
e U-95594) sobre CETP (Figura 6). Apesar da grande
semelhanca estrutural desses dois compostos, seus
mecanismos de inibicdo diferem drasticamente.
Enquanto U-95594 é um inibidor competitivo de CETP,
U-617 é um inibidor ndo competitivo cuja acdo é tempo-
dependente. Adicionalmente, U-95594 inibe
indistintamente a transferéncia de TG e CE, ao passo
que U-617 inibe a transferéncia de CE, mas ndo de TG.
Esses dados implicam que o sitio de interacdo desses
inibidores é diferente. Levando em consideragdo que
organomercuriais inibem a transferéncia de TG mediada
por CETP, mas ndo de CE, os autores desse trabalho
sugeriram que U-617 deveria interagir com uma cisteina
livre de CETP, haja vista que CETP tem sete cisteinas, ou
seja, pelo menos uma delas deve estar acessivel para
interagao com U-617.

Visando estudar a relagdo entre a estrutura e a
atividade de outros agentes que interagem com
cisteinas, Connolly, Heuvelman e Glenn " estudaram o
perfil de inibicdo de mais de 30 compostos que podem
se ligar covalentemente a esse residuo. De fato, todos
0s compostos testados apresentaram agdo tempo-
dependente, consistente com mecanismo de inibicdo
irreversivel.

O composto mais ativo in vitro, identificado nesse
trabalho foi acido p-cloromercuriofenil sulfénico que
apresenta IC50= 0,02mM. Vale a pena destacar que
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agentes alquilantes (ex: iodoacetamida) ou agentes
redutores (ex: ditiotreitol) ndo apresentaram inibicdo
em concentragdes inferiores a 1uM. Outro dado
relevante desse estudo é que a introdugdo de grupos
hidrofilicos ou carregados nessa classe de compostos
leva a reducdo da poténcia. Esses resultados, aliados a
cinética lenta de inibicdo, sugerem que o sitio de
interacdo desses compostos é hidrofdbico e pouco
acessivel ao solvente . Em estudos posteriores, Okamoto
e colaboradores *® identificaram uma nova série de
derivados tidlicos que inibem CETP ndo so in vitro, mas
também in vivo. A partir de um composto lider com baixa
poténcia (IC50= 500mM), foram realizadas
modifica¢Ges na cadeia alquilica ligada ao grupamento
amida do anel benzénico e simplificacdes moleculares
que levaram ao desenvolvimento de JTT-705 (IC50=
9mM), (Figura 2), o primeiro inibidor irreversivel de CETP
ativo in vivo. Atualmente esse candidato a farmaco esta
sendo avaliado em ensaios clinicos de fase IlI.

Derivados de 3-amino-2propanol

Ao contrario dos derivados biciclicos fundidos
desenvolvidos pela Bayer e Pfizer, pesquisadores da
empresa Searle/Pharmacia relataram o)
desenvolvimento de uma série de derivados de 3-amino-
2propanol que inibem a CETP in vitro. A partir da
identificacdo do composto de baixa poténcia in vitro
(IC50 = 40mM), uma série de derivados foi planejada
com a finalidade de otimizar a poténcia dessa série. O
estudo das relagdes entre a estrutura quimica e a
atividade bioldgica dos derivados mostrou que a
substituicdo do grupo CF, ligado ao anel benzilico, por
uma cadeia tetrafluoroetoxi tem impacto positivo sobre
a atividade inibitdéria de CETP. Efeito semelhante é
observado quando da substituicdo do fluor na posicdo
meta do anel anilina por uma fenoxila. Conjuntamente,
essas modificacBes resultam em aumento de poténcia
de aproximadamente 25 vezes (IC50=1,5mM) (Figura 7)

Vale a pena destacar que a mudanca no padrao
de substituicdo do anel anilina de “meta” a “para” reduz
a atividade (IC50 = 25mM), o que foi racionalizado por
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Figura 7- Desenvolvimento de 3-amino-2-propanol com atividade inibitéria da CETP.
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Castilho, Guido e Andricopulo? como uma
conseqliéncia de impedimentos estéricos no sitio de
interacdo desses inibidores através de estudos de QSAR
2D e Holograma QSAR. Modificagdes posteriores no anel
fenoxila levaram a identificagdo do composto Sc795
(Figura 1) que apresenta IC50= 0,003mM.

Derivados de tetrahidroquinolinas

A partir de uma série de 5-hidroxipiridinas
polifuncionalizadas, muitas das quais sdo precursores
sintéticos da cerivastatina, pesquisadores da Bayer
identificaram a série de 5,6,7,8-tetrahidroquinolinas
(Figura 8) com atividade inibitéria da CETP in vitro.
Porém a baixa estabilidade metabdlica desses derivados
levou ao desenvolvimento de andlogos mais rigidos, que
eventualmente apresentaram atividade in vivo. Estudos
de relagdo estrutura atividade mostraram que os grupos
4F-fenila na posicdo “para” do anel piridina e o grupo
4CF,-benzil na posicdo trés sdo essenciais a atividade,
enquanto que a posi¢cdo dois pode acomodar grupos
alquilicos pequenos ou anéis saturados. A utilizagdo
desse esqueleto quimico privilegiado permitiu que

\OJLN CF3
FsC A3
2
N CF;
OJ\O torcetrapib (Pfizer)

Desenvolvimento de tetrahidroquinolinas com atividade inibitoria da CETP.

ainda pesquisadores da Pfizer identificassem uma série
de derivados carbamato de 1,2,3,4-tetrahidroquinolina,
cujas ligagdes saturadas se localizam no anel
heterociclico e que inibem CETP em ensaios no plasma
humano em concentragdes submicromolares.

Modificagdes estruturais levaram ao torcetrapib,
um inibidor reversivel de CETP que facilita a interagdo
de CETP com HDL. Durante a otimizagdo da poténcia
desse candidato a farmaco foi evidenciado que a
configuracdo R na posig¢do dois é preferida em relagdo
a S e que os substituintes da porg¢do éster do carbamato
ndo alteram sua atividade inibitdria frente a CETP.

De forma andloga ao que foi observado com a
série de tetrahidroquinolinas, desenvolvida na Bayer, a
introdugdo de grupos CF_ eleva a poténcia inibitoria
dos derivados. Apesar da grande eficacia desse
candidato a farmaco em aumentar os niveis de HDL,
seus ensaios clinicos de fase Ill foram interrompidos
no final de 2006, uma vez que o uso de torcetrapib
causou aumento de risco de morte e eventos
coronarianos quando comparado com o uso isolado
da atorvastatina em estudo prospectivo de 15.067
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individuos portadores previamente de doenca arterial
corondria ou diabetes. Houve um excesso de eventos
coronarianos maiores 464 vs. 373, hazard ratio 1,25;
95%1C 1,09 a 1,44, p=0,001) e mortes (93 vs. 59, hazard
ratio 1,58; 95%IC 1,14 a 2,19, p=0,006) no grupo
aleatorizado para torcetrapib. O excesso de morte
ocorreu em ambas causas cardiovasculares e ndao
cardiovasculares. Aos 12 meses, o torcetrapib aumentou
o0 HDL-C em 72% e diminui o LDL-C em 25% comparado
com o uso isolado de atrovastatina. O torcetrapib
também aumentou a pressdo arterial sistélica em 5,4
mmHg, diminuindo o potdssio e sédio, e aumentando o
bicarbonato e a aldosterona (P <0,001 para todas as
comparagdes) . Foi referido aumento pressorico de
até 15 mmHg no grupo tratado com 90mg desse
composto . Posteriormente, foi estabelecido que o efeito
pressor do torcetrapib ndo esta relacionado com a
inibicdo da CETP, mas sim, com a indugdo da sintese de
aldosterona e cortisol .

CONCLUSAO

A CETP possui papel central na circulagdo e
transporte de colesterol esterificado e triglicerideos
entre as lipoproteinas. Sabe-se atualmente que esse
processo é basicamente dependente da presenca de
hipertrigliceridemia e de mutag¢es no gene da CETP,
tendo como resultado protec¢do e/ou aumento de risco
cardiovascular. Em pacientes com hipertrigliceridemia,
0 aumento da atividade da CETP reduz a concentragao
plasmatica do HDL-C e modula a biossintese de
particulas aterogénicas de LDL, logo, a atividade da CETP
aumentada, revela a mesma como marcador importante
de risco cardiovascular. Porém, seu papel no transporte
reverso do colesterol, principalmente em pacientes
normolipidémicos é essencial.

Sendo assim, é importante ressaltar o papel da
CETP no metabolismo de particulas lipidicas e moléculas
associadas, onde a depender da situagdao em foco,
aumento ou diminuigdo da atividade da mesma, podera
proporcionar risco ou protegdo cardiovasculares.
Parece estar claro a necessidade da utilizagdo de
inibidores da CETP em condigdes de
hipertrigliceridemia, onde o advento de moléculas
especificas antagdnicas a atividade da CETP tem sido
mostrado como protetores importantes durante o
processo aterogénico. Contudo, devido aos resultados
desfavoraveis encontrados com o torcetrapib somente
os resultados de estudos clinicos prospectivos poderdo
esclarecer se os inibidores da CETP terdo papel na
pratica clinica.
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