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Resumo

Marinho LL. O uso da associagéo de paclitaxel a nanoemulsao lipidica para o
tratamento da doenca arterial coronariana: estudo randomizado, duplo-cego
e controlado por placebo [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2023.

Introducdo: As doencas cardiovasculares sdo as principais causas de 0bito
global. Atualmente, reconhece-se que sua base fisiopatoldgica consiste ndo
apenas do acumulo de lipides na parede arterial, como também de uma
resposta inflamatéria crénica a lesédo vascular. Tendo em vista o importante
componente proliferativo-inflamatério no desenvolvimento e progressdo da
doenca aterosclerética, uma estratégia de tratamento baseada em farmacos
antiproliferativos e imunomoduladores, como os usados no tratamento do
cancer, pode ser uma nova rota terapéutica promissora. Em modelos animais,
foi demonstrado que apoés injecdo endovenosa, as nanoparticulas lipidicas
(LDE) se ligam aos receptores de LDL, concentrando-se nas placas
aterosclerdticas. Quando tratados com paclitaxel associado a LDE,
verificamos uma reducédo de 60% das lesdes aterosclerodticas na aorta desses
animais, ndo sendo observado sinais de toxicidade importante. Métodos:
Trata-se de estudo prospectivo, randomizado, duplo cego, controlado por
placebo que incluiu individuos acima de 18 anos com doenca arterial
coronariana (DAC) multiarterial. Os pacientes, foram randomicamente
alocados em dois grupos: um grupo tratado com LDE-paclitaxel e um grupo
placebo. Os pacientes receberam por via endovenosa 175 mg/m? de LDE-
paclitaxel ou placebo uma vez a cada 3 semanas por 18 semanas. Os
pacientes de ambos 0s grupos mantiveram terapia medicamentosa otimizada
para DAC, conforme as diretrizes atuais. Em ambos 0s grupos, os pacientes
foram submetidos a angiotomografia computadorizada de coronarias e a
determinacdo de marcadores inflamatorios antes da primeira dose da
medicacdo e até 4 semanas apos a ultima dose da medicacdo. Além disso,
foram realizados exames clinicos e laboratoriais a cada 3 semanas em todos
0s pacientes, a fim de avaliar toxicidade medicamentosa e incidéncia de
eventos adversos. Resultados: Foram randomizados 40 individuos com uma
meédia de idade de 65,6 + 8 anos, em uma proporcédo de 1:1 entre oS grupos.
Um total de 58% dos individuos apresentava diabetes, 50% historia de IAM e
91% dos pacientes estavam em uso de estatina e aspirina. Nao houve



diferenca em relacdo as caracteristicas basais clinicas e laboratoriais em
ambos os grupos. Em nenhum paciente incluido no estudo foi observada
toxicidade clinica ou laboratorial importante. Em relacdo aos biomarcadores
inflamatorios, houve uma tendéncia nao significativa de redugéo dos niveis de
IL-6 e PCRus no grupo LDE-paclitaxel (-16% e -28%, respectivamente), sendo
que o mesmo achado néo foi observado no grupo placebo. Em relagdo a
progressao angiotomogréfica da placa aterosclerética, os volumes médios de
placas apresentaram grande variacdo, sendo que nenhuma diferenca foi
observada entre os grupos durante apds o seguimento. Conclusao: O uso da
formulacdo LDE-paclitaxel mostrou-se segura em pacientes com DAC
multiarterial e com um potencial efeito na modulagdo da resposta inflamatoria
atraveés da via da IL-6.

Palavras-chave: Aterosclerose. Doengca da artéria coronariana.
Nanoparticulas. Paclitaxel. Imunomodulagdo. Interleucina-6. Efeitos
colaterais e reacdes adversas relacionados a medicamentos.



Abstract

Marinho LL. Effect of paclitaxel associated with lipid nanoparticles in patients
with coronary artery disease: a double-blind, placebo-controlled study [thesis].
Séo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2023.

Introduction: Cardiovascular diseases are the leading cause of global
mortality. It is widely acknowledged that their pathophysiological foundation
encompasses not only the accumulation of lipids within the arterial wall but
also a chronic inflammatory response to vascular injury. Considering the
pivotal role of the immune component in the development and progression of
atherosclerosis, a strategy based on antiproliferative and immunomodulatory
therapy may represent a promising novel therapeutic pathway. In animal
models, it has been shown that lipid nanoparticles (LDE) bind to LDL receptors
and preferentially accumulate within atherosclerotic plaques. Treatment with
paclitaxel associated with LDE reduced aortic atherosclerotic lesions by 60%
in these animals without adverse effects. Methods: We conducted a
prospective, randomized, double-blinded, placebo-controlled study that
included individuals older than 18 with coronary artery disease (CAD), and
optimized medical therapy. Patients were randomly assigned to receive LDE-
paclitaxel or placebo. Patients received 175 mg/m? of LDE-paclitaxel or
placebo intravenously every 21 days for 6 times. All patients underwent
coronary CT angiography and had inflammatory biomarker levels assessed at
baseline and at the end of follow-up. Furthermore, clinical and laboratory
assessments were performed every three weeks to evaluate toxicity and
incidence of adverse events. Results: A total of 40 individuals were
randomized in a 1:1 ratio. Among those, 58% had diabetes, 50% had
myocardial infarction, and 91% were in use of statin and aspirin. Baseline
demographics, risk factors, and laboratory results were not different between
groups. In all patients, no clinical or laboratory toxicities were observed. From
the baseline to the end of follow-up, there was a non-significant trend toward
a decrease in IL-6 levels and hsCRP in the LDE-paclitaxel group (-16% and -
28%, respectively), not observed in placebo. Regarding plaque progression
analysis, variation in plague parameter values was wide, and no difference
between groups was observed. Conclusion: In SCAD patients with
multivessel disease, LDE-paclitaxel was safe and showed clues of potential



benefits in reducing inflammatory biomarkers associated with cardiovascular
disease.

Keywords: Atherosclerosis. Coronary artery disease. Nanoparticles.
Paclitaxel. Immunomodulation. Interleukin-6. Drug-related side effects and
adverse reactions.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCVs) representam a principal causa de
6bito global (M. Estima-se que 32% de todas as mortes ao redor do mundo
decorram de causas relacionadas ao sistema cardiovascular e destas, 75%
tém sua ocorréncia registrada em paises em desenvolvimento (-2, Nesse
contexto, a doenca arterial coronariana (DAC) representa a principal causa,
sendo responsavel por 8,9 milhdes de ébitos em 2017 M. Dados oriundos do
Sistema de Informagdo sobre Mortalidade (SIM) nacional reforgam tais
estatisticas. Calcula-se que em 2017 ocorreram aproximadamente 359 mil
Obitos devido a DCV no Brasil, equivalendo, assim, a cerca de um terco do

total de Obitos registrados no mesmo periodo no pais ©.

A doenca aterosclerética, que anteriormente era vista apenas como
resultante do acumulo de colesterol nas artérias, hoje esta bem estabelecido
gue fatores genéticos, ambientais, metabdlicos e imunolégicos desempenham
um papel fundamental em seu desenvolvimento e progressdo ®. Dentre
esses, a resposta imune desempenha um papel crucial desde a formacao da
placa até as complicacdes trombdticas responsaveis pelos eventos

cardiovasculares ®,

O progresso no tratamento da doenca aterosclerética nas Ultimas
décadas, resultante de intervencfes terapéuticas e mudancas no estilo de
vida levou a maior sobrevida e reducéo de eventos cardiovasculares. Neste
sentido, destacam-se o uso das estatinas, antiagregantes plaquetéarios e o
controle dos principais fatores de risco como hipertenséo arterial sistémica
(HAS), diabetes mellitus (DM) e cessacao do tabagismo. Todavia, apesar do
controle adequado dos principais fatores de risco, uma parcela significativa de

individuos ainda apresentam eventos cardiovasculares recorrentes ©),

Tendo em vista o importante componente imunolégico e inflamatério

nesse processo continuo, uma estratégia de tratamento baseada em
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farmacos imunomoduladores e antiproliferativos, como o0s usados no
tratamento do cancer, pode ser uma rota terapéutica muito promissora. No
entanto, devido a elevada toxicidade, a utilizagdo desses farmacos tem seu
uso atual praticamente limitado a pacientes oncolégicos. Nao obstante,
descobertas recentes com o uso de nanotecnologia podem chegar a
resolucdo desse impasse, ao possibilitar a introdugdo dessas drogas no
tratamento das doencas cardiovasculares, sem o 6nus dos seus efeitos

colaterais (7.9,

1.1 RISCO RESIDUAL

Apesar do grande progresso nas Ultimas décadas, a doenca
aterosclerotica ainda é a principal causa de morbi-mortalidade globalmente.
Em pacientes portadores de DAC é sabido que além do tratamento com
estatinas, o controle de fatores risco como HAS, DM, a prética de atividade
fisicas e a cessacao do tabagismo sédo fundamentais para a reducéo do risco
cardiovascular. Entretanto, alguns pacientes continuam a apresentar eventos
cardiovasculares recorrentes apesar do controle adequado desses fatores de
risco conforme diretrizes atuais, 0 que € descrito como risco residual
(Figura 1) ©,

Uma parcela desse risco residual esta relacionada a uma necessidade
de reducdo mais agressiva do colesterol, conforme posteriormente
observados nos trabalhos com ezetimibe e inibidores da pro-proteina
convertase subtilisina kexin tipo 9(PCSK9), que reduziram eventos
cardiovasculares através do tratamento mais intensivo do LDL-C em
pacientes ja em uso de estatinas em doses otimizadas (1% 1Y, No estudo
FOURIER, observamos que mesmo no grupo de pacientes em uso de
evolocumabe que atingiram niveis de LDL-C abaixo de 55mg/dL, a taxa de
eventos cardiovasculares (morte, angina instavel, infarto agudo do miocardio
(IAM), acidente vascular cerebral (AVC) e revascularizacdo miocéardica) em

26 meses de seguimento ainda foi de aproximadamente 10% (1),
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Além do risco associado ao LDL-C, outros possiveis alvos terapéuticos
em investigagdo a fim de reduzir o risco residual seriam: o uso de novas
drogas anti-trombdticas e anti-plaquetarias (12 13 o desenvolvimento de
terapias direcionadas para reducéo dos niveis de Lipoproteina (a) 14 e, mais
recentemente, o surgimento de um novo arsenal terapéutico para tratamento

da obesidade e diabetes (1517,

Por dltimo e ndo menos importante, temos o risco residual inflamatorio,
que consiste no grupo de pacientes com niveis de LDL-C <70 mg/dl e niveis
de PCRus >2 mg/L ®8, Estudos epidemioldgicos e ensaios clinicos desde a
década de 1990 demostram que niveis elevados de marcadores inflamatorios
como PCR-us e IL-6 estdo diretamente relacionados a uma menor sobrevida
a longo prazo, bem como a um maior risco de eventos cardiovasculares
futuros, tanto no contexto de prevencao secundaria como também, primaria.
(19-22) Sabe-se que em pacientes em uso de terapia com estatinas, uma
reducdo da PCRus em conjunto com uma queda dos niveis de LDL-C esta
associada a uma menor taxa de eventos cardiovasculares comparada ao
grupo que apenas apresentou queda dos niveis de LDL-C ?1, Recentemente,
demonstramos em uma subandlise do estudo CIRT, que em paciente com
niveis de LDL-C abaixo de 70mg/dL, os individuos com niveis basais de IL-6
acima da mediana populacional apresentaram um risco 56% maior de doenga
cerebrovascular e 113% maior de doenca arterial periférica em comparacéo
ao grupo de pacientes com niveis abaixo da mediana 3. Mais recentemente,
uma metanalise baseada nos estudos PROMINENT, REDUCE-IT, e CLEAR
com pacientes em terapia clinica otimimizada de acordo com diretrizes atuais
e niveis de LDL-C < 80 mg/dL, foi evidenciado que o PCRus foi um melhor
preditor de risco cardiovascular do que o LDL-C, o que refor¢a o potencial
benéfico das terapias anti-inflamatorias e imunomoduladoras como

tratamento adjuvante no grupo de pacientes com risco residual inflamatorio
(24)
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Figura 1 - Risco residual na doenca arterial coronariana crénica

Doenca Arterial Coronariana

Terapia medicamentosa otimizada de acordo com diretrizes atuais

i l l i l

Risco Residual: Risco Residual: Risco Residual: Risco Residual: Risco Residual:
Colesterol Trombético LP(a) Inflamatério Metabdlico
Sem marcadores o,
LDL 2 70mg/dL Especificos Lpa 250 mg/dL PCR = 2mg/L Ta:::A::z; (:(g’f

Modificado de Lawler PR et al Eur Heart J. 2021;42(1):113-131. ©®
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Figura 2 - Risco residual inflamatério na DAC

m PCRus >2mg/L + LDL <70mg/dl
m PCRus < 2mg/L + LDL <70mg/dI
PCRus < 2mg/L + LDL >70mg/dI

®m PCRus > 2mg/L + LDL >70mg/dl

Modificado de Ridker PM.J Am Coll Cardiol. 2018;72(25):3320-31 ?5, baseado nos estudos
PROVE-IT; IMPROVE-IT; SPIRE1/SPIRE2, em um total de 28.662 pacientes.

Em pacientes com doenga cardiovascular estabelecida ou alto risco
cardiovascular, estima-se que aproximadamente um ter¢co dos individuos
apresentem risco residual inflamatoério (Figura 2) ©%. Mesmo quando
analisamos individuos com niveis de LDL-C abaixo de 50 mg/dL, até 15%
desses individuos apresentam niveis de PCRus acima de 2 mg/L @9, sendo
que essa elevacdo dos marcadores inflamatérios continua fortemente

associada a um maior risco cardiovascular @7,



Introducao 23

1.2 FISIOPATOLOGIA DA PLACA ATEROSCLEROTICA: A
IMPORTANCIA DA INFLAMACAO

A etapa inicial no desenvolvimento da placa aterosclerotica consiste na
lesdo ou disfuncdo endotelial. O endotélio, agora disfuncionante, passa a
expressar moléculas de adesdo em sua superficie quando exposto a
estimulos como colesterol, hipertensdo ou outros mediadores inflamatorios.
Concomitantemente, o endotélio torna-se mais permeavel, favorecendo a
entrada e retencéo de particulas de LDL-C na parede arterial . O continuo
acumulo de lipoproteinas na camada intima das artérias € um processo
fundamental para o desenvolvimento da placa aterosclerética, entretanto o
mecanismo exato de como a LDL desencadeia esse processo ainda nao €

completamente conhecido.

Sabe-se que as particulas de LDL ao penetrar no endotélio séo
oxidadas na camada intima. A LDL oxidada induz uma resposta humoral
através da expressao de citocinas pré-inflamatérias como IL-1, fator inibidor
de migragdo (MIF), fator estimulante de crescimento de macréfago (M-CSF),
fator estimulante de crescimento de macréfago/granuldcitos (GM-CSF), que
por sua vez também atraem mondcitos e células T. As células endoteliais,
agora ativadas, promovem uma maior expressao de moléculas de adeséo no
endotélio, que em conjunto com quimiocinas locais, principalmente MIF e M-
CSF, promovem a migracao dos mondcitos para dentro da camada intima do
vaso, onde estes se transformam em macrofagos. Nesse momento, a
resposta inflamatoria é amplificada através da ativacdo autécrina dos
macréfagos, principalmente pela acdo do TNF-a e MIF @8, Paralelamente, os
macrofagos se ligam as particulas de lipoproteinas através dos receptores
scavenger e se transformam em células espumosas ?°. Processo este,
fundamental para amplificacdo da resposta inflamatéria local e
desenvolvimento das lesdes ateroscleréticas. Apesar de varios estudos em
modelos animais reforcarem esses efeitos da LDL oxidado no inicio do
processo ateroscleroético, ainda sdo escassas as mesmas evidéncias em

humanos. Estudos mais recentes sugerem que a LDL nativa também tenha



Introducao 24

uma grande contribuicdo nesse processo inicial, principalmente ao ativar a

resposta imune adaptativa através dos linfocitos T 0,

Apesar da maior concentracao de macréfagos na placa aterosclerotica,
os linfocitos T também possuem um papel fundamental na aterogénese. Os
macrofagos através da producao de citocinas, principalmente a IL-12 e IL-18,
atuam na diferenciacdo das células T em linfocitos Thl e Th2. Os linfocitos
Thl promovem e aceleram esse processo atraves da produgcdo de
mediadores pré-inflamatérios como INF-y, IL-1 e TNF-a. J& os linfocitos Th2
agem na direcdo oposta através da producado de citocinas anti-inflamatorias,
como a IL-10 ?8-30), Essa interacgdo e retro-alimentacdo entre os componentes
da imunidade inata e adaptiva sdo responsaveis pela amplificacdo,

manutenc¢ao ou recrudescimento da resposta inflamatéria local.

Enquanto nas fases iniciais da aterogénese, observamos uma
disfuncédo endotelial e acimulo de células inflamatérias na parede arterial;
para a progressao da placa aterosclerotica depende, fundamentalmente, da
migracdo das células musculares lisas da camada média para a intima 9.
Essas células sdo responsaveis pela producdo de colageno, elastina,
proteoglicanos e glicosaminas que irdo, posteriormente, formar a capa
fibrética e compor a matriz extracelular da placa. Com a progressao e
crescimento da placa, ocorre a morte celular dos macréfagos e das células
musculares lisas presentes na placa em resposta a citocinas inflamatérias
locais. Em JUltima instancia, esses debris celulares provenientes dos
macréfagos e células musculares lisas irdo formar o nucleo lipidico da placa

aterosclerdtica G0,

1.3 ATEROSCLEROSE E A RESPOSTA IMUNE INATA

Diversos mecanismos da resposta imune inata tém papel fundamental
na fisiopatologia da doenca aterosclerdtica, desde a formacgéao, progressao ate
a instabilizacdo da placa resultante na sindrome coronariana aguda, acidente

vascular cerebral isquémico e doenca arterial periférica.
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As citocinas, produtos dessa resposta imune inata, SAo cruciais nesse
processo, sendo que as com propriedades pro-inflamatoérias sédo responséveis
pela formagdo e progressdo da placa, ja as com propriedades anti-
inflamatorias agem na direcdo oposta, funcionando como um mecanismo

contra-regulatério na fisiopatogénese da doenca aterosclerética (Figura 3) @D,

Figura 3 - O papel das citocinas na doenca aterosclerética

Pro- Inflamatorias Anti- Inflamatorias

Adaptado de 5, 28-30. Abreviaturas: IL-1b - Interleucina-1 beta; IL-10 - Interleucina-10; 1L-12
- Interleucina-12; IL-33 - Interleucina-33; IL-18 - Interleucina-18; IL-19 - Interleucina-19; IL-6 -
Interleucina-6; IL-2 - Interleucina-2;INF-y -interferon gamma; TNF-a-fator de necrose tumoral
alfa; M-CSF- fator estimulante de crescimento de macréfago; MIF- fator inibidor de migracéo;
TGF-b- Fator de transformac¢@o do crescimento beta; SPMC - células mononucleares
derivadas do baco.

Dentre as citocinas pro-inflamatorias, destacamos a IL-1p3, IL-6 e TNF-
a, sendo que todas elas apresentam expressdao aumentada na placa

aterosclerdtica G, A IL-1B € uma citocina da familia da IL-1; modelos
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experimentais evidenciaram que ratos geneticamente modificados para
auséncia de IL-1B apresentavam reducdo de até 30% do volume da placa
aterosclerética 2, A IL-6 é de fundamental importancia na regulacdo da
resposta imune e no processo de hemostasia, sendo sua expresséao induzida
pela IL-1B e IL-18 8, Estudos em modelos animais, demonstraram que ratos
tratados com IL-6 recombinante tém um aumento de até 5 vezes no volume
das lesdes ateroscleréticas comparados ao grupo controle 3. O TNF-a
também tem papel fundamental na aterogénese; modelos animais com
deficiéncia de apoE e TNF-a apresentam uma reducdo de 50% no tamanho
das lesbGes aterocleréticas quando comparados ao controle ©4),
Adicionalmente, nesse mesmo estudo, o tratamento com inibidores de TNF-a
em animais com deficiéncia apenas de apoE resultaram na reducdo de até

75% nas dimensdes das placas ateroscleroticas.

Por outro lado, dentre as citocinas anti-inflamatorias, temos a IL-10
como uma das principais representantes. Animais tratados com IL-10
apresentam até 60% de reducio das placas aterosclerdticas 9. Ja, animais
com deficiéncia de IL-10 apresentam um estado procoagulante com uma
maior formacao de trombina e risco de complicacdes trombaticas, além de um

aumento nas dimensdes das lesdes ateroscleroticas 9.

1.4 TRATAMENTO DA DOENCA ATEROSCLEROTICA BASEADO NA
ACAO IMUNOMODULADORA

O Dbeneficio clinico potencial da terapia imunomoduladora na
aterosclerose foi inicialmente observado em coortes de pacientes com
doencas inflamatdrias crbnicas, como artrite reumatoide (AR), IUpus

eritematoso sistémico, psoriase e doenca intestinal inflamatoria crénica ¢7-41).

s

Nestes grupos de pacientes, a inflamagdo vascular é notada
precocemente, principalmente devido a propagacado da cascata inflamatoria,
que resulta em uma formagdo e progressao prematura da placa

aterosclerotica (Figura 4). Estudo de coorte prospectivo, envolvendo mais de
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100.000 mulheres patrticipantes do Nurse Healthy Study, sem diagndstico de
DAC ou AR ao inicio do seguimento, evidenciou um aumento de duas vezes
na incidéncia de IAM no grupo de pacientes que foram diagnosticadas com
AR durante o seguimento, em comparagdo ao grupo sem a doenca
reumatoldgica “2. Pacientes portadores de psoriase, mesmo em formas
leves, apresentam um risco 50% maior de desenvolver doencgas
cardiovasculares, enquanto os pacientes com formas graves da doenca,
possuem um risco 3 vezes maior de IAM, 60% maior de AVC e 40% maior de
mortalidade cardiovascular 3, Pacientes portadores de doencas intestinais
inflamatorias cronicas, apresentam um risco 12% maior de IAM e 25% maior
de AVC, sendo este risco significativamente maior durante periodos de
exacerbacio da doenca 4.

Figura4 - Relacdo entre as doencas inflamatérias crbnicas e risco
cardiovascular

Morte
Cardiovascular

* 50%

40

Artrite Reumatoide *100%

+40% geral *13% geral > formas leves
Psoriase
*200% formas *60% formas +37% formas
graves graves graves
Doenca Intestinal
Inflamatoria Cronica +12% +25% -

Adaptado de referéncias 40-43

A partir dos estudos prévios em modelos animais e estudos
observacionais em pacientes com doencas inflamatorias crénicas, foram
desenvolvidos ensaios clinicos a fim de avaliar o efeito da terapia

imunomoduladora na doenca aterosclerética (Figura 5).
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Figura 5 - Potencial beneficio da terapia anti-inflamatéria na doenca
aterosclerotica

Morte Revascularizacao
Cardiovascular adicional

CANTOS

CIRT

COLCOT

LoDoCo?2

O estudo clinico ENTRACTE comparou a taxa de eventos
cardiovasculares maiores em pacientes portadores de AR moderada-grave
submetidos a terapia com tocilizumabe (anticorpo monoclonal humanizado
dirigido contra o receptor de IL-6) versus Etanercept (inibidor de TNF), sendo
que ndo foi observado reducdo de eventos cardiovasculares no grupo

tocilizumabe 9,

Em um outro cenério, agora em pacientes ndo acometidos por doencas
inflamatorias cronicas, estudos recentes evidenciaram que o uso de uma dose
Gnica de tocilizumabe pés IAM sem supra-desnivel do segmento ST reduziu
0s niveis séricos de PCRus e troponina T ultra sensivel quando comparados
ao grupo controle 8. J4 em pacientes com IAM com supra-desnivel do
segmento ST, a mesma dose Unica de tocilizumabe antes do tratamento
percutaneo aumentou o indice de salvamento miocardico, mensurado pela

ressonancia magnética cardiaca, comparado ao grupo placebo 7).

Em um marco em relagdo ao beneficio da terapia anti-inflamatoria na
doenca aterosclerética, o estudo CANTOS incluiu mais de 10.000 pacientes
com histérico de IAM prévio e niveis de PCRus acima de 2 mg/L “®. Os
pacientes que foram submetidos a terapia com canakimumabe (anticorpo
monoclonal anti-interleucina-13) apresentaram uma reducao de 15% no risco

de eventos adversos cardiovasculares maiores (IAM, AVC e mortalidade
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cardiovascular) em 48 meses de seguimento, sendo este o primeiro grande
estudo clinico randomizado a corroborar os beneficios da imunomodulacéo
na doenca aterosclerotica. Posteriormente, subanalises do mesmo estudo
evidenciaram que a magnitude da reducéo dos niveis séricos de PCRus e de
IL-6 apoOs a primeira dose da medicacdo estao diretamente relacionadas a
uma menor taxa de eventos cardiovasculares. Além disso, 0 grupo que
manteve o0s niveis de PCRus >2 mg/L e de IL-6 acima da mediana
populacional ndo apresentou reducao de eventos cardiovasculares quando

comparados ao grupo placebo “9: 50),

Outro estudo importante nesse cenario € o CIRT trial, em que foram
incluidos individuos com doenca aterosclerética prévia associada a diabetes
tipo 2 ou sindrome metabdlica ®V. Entretanto, os resultados ndo mostraram
diferenca na incidéncia de eventos cardiovasculares ou nos niveis de
biomarcadores inflamatoérios entre pacientes que foram submetidos a terapia
usual e os que foram tratados com o uso de metotrexato em doses baixas (15-
20 mg/semana) em até 5 anos de seguimento.

Estudos observacionais em pacientes pos IAM, demonstraram que o
uso de baixas doses de colchicina esta associado a uma reducéo no volume
da placa aterosclerética ndo calcificada e uma diminuicdo dos niveis de
PCRus ®2, Em 2019, o estudo COLCOT, que inclui um total de 4.745
pacientes pés IAM, evidenciou uma reducdo de 23% dos eventos adversos
cardiovasculares maiores combinados (IAM, AVC, revascularizacao adicional,
morte cardiovascular) no grupo que fez uso da colchicina 0,5mg/dia em
relacdo ao grupo placebo ©%. Esse resultado se deve principalmente a
reducdo da incidéncia de AVC e revascularizacdo coronariana adicionais,
sendo que esse beneficio € maior quanto mais precoce for iniciada a terapia
com colchicina no contexto pés-infarto ¢4, Mais recentemente, o estudo
LoDoCo2 também confirmou essa tendéncia de beneficio da terapia com
colchicina, agora em pacientes portadores de DAC cronica ©%. Em um
seguimento médio de 28 meses, houve uma reducdo de 31% nos eventos
cardiovasculares maiores combinados, principalmente a custa da reducéo de

IAM e revasculariza¢des adicionais.
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Tendo em vista o forte componente proliferativo e inflamatorio da
doenca aterosclerética, em conjunto com evidéncias cientificas provenientes
de estudos pré-clinicos, o uso de drogas com maior poder de
imunomodulacdo também passou a ser aventado. Dentre essas drogas, 0s
farmacos quimioterapicos, devido as suas importantes propriedades
imunomoduladoras e antiproliferativas, também tém sido alvo de estudos para
prevencao secundaria cardiovascular. Um estudo-piloto realizado no Instituto
Dante Pazzanese em 8 pacientes com ateromatose adrtica submetidos a
terapia com paclitaxel associado a nanoemulsdo lipidica (LDE-paclitaxel),
administrada a cada 3 semanas durante 18 semanas, mostrou uma reducéo
de até 18% no volume total das placas ateroscleréticas no grupo intervencgao,
enquanto houve um tendéncia de aumento do volume de placa no grupo
controle ®8. O mais importante é que a terapia com LDE-paclitaxel nido
resultou em toxicidades clinica ou laboratorial importantes, o que respalda sua

investigagdo em estudos clinicos em pacientes com doenca aterosclerética.

1.5 NANOPARTICULAS: DO LABORATORIO A PRATICA CLINICA

Os agentes quimioterapicos agem principalmente através da inibicdo
da replicacao celular, mas também sao responsaveis por modular a resposta
imune do individuo. Entretanto, essas drogas possuem grande toxicidade que,
em alguns casos, acarretam risco de vida ao paciente. Nesse contexto,
algumas estratégias foram desenvolvidas a fim de reduzir a toxicidade desses
medicamentos, dentre elas, a associacdo de nanoparticulas que promove um
aumento da concentragdo da droga no alvo terapéutico e um menor nivel nos
demais tecidos, consequentemente uma menor incidéncia de efeitos

colaterais (",

Nanoparticulas lipidicas similares a LDL foram desenvolvidas em
laboratério, porém com a diferenca de n&o conter molécula de
Apolipoproteina-B100 em sua estrutura, sendo denominadas LDE (Figura 6)

(57), Quando injetada na circulacéo, a LDE adquire a Apolipoproteina-E, sendo
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entdo reconhecida pelos receptores de LDL das células, e consequentemente
internalizadas para as células-alvo (Figura 7). Ja foram descritas associacfes
entre LDE e diversos quimioterapicos, tais como carmustina, etoposideo,
paclitaxel, metotrexato e daunorubiccina (- 58€0), Mais importante, estudos
clinicos pilotos evidenciaram uma reducéo significativa da toxicidade desses
farmacos quando associados a LDE e uma maior concentracdo destes nas

células neoplasicas (7 58-60),

Em modelos animais, também foi demonstrado que a LDE acumula-se
nas lesdes aterosclerdticas, locais estes com maior expressao de receptores
de LDL ®1, Demonstrado, assim, pela primeira vez, um sistema carreador
artificial ndo lipossomal com potencial alvo terapéutico também na doenca

aterosclerotica.

Figura 6 - Diferenca entre a molécula de LDL colesterol e a nanoparticula
lipidica (LDE)
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Figura 7 - Mecanismo de acdo das nanoparticulas
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1.6 LDE-PACLITAXEL: MECANISMO DE ACAO E SEGURANCA

O paclitaxel ou taxol € oriundo das cascas da planta Teixo do Pacifico.
Suas propriedades anti-proliferativas foram inicialmente descritas em 1962,
porém somente em 1971 sua estrutura quimica foi completamente elucidada
(62), Originalmente, o paclitaxel foi aprovado para uso oncoldgico, sendo que
ele vem sendo usado ha mais de 30 anos no tratamento de pacientes com

cancer de mama, ovario e pulméo ©3),

Assim como a colchicina, que tem como um dos principais mecanismos
de acdo a desestabilizagdo dos microtubulos, o paclitaxel também age nos
microtibulos, sé que seu mecanismo de acdo se da atraves da
polimerarizagdo da tubulina e consequente formagédo de microtubulos
estaveis e disfuncionais ©%. Esse processo promove a inibicdo da divisédo
celular nas fases G0O-G1 e G2-M do ciclo celular, ao interferir na formacao do

fuso mitético que, em Ultima instancia, induz a morte celular 3. Além do efeito
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em nivel dos microtabulos, o paclitaxel também age modificando o processo
e sinalizacdo celular ao ativar proteinas quinases ativadas por mitogenos
(MAPKS), tirosina kinases e 0xido nitrico sintetases. Ndo menos importante, o
paclitaxel também tem papel importante no processo de apoptose, ao ativar
ambas vias dependente e independente da caspase ©°. Por dltimo, nao
podemos esquecer do efeito antiproliferativo e antiangiogénico do paclitaxel
em nivel endotelial ©5 67 o0 que em Ultima instancia embasou seu uso em
stents farmacoldgicos de primeira geracéo ©8, a fim de reduzir complicacées
como reestenose. Todavia, mais recentemente, o uso de stents revestidos
com paclitaxel foi abandonado devido ao surgimento de novos dispositivos
revestidos com outros farmacos que mostraram superioridade em relagdo aos
stents revestidos com paclitaxel 69, sendo seu uso atual praticamente restrito

a intervencdes percutaneas periféricas (79,

Apesar do seu amplo uso na pratica clinica, a elevada incidéncia de
efeitos adversos sdo um grande fator limitante do uso sistémico do paclitaxel.
Dentre outros, neutropenia, neurotoxicidade e reacdes de hipersensibilidade

sdo comumente associados ao uso do paclitaxel (63 65),

A fim de reduzir a toxicidade sistémica do paclitaxel e otimizar seu
efeito em células-alvo, a associagdo com a LDE emerge como uma
interessante opcdo. O tratamento com a associacdo LDE-paclitaxel, em
modelos animais, demonstrou uma reducdo de 60% nas dimensbes das
lesGes ateroscleroticas aodrticas V. Além disso, houve uma diminuicdo de 4
vezes na relacdo intima/média e uma reducdo expressiva na presenca de
células vasculares de musculo liso e macrofagos na placa aterosclerotica.
Posteriormente, em um estudo com coelhos submetidos a transplante
cardiaco heterotopico, a mesma formulacdo apresentou uma captacdo 4
vezes maior no enxerto em relacéo ao coragdo nativo (2. Além disso, houve
uma reducdo acentuada do numero de macréfagos locais e em até 50% no
grau de estenose associada a doenca vascular do enxerto. Mais importante,
tanto em modelos animais como em estudos humanos, o uso da formulag&o
LDE-paclitaxel foi extremamente seguro, ndo sendo associado a efeitos

adversos significativos (7 56. 73),
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1.7 CARACTERISTICAS ANGIOTOMOGRAFICAS DE ALTO RISCO E
PROGRESSAO DA PLACA ATEROSCLEROTICA

Atualmente, dispomos de diversas ferramentas para avaliacédo da placa
aterosclerética ('Y, Dentre as modalidades diagnosticas disponiveis, a
angiotomografia computadorizada de coronarias tornou-se 0 metodo
diagndstico mais utilizado na DAC ("®, A angiotomografia de coronérias tem a
grande vantagem de ser um método néo invasivo, que além de avaliar o grau
de obstrucdo do Ilumen vascular, também permite a visualizacdo de
caracteristicas intrinsecas da placa aterosclerética e de estruturas adjacentes.
Recentemente, a avaliagdo morfologica e estrutural da placa vem ganhando

destaque, pois permite uma maior compreensao da doenca aterosclerética (76
78)

E sabido que as placas ateroscleréticas de alto risco s&o indicadores
de "placas vulneraveis”, ou seja, estdo associadas a um pior prognéstico e
maior risco de IAM (®. Dentre essas caracteristicas angiotomogréficas

podemos destacar:

- Volume de baixa atenuacéo: consistem em regifes da placa com
densidade geralmente inferior a 60 Unidades Housefield (UH), que
correspondem ao nucleo lipidico da placa, regido esta de menor
radiodensidade ("®). Em pacientes com DAC estavel, a presenca

dessa caracteristica aumenta em 60% o risco de 1AM (78),

- Sinal de napkin ring: originado devido a diferenca de densidade a
tomografia da placa aterosclerotica, onde temos uma regiao de baixa
atenuacao que corresponde ao centro lipidico, e uma regido envolta
de maior atenuacdo que corresponde a uma capa fibrética fina ©9.
Esse achado esta associado a um aumento de até 5,5 vezes 0 risco
de IAM @D,

- Microcalcificagbes (spotty calcification): sdo caracterizadas por
calcificagbes menores que 3 mm, o0 que esta diretamente

relacionado a presenca de uma capa fibrética fina na placa 2. O
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achado de microcalcificacdes na placa esta relacionado a um maior
risco de 1AM (79),

- Remodelamento positivo: é caracterizado por uma diferengca no
diametro do vaso no local da placa aterosclerotica em comparacao
ao segmento proximal sem lesdo. O indice de remodelamento &
considerado positivo quando este tem um diametro 10% maior que
no segmento de referéncia ®). O remodelamento positivo esta
presente em até 87% das les6es em pacientes com quadros de |IAM,
todavia, 0 mesmo achado encontra-se presente em apenas 12% das

lesGes em pacientes com DAC sintomaticos ©2),

Além da avaliacdo qualitativa da lesbBes ateroscleréticas, a
angiotomografia também permite mensurar a progressao ou regressao do
volume da placa aterosclerética. Ferramenta essa, que tem sido cada vez
mais utilizada em estudos mecanisticos, a fim de avaliar o efeito de novas
terapias na reducdo da carga aterosclerética 4. Diversos estudos, utilizando
ambos metdédos invasivos e ndo invasivos para avaliacdo da placa
aterosclerotica em artérias coronarias, demonstram regressao da placa
aterosclerdtica em pacientes em uso de estatinas, ezetimibe e inibidores de
PCSK-9 (74 8% Mais recentemente, o estudo EVAPORATE mostrou que a
terapia com acido eicosapentoico (Vascepa) esta associado a uma regressao
de 17% no volume da placa de baixa atenuacédo medida pela angiotomografia

de coronarias em 24 meses de seguimento ©6),

Todavia, esse mesmo efeito na progressao da doenca aterosclerética
com terapias imunomoduladoras ainda ndo é bem estabelecido. Estudo
prospectivo ndo randomizado com 80 pacientes com historia de IAM recente
(dltimos 30 dias), demonstrou que a terapia com colchicina em dose de 0,5
mg/dia por 12 meses foi capaz de reduzir em até 41% o volume de placa de
baixa atenuacdo, medido por angiotomografia de coronaria ¢, Em estudo
prospetivo ndo randomizado nacional com apenas 17 pacientes, foi
demonstrado uma reducgéo de até 28% no volume das lesGes aterosclerotica

aorticas em 4 dos 8 pacientes tratados com a nanoemulséo lipidica LDE-
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paclitaxel, enquanto no grupo controle nenhum dos 9 pacientes apresentou
regressdo do volume das placas ®9. Dessa forma, um estudo randomizado
controlado por placebo comparando os efeitos da formulacdo LDE-paclitaxel

na progressao da placa ateroscleroética se faz necessario.
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2 OBJETIVO

Esse estudo objetiva avaliar a seguranca e o efeito da formulacdo de
paclitaxel carreado em nanoemulsdo lipidica (LDE-paclitaxel) na
aterosclerose coronariana e nos biomarcadores inflamatérios de individuos

portadores de DAC multiarterial em terapia clinica otimizada.



3 Métodos
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3 METODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo do tipo ensaio clinico, unicéntrico, prospectivo, duplo-cego,
randomizado e controlado por placebo, para avaliacdo da seguranca e do
efeito da terapia com paclitaxel carreado na nanoemulséo (LDE-paclitaxel em

pacientes com DAC estavel. (Figura 8)

3.2 SELECAO DA POPULACAO DO ESTUDO

Foram selecionados pacientes com DAC documentada por exames de
cinecoronariografia ou angiotomografia prévias, que encontravam-se em
seguimento na Unidade de Aterosclerose do Instituto do Coracdo (InCor-
HCFMUSP). Foram selecionados pacientes acima de 18 anos de idade, de
ambos o0s sexos, em pleno exercicio de suas faculdades mentais,
entendimento do significado da pesquisa e que concordararam com 0 termo

de consentimento.

Todos os pacientes que foram considerados apropriados para
randomizacédo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O
referido termo foi previamente submetido & Comiss&o Cientifica e de Etica do
InCor sob o N°3313/09/064 e a Comissdo de Normas Eticas e

Regulamentares do Hospital das Clinicas — FMUSP, parecer N° 4.381.792.
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Figura 8 - Desenho do estudo
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3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos individuos de ambos os sexos maiores de 18 anos e
portadores de coronariopatia obstrutiva bi ou tri-arterial, diagnosticados por
cinecoronariografia ou angiotomografias prévias.
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3.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os seguintes critérios de excluséo foram utilizados: pacientes do sexo
feminino em periodo pré-menopausa; individuos com insuficiéncia renal
(creatinina >1,5 mg/dL); pacientes com quadro de infarto agudo do miocardio
com menos de 30 dias; individuos com insuficiéncia cardiaca sintomaticos
classe funcional Il e IV ou com angina CCS Il e IV; pacientes com infec¢&o
crénica pelo virus da Hepatite B ou C ou histéria prévia de infec¢éo cronica
fungica, tuberculose ou HIV; individuos com fracdo de ejecdo de ventriculo
esquerdo inferior a 40% ou doencas valvares e miocardicas graves
associadas; pacientes com fibrilacéo atrial ou arritmia frequente que impeca a
realizacdo da angiotomografia; individuos com elevacdo dos niveis de
transaminases hepaticas acima de 3 vezes o limite superior da normalidade;
pacientes em uso crénico de corticoides, drogas imunosupressoras ou
imunobiolégicas ou portadores de doencas que interfram na taxa de
mortalidade, como cancer em atividade, doencas reumatolégicas e outras;
individuos com doenca tireoidiana que contraindiguem uso de contraste
iodado ou histdrico de reacao alérgica ao paclitaxel e pacientes com quadro

de dissecc¢éo aguda ou crbnica da aorta.

3.5 PROTOCOLO DO ESTUDO

3.5.1 Intervencdes

Os pacientes permaneceram em tratamento clinico conforme as
Diretrizes atuais para o Tratamento de Doenga Coronaria Cronica,
fundamentalmente com estatinas, antiagregantes plaquetarios, beta-
bloqueadores, inibidores de enzima conversora ou similares, além do controle

de fatores de risco como hipertenséo, diabetes, obesidade e tabagismo.

Os pacientes foram randomicamente alocados em dois grupos (1:1),

através de uma randomizacéo simples baseada em uma tabela de nimeros
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aleatérios gerada por computador, sendo um grupo tratado com paclitaxel
associado a nanoemulsao (LDE-paclitaxel) e outro grupo com a hanoemulsao

associada a placebo (Placebo).

No grupo tratado com LDE-paclitaxel, os pacientes receberam por via
endovenosa 175 mg/m? de paclitaxel. A infusdo foi administrada no periodo

de 60 minutos e a medicacao foi administrada a cada 21 dias durante 6 vezes.

No grupo controle, os pacientes receberam por via endovenosa 175
mg/m? de placebo. A infusdo foi administrada também no periodo de 60

minutos a cada 21 dias durante 6 vezes.

3.5.2 Seguimento dos individuos

Até 30 dias antes da administracao da primeira dose e até 4 semanas
apos a administracdo da ultima dose, os participantes de ambos os grupos
foram submetidos aos seguintes exames: angiotomografia computadorizada
de coronaria e dosagem dos niveis séricos de IL-1[3, IL-6, proteina C reativa
ultra-sensivel, TGO, TGP, ureia, creatinina, CPK e hemograma completos.
Além disso, os pacientes foram submetidos a cada 21 dias a avaliacdo médica
completa, incluindo questionario sobre efeitos colaterais e realizacdo dos
seguintes exames laboratoriais: TGO, TGP, ureia, creatinina e hemograma
completos. As avaliagbes médicas, bem como a coleta dos exames
bioquimicos e infusdo das medicacdes foram realizadas no ambulatério de

pesquisa clinica do InCor HC-FMUSP.

Os pacientes foram retirados do protocolo mediante a apresentacao de
sintomas ou sinais de toxicidade importante ou caso apresentassem episodios

de infarto agudo do miocardio ou insuficiéncia cardiaca descompensada.
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3.6 DETERMINACOES BIOQUIMICAS

As determinacdes séricas do triglicérides, colesterol total e fragcdes foram
realizadas a partir de amostras de sangue colhidas apés jejum de 12 horas e
utilizou instrumento automatico (Cobas Mira Plus - Roche). O colesterol total e
triglicérides foram determinados pelo método enzimatico colorimétrico (CHO-
PAD, Boehringer e Abbott, respectivamente). O HDL-C foi determinado pelo
mesmo método apds precipitacdo da LDL e VLDL, usando MgClz e &cido
fosfotlingstico. O valor LDL-C foi estimado pela equacao de Friedewald, sendo
obtido pela diferenca entre o colesterol total e a somatéria do colesterol de HDL-
C e VLDL-C. As transaminases (TGO e TGP) e a CPK foram determinadas
por método enzimatico colorimétrico, ja a dosagem de ureia e creatinina foram
determinadas por método colorimétrico. A determinacédo da PCR ultra sensivel
foi realizada através do ensaio imunoturbidimétrico para a determinacao
quantitativa in vitro no plasma com kit especifico disponivel comercialmente

(Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha).

3.7 DETERMINACAO DOS BIOMARCADORES INFLAMATORIOS

A analise das concentra¢fes de IL-1[3 e IL-6 foram realizadas em uma
Gnica etapa, com todas as amostras, ap0s o término do seguimento do ultimo
paciente incluido no estudo. Foram pipetadas microesferas coloridas
revestidas com anticorpos de captura contra os biomarcadores de interesse
em uma placa com 96 pocos. A seguir, foram pipetadas as amostras dos
pacientes, a curva padrao, controles e branco posteriormente incubadas em
agitador de placas. Apos lavagens, o anticorpo de deteccéo foi adicionado a
placa, que passou por novo periodo de incubacdo. As lavagens foram
realizadas em uma lavadora magnética (Bio-plex PRO Il Wash Station) e as
microesferas permaneceram retidas na placa pela acdo de um iméa.
Posteriormente, foi adicionada a estreptavidina-ficoeritrina, que emitiu um

sinal fluorescente quando excitado pelos LEDs do equipamento de leitura e
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incubada por um breve periodo. Apos a lavagem para remocéo das proteinas
nao aderidas, foi adicionada aos po¢os uma solucao tampé&o que possibilitou
a analise pelo leitor de microesferas Magpix Milliplex (Luminex Corp, Austin,
TX).

As concentracdes das amostras desconhecidas foram estimadas a
partir da curva padrao, utilizada com concentragdo conhecida fornecida na
bula dos kits utilizados. Os niveis das citocinas sdo expressos em pg/mL de

acordo com a curva padréo obtida na mesma placa.

3.8 DETERMINACOES DOS PARAMETROS RADIOLOGICOS

Os pacientes foram submetidos a angiotomografia de coronarias por
tomografia computadorizada de 320 colunas de detectores, com injecéo de
contraste ndo-iodado. Foram adquiridas até 40 imagens por segundo, com
sistema de resolucdo temporal de 125-250 ms e espessura dos cortes de 0,5

mm.

Para a analise da carga de placa aterosclerdtica coronariana, foram
medidos os diametros, areas e volume de todas as placas acima de 1 mm de
espessura de todos 0os ramos coronarios maiores que 1,5 mm baseados no
modelo de 17 segmentos da Sociedade de Tomografia Computadorizada
Cardiovascular (SCCT) ). Os achados angiotomograficos qualitativos
associados a alto risco cardiovascular como o sinal de napkin ring, presenca
de microcalcificacdes e o remodelamento positivo do vaso foram definidos

conforme discutido previamente (76 89),

Para andlise quantitativa do volume de placa aterosclerética em mms2,
foi realizado a soma de todos voxels entre a camada mais interna e externa
do vaso. Esses valores foram gerados automaticamente pelo software e
editados manualmente, quando necessarios. A estacdo de trabalho Vitrea 2
(Vital Images) com software SurePlaque (Vital Images) foi utilizada para essas

analises.
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Inicialmente caracterizamos as placas de acordo com a radiodensidade
de cada um de seus componentes medidos em UH (Unidades Housfield),
conforme descrito previamente na literatura @890, As regibes com
radiodensidade inferior a 30 UH foram classificadas como areas de baixa
atenuacado, regibes com radiodensidade entre 30-150 UH como areas
fibrogordurosas, regifes com radiodensidade entre 151-350 UH como areas
fibréticas e, por ultimo, regiées com radiodensidade >350 UH como regides
densamente calcificadas. O volume total da placa aterosclerética, medido em
mm?, foi calculado pela somatéria do volume de todos os subcomponentes da

placa previamente especificados.

Para avaliacdo da progressdo da carga aterosclerdtica durante o
seguimento e posterior comparagdao entre os grupos foi calculado, por
paciente, a média do volumes total de placa e dos volumes totais de cada
subcomponente das placas nos momentos pré e pos-tratamento. A diferenca
absoluta no volume da placa apos tratamento foi calculada pela diferenca
entre volume da placa final em mm?3 menos o volume da placa inicial também
em mm?3. A porcentagem de variacdo do volume total e do volume de baixa
atenuacao em relacédo ao volume inicial foi calculada pela diferenca entre as
médias dos valores finais — valores iniciais dividido pela média do valor inicial
e multiplicado por 100% [(Volume final -Volume inicial)/Volume inicial] x 100%.
Os segmentos das artérias coronarias com stent, oclusdo crénica e falha na
reconstrucdo da imagem por artefatos foram automaticamente excluidas da

andalise.

Os pacientes foram expostos a radiacdo ionizante durante os exames
de imagem, sendo estimado uma dosagem de até 14 mSv nos exames de
tomografia, dentro dos limites impostos pela Comisséo Internacional de

Protecédo Radiologica.

Todos os exames foram realizados pelo mesmo observador, que
desconhecia os dados clinicos dos individuos avaliados. Os exames iniciais e
finais foram analisados lado a lado a fim de reduzir a variabilidade entre os

exames, mantendo o comprimento individual de cada placa analisada
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constante entre 0os exames iniciais e finais. As imagens de angiotomografia
computadorizada foram gravadas em midia apropriada e a analise foi feita
posteriormente pelo mesmo examinador cego quanto aos pacientes e a ordem

dos exames.

3.9 PREPARO DA FORMULACAO LDE-OLEATO DE PACLITAXEL

Para aumentar a lipofilicidade e melhorar sua incorporagéo a LDE, o
paclitaxel foi inicialmente submetido a uma reacao de derivatizacdo, na qual
foi adicionada uma cadeia de acido oleico em sua molécula, sendo esse novo

composto denominado de oleato de paclitaxel.

Para a sintese do oleato de paclitaxel, foram adicionados em
diclorometano os reagentes na seguinte ordem: 1,2 mmol de acido oleico, 2
mmol de DCC (N,N’-diciclohexilcarbodiimida), 1 mmol de DMAP
(dimetilaminopiridina) e 1 mmol de paclitaxel. Esse processo foi realizado sob
fluxo de nitrogénio e agitacdo magnética. Apods duas horas, a reacdo foi
verificada em cromatografia liquida de alta eficiéncia (UHPLC, Nexera X2,
Shimadzu, MO, EUA) para analise da taxa de conversao de paclitaxel para
oleato de paclitaxel. Apés a sintese do composto, realizou-se um processo de
purificacdo para retirada dos subprodutos, e o oleato de paclitaxel entdo foi
obtido.

A LDE foi preparada a partir de uma mistura de lipides, constituida por
55% de fosfaltidilcolina (Lipoid, Alemanha), 25% de éster de colesterol (Alfa
Aesar, EUA), 1% de colesterol néo esterificado (Fabrichem, EUA), 19% de
triglicérides (Migyol 812N, Sasol Germany GmbH, Alemanha) com o oleato de
paclitaxel, adicionado na proporcdo farmaco:lipides 1:10. A emulsificagédo
dessa mistura foi realizada em homogeneizador de alta pressao (Emulsiflex
C5, Avestin, Canada). Apos os ciclos de homogeneizacgéao, a formulacao LDE-
oleato de paclitaxel foi esterilizada pela passagem por um filtro

de policarbonato com poros de 0,22 um (Millipore, EUA), em fluxo laminar. A
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preparacdo entdo foi armazenada em frascos estéreis, apirogénicos e

mantida a 4°C.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

As caracteristicas basais foram ordenadas para todos os individuos
como valores absolutos e porcentagens para variaveis categéricas, média +
desvio padrdo para dados com distribuicAo Gaussiana, e mediana
(minima:maxima ou intervalo interquartil) para os dados com distribuicdo néao-
Gaussiana. Para verificar a distribuicdo dos dados das variaveis continuas, foi
realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. Para comparacao entre os dados
pré e pos-tratamento no mesmo grupo, foi utilizado o teste t-pareado ou teste
Wilcoxon, de acordo com a distribuicdo dos dados. Para comparacfes das
meédias entre os grupos, foi utilizado o teste t-ndo pareado ou teste Mann-
Whitney. As variaveis categéricas foram analisadas pelo teste qui-quadrado
ou de Fischer. Para comparacao entre medidas repetidas da mesma variavel
ao longo da intervencédo, foi utilizado o teste de ANOVA com medidas
repetidas. As analises estatisticas foram feitas usando SAS verséo 9.4 e para
as andlises gréficas foi utilizado o software GraphPad Prism versédo 10.0. Em
todas as analises efetuadas, os parametros analisados seréo considerados

significativamente diferentes quando p <0,05.

O tamanho da amostra foi calculado com base nos estudos e Vaidya K
et al., onde foi observado uma reducéo de 40,9% no volume de placa de baixa
atenuacdo no grupo tratado com colchicina ®2. Estimamos que para haver
uma reducédo de 25% do volume da placa aterosclerética de baixa atenuagéo
com um poder estatistico de 80% e um p<0,05 seriam necessarios 19
pacientes em cada grupo. Adicionalmente, consideramos uma taxa de
abandono do tratamento de 5%, sendo entdo estipulado um total de 20

pacientes em cada grupo.

E importante ressaltar que o presente estudo € um projeto de

vanguarda, ndo havendo, até o momento, paralelo na literatura de ensaios
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clinicos randomizados com a formulacdo LDE-paclitaxel em humanos para
tratamento da doenca aterosclerética coronariana. Com o conhecimento
disso, torna-se imperativo a extrapolacdo dos resultados encontrados em
intervencdo com outras drogas anti-inflamatérias; no caso em questéao, a

colchicina, para o calculo do tamanho da amostra.

3.11 FINANCIAMENTO

Esse estudo teve financiamento da FAPESP -Fundacédo de Amparo a
Pesquisa do Estado de S&o Paulo — via projeto temético em medicina

translacional, processo 14/03742-0.

3.12 REGISTRO

O estudo encontra-se registrado na plataforma Clinical Trials com
namero NCT04148833 (https://clinicaltrials.gov/study/NCT04148833)



4 Resultados




Resultados 51

4 RESULTADOS

4.1 POPULACAO DO ESTUDO

A partir dos critérios de inclusdo e exclusdao foram inicialmente
selecionados 83 pacientes da Unidade de Aterosclerose do InCor-HCFMUSP
para a visita de triagem. Desses, 43 foram excluidos: 20 pacientes recusaram
a assinar o TCLE, 12 pacientes referiam problemas logisticos, pois ndo teriam
condicdes para comparecer ao InCor a cada 3 semanas, 10 pacientes nao
compareceram a visita de triagem e 1 paciente teve diagnéstico de disseccao
de aorta crénica durante a realizacdo da angiotomografia pré-randomizacéo
(Figura 9).

Foram randomizados 40 individuos entre junho de 2019 e janeiro de
2020. Desses individuos, dois apresentaram eventos cardiovasculares, sendo
0 cegamento desses quebrados e descontinuados do protocolo e excluidos
das analises. O primeiro desses dois pacientes pertencia ao grupo LDE-
paclitaxel e apresentou quadro de dor toracica tipica, sete dias apés a infusédo
da primeira dose da medicac¢do, sem alteracdo de marcadores cardiacos ou
ECG. Foi feito a hipétese de angina instavel, sendo a paciente submetida a
cateterismo cardiaco, que ndo demonstrou grandes alteracbes em relacéo ao
exame prévio, com lesdo aproximada de 70% em terco médio da Artéria
Descendente Anterior (ADA). Todavia, foi optado pela equipe assistente a
realizar angioplastia de ADA. O segundo paciente, que pertencia ao grupo
placebo, apresentou quadro de dor toracica tipica, 3 semanas apds a
randomizacado, sendo diagnosticado com IAMCSST anterior e submetido a

angioplastia de ADA.

Dos 38 pacientes que seguiram no protocolo, todos completaram o
protocolo proposto e foram submetidos a infusé@o de 6 ciclos de LDE-paclitaxel

ou placebo.
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Figura 9 - Fluxograma da selecao dos individuos
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4.2 CARACTERISTICAS BASAIS DEMOGRAFICAS,
ANTROPOMETRICAS, CLINICAS, E LABORATORIAIS DA
POPULACAO

A média de idade da populacdo randomizada foi de 65,5 + 8 anos,
sendo que apenas 8 (21,1%) individuos eram do sexo feminino. Os pacientes
apresentavam sobrepeso, representado por um IMC médio de 28,813,6
Kg/m2. Em relacdo a comorbidades, 22 (57,9%) eram diabéticos, porém
somente 4 (10,5%) faziam uso de insulina. Em relacdo ao historico clinico,
50% dos pacientes apresentaram IAM prévio, sendo que 47,4% foram
submetidos a angioplastia e 63,2% da populacdo incluida no estudo
apresentava anatomia coronariana triarterial. Na sua maioria, 0s pacientes
encontravam-se em terapia clinica otimizada, o que pode ser observado pelas
altas taxas de uso de estatina e AAS, acima de 95% nesses individuos. Em
relacdo a sintomatologia, somente 9 (23,7%) apresentavam angina e 12
(31,4%) apresentavam dispneia a randomizacao.

As demais caracteristicas clinicas dos dois grupos estdo sumarizadas
na Tabela 1. Ndo foi observada nenhuma diferenca entre os grupos no que

diz respeito as caracteristicas basais analisadas.

As caracteristicas laboratoriais dos dois grupos estdo sumarizadas na
Tabela 2. Nao foi observada nenhuma diferenca entre os grupos, no que diz
respeito aos parametros analisados. Podemos destacar, em relacdo as
caracteristicas basais laboratoriais, 0 adequado controle dos niveis lipidicos
dos pacientes, representado por um colesterol total médio de 138 35 mg/dL

associados a valores de LDL de 73+25 mg/dL.
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Tabela 1 - Caracteristicas basais da populacéo

Total LDE-paclitaxel Placebo
(n=38) (n=19) (n=19) P
Idade (anos) 65,5+ 8,0 65,4+ 8,9 643+7,1 0,66
Sexo (feminino) 8 (21,1) 2 (10,5) 6 (31,6) 0,23
IMC (kg/m?) 28,8+ 3,6 29,1+ 3,7 28,5+ 3,6 0,65
Diabetes melittus 22 (57,9) 9 (47,4) 13 (68,4) 0,19
Insulina 4 (10,5) 2 (10,5) 2 (10,5) 1,0
Tabagismo 24 (63,2) 11 (57,9) 13 (68,4) 0,50
HAS 35(92,1) 17 (89,5) 18 (94,7) 1,0
DRC 7 (18,4) 3 (15,8) 4(21,1) 1,0
DPOC 2(5,3) 1(5,3) 1(5,3) 1,0
IAM prévio 19 (50,0) 11 (57,9) 8 (42,1) 0,33
Angioplastia prévia 18 (47,4) 10 (52,6) 8 (42,1) 0,52
Medicacbes em uso
. Estatina 37 (97,4) 19 (100) 18 (94,7) 1,0
. AAS 37 (97,4) 19 (100) 18 (94,7) 1,0
. IECA 32 (84,2) 17 (89,5) 15 (78,9) 0,66
Ef;guea dores 29 (76,3) 14 (73,7) 15 (78,9) 1,0
- Clopidogrel 11 (28,9) 5 (26,3) 6 (31,6) 0,72
(Td‘?;"s‘;o SRgUmEie 176[ 147-236] 166 [147-229] 189 [148-236] 0,17
Anatomia coronariana
. TCE 4 (10,5) 2 (10,5) 2 (10,5) 1,0
. Triarterial 24 (63,2) 13 (68,4) 11 (42,1) 0,50
Dispneia CF 1/2 12 (31,5) 7 (38,6) 5 (26,9) 0,48
Angina CCS 1 9 (23,7) 6 (31,6) 3(15,8) 0,45

Os valores estdo expressos como valor absoluto (porcentagem) , média zdesvio padrdo e mediana
[minimo-maximo].Abreviaturas: IMC - indice de massa corporal; HAS -hipertens&o arterial sistémica;
DRC - doenca renal crdnica (Clearance creatina <60 ml/min pelo CKD-EPI); DPOC -doenga pulmonar
obstrutiva cronica; IAM-infarto agudo do miocardio; AAS - acido acetilsalicilico; IECA- inibidores da
enzima conversora de angiotensina; TCE- tronco de coronaria esquerda; CF -classe funcional pelo
NYHA; CCS - Canadian Cardiovascular Society.
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Tabela 2 - Caracteristicas basais laboratoriais da populacao

Total LDE-paclitaxel Placebo

(n=38) (n=19) (n=19) P
Cllesizie. o 138 +35 132+42 143+27 031
(mg/dL)
LDL-C (mg/dL) 73425 69430 78419 0,31
HDL-C (mg/dL) 37 [34-50] 38+10 42+10 0,34
Triglicérides (mg/dL) 111 [42-371] 121+72 124473 0,92
Creatinina (mg/dL) 0,98+0,1 0,97+0,1 0,98+0,2 0,85
Ureia (mg/dL) 38+10 37+10 38+11 0,66
TGO (U/L) 22 [13-65] 25+13 2549 0,66
TGP (U/L) 32 [15-104] 40422 34+14 0,31
CPK (U/L) 120 [40-454] 135461 150497 0,85
Hemoglobina (g/dL) 14,2+1,4 14,5+1,2 13,8+1,5 0,14
'('n‘:trfgf)’c'tos totais 759741536 7389+1639 7805+1440 0.41
Plaquetas (mm?3) 232894455279  244157+57782 221631+51718 0,21

Os valores estdo expressos em médiatdesvio padréo
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4.3 BIOMARCADORES

4.3.1 Comparacao davariacdo do perfil lipidico antes e apés intervencéo

Conforme sumarizado na Tabela 3, em relacdo aos niveis séricos de
colesterol total e suas fragdes, ndo foi observada nenhuma diferenca entre os

tempos pré e pds-tratamento nos dois grupos.

Tabela 3 - Comparacdo da variacdo do perfil lipidico antes e apdés o
tratamento entre 0s grupos

LDE-paclitaxel (n=19) Placebo (n=19)
Pré- Pos- p Pré- P6s- p
tratamento tratamento tratamento tratamento

Sl 132442 135#36 0,67  143%27 13931 0,47
total (mg/dl)
LDL-C (mg/dl) 69130 72125 0,66 7819 75126 0,65
OIS 38+10 39110 0,61 42110 42110 0,75
(mg/dl)
Triglicérides . . . .
(mg/dl) 121172 121+67 0,98 124173 107150 0,27

Os valores estdo expressos em média desvio padrao
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4.3.2 Comparacao da variacao da funcao renal, hepatica e CPK antes e

apés intervencdao

Em relacdo aos niveis séricos de creatinina, ureia, transaminases
hepaticas e creatinofosfoquinase (CPK), ndo foi observada nenhuma
diferenca entre periodos pré e pés-tratamento em ambos 0s grupos, conforme

sumarizado na Tabela 4.

Calculou-se a variacdo percentual (D%) da transaminase
oxalacética(TGO) e da transaminase piravica(TGP), subtraindo-se o valor
final apds tratamento pelo valor inicial, em seguida, dividindo o resultado pelo
valor inicial e, por altimo, multiplicando-se por 100%. Quando avaliamos essa
variagdo percentual, observamos um discreto aumento dos niveis de TGO
(+18.8+£79.6%) e TGP (+15.5+49.2%) no grupo LDE-paclitaxel. J& no grupo
placebo ndo observamos aumento relativo nos niveis finais de TGO
(+0,3240,10) e TGP (+1,11+16,0%) em relacédo aos valores iniciais. Todavia,
nao houve diferenca estatistica significante entre os grupos (p= 0,54 para o
delta de TGO e p=0,32 para o delta de TGP).

Tabela 4 - Comparacdo da variagcdo da creatinina, ureia, transaminases
hepaticas e CPK antes e apds o tratamento entre 0s grupos

LDE-paclitaxel (n=19) Placebo (n=19)
Pre- Pos- p Pre- Pos- p
tratamento tratamento tratamento tratamento
?n:‘;%ilr)"”a 0,07¢0,1  1,02:¢0,1 0,07  0,98:0,2 1,01£0,2 0,26
Ureia (mg/dl) 37+10 36+11 0,54 38+11 36+11 0,24
TGO (UIL) 25+13 44188 0,31 259 25+11 0,85
TGP (UIL) 40£22 56465 0,19 34+14 35+13 0,77
CPK (UIL) 13561 152475 0,18  150£97 146106 0,84

Os valores estédo expressos em média tdesvio padrdo
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4.3.3 Comparacao da variacdo do hemograma antes e apdés intervencao

Em relacdo aos valores de hemoglobina, leucécitos totais e plaquetas,
nao foi observada nenhuma diferenca entre pré e pos-tratamento nos grupos,

conforme sumarizado na Tabela 5.

Tabela5- Comparagdo da variagdo do hemograma antes e apdés o
tratamento entre 0s grupos

LDE-paclitaxel (n=19) Placebo (n=19)
Pré- Pés- p Pré- Pés- p
tratamento tratamento tratamento tratamento
FEMEGONME ) 5 14,7411 052  13,9+1,6 13,9+1.4 0,91

(g/dI)

Leucocltos  7389+1639  7474:2132 0,81 7805:1440  7591+1833 0,69
totais (mm?)
Plaquetas

(mmd) 244157+57782 242105+61754 0,83 221631+51718 230789+58870 0,82

Os valores estédo expressos em média tdesvio padréo.
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4.3.4 Comparacao da variacdo dos biomarcadores inflamatérios antes

e apoés tratamento

Em relacdo aos valores dos biomarcadores inflamatérios, néo
observamos diferenca entre os grupos antes do inicio do tratamento,
conforme sumarizado na Tabela 6. Os niveis basais de PCRus da populacéo
foram abaixo de 2 mg/L, com uma mediana de 1,59 mg/L. Apesar disso,
podemos observar uma tendéncia de queda nos valores de PCRus no poés-
tratamento em ambos os grupos, sendo esta mais expressiva no grupo
paclitaxel, apesar de nédo ter havido diferenca estatistica significativa (p=0,55)
(Figura 10). Em relacdo aos niveis de IL-6, observamos uma tendéncia de
queda nos valores pos-tratamento apenas no grupo LDE-Paclitaxel (5,31
pg/ml vs 3,47 pg/ml), enquanto houve uma tendéncia de aumento nos niveis
pos-tratamento no grupo placebo (4,33 pg/ml vs 5,31 pg/ml). Todavia, quando
comparados entre 0os grupos, ndo houve diferenca estatistica significativa
(p=0,30) (Figura 11).

Tabela 6 - Comparacéo da variacdo dos biomarcadores inflamatorios antes
e apos o tratamento entre 0s grupos

LDE-paclitaxel (n=19) Placebo (n=19)

Pré- Pos- p Pré- Pos- p
tratamento tratamento tratamento tratamento
PCRus 1,25 1,12 015 1,79 1,59 056
(mg/L) (0,57-2,96) [0,41-1,59] ’ [0,55-3,35] [0,66-3,71] ’
IL-6 5,31 3,47 014 4,33 5,31 0.89
(pg/mL) (1.56-8.56) [1.56-7.55] ’ [2.59-13.8] [2.05-13.8] ’
IL-1B8 0,44 0,44 019 0,44 0,44 083
(pg/mL) (0,37-0,44) [0,37-0,52] ’ [0,37-0,89] [0,37-0,70] ’

Os valores estdo expressos em mediana (intervalo interquartil)
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Figura 10 - Comparacédo da variacdo da PCRus antes e apés o tratamento
entre 0s grupos
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Figura 11 - Comparacdo da variagcdo da Interleucina-6 antes e apds o
tratamento entre 0s grupos
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4.3.5 Comparagdo da variagao percentual (A%) dos biomarcadores

inflamatorios

Calculou-se a variagdo percentual (A%) dos biomarcadores
inflamatorios, subtraindo-se o valor final apds tratamento pelo valor inicial, em
seguida, dividindo o resultado pelo valor inicial e, por ultimo, multiplicando-se
por 100%, conforme sumarizado na Tabela 7.

Observamos uma tendéncia de queda nao significativa dos niveis de
PCRus e IL-6 no grupo LDE-paclitaxel. Em relacdo aos niveis de PCRus,
observamos uma queda mais acentuada no grupo LDE-paclitaxel (28,1%),
quando comparado ao grupo placebo (5,9%). J& em relacédo aos niveis de IL-
6, observamos uma reducao de 16,1% no grupo LDE-paclitaxel contra uma
estabilidade no grupo placebo. Em relacdo as variacdes percentuais dos
niveis de IL-1B, observamos um aumento nao significativo no grupo LDE-

paclitaxel e uma estabilidade no grupo placebo. (Figura 12)

Tabela 7 - Comparacdo da variacdo percentual (A%) dos valores dos
biomarcadores inflamatorios

LDE-paclitaxel Placebo
(n=19) (n=19) P
PCRus (mg/L) -28,1(-54,6 - +48,2) -5,9[-21,8 - +50,0] 0,20
IL-6 (pg/mL) -16,1[-56,5 - +38,0] 0[-52,7 - +82,8] 0,37
IL-1B(pg/mL) +18,2[0 - +18,9] 0[-15,9 - +23,3] 0,37

Os valores estdo expressos em mediana [intervalo interquartil]. A%: (final - inicial)x 100% / inicial
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Figura 12 - Comparacédo da variacdo percentual (delta%) dos niveis de IL-
1B, IL-6 e PCRus
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4.4 ANGIOTOMOGRAFIA DE CORONARIAS

4.4.1 Caracteristicas basais angiotomogréficas da populacéo

A Tabela 8 sumariza as caracteristicas basais de todas as placas
ateroscleroticas avaliadas por angiotomografia computadorizada de
coronérias. Para a analise qualitativa das placas ateroscleroticas, do total de
38 pacientes, 19 em cada grupo, foram analisadas 246 placas
ateroscleroticas, das quais 111 no grupo placebo e 135 no grupo LDE-
paclitaxel. Ja para avaliagdo quantitativa do volume das placas
ateroscleroticas, dos 38 pacientes, 3 foram excluidos da analise devido a
artefactos nas imagens pos-tratamento que ndo permitiram analise adequada
guantitativa das placas. Um total de 35 pacientes foram analisados, sendo 18
no grupo LDE-paclitaxel e 17 no grupo placebo, perfazendo um total de 199

placas, 192 no grupo intervencao e 92 no grupo placebo.

Em relag&o ao grau de estenose, ndo houve diferenca entre os grupos,
sendo observado uma maior prevaléncia (70%) de placas abaixo de 50% de
estenose. Em relacéo as caracteristicas qualitativas da placa aterosclerética
associadas a um maior risco cardiovascular, observamos uma prevaléncia de
24,3% de remodelamento positivo nas ledes analisadas, 27% de
microcalcificacdes e 18,3% de presenca do sinal do napkin ring, sendo este

ultimo achado mais comumente observado no grupo LDE-paclitaxel (p=0,05).
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Tabela 8 - Caracteristicas basais angiotomograficas da populacéo

Total LDE-paclitaxel Placebo
(n=246) (n=135) (n=111) P
Estenose 0,07

. 1-24% 77(31,3) 34(25,2) 43(38,7)

. 25.49% 95(38,6) 52(38,5) 43(38,7)

. 50-69% 26(10,6) 15(11,1) 11(10)

. 70-99% 41(16,7) 29(21,5) 12(10,8)

- oclusao 7(2,8) 5(3.7) 2(1,8)
Remodelamento positivo 52(21,1) 25(18,5) 27(24,3) 0,34
?"S'gg?&a::";fgfﬁggﬁin) 81(32,9) 51(37.8) 30(27,0) 0,10
Sinal de Napkin ring 45(18,3) 31(23,0) 14(12,6) 0,05

Os valores estdo expressos como valor absoluto (porcentagem).
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4.4.2 Comparacdo da variacdo das caracteristicas da placa
ateroscler6tica associadas a alto risco cardiovascular antes e

apdés aintervencdao

Para as variaveis angiotomograficas que apresentaram como resposta
“sim” ou “n&o”, foi realizada uma analise para verificar a mudanca dessas
caracteristicas de alto risco da placa entre o pré e o pds-tratamento entre 0s
dois grupos. Para isso, foi criada uma nova varidvel com os resultados “NN”,
“‘NS”, “SN” e “SS”, em que a primeira letra corresponde a “sim” ou “ndo” no
periodo pré-tratamento e a segunda letra corresponde a “sim” ou “ndo” no

periodo pos-tratamento (Tabela 9).

Tabela 9 — Comparacéao da variacao das caracteristicas de alto risco na placa
aterosclerotica antes e apés a intervencéao

LDE-paclitaxel Placebo
(n=135) (n=111) P
Eggﬁ\(ljglamento 0,56

+ SS 24(17,8) 26(23,4)

« NN 110(81,5) 84(75,7)

* SN 1(0,7) 1(0,9)

* NS 0 0
Microcalcifi(_:agﬁgs 012
(Spotty calcification) '

.+ SS 50(37,0) 30(27,0)

« NN 84(62,2) 81(73,0)

* SN 1(0,7) 0

* NS 0 0
Sinal de Napkin ring 0,10

+ SS 26(19,3) 13(17,7)

* NN 103(76,3) 97(87,4)

+ SN 5(3,7) 1(0,9)

* NS 1(0,7) 0

Os valores estdo expressos como valor absoluto (porcentagem). Abreviaturas: S- sim N- ndo, sendo
que a primeira letra representa a caracteristica no exame pré-intervencgéo e a segunda letra, no exame
pos.
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Podemos observar em relacéo as caracteristicas de alto risco da placa
aterosclerotica, ndo foi observado diferenca estatistica significante entre os
grupos. Todavia, quanto a presenca do sinal de napkin-ring temos um maior
numero de lesdes divergentes, ou seja, que apresentavam essa caracteristica
no pré-tratamento e ela nao foi observada no pés-tratamento, no grupo LDE-
paclitaxel (3,7%) em relacdo ao placebo (0,9%), porém sem significado
estatistico (p=0,10).

4.4.3 Comparacdao davariacdo do volume da placa aterosclerdtica antes

e apos a intervencao

Foram analisados um total de 35 pacientes, com 18 no grupo LDE-
paclitaxel e 17 no grupo placebo. No total, foram analisadas 199 placas, sendo
107 no grupo LDE-paclitaxel e 92 no grupo placebo. Em relacdo a variaveis
quantitativas relacionadas a placa aterosclerética, ndo observamos diferenca
entre 0s grupos antes e apos intervencdo em relacdo a mediana do volume
de placa de baixa atenuacédo, do volume de placa fibrogordurosa, do volume
de placa fibrocalcificada, do volume de placa calcificada e do volume total de
placa (Tabelas 10-11).



Resultados 67

Tabela 10 - Comparacdo da mediana do volume das placas aterosclerotica
antes e ap0s o tratamento entre 0s grupos

Pré tratamento Pés-tratamento
Placebo LDE- p Placebo LDE- p
(n=92) paclitaxel (n=92) paclitaxel
(n=107) (n=107)

UH1 39,6 39,7 0.96 40,0 39,0 052
(mm?) (29,4-57,4) (32,7-58,1) ' (29,8-57,1) (27,5-54,5) '
UH2 93,1 86,4 073 85,6 81,2 054
(mm?) (73,7-108,9)  (56,5-132,4) ' (74,0-122,0) (60,5-121,6) '
UH3 57,3 54,1 093 54,9 53,3 087
(mm?) (41,7-63,2)  (31,0-753) (39,8-67,1) (31,1-79,4) :
UH43 17,2 12,4 0,70 11,7 12,3 1,00
(mm?3) (7,8-25,2) (6,2-21,3) (7,4-25,8) (6,4-24,8)
Volume 206,9 189,6 196,9 186,7
total 0 0 0 2
(mm3) (170,0-252,8) (142,5-267,1) 071 (175,7-325,0) (137,1-264,1) o

Os valores estdo expressos em mediana (intervalo interquartil). Abreviaturas: UH1- volume de placa de
baixa atenuac¢édo (<30 UH), UH2- volume de placa fibrogordurosa (30-150UH), UH3 — volume de placa
fibrocalcificada (151-350UH), UH4- volume de placa calcificada (>350UH).

Tabela 11 - Comparacdo da variagdo da mediana do volume de placa
aterosclerdtica antes e ap0s o tratamento em cada grupo

LDE-paclitaxel (n=18) Placebo (n=17)
Pré- Pos- p Pré- Pos- p
tratamento  tratamento tratamento  tratamento
39,7 39,0 39,6 40,0
3 3 3 1 3
Sl (G (32,7-58,1) (27,5-54,5) Sl [29,4-57,4] (29,8-57,1) e
86,4 81,2 93,1 85,6
3 ) ) l 1
UH2 (mm?) (56,5-132,4) (60,5-121,6) 0,35 (73,7-108,9)  (74,0-122,0) 0,85
54,1 53,3 57,3 54,9
3 ’ ’ ’ ]
UHSMM) 310753 @L1794) 0% (417632 (398671 O
12,4 12,3 17,2 11,7
3 ’ ’ ’ ]
UHA (Mm% 62213)  (64-248) O (78252  (7.4258 023
Volume total 189,6 186,7 0.77 206,9 196,9 0.40
(mm?) (142,5-267,1) (137,1-264,1) (170,0-252,8) (175,7-325,0)

Os valores estdo expressos em mediana (intervalo interquartil). Abreviaturas: UH1- volume de placa de
baixa atenuacgédo (<30 UH), UH2- volume de placa fibrogordurosa (30-150UH), UH3 — volume de placa
fibrocalcificada (151-350UH), UH4- volume de placa calcificada (>350UH).
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4.5 DESFECHOS DE SEGURANCA

N&o foi observado nenhum efeito adverso grave, tanto clinico como

laboratorial em ambos os grupos. A Tabela 12 sumariza a incidéncia de efeitos

adversos clinicos reportados pelos pacientes.

Quando analisamos os desfechos laboratoriais de seguranca

mensurados a cada 3 semanas durante o tratamento, ndo foi observado

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em relacéo aos niveis

de ureia, creatinina, TGO, TGP, hemoglobina, leucdcitos totais e plaquetas,

conforme observado nas Figuras 13-19.

Tabela 12 - Comparacao da incidéncia de efeitos adversos clinicos entre os

grupos

LDE-paclitaxel (n=19) Placebo (n=19) p
Alopécia 1(5,3) 0 0,31
Artralgia 2(10,5) 5(26,3) 0,21
Dermatite 2(10,5) 2(10,5) 1,0
Diarreia 5(26,3) 2(10,5) 0,21
Dispneia 4(21,1) 3(15,8) 0,68
Dor local 1(5,3) 1(5,3) 1,0
Fadiga 1(5,3) 3(15,8) 0,29
Febre 1(5,3) 5(26,3) 0,08
Infeccbes 1(5,3) 1(5,3) 1,0
Mialgia 0 0 -
Mucosite 2(10,5) 5(26,3) 0,21
Nausea 2(10,5) 2(10,5) 1,0
Neurotoxicidade 3(15,8) 4(21,1) 0,68
Prurido 3(15,8) 2(10,5) 0,63

Os valores esté@o expressos como valor absoluto (porcentagem)
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Figura 13 - Variacdo dos niveis médios

(IC 95%) de Ureia durante o
seguimento entre 0s grupos
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Figura 14 — Variacdo dos niveis de Creatinina (IC 95%) durante o
seguimento entre 0s grupos
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Figura 15 — Variacdo dos niveis de TGO (IC 95%) durante o seguimento
entre 0s grupos
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Figura 16 - Variacdo dos niveis de TGP (IC 95%) durante o seguimento
entre 0s grupos
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Figura 17 - Variacdo dos niveis de Hemoglobina (Hb) (IC 95%) durante o
seguimento entre 0s grupos
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Figura 18 - Variacdo dos Leucdcitos totais (IC 95%) durante o seguimento
entre 0s grupos
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Figura 19 - Variacdo dos niveis de Plaquetas (IC 95%) durante o
seguimento entre 0s grupos
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5 DISCUSSAO

Este pioneiro ensaio clinico foi o primeiro estudo randomizado
controlado por placebo com o intuito de avaliar a seguranca e o efeito da
nanoemulsao lipidica (LDE) associada ao paclitaxel na progresséo da doenca
aterosclerotica coronariana e nos biomarcadores inflamatoérios em individuos
com DAC estabelecida e tratamento clinico otimizado. O uso da formulacéo
LDE-paclitaxel mostrou-se seguro do ponto de vista clinico e laboratorial, além
de ter evidenciado uma tendéncia de reducdo, apesar de ndo significativa
estatisticamente, nos niveis de IL-6 e PCRus ap6s 6 meses de seguimento.

Em relacdo aos biomarcadores inflamatorios, estas foram analises
secundarias pré-especificadas, sendo que nosso estudo ndo possui poder
estatistico para detectar uma variacao significativa desses biomarcadores.
N&o obstante, tratando-se de estudo piloto, alguns achados despertam a
atencdo. O niveis finais de IL-6 no grupo tratado com LDE-paclitaxel foram
16% menores em relacdo aos valores basais, jA no grupo placebo nao foi
observado nenhuma variagdo nesse biomarcador. Sabe-se que a IL-6 tem
papel fundamental na fisiopatologia da doenca aterosclerética 0, sendo que
a cada aumento de 1 desvio padrdo dos niveis basais de IL-6 o risco de IAM
ou morte cardiovascular aumenta em 25% ©2), Além disso, a magnitude de
efeito da IL-6 no risco de eventos cardiovasculares parece ser superior a
outros biomarcadores como IL-1B, IL-18 e mesmo PCRus 23 9293 Estudo
clinico em pacientes de muito alto risco cardiovascular, avaliando o beneficio
da inibicdo dessa via com Ziltivekumabe, um inibidor direto da IL-6, esta em
andamento ©4). O efeito da formulacdo LDE-paclitaxel na reducéo dos niveis
de IL-6, mesmo que nao significativo em nosso estudo, desperta um interesse
em relagdo a um possivel efeito dessa formulagdo na modulagdo dessa

importante via da aterogénese.
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Os niveis de PCRus também reduziram-se de forma mais pronunciada
no grupo LDE-paclitaxel em relagéo ao placebo (-28,1% vs -5,9%), apesar da
auséncia de significancia estatistica. O PCRus é um dos biomarcadores mais
estudados na cardiologia. Sabe-se que este age na cascata infamatoria, a
jusante da IL-6, sendo que a IL-6 € de fundamental importancia na sua
expressdo e fungdo 5 %) Entretanto, apesar da associacdo dos niveis
elevados de PCRus com um maior risco de eventos cardiovasculares,
inclusive sendo recomendado por diretrizes atuais para estratificagéo do risco
cardiovascular ®7, ele ndo tem funcdo de mediador direto do processo
aterosclerotico, tendo mais uma funcéo de biomarcador desse processo, sem

efeito direto na aterogénese 8. 99),

Em relagdo a outro biomarcador inflamatério envolvido na via do
inflamossomo NLRP3, a IL-18 mostrou um comportamento ndo esperado
apos a intervencdo. Observamos uma estabilidade da mediana dos valores
pré e p6s em ambos 0s grupos, porém, um aumento do delta em relagcéo aos
valores pré-intervencdo no grupo LDE-paclitaxel (+18,2%) contra uma
estabilidade no grupo placebo. Esse padrdo, diferentemente do esperado,
pode ser explicado pela grande variabilidade e valores muito baixos da IL-1p.
Sabe-se que os niveis de IL-1B estdo associados diretamente a um maior risco
cardiovascular e seu blogueio através do Canakinumabe reduziu em até 18%
o risco de eventos cardiovasculares maiores 8. Todavia, a maioria dos
estudos epidemiol6égicos que associam niveis de IL-18 com um maior risco
cardiovascular sao provenientes de observacgdes dos niveis do receptor de IL-

1B, que apresenta niveis mais estaveis e menos erraticos que a IL-1p isolada
(100)

Em relagdo a analise qualitativa da placa aterosclerdtica, nao
observamos variacao significativa nas caracteristicas da placa relacionada a
alto risco cardiovascular entre os grupos apos a intervengcao. Durante o
seguimento, mais de 95% das placas ndo se modificaram quanto a presenca
ou auséncia do sinais de napkin ring, remodelamento positivo ou presenca de
microcalcificagbes em relagdo ao inicio do estudo. Adicionalmente,

observamos que aproximadamente 70% das lesdes analisadas apresentavam
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grau de estenose inferior a 50%. Sabemos que a alteracdo dinamica das
caracteristicas da placa aterosclerética para um perfil de mais alto risco, esta
associada a uma com maior taxa de eventos, sendo esse padréo inicialmente
observado com estudos com IVUS em pacientes com lesdes severas (101,
Mais recentemente, subanalise do estudo PARADIGM, onde foram incluidas
apenas lesbes moderadas entre 25-50% de estenose, mostrou que durante
um seguimento médio de 3,5 anos, os individuos em uso de estatinas
apresentaram uma maior taxa de desaparecimento das caracteristicas de alto
risco da placa comparado ao grupo sem estatina %2, Quando comparado ao
nosso estudo, o tempo de seguimento dos pacientes e intervalo entre as
tomografias foi aproximadamente seis vezes mais longo nessa subanalise.
Ndo obstante, até o momento, o efeito de terapias imonomudoladoras na
modificacdo dessas caracteristicas de placa de alto risco ainda é incerto,

mesmo em pacientes com lesdes obstrutivas importantes.

Em relacdo a analise dos dados tomograficos quantitativos, os volumes
de placa de baixa atenua¢do(<30 UH) mantiveram-se praticamente estaveis
comparado ao valores basais em ambos 0s grupos. Sabe-se que esta regido
de menor radiodensidade da placa aterosclerética geralmente corresponde ao
seu nucleo lipidico e sua presenca esta associada a um risco até 23 vezes
maior de IAM quando comparado a pacientes sem essas caracteristicas (76).
Em pacientes com DAC estavel, a carga da placa de baixa atenuacéo esta
associada a um maior risco de IAM, sendo que quando esse volume
corresponde a mais de 4% do volume total do vaso, o risco de IAM aumenta

em aproximadamente 5 vezes (/8

Em relacdo ao volume de placa fibrogrodurosa (31-150UH),
observamos uma queda inferior a 10% em ambos o0s grupos quando
comparados aos valores basais, porém sem atingir significancia estatistica.
Assim como o volume de baixa atenuacdo, as placas nao calcificadas
fibrogordurosas também representam um espectro de placas associados a
um maior risco de sindrome coronariana aguda (193, Sabe-se que durante a
aterogénese, a medida que as placas se tornam mais calcificadas, elas se

tornam mais estaveis, geralmente por apresentarem menor nucleo lipidico e
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uma capa fibrética mais espessa, fator estes associados a um menor risco de
IAM (104, 105 Em relacdo ao volume de placa fibrética (151-350UH),
observamos uma tendéncia de estabilidade nos dois grupos, sem variacoes

significativas no pré e pos-tratamento.

A associacao da presenca de placas nao calcificadas (<350UH) com
um maior risco cardiovascular ja € algo bem estabelecido. A regressao e
atenuacao da progresséao das placas nédo calcificadas ja foram demonstradas
em estudos com farmacos hipolipemiantes (196. 197 Todavia, 0 mesmo achado
de regressdo da doenca aterosclerética com terapias imunomoduladoras
ainda € escasso. Estudo piloto com Canakinumabe, em pacientes com
doenca arterial periférica, ndo evidenciou reducéo do volume das placas nas
artérias femorais superficiais apos 12 meses de tratamento, mensuradas por
ressonancia magnética (1), Sabe-se que os leucotrienos também tem
importante funcdo na resposta inflamatéria. Estudo com o inibidor de 5-
lipooxigenase (Atreleuton, VIA-2291), que sabidamente reduz a producao dos
leucotrienos, mostrou que, pacientes em uso da medicacdo pos-sindrome
coronariana aguda apresentaram uma reducao significativa na progressao do
volume de placa néo calcificada comparado com o grupo placebo em 6 meses
de seguimento @9, Mais recentemente, estudo observacional n&o
randomizado com colchicina em dose 0,5 mg/dia mostrou um reducdo do
volume de placa de baixa atenuac¢éo de 41% no grupo intervencao comparado
com reducdo de apenas 17% no grupo controle, sendo que esta diferenca
entre 0s grupos manteve-se significativamente estatistica, mesmo apdés ajuste

para os principais fatores de risco cardiovascular ©¢2).

Assim como a colchicina, o paclitaxel também atua no nivel de
microtubulos; todavia ndo observamos reducédo do volume de placa de baixa
atenuacdo, o que pode ser justificado por algumas limitagbes do nosso
estudo. Em primeiro lugar, o tempo de seguimento dos pacientes foi de
aproximadamente 6 meses, enquanto no estudo com a colchicina foi de 12
meses. Em segundo lugar, apesar da similaridade das médias do volume de
baixa atenuacdo no nosso estudo, comparando ao estudo com a colchicina

(45,1 mm?3 vs 39,0 mm3), o desvio padrdo da nossa amostra foi duas vezes



Discussao 78

maior (24,6 mm?3 vs 10,9 mm?) 62, Esses mesmos achados também foram
observados em relacdo a média do volume total de placa. Assim sendo, o
poder estatistico do nosso estudo foi drasticamente afetado para avaliagcdo da

diferenca entre o volume de placa néao calcificada entre os grupos.

Em relacdo ao volume de placa densamente calcificado (>350UH),
também observamos uma estabilidade no grupo LDE-paclitaxel e uma
reducdo em torno de 45% no grupo placebo, porém sem significancia
estatistica. Achado este, de reducdo de volume de placa, densamente
calcificado ndo esperado, podendo ser justificado pela grande variacdo do
método. Sabe-se que durante a progressdo da placa aterosclerética,
principalmente no processo de cicatrizacdo da placa, sua composi¢cdo se
modifica, com uma tendéncia de aumento do volume do componente
calcificado da placa. Estudos recentes apontam que pacientes com maior
carga ateroscleroética, que apresentam placas mais densamente calcificadas
(>1000UH) apresentam menor risco de IAM comparado aos pacientes com
menor carga de placa 9. Nio obstante, sabemos que a terapia com
estatinas apesar de reduzir a progressdo do volume total da placa, esta
associada a um aumento significativo do volume de placa calcificada 9, o
que reforca o conceito de estabilizacdo das placas pelas estatinas através do
aumento do componente calcificado da placa.

Ja em relacdo ao volume total de placa, ndo observamos variacdes
significativas entre os grupos no pré e pés-tratamento, com uma reducao nos
valores finais inferior a 5% em ambos o0s grupos. Sabe-se que a cada 1% de
reducado no volume total de placa avaliado por IVUS, observa-se uma reducéo

de até 25% na incidéncia de eventos adversos cardiovasculares maiores (112),

Em relacdo aos desfechos de seguranca, observamos a auséncia de
efeitos adversos clinicos ou laboratoriais importantes no grupo intervencéo, o
que reforga a seguranca do uso da nanoemulsédo associada ao paclitaxel em
um cenario também de pacientes ndo oncolégicos, como também ja
observado em estudo ndo randomizado observacional com apenas 8

pacientes com ateromatose aodrtica 6). O desenvolvimento de novas
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formulagdes utilizando nanotecnologia ja € uma realidade na oncologia (113,
No entanto, 0 mecanismo exato pelo qual essas nanoparticulas associadas a
drogas imunomoduladoras apresentam uma menor incidéncia de eventos
adversos nao € completamente compreendido. Acredita-se que as
nanoparticulas lipidicas (LDE) concentram-se em locais com maior expressao
do receptor de LDL, como as células cancerigenas e a placa aterosclerotica,
poupando demais tecidos e 6rgaos - 58), Assim como em estudos em modelos
animais e ensaios clinicos em oncologia, também observamos a seguranca
da formulacdo LDE-Paclitaxel em pacientes com doenca cardiovascular

estabelecida.

Em resumo, observamos que a formulacédo LDE-paclitaxel mostrou-se
segura e apresentou uma reducdo mesmo que nao significativa sobre os
biomarcadores inflamatérios no grupo intervencdo. Nao obstante, trata-se de
um estudo piloto, sem poder estatistico para mostrar diferenca significativa
nos niveis dos biomarcadores inflamatérios. Esses achados associados ao
perfil de seguranca da formulagcéo suportam futuros ensaios clinicos com um
maior niumero de pacientes, a fim de avaliar a eficacia da LDE-paclitaxel na
modulacdo da resposta inflamatéria em pacientes com DAC estabelecida e

terapia clinica otimizada.
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6 CONCLUSAO

Em estudo piloto, a formulacdo LDE-paclitaxel, administrada a cada 21
dias por 6 ciclos, mostrou-se segura em pacientes com DAC e terapia clinica
otimizada, além de ter evidenciado uma tendéncia estatisticamente néo
significante de reducdo nos niveis de IL-6 e PCRus ap0s 6 meses de
seguimento. Esses achados suportam novos estudos clinicos para avaliar o
efeito da formulacao LDE-paclitaxel na modulacéo da resposta inflamatéria na

aterosclerose.
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