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RESUMO

Ferrari AG. Efeito do metotrexato carreado por nanoemulsao lipidica no
remodelamento ventricular esquerdo pds infarto agudo do miocardio com
supradesnivel do segmento ST [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2025.

Introducao: A inflamacédo desempenha um papel central na fisiopatologia do infarto
agudo do miocardio com supradesnivel do segmento ST (IAMCSSST) contribuindo
para maior tamanho do infarto e pior remodelamento ventricular esquerdo (RVE). O
metotrexato (MTX) €& um potente anti-inflamatério com potencial beneficio no
tratamento do IAMCSSST. Estudos experimentais sugerem que uma formulagao de
MTX incorporada em nanoemulsao lipidica (LDE-MTX) poderia ser benéfica e segura
neste contexto. Objetivos: Avaliar a eficacia e a seguranga do LDE-MTX em pacientes
com IAMCSSST. Métodos: Estudo randomizado, duplo-cego, controlado por placebo
e prova de conceito. Os pacientes foram randomizados 412 dias apds o primeiro
IAMCSSST de parede anterior para receber LDE-MTX (40mg/m? em infusdo
intravenosa) ou LDE-Placebo semanalmente por 6 semanas. O desfecho primario de
eficacia foi o volume diastdlico final do ventriculo esquerdo (VDFVE) analisado por
ressonancia magnética cardiaca 90+7 dias apos a randomizagdo. Os desfechos
secundarios de eficacia incluiram analises de outros parametros de RVE e tamanho
do infarto. Os principais desfechos de seguranca foram eventos adversos graves,
toxicidade hematoldgica, renal e hepatica. Resultados: Devido a pandemia de COVID-
19, o estudo foi interrompido precocemente, com 32 pacientes randomizados
completando o protocolo (15 no grupo LDE-placebo, 17 no grupo LDE-MTX). Aos 90
dias, ndo houve diferenca no VDFVE entre os grupos. Dentre os desfechos
secundarios pré-especificados, notou-se aparente redugao do tamanho do infarto (%
do VE) a favor do grupo LDE-MTX [-2,61 (-6,46; 0,12) vs -6,40 (-13,22; -3,86),
p=0,030]. O LDE-MTX foi bem tolerado e ndo houve diferengas nos parametros de
seguranga entre os grupos. Conclusdes: Em pacientes com IAMCSSST, o LDE-MTX
parece ser seguro, mas nao influenciou o VDFVE e outros parédmetros de RVE,
embora aparentemetne tenha reduzido o tamanho do infarto aos 90 dias pds-infarto.
Esses resultados geradores de hipoteses apoiam futura a investigacdo de uma
abordagem inovadora de nanomedicina para IAMCSSST em ensaios clinicos maiores.

Palavras-chave: Metotrexato. Nanoemulsdo lipidica. Infarto do miocardio.
Remodelamento ventricular esquerdo. Tamanho do infarto.



ABSTRACT

Ferrari AG. Effect of methotrexate carried by lipid nanoemulsion on left ventricular
remodeling after ST-segment elevation myocardial infarction [thesis]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2025.

Background: Inflammation plays a central role in the pathophysiology of ST-elevation
myocardial infarction (STEMI), contributing to greater infarct size (IS) and left
ventricular remodeling (LVR). Methotrexate (MTX) is a potent anti-inflammatory drug
with a potential benefit in the treatment of STEMI. Experimental studies suggested that
a formulation of MTX incorporated into lipid nanoemulsion (LDE-MTX), could be
beneficial and safe. Objectives: To evaluate the efficacy and safety of LDE-MTX in
patients with STEMI. Methods: Randomized, double-blinded, placebo-controlled, proof
of concept study. Patients were randomized 4+2 days after first anterior STEMI to
receive LDE-MTX (40 mg/m? intravenous infusion) or LDE-placebo weekly for 6 weeks.
The primary efficacy endpoint was left ventricle end-diastolic volume (LVEDV)
analyzed by cardiac magnetic resonance at 9017 days after randomization. Main
secondary endpoints were other LVR parameters and IS. Main safety endpoints were
serious adverse events and toxicity (hematological, renal and hepatic). Results: Due
to the COVID-19 pandemic, the study was stopped prematurely, with 32 randomized
patients (15 LDE-placebo, 17 LDE-MTX) completing the protocol. At 90 days there was
no difference in LVEDV between groups. Amongst other secondary endpoints, there
appeared to be a greater reduction of IS (% of LV) in favor of the LDE-MTX LDE-MTX
[-2,61 (-6,46; 0,12) vs -6,40 (-13,22; -3,86), p=0,030]. LDE-MTX was well tolerated and
there were no differences between groups regarding safety endpoints. Conclusions: In
patients with STEMI, LDE-MTX appears to be safe but did not influence LVEDV and
other LVR parameters, although it possibly reduced infarct size at 90 days. These
hypothesis-generating results support continued investigation of a novel nanomedicine
approach to STEMI in larger trials.

Keywords: Methotrexate. Lipid nanoemulsion. Myocardial infarction. Left ventricle
remodeling. Infarct size.
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1.1 INFLAMAGCAO E REMODELAMENTO VENTRICULAR ESQUERDO NO
INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

O infarto agudo do miocardio (IAM) €& uma das principais causas de
morbimortalidade cardiovascular mundialmente. Apesar das terapias de reperfusao e
do tratamento intra-hospitalar e no longo prazo pés-IAM terem avangado muito nas
ultimas décadas, ainda existe uma lacuna no tratamento ja4 que esses pacientes
apresentam um risco residual que pode estar, ao menos em parte, relacionado a
inflamacgéao.

A inflamacao é extremamente importante na fisiopatologia da aterosclerose e
da aterotrombose?, assim como no pds-infarto agudo do miocardio com supradesnivel
do segmento ST (IAMCSSST), onde participa ativamente do processo de cicatrizagéo
e, consequentemente, do remodelamento ventricular esquerdo (RVE) e do
progndstico®.

A reperfusdo precoce bem-sucedida é altamente eficaz para limitar a necrose
tissular e melhorar desfechos no IAMCSSST; entretanto, em muitos casos ocorre
comprometimento residual da microcirculagdo, fenbmeno também relacionado a
inflamacao, o que piora o RVE mesmo na presenga de fluxo TIMI 3. Adicionalmente,
a inflamacgao pode estender-se para o miocardio remoto nao infartado, o que também
pode contribuir para pior RVE®.

Apesar do tamanho do infarto estar relacionado ao desenvolvimento de RVE
positivo (ou adverso como querem alguns), caracterizado por aumento volumeétrico e
alteracdo da conformagcdo do VE, alguns pacientes com infartos relativamente
pequenos também apresentam esse padrao. Assim sendo, além do tamanho do IAM,
diferencas individuais na resposta inflamatéria, em parte genética, epigenética,
ambiental ou patogenicamente moduladas, também parecem contribuir para o RVES.

O uso de biomarcadores inflamatérios para predizer risco, monitorar
tratamentos e guiar terapias tem mostrado bom potencial de aplicabilidade clinica. Por
exemplo, estudos em prevengao primaria e secundaria de doencga cardiovascular
(DCV) mostraram que individuos com menores niveis de proteina C ultrassensivel
(PCR-us) tém melhores desfechos clinicos quando comparados com aqueles que
apresentam niveis elevados’'"; além disso, PCR-us pode ser uma ferramenta

adicional no auxilio a classificagao de risco cardiovascular'?,
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Neste sentido, estudos com altas doses de estatinas em pacientes com DAC
demonstraram correlagao entre decréscimo da PCR-us e diminuicdo na taxa de
progressdo da placa aterosclerética's 4. Adicionalmente, uma subanalise do estudo
VISTA-16, evidenciou que aumentos progressivos na PCR-us apds um episodio de
SCA, se associaram a maior risco cardiovascular's.

Assim, a teoria inflamatoria na aterosclerose vem sendo testada com
tratamentos direcionados a diminuicdo da inflamacao, de forma independente do
controle do perfil lipidico.

No estudo CANTOS, Ridker et al.'®, ao analisarem pacientes clinicamente
estaveis com niveis elevados de PCR-us e IAM prévio, demonstraram a superioridade
do canakinumab (anticorpo monoclonal anti-interleucina-18) em relagao a placebo, no
desfecho composto por IAM néo fatal, AVC nao fatal e morte cardiovascular (HR 0,83;
IC 95% 0,73-0,95; p=0,005). Um subestudo do CANTOS encontrou correlagao
positiva entre a magnitude da redugdo de PCR-us e a magnitude do beneficio clinico”.

Ainda no cenario de doencga coronariana cronica, os estudos LoDoCo'® e
LoDoCo2" demonstraram beneficio do uso de dose baixa de colchicina em adicéo a
terapia padrao, com reducao de eventos cardiovasculares.

Ja na fase aguda, o estudo COLCOT demonstrou beneficio do uso de
colchicina em baixa dose (0.5mg/dia) em pacientes pd6s-IAM, com redugdo de
desfecho composto por morte cardiovascular, parada cardiaca reanimada, |AM,
acidente vascular cerebral (AVC) e hospitalizagdo por angina com necessidade de
revascularizagédo (HR 0,77; IC 0,61-0,96; p=0,02)?°. Além disso, uma subanalise deste
estudo demonstrou maior beneficio do uso precoce intra-hospitalar da medicagao (até
3 dias apds o evento)?'. Por outro lado, no estudo COVERT-MI, com uso de colchicina
em alta dose pdés-IAMCSSST, ndo houve reducao do tamanho do infarto avaliada pela
ressonancia magnética cardiaca (RMC) apos 5 dias??’. Finalmente, o inibidor do
receptor de interleucina 6 (IL-6) tocilizumabe foi testado em pacientes com IAMCSSST
e demonstrou melhor indice de miocardio salvo quando comparado com placebo?3.

Existe, portanto, um racional favoravel ao uso de terapias anti-inflamatorias
como adjuvantes as terapias de reperfusdo, no sentido de atenuar ou prevenir a
disfuncao ventricular esquerda pés-IAME.

Terapias com células tronco vem sendo estudadas neste contexto com alguns
resultados promissores em estudos experimentais?+25, porém ainda sem evidéncia de

beneficio em estudos clinicos?6.
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1.2 METOTREXATO E NANOEMULSOES LIPIDICAS

Dentre as terapias anti-inflamatdrias disponiveis, o metotrexato (MTX) é uma
das mais utilizadas, principalmente no tratamento das doengas reumatoldgicas e
oncologicas. Este farmaco reduz os niveis de varios biomarcadores inflamatorios,
como PCR-us, interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral a (TNF-a)?’, sem afetar
negativamente o perfil lipidico, homocisteina, niveis glicémicos ou pressao arterial®.
Além disso, ha evidéncias de que o MTX atua liberando diretamente e indiretamente
adenosina?’?°, o que pode ser especialmente Util em pacientes na fase inicial do
IAMCSSST30:31,

Em revisédo sistematica com doentes reumatoldgicos (incluindo aqueles com
artrite reumatoide, psoriase ou poliartrite), o MTX associou-se a um risco 21% menor
de DCV e 18% menor de |IAM, sugerindo que seu uso pode reduzir O risco
cardiovascular de forma significativa3?.

Para explorar esta opg¢ao de tratamento, MTX em dose baixa via oral (15-
20mg/semana) foi testado contra placebo para prevengéo secundaria em pacientes de
alto risco com doencga arterial coronariana (DAC) estavel no estudo Cardiovascular
Inflammation Reduction Trial (CIRT), com seguimento médio de 2,3 anos3334. Neste
estudo, ndo houve diferenga significativa entre os grupos em termos de eventos
cardiovasculares ou mortalidade por todas as causas. Além disso, o estudo evidenciou
maior incidéncia de eventos adversos, como elevagdes modestas de transaminases e
redugdo na contagem de leucdcitos e hematocrito, além de maior incidéncia de cancer
de pele nao-basocelular no grupo MTX, quando comparado ao grupo placebo®.

Outro estudo com metotrexato em baixa dose®®, mas para pacientes com
insuficiéncia cardiaca de etiologia isquémica, nao mostrou diferenca no teste de
caminhada de 6 minutos ou em desfechos secundarios.

Ja no cenario da fase inicial do IAMCSSST, em estudo experimental com caes,
0 uso do metotrexato se associou a menor tamanho de infarto, quando comparado a
placebo®’. Este resultado serviu de base para o estudo TETHYS3%:39, realizado com
pacientes com IAMCSSST, na fase hiperaguda do evento, utilizando metotrexato em
baixa dose, com bolus endovenoso antes da intervencdo coronaria percutanea e
manutencao por 6 horas apds o procedimento. O desfecho primario foi a area sob a
curva da creatinoquinase (CK), como desfecho substituto para tamanho de infarto,
sem diferenga entre os grupos metotrexato e placebo.
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No sentido de reduzir os efeitos colaterais potenciais do MTX*%41 Moura et al.*2
desenvolveram uma formulacgao utilizando um derivado lipofilico do MTX, o didodecil
metotrexato (ddMTX), associado nanoemulséo lipidica (LDE-MTX).

Nanoemulsdes lipidicas (LDE), que se ligam a receptores de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), foram primeiramente desenvolvidas e estudadas no cenario
oncoldgico por Maranhaoet al.*3, que demonstraram que os agentes quimioterapicos
associados ao LDE sao concentrados nos tecidos com superexpressao de receptores
de low-density lipoprotein (LDL), diminuindo a toxicidade do tratamento. Esta
nanoemuls3o ja foi testada em pacientes com leucemia aguda*3, mieloma mudltiplo** e
linfoma Hodgkin e ndo-Hodgkin*®, demonstrando que a LDE ¢é absorvida por células
malignas com elevado numero de receptores LDL e que pode ser utilizada como
veiculo para administragdo de medicagcdes com alta eficiéncia.

A formulacao LDE-MTX é estavel e sua absorcao pelas células neoplasicas in
vitro foi melhor do que a preparacdo comercial do MTX, com menor toxicidade
hematoldgica*®. Adicionalmente, a LDE-MTX intravenosa foi testada em coelhos, com
evidéncia de melhores efeitos anti-inflamatérios na sindvia das articulagbes com
artrite, em relagdo a preparacdo comercial do MTX, sendo esses resultados
relacionados a maior absor¢ao de MTX pelas articulagcbes quando o medicamento é
associado a LDE“S.

Especificamente no cenario da DAC estavel, em coelhos alimentados com dieta
rica em colesterol, a LDE-MTX reduziu a formacgao de lesdes ateroscleréticas e a
inflamacao vascular*’. Ja no cenario de IAMCSSST, em ratos Winstar tratados com
LDE isolado, MTX comercial ou LDE-MTX, houve significativa melhora no RVE e
diminuicdo do tamanho do infarto no grupo LDE-MTX, em comparagao com os grupos
MTX comercial e LDE isolado, com excelente perfil de seguranga*®.
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1.3 ADENOSINA COMO MEDIADOR DOS EFEITOS ANTI-INFLAMATORIOS DO
METOTREXATO

Um dos principais mecanismos anti-inflamatorios do MTX & mediado pela
liberagdo extracelular de adenosina*®-%'. Diversos estudos demonstraram que a
adenosina desempenha papel crucial na regulacdo da homeostase imunoldgica por
meio da calibracdo da atividade das células imunoldgicas, promovendo melhora na
inflamag&o®2%3. A adenosina, que é um nucleosideo de purina endégeno chave,
modula o sistema imunologico ao ativar quatro receptores de adenosina acoplados a
proteina G (ARs): A1, A2a, A2s e A3®*. Tem sido relatado que células do sistema imune,
como neutrofilos, mondcitos, macréfagos, células dendriticas e linfocitos, expressam
ARs. A ativacdo desses receptores diminui a produgcdo de varias citocinas
inflamatdrias como TNF-a e IL-6, e aumenta a produgao da citocinas anti-inflamatdérias
como IL-10%. No entanto, se 0 MTX aumenta os niveis plasmaticos de adenosina em
pacientes com IAM, e se esses niveis sao suficientes para induzir a ativacdo de ARs
e gerar um efeito anti-inflamatorio, ainda n&o esta definido.

Apesar do racional bastante atraente, e das evidéncias previamente
apresentadas, ndo ha dados disponiveis sobre o papel do LDE-MTX no RVE e

tamanho do infarto em humanos, foco principal do presente estudo.



2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO PRIMARIO

Avaliar o efeito do LDE-MTX no remodelamento ventricular esquerdo em

pacientes com primo IAMCSSST de parede anterior, avaliado pelo volume diastdlico

final do ventriculo esquerdo (VDFVE) ao final de 3 meses de seguimento, obtido pela

ressonancia magnética cardiaca (RMC).

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS DE EFICACIA

Comparar, entre os grupos LDE-MTX e LDE-placebo, os seguintes parametros

obtidos pela RMC ao final do seguimento de 3 meses e sua variagdo ao longo do

seguimento:

Tamanho do infarto;

Massa ventricular esquerda (MVE);

Volume sistdlico final do ventriculo esquerdo (VSFVE);

Fracdo de ejec&o do ventriculo esquerdo (FEVE);

Percentual de individuos que apresentaram remodelamento adverso
(aumento de 20% ou mais no VDFVE) e reverso (210% de redug¢do no
VSFVE).

2.3 OBJETIVOS SECUNDARIOS DE SEGURANGCA

Comparar, entre os grupos LDE-MTX e LDE-placebo ao final do seguimento de

3 meses, as seguintes variaveis de segurancga:

Sintomas clinicamente significativos (estomatite nova ou persistente,
vOmitos, diarreia, tosse acompanhada de febre sem causa determinada e
dispneia);

Eventos adversos sérios (definidos como: eventos que resultem em morte,
que necessitem hospitalizagdo ou prolongamento da hospitalizagéo,
situacbes ameacadoras a vida ou que resultem em sequela/incapacidade
persistente, ou ainda que resulte em ma-formag&o ou anomalia congénita;
outros eventos considerados sérios de acordo com julgamento médico

apropriado)®®;
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Parametros hematolégicos (hemoglobina, hematdcrito, leucdcitos,
contagem plaquetaria);

Marcadores de lesdo hepatica (transaminases), bilirrubinas;

Funcao renal - taxa de filtragao glomerular (TGF) estimada pela formula do
estudo Modification of Diet in Renal Disease (MDRD)%".

2.4 OUTROS OBJETIVOS SECUNDARIOS EXPLORATORIOS

a)

Comparar, entre os grupos LDE-MTX e placebo, os seguintes parédmetros

ao final do seguimento de 3 meses e sua variagdo ao longo do seguimento:

— Relacionados a inflamagao: proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us);
interleucina-6 (IL-6); interleucina-10 (IL-10); fator de necrose tumoral a
(TNFa);

— Relacionados as plaquetas: agregabilidade plaquetaria (medida pelo
método Multiplate® ADP test); volume plaquetario médio (VPM); fracao
de plaquetas imaturas (IPF);

— Peptidio natriurético tipo B (BNP);

— Perfil lipidico e glicémico [colesterol total, high-density lipoprotein
(HDL), LDL, triglicerideos e hemoglobina glicada];

Avaliar eventual correlacdo entre marcadores inflamatorios (PCR-us e IL-

6), BNP e agregabilidade plaquetaria (medida pelo método Multiplate®

ADP test) com a microcirculagao avaliada pela RMC ao inicio e ao final do

seguimento de 3 meses.

Avaliar, nos grupos MTX-LDE e placebo-LDE, os niveis plasmaticos de

adenosina antes da primeira dose da medicagao do estudo, 2 a 4 dias apos

a primeira dose e ap6és a ultima dose da medicacao do estudo.



3 METODOS
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3.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo clinico prospectivo, randomizado, duplo-cego, controlado por placebo,
“prova de conceito”. Pacientes com primo IAMCSST de parede anterior hospitalizados
no Instituto do Coragéao (InCor) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP) foram randomizados com 4+2 dias apds o
inicio dos sintomas para receberem LDE-MTX 40 mg/m? IV ou LDE-placebo (particula
de LDE sem medicagéo associada) uma vez por semana, por 6 semanas. Todos os
participantes do estudo receberam adicionalmente acido félico 5 mg via oral uma vez
por semana, um dia apdés a administracido da medicacao do estudo.

A randomizacao foi realizada pela Divisao de Farmacia do Instituto Central do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (ICHC-
FMUSP), na taxa de 1:1 (1 controle:1 intervenc&o), em blocos permutaveis de 6 ou 8
pacientes. Trés envelopes lacrados foram entregues com a randomizagao, sendo: 1
para a farmacéutica responsavel pelo preparo e dispensacdo da medicacdo do
estudo; 1 para o pesquisador responsavel pelas analises interinas de seguranca; e 1
para a pesquisadora executante (para abertura ao final do estudo). O principio da
alocagao sigilosa néao foi violado.

Todos os pacientes foram submetidos a avaliacbes clinicas e laboratoriais
cuidadosas de segurancga antes da administragcdo da medicagao do estudo e ao final
de 3 meses, conforme fluxograma (Figura 1) e plano de visitas (Quadro 1) pré-
determinados. Avaliagdes de seguranga incluiram avaliagdo de sintomas clinicamente
significativos, eventos adversos sérios, testes laboratoriais, procedimentos médicos
planejados que necessitassem a suspensao da medicagao do estudo e ocorréncia de
eventos clinicos de interesse especial. Um algoritmo de suspensao da medicagao do
estudo baseado nas avaliagbes clinicas e laboratoriais foi seguido de forma
padronizada®*%8, conforme Quadro 2, podendo ser temporaria ou definitiva, baseada

na avalicao clinica.
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Figura 1 - Desenho e procedimentos do estudo

Primeiro IAMCSSST de parede anterior “halacto de seavanc
- Avaliagdo clinica;
- Exames laboratoriais:

412 dias apds o IAMCSSST Critérios de elegibilidade | hemoblogina, hematécrito,
TCLE | leucdcitos, plaguetas,
. -~

trasaminases, bilirrubinas,

Randomizagdo creatinina.

IV, uma vez por LDE-placebo LDE-MTX 40mg/m? IV, uma
semana por 6 vez por semana
por 6 semanas

seémanas . a1
+ Acido félico 5mg VO Dia 3+1 apos a Visita 1 m Avaliago e seguranca® + Acido félico 5mg VO
(I.II'|1 dia apﬂs a Andlises laboratoriais exploratérias** (um dia apﬂs a

medicagdo do estudo) medicagdo do estudo)

. ! Avaliagio de seguranga*

Semanslmente apés a Visita 1 Visitas 3,4, 5, 6, 7 |SRRRswrwtsviot
Andlises interinas de
seguranga: com 20%

RMC2 e 50% da amostra
Dia 90+7 apds a Visita 1 liagdo de seg ca*
Andlises laboratoriais exploratérias**

IAMCSSST: infarto agudo do miocardio com supradesnivel do segmento ST; TCLE: termo de consentimento livre
e esclarecido; RMC: Ressonancia magnética cardiaca; IV: intravenoso; VO: via oral; ** Conforme definido no
protocolo.

Quadro 1 - Esquema do plano de visitas do estudo

VISITA

Tempo entre as visitas (dias)
Medicacéo do estudo
Avaliagao clinica
Ressonancia magnética cardiaca X
Hemograma completo
Transaminases
Bilirrubinas
Creatinina
Albumina
Hemoglobina glicada
Colesterol total e fragdes
Triglicerideos
Troponina (pico)
Creatinofosfoquinase fragdo MB (pico)
Multiplate® ADPtest
VPM
IPF/IPC
IL-6
IL-10
TNF-a
PCR-us
BNP
Adenosina X

2 3
3+1

g © | =
X X
X X
X X
X X
X X

X X X X X X X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
X X X X X X X X X X

X X X X X X X X

X X X X X X X X X

X

* em relagao a Visita 1.

VPM: volume plaquetario médio; IPF: fragao de plaquetas imaturas; IPC: contagem de plaquetas imaturas;
IL-6: interleucina 6; IL-10: interleucina 10; TNF-a: fator de necrose tumoral a; PCR-us: proteina C reativa
ultrassensivel; BNP: peptideo natriurético tipo B.
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Quadro 2 - Algoritmo de suspensao da medicagao do estudo

Critério Valor Conduta ‘
= 3000 Manter
Leucacit ° 3
eucécitos (n°/mm3) <3000 Suspender
Plaquetas (n°/mm3) = 75000 Manter
q < 75000 e/ou queda = 50% em relagdo ao exame anterior  Suspender
Taxa de filtragéo 230 Manter
glomerular (mL/min) < 30 e/ou queda = 50% em relagdo ao exame anterior Suspender
< 3x LSN Manter
AST /ALT
> 3x LSN Suspender
. . < 3 mg/dL Manter
Bilirrub
firrubinas = 3 mg/dL Suspender
Hematdcrito = 21% Manter
<27% Suspender
Sintomas clinicamente N&o Manter
significativos™ Sim Suspender

* Estomatite/mucosite nova ou persistente, vomitos, diarreia, tosse com febre ou dispneia inexplicadas.

AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; LSN: limite superior da normalidade.
Analises interinas pré-especificadas para analise de seguranga foram
realizadas com abertura do cegamento por um investigador independente com 20% e
50% dos participantes do estudo. Ndo houve analise interina pré-especificada de

eficacia.

3.2 CASUISTICA

O calculo amostral inicial baseou-se em VDFVE médio de 197,6 + 45,7mL,
obtido por RMC, em pacientes com diagndstico de primeiro IAMCSST de parede
anterior do grupo controle do estudo METOCARD-CNIC®. Considerando-se uma
diferenca de 20% (39,52mL) no VDFVE, a favor do LDE-MTX, para um poder
estatistico de 80% e alfa bicaudal de 0,05, a amostra estimada foi de 42 pacientes
validos (21 pacientes por grupo).

O remodelamento cardiaco adverso tem sido definido como um aumento de

20% no VDFVES®0 e esta associado a piores desfechos clinicos®.



METODOS - 27

3.3 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

3.3.1 Critérios de inclusao

3.3.2

Idade > 18 anos e < 75 anos;

Pacientes com diagndstico de primo IAMCSST de parede anterior do tipo 1
caracterizado por: sintomas isquémicos, nova elevacédo do segmento ST
em pelo menos 2 derivagdes contiguas (>0.25 mV em homens com menos
de 40 anos, 20,25 em homens com < 40 anos e >0.15 mV em mulheres nas
derivagdoes V2-V3 e/ou > 0.1 mV em outras derivacdes anteriores ou
bloqueio de ramo esquerdo [BRE] novo) e marcadores de necrose
miocardica (troponina e/ou CKMB) com pelo menos um valor acima do
percentil 99 do limite superior de referéncia®?.

Submetidos a terapia de reperfus&o (trombolise e/ou angioplastia).
Cineangiocoronariografia demonstrando terapia de reperfusdo bem-
sucedida (fluxo Thrombolysis in Myocardial Infarction [TIMI] 3) e obstru¢ao
residual na artéria “culpada” <50%, independentemente de ter sido
submetido ou ndo a intervengao coronaria percutanea.

Assintomaticos, sem sinais de descompensacao clinica (FC < 100bpm,
PAS > 90mmHg, sem medicagdo vasoativa ou inotrépica parenteral,
oximetria de pulso > 95% em ar ambiente).

Concordancia em assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

Critérios de exclusao

Infarto prévio;

Taxa de filtragdo glomerular estimada pelo método MDRD®" < 40
mL/min/1.73 m?;

Contraindicagdes para RMC: presenga de marcapasso definitivo,
desfibrilador, implante ou fragmentos metalicos cocleares, clipe metalico
cerebral, claustrofobia, obesidade (acima de 150kg), impossibilidade de

decubito dorsal, incapacidade de manter 10 segundos de apneia.
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Histdria prévia de doenga crénica infecciosa (tuberculose, doenga fungica
ou HIV);

Infeccao crdnica por virus da hepatite B ou C;

Historia de pneumonite intersticial, bronquiectasias ou fibrose pulmonar ou
radiografia de térax dos ultimos 12 meses com evidéncias destas afecgoes;
Histéria prévia de neoplasia maligna (ndo basocelular), doenca
mieloproliferativa ou linfoproliferativa nos ultimos 5 anos;

Contagem de leucécitos < 4000/mm?, hematocrito < 32%, ou contagem de
plaquetas < 75000/mm?3;

Alanina aminotransferase (ALT) < 2 vezes o limite superior da normalidade;
Historia de abuso de alcool ou incapacidade/discordancia em limitar o
consumo de alcool em 4 doses por semana;

Gestacao ou lactacao;

Mulher em idade fértil, mesmo em uso de método contraceptivo;

Homens que pretendam ter filhos no periodo do estudo ou que se recusem
a usar método contraceptivo;

Necessidade de uso de farmacos que alterem o metabolismo do folato
(sulfametoxazol/trimetropim) ou reduzam a excregao tubular (probenecid)
ou alergia conhecida a antibiéticos que leve a impossibilitar o uso de
trimetropim;

Indicagao atual de uso de metotrexato;

Uso crbnico de terapia com corticoide (prednisolona oral > 5mg/dia ou
equivalente com durag&o superior a 1 més)® ou outros imunossupressores
ou imunobioldgicos;

Derrame pericardico, derrame pleural ou ascite conhecidos;

Insuficiéncia cardiaca classe Ill-IV New York Heart Association (NYHA);
Expectativa de vida < 1 ano;

Qualquer condicédo que aumente o risco de ndao aderéncia ou perda de
acompanhamento;

Infecgao ativa.
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3.4 PROCEDIMENTOS

Os dados obtidos dos procedimentos nos 8 momentos previstos pelo protocolo
estdo sumarizados na Quadro 1 e foram compilados em formularios especificos.

Os medicamentos a seguir descritos deveriam ser evitados durante o estudo e
utilizados apenas se considerados mandatérios, apds avaliagdo cuidadosa pelo
médico pesquisador: anti-inflamatérios esteroidais e ndo esteroidais (exceto dose
baixa de até 100mg/dia de acido acetilsalicilico); inibidores de bomba de prétons,
alguns antibidticos (ciprofloxacino, penicilinas, tetraciclina ou cloranfenicol); outros
medicamentos (leflunomida, azatioprina, sulfasalazina, retinoides, anestesia com
oxido nitroso, amiodarona, etretinato, teofilina, triantereno), vacinas vivas

atenuadas®465.
3.5 MEDICACAO DO ESTUDO

a) LDE-MTX: a sintese de LDE-MTX foi realizada pelo Laboratério de
Metabolismo e Lipides do InCor-HCFMUSP como descrita a seguir:

— Sintese de di-dodecil metotrexato: o metotrexato (acido) (4,0 mmol) foi

diluido em 120 mL de dimetilsulféxido. Em seguida, foram adicionados
carbonato de césio (4,4 mmol) e brometo de dodecila (10,0 mmol).
Apos 24 horas de agitagao a temperatura ambiente, foram adicionados
100 mL de agua e o produto foi extraido com cloroférmio. A fase
organica foi lavada com solugao saturada de cloreto de sédio, seca com
sulfato de magnésio, filtrada e evaporada®®.

— Preparo da nanoparticula lipidica e associacdo do di-dodecil

metotrexato: a nanoparticula lipidica foi preparada a partir de uma
mistura de lipides constituida por 200 mg de fosfatidilcolina, 100 mg de
oleato de colesterol, 2,5 mg de colesterol livre e 5 mg de migliol®¢. O
metotrexato modificado como descrito anteriormente foi associado aos
lipides na razédo 5:1 em massa de lipide:farmaco*?. Apds a adicdo de
100 uL de polissorbato 80 (Tween 80®) e 10 mL de solugdo tampao
Tris-HCI 0,01mol/L, pH 8,05, a mistura lipides foi emulsificada em
homogeneizador de alta pressdo (Microfluidizer®, MA, EUA). Ao

término dos ciclos de homogeneizacdo, a emulsdo formada foi
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centrifugada a 3700rpm, por 20 minutos e esterilizada em filtro de
policarbonato 0,22um em fluxo laminar, e armazenada em frascos
estéreis a 4°C. A taxa de associagao do metotrexato a nanoparticula
foi determinada através de quantificacao por HPLC (Shimadzu LC 10A,
ML, EUA).

— Dose e intervalo: 40mg/m? intravenoso (volume total aproximado de

100mL, administrado em cerca de 0,5-1 hora), uma vez por semana,
por 6 semanas.

— Local de administracdo: durante a internagcio, os pacientes receberam

a medicacao do estudo na unidade em que estiverem alocados. Apds
a alta hospitalar, os pacientes receberam a medicagcdo no Centro de
Pesquisa Clinica do Instituto do Coragcdo da FMUSP.

b) LDE-Placebo: foi administrada a particula de LDE-placebo (LDE sem

metotrexato associado) no mesmo volume e forma de administragéo que o
LDE-MTX.

Cegamento das medicagdes: ambas as medicagdes do estudo foram
armazenadas em frascos estéreis envoltos por invélucro opaco e
administradas com equipo fotossensivel, impossibilitando a diferenciagao
entre as medicagdes por parte dos pacientes e dos pesquisadores. Apenas
as duas farmacéuticas responsaveis pela dispensacao da medicacao

tinham ciéncia da randomizacéo.
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3.6 RESSONANCIA MAGNETICA CARDIACA (RMC)

Os estudos de RMC foram realizados 3 + 1 dias e 90 + 7 dias apds a
randomizacdo, em equipamentos de 1,5 T (Philips Achieve, Philips Medical Systems,
Best, the Netherlands ou Canon Vantage Titan, Canon Medical System Corporation,
Japan). As imagens de Cine-SSFP em eixo curto (10-12 cortes) foram usadas para
analise ventricular e calculos da fracdo de ejeg¢ado, volumes e massa do ventriculo
esquerdo. Sequéncias de realce precoce (2 min apos injegdo de gadolinio) e realce
tardio (10 min apds injegdo do contraste e com tempo de inversao entre 250 e 350
ms) foram adquiridas nos mesmos cortes de eixo curto, com uso de 0.2 mmol/kg
gadolinio (Dotarem, Guerbet, Paris, France) para avaliar obstrugdo microvascular
(MVO) e tamanho do infarto miocardico. Para avaliagdo do edema foi utilizada a
sequéncia T2W-STIR (2SD) e para avaliagcdo do tamanho do infarto foi utilizado o
realce tardio pela técnica full-width at half-maximum (FWHM)%7:68_ Area em risco é
equivalente a area de edema obtida no primeiro exame, o miocardio salvo foi obtido
pela area em risco menos o realce tardio obtido no segundo exame, e o indice de
miocardio salvo foi calculado dividindo-se o miocardio salvo pela area em risco. Todas
as analises foram feitas no software CVi42 (Circle Cardiovascular Imaging; Calgary,
Canada). A anadlise das imagens foi realizada de forma semiautomatica por
investigador cego em relagéo a alocagao dos pacientes.

A Figura 2 exemplifica um caso de IAMCSSST de parede anterior visualizado
pela RMC, evidenciando a area de infarto e a obstrugdo microvascular. Na sequéncia,
a Figura 3 possibilita a visualizagao da evolugéo do infarto, com melhor definicdo da

area do infarto, resolu¢ao do edema e da obstrugao microvascular.
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Figura 2 - Infarto agudo do miocardio de parede anterior visualizado pela ressonancia
magnética cardiaca

Infarto agudo do miocardio de parede anterior visualizado pela ressonancia magnética cardiaca. Coluna A:
Sequéncias cine em eixo curto. B-C: setas mostram edema em imagens T2W-STIR (B), e correlagdo com realce
tardio (C) que mostra a localizagéo do infarto (predominantemente septo médio-apical). Obstrugdo microvascular
também denota infarto recente (asterisco em C e setas em D).

VD: ventriculo direito; VE: ventriculo esquerdo; LGE: realce tardio.

Figura 3 - Evolugao do infarto agudo do miocardio de parede anterior visualizado pela
ressonancia magnética cardiaca

Imagens do infarto agudo do miocérdio de parede anterior na primeira ressonancia magnética cardiaca (RMC 1) e
no seguimento (RMC 2). Imagens de realce tardio (LGE) em plano eixo longo mostram LGE (setas) com obstrugéo
microvascular (*) na RMC 1. O painel direito mostra imagens da RMC 2 (apds 3 meses), com melhor visualizagao
das bordas do infarto em plano eixo longo (A,B) e imagens de LGE em eixo curto (C,D) (segmentos septais médio-
apicais, segmentos apical anterior e inferior) com auséncia de obstrugdo microvascular. O edema também esta
ausente na imagem STIR (E).
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3.7 COLETAS DE SANGUE

Todas as coletas sanguineas para as dosagens laboratoriais citadas nos

objetivos do estudo foram realizadas simultaneamente (com exce¢cédo da dosagem de

agregabilidade plaquetaria), seguindo a seguinte rotina: pungado venosa a vacuo em

veia periférica, com tempo de garroteamento inferior a 1 minuto. As amostras das

visitas 1, 2, 7 e 8 foram, em seguida, centrifugadas e armazenadas em freezer a -

80°C, e analisadas durante o estudo de acordo com as metodologias a seguir

descritas. As analises de agregabilidade plaquetaria foram realizadas entre 30

minutos e 3:30 horas apos a coleta da amostra (realizada sem garroteamento).

3.8 METODOLOGIA DOS EXAMES LABORATORIAIS

a)

b)

Hemograma com contagem de plaquetas: realizado em equipamento de
automacao (modelo Sysmex XN 2000); se necessario a amostra era
encaminhada para reavaliagdo microscopica. O sistema possui dois
analisadores capacitados para fazer analise quantitativa, identificacédo, analise
percentual e sinalizagdo por meio da impedancia elétrica para eritrocitos e
plaquetas, dispersado da luz do laser, citometria de fluxo por fluorescéncia
(diferencial de leucocitos, reticulocitos e plaquetas fluorescente) e
espectrofotometria utilizando laurilsulfato de sodio para hemoglobina.
Aspartato aminotransferase (AST): a determinagdo quantitativa da AST
foi realizada pelo método cinético automatizado. O método da aspartato
aminotransferase € uma adaptagdo da metodologia recomendada pela
International Federation of Clinical Chemistry (IFCC). O ensaio foi realizado
no sistema de quimica clinica Dimension® (Siemens Healthcare
Diagnostics, Newark, EUA), utilizando kit da mesma marca. O intervalo de
referéncia para AST é de 15 a 37 U/L®°.

Alanina aminotransferase (ALT): a determinagdo quantitativa da ALT foi
realizada pelo método cinético automatizado. O método Dimension® ALTI
€ uma adaptagdo do procedimento de alanina aminotransferase
recomendado pelo IFCC conforme descrito por Bergmeyer*. O ensaio foi
realizado no sistema de quimica clinica Dimension® (Siemens Healthcare
Diagnostics, Newark, EUA), utilizando kit da mesma marca. O intervalo de
referéncia para ALT é de 12 a 78 U/L®°.
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d)

g)

Bilirrubinas: as dosagens de bilirrubinas direta e total foram realizadas
por metodologia colorimétrica através da reagdo com o acido sulfanilico
diazotado (expresso em mg/dL). A bilirrubina indireta é resultado da
subtragao da bilirrubina direta da bilirrubina total.

Creatinina: quantificada por meétodo colorimétrico CREA, utilizado no
sistema de quimica clinica Dimension® (Siemens Healthcare Dianostics,
Newark, EUA). O método da creatinina empregou uma modificagdo da
reacao cinética de Jaffe. A taxa de filtragdo glomerular foi estimada pelo
método MDRD?".

Albumina: determinada pelo método colorimétrico empregando-se purpura
de bromocresol como reagente de cor (expresso em g/dL).

Fracao de Plaquetas Imaturas (IPF): utilizado método de citometria de
fluxo por meio de laser semicondutor, sendo calculado um diagrama de
dispersao bidimensional, representando o eixo X a intensidade da luz
fluorescente lateral e o eixo Y a intensidade da luz dispersa para a frente.
O IPF é obtido como uma raz&o entre a contagem de plaquetas na area
com forte intensidade de luz no diagrama de dispersdao da plaqueta

fluorescente (zona IPF) e a contagem total de plaquetas.

IPF = contagem de particulas na zona IPF x 100

contagem de particulas na zona de plaquetas

h)

Volume Plaquetario Médio (VPM): a PLT (contagem de plaquetas) é
calculada como uma contagem de particulas entre dois discriminadores
[discriminador baixo (LD) e discriminador alto (UD)], que sao configurados
automaticamente nos intervalos 2 — 6 fl e 12 — 30 fl, respectivamente. Nas
distribuicbes granulométricas PLT, verifica-se se existem anomalias,
incluindo frequéncias relativas anémalas a nivel de discriminador mais
baixo, larguras de distribuicdo anémalas e a existéncia de mais de um pico.
Com a altura de pico considerada como 100%, a largura de distribuigdo ao
nivel de frequéncia de 20% é PDW (Largura de distribuicdo calculada das
plaquetas). A unidade utilizada é o fentolitro (fl) (1 fl = 10-'%). O P-LCR é o
racio de plaquetas grandes do discriminador 12fl ou maior. E calculado

COMO um racio que compara o numero de particulas entre o discriminador
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i)

k)

fixo e UD com o numero de particulas entre LD e UD. O VPM é calculado
a partir da seguinte equacgao (onde PCT = hematdcrito plaquetario ou racio

do volume plaquetario e é ponderado para a frequéncia PLT):

VPM(fl) = PCT(%) x 10000
PLT (x 103/ul)

Multiplate® (Multiple Electrode Aggregometry - Roche): teste que
analisa a fungao plaquetaria em sangue total a 37°C por meio da ligagao
das plaquetas a eletrodos metalicos, levando a mudangas na condutancia
elétrica (ou impedancia), apds a ativagao da mesma via receptores do ADP
pelo ADP (ADP-Test) e pela via do acido aracddnico (ASPI-test). Os
resultados s&o obtidos em velocidade de agregac¢ao ou area sob a curva
(AUC), e quanto maiores, maior a agregabilidade plaquetaria’™ "
Proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us): para as dosagens de
proteina C reativa, o sangue foi coletado em tubo com gel separador. Apos
formagdo completa do coagulo, as amostras foram centrifugadas por 15
minutos a 3000 rpm e em seguida, encaminhadas para a analise. A PCR
foi quantificada por meio de anticorpos monoclonais, pelo método de
imunonefelometria em equipamento automatizado BN Il Systems,
utilizando o kit CARDIO PHASE® hs CRP (Siemens Healthcare Diagnostics
Products, Marburg, Alemanha). O intervalo de referéncia € de < 1,0 mg/L
para avaliagédo de risco de doenga vascular e < 5,0 mg/L para avaliagdo de
processos inflamatérios/infecciosos.

Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-10 (IL-10) e fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a): foram determinados por ensaio tipo enzima-imunomeétrico
quimioluminescente, com dois sitios, desenvolvido para o uso com o
analisador automatizado para a determinagdo quantitativa de IL-6
(expresso em pg/mL) no soro (IL-6, IL-10 e TNF-a ELISA, IBL International,
Hamburg, Alemanha).

Peptideo Natriurético Tipo B (BNP): foi obtido por meio de um
imunoensaio tipo sanduiche de duas etapas que utiliza tecnologia
quimioluminescente direta e quantidades constantes de dois anticorpos

monoclonais. Para isso, foi utilizado o kit comercial ADVIA Centaur®
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p)

q)

(Siemens Medical Solutions Diagnostic, Los Angeles, CA, EUA) em
equipamento automatizado da mesma marca. Os resultados sé&o
apresentados em pg/mL.

Troponina | (Tnl-Ultra™): a determinagdo quantitativa de Troponina | foi
obtida por meio de um imunoensaio tipo sanduiche efetuado em trés etapas
que utiliza tecnologia quimioluminescente direta e quantidades constantes
de dois anticorpos monoclonais. Foi incluido um reagente auxiliar para
reduzir a ligagdo nao especifica. Para isso, foi utilizado o kit comercial
ADVIA Centaur® Tnl-Ultra (Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown,
NY, EUA) em equipamento automatizado da mesma marca. Resultados
expressos em ng/dL.

Creatinofosfoquinase fragao MB massa (CKMB massa): a determinagao
quantitativa de CKMB — massa foi obtida por meio de um imunoensaio tipo
sanduiche efetuado em dois locais que recorre a tecnologia
quimioluminométrica direta, a qual utiliza quantidades constantes de dois
anticorpos. Para isso, foi utilizado o kit comercial ADVIA Centaur® CKMB
(Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, NY, EUA) em equipamento
automatizado da mesma marca. Resultados expressos em pg/dL.
Colesterol total: dosado por método Colorimétrico enzimatico, utilizando-
se o kit Flex® reagente cartridge, equipamento Dimension RXL, Siemens
Healthcare (Newark, EUA). Resultados expressos em mg/dL.

HDL Colesterol: dosado por método Colorimétrico enzimatico homogéneo,
utilizando-se o kit Flex® reagente cartridge, equipamento Dimension RXL,
Siemens Healthcare (Newark, EUA). Resultados expressos em mg/dL.
LDL Colesterol: o LDL foi estimado pela equacdo de Friedewald.
Resultados expressos em mg/dL.

Triglicérides: dosado por método Colorimétrico enzimatico, utilizando-se o
kit Flex® reagente cartridge, equipamento Dimension RXL, Siemens
Healthcare (Newark, EUA). Resultados expressos em mg/dL.
Hemoglobina Glicada: dosada pelo método Imunoturbidimétrico,
certificado pelo NGSP - National Glycohemoglobin Standardization
Program, utilizando-se o kit Flex® reagente cartridge, equipamento
Dimension RXL, Siemens Healthcare (Newark, EUA). Resultados

expressos em percentual (%).
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t) Adenosina: um volume de 7,5 mL de sangue foi coletado diretamente em
uma seringa heparinizada de 10 mL contendo 2,5 mL de solugéo fixadora
com inibidores da formagédo da adenosina (100 umol/L dipiridamol e 2,5
umol/L EHNA). A mistura do sangue com a solugao fixadora ocorreu pelo
efeito de sucgdo durante a coleta. Imediatamente apds, o sangue é
centrifugado (0°C, 3.000 rpm por 20 min), o plasma foi entdo removido e
desproteinizado por meio de nova centrifugacéo para massa molecular de
25.000. A concentracdo plasmatica de adenosina foi determinada por
técnica de cromatografia liquida isocratica de alta performance (HPLC).
Resultados expressos na em nmol/L.

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados estao apresentados como numeros absolutos e percentuais, quando
variaveis categoricas, e médias (x desvios-padréo - DP) ou medianas (percentil 25;
percentil75), de acordo com a distribuicio Gaussiana ou nao-Gaussiana,
respectivamente, quando variaveis continuas.

As variaveis categoricas foram comparadas entre os grupos com a utilizagéo
do teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher quando apropriado.

As variaveis continuas foram classificadas quanto a distribuicdo Gaussiana ou
nao-Gaussiana de acordo com o teste de Shapiro-Wilk. Algumas variaveis que nao
apresentaram distribuicdo Gaussiana foram transformadas através do logaritmo para
a obtencao da normalidade.

Para comparacdo de amostras independentes foram utilizados os testes t-
Student para amostras independentes (distribuicdo Gaussiana) ou Mann-Whitney
(distribuicdo ndo-Gaussiana). Para comparagdo de amostras pareadas foi utilizada
analise de variancia com medidas repetidas.

Na avaliacido da correlacio entre variaveis continuas foram realizados teste de
correlagao de Pearson com determinagao do coeficiente de correlagdo de Pearson®
ou teste de correlacao de Spearman, com determinacéo do coeficiente de correlagao
de postos de Spearman (rs) quando apropriado.

Foi realizada analise do tipo intengédo de tratar modificada, onde somente os
pacientes que completaram o seguimento com a realizagdo das duas RMC previstas
no protocolo, independente do numero de doses recebidas da medicacao do estudo,

foram incluidos na analise do objetivo principal proposto. Nao houve qualquer
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dificuldade técnica em relagdo as analises das imagens, de tal sorte que nao houve
dado faltante para este desfecho.

Foram considerados estatisticamente significativos os resultados com valor de
p inferior a 0,05 bicaudal.

O software utilizado para a analise estatistica foi o IBM SPSS 25.0 Statistics
(Microsoft, Chicago, lllinois).

3.10 FINANCIAMENTO

Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP), Projetos
Tematicos numeros 2014/03742-0; 2020/16215-0 e 2014/01021-4. N&o houve
qualquer participacdo da fonte patrocinadora no desenho, execucdo ou analise
estatistica dos resultados obtidos.

3.11 QUESTOES ETICAS

Este protocolo esta de acordo com as recomendacdes contidas na declaracao
de Helsinki’? e foi registrado, juntamente com o TCLE, pela Comissdo Cientifica do
InCor sob o numero SDC 4508/17/008. Face a complexidade e utilizagdo de uma
formulacdo ainda ndo estudada em pacientes com IAM, o projeto foi enviado e
aprovado pela Comissédo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), sob o registro
CAAE: 68743417.5.0000.0068 (parecer consubstanciado da CONEP numero
2.476.710 — Anexo A). Foram realizadas 3 emendas ao protocolo inicial, também
aprovadas pela CONEP, sendo a primeira (Anexo B) com a inclusdo de pesquisadora
executante e copesquisadores, com ampliagdo das analises exploratorias. A segunda
emenda (Anexo C) incluiu uma terceira analise interina n&o pré-especificada, com
76% da amostra valida prevista, para avaliar possivel interrupg¢ao definitiva do estudo
por critérios de eficacia ou futilidade devido a pausa no recrutamento secundaria a
pandemia causada pelo virus SARS-CoV2 (COVID-19). A terceira e ultima emenda
(Anexo D) se referiu a atualizagdo das analises estatisticas. Todos os voluntarios
foram devidamente esclarecidos sobre o protocolo experimental. A assinatura de duas
vias do TCLE, apos leitura e compreensdo integral do mesmo, foi o primeiro
procedimento realizado para cada paciente participante da pesquisa.

O presente estudo foi devidamente registrado no site Clinicaltrials.gov sob o
numero NCT03516903.



4 RESULTADOS
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4.1 RECRUTAMENTO E FLUXO DE PARTICIPANTES

O fluxograma de recrutamento esta sumarizado na Figura 4. Como se nota,
entre 17 de abril de 2018 e 15 de margo de 2020, foram avaliados 337 pacientes
hospitalizados com diagndéstico de IAMCSSST de parede anterior. Destes, trinta e
cinco foram randomizados (17 para o grupo LDE-placebo e 18 para o grupo LDE-
MTX).

O inicio da pandemia causada pelo virus SARS-CoV-2 (COVID-19),
impossibilitou a continuidade do recrutamento dos pacientes devido ao uso de
medicagdo imunossupressora (metotrexato) em pacientes de alto risco de
complicacdes pelo COVID-19. Como referido previamente, por conta disso uma
terceira analise interina n&o pré-especificada, com 70% dos pacientes (76% dos
pacientes validos para a analise do objetivo primario), foi realizada pelo mesmo
investigador independente, que concluiu ndo haver motivos para modificagdo do
protocolo ou para a interrupcao do estudo. Apesar disso, por conta da manutencao
da pandemia, apos 9 meses de interrupc¢éo das inclusdes, em dezembro de 2020,
optou-se por encerrar o estudo. Essa decisdo levou em conta a opinido de diversos
profissionais altamente especializados, de dentro e de fora do estudo (incluindo
infectologistas e epidemiologistas), que concluiram ser altamente improvavel o
retorno a normalidade (e, portanto, a retomada das inclusées com seguranga) no
curto prazo.

Como o estudo foi interrompido precocemente, antes de atingir o numero de
pacientes previstos pelo calculo amostral, todas as analises estatisticas passaram
a ser exploratdrias, e, portanto, os resultados devem ser vistos com a devida

cautela.
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Figura 4 - Fluxograma do processo de recrutamento, alocagao, seguimento e andlise
de dados [CONSORT"?]

Excluidos (n=302)

Avaliados para inclusdo *  Recusa do paciente (n=14)
Inicio: 17/04/2018 (n=337) * Sem critérios de E|eglbl|ldadt? (n=288)
Término: 15/03/2020 - Ndo preencheram critérios de inclusdo (n=148)

- IAMCSSST n3o reperfundido (n=47)
- Clinicamente intaveis (n=52)
Preencheram critérios de exclusao (n=114)
IAM prévio (n=38)
TFG < 40mL/min/1.73m? (n=13)
Dificuldade de aderéncia ao protocolo

. (n=12)
Randomizados IAMCSSST com evolugdo maior que 6 dias (n=6)
(n=35) - Participagdo em outro estudo (n=8)
‘ - Qutros (n=12)
! |
Grupo controle (LDE-Placebo) Grupo Intervengdo (LDE-MTX)
(n=17) (n=18)
v Seguimento ¥
Perda de seguimento (n=0) Perda de seguimento (n=0)
Descontinuagdo (decis3o do paciente)* (n=2) Descontinuagdo (decisdo do paciente)* (n=1)
| [ Anslise ] !
Analisados (LDE-placebo) Analisados (LDE-MTX)
(n=15) (n=17)

*Trés pacientes decidiram ndo continuar no estudo. Dois desses pacientes receberam 2 doses do
medicamento do estudo e 1 paciente recebeu 1 dose do medicamento do estudo. Todos os 3 pacientes
foram avaliados quanto ao estado vital ao final do acompanhamento e estavam vivos.

TGF: taxa de filtragdo glomerular; LDE: nanoemulséo lipidica; MTX: metotrexato; IAMCSSST: infarto agudo
do miocardio com supradesnivel do segmento ST; IAM: infarto agudo do miocardio.

4.2 CARACTERISTICAS BASAIS DA POPULAGCAO ESTUDADA

Na Tabela 1 sido apresentadas as caracteristicas basais da populacéo
submetida aos dois exames de RMC. Os dados relativos a populagdo geral
encontram-se no Apéndice A. Como esperado, os grupos eram bem balanceados em

relagao as variaveis analisadas.
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Tabela 1 - Caracteristicas basais da populagao*

Caracteristicas HUEpEEEED B2
(n=15) (n=17)
Idade (anos) 56,53 + 7,43 56,47 + 8,01 56,59 + 7,13
Sexo masculino, n (%) 27 (84.4) 13 (86.7) 14 (82.4)
Exame fisico
Frequéncia cardiaca (bpm) 72,16 + 9,69 71,67 £ 10,33 72,59 £ 9,39
PAS (mmHg) 110,66 + 13,62 112,60 = 15,44 108,94 + 12,00
IMC (kg/m?) 27,38 £ 4,15 27,02 + 4,54 27,71 + 3,89
ASC (m?) 1,88 £ 0,21 1,85+0,19 1,90 £ 0,23
Comorbidades
HAS - n (%) 19 (59,4) 8 (53,3) 11 (64,7)
Dislipidemia, n (%) 13 (40,6) (7) 46,7 6 (35,3)
Diabetes Mellitus, n (%) 11 (34,4) (5) 33,3 6 (35,3)
AVC, n (%) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Histdria familiar de DAC, n (%) 7 (21,9) (3) 20,0 4 (23,5)
Obesidade, n (%) 7(21,9) (3) 20,0 4 (23,5)
Sedentarismo, n (%) 10 (31,3) (3) 20,0 7 (41,2)
Tabagismo
Atual, n (%) 11 (34,4) (6) 40,0 5(29,4)
Passado, n (%) 10 (31,3) (3) 20,0 7 (41,2)
N&o, n (%) 11 (34,4) (6) 40,0 5(29,4)

Exames laboratoriais

Colesterol (mg/dL)

HDL-C (mg/dL)
LDL-C (mg/dL)&

Triglicerideos (mg/dL)&

HbA1C&

TGF (mL/min/1,73m?)
Troponina pico (ng/mL)
CKMB pico (ng/mL)

220,22 £ 47,20
40,63 + 12,15
144,91 £ 42,95
188,31 + 214,82
6,46 + 1,54
78,22 + 16,32
125,29 + 168,08
203,06 * 128,23

234,93 £ 53,84
41,40 + 13,66
157,80 + 55,49
204,93 + 283,98
6,66 + 1,92
81,60 = 19,03
136,63 + 188,46
202,49 £ 141,13

207,24 £ 37,39
39,94 + 11,04
133,35 + 24,22
173,65 + 135,49
6,30 + 1,17
75,25+ 13,39
115,29 + 153,08
203,56 * 120,12

Hemoglobina (g/dL) 13,85+ 1,48 14,11 £ 1,13 13,63 +1,73
Hematécerito (%) 41,00 + 4,34 41,67 + 3,06 40,41 £ 5,24
Leucdcitos (n/mm?3) 9256,88 + 2083,76 8635,33 + 2092,57 9805,29 + 1974,72

Neutrofilos (n/mms3)
Plaguetas (n/mm3)

5710,53 + 1848,32
224406,30 £59413,18 222466,70 + 33886,08 226117,60 + 76340,42

5406,40 + 1645,20

5978,88 + 2021,75

AST (U/L)® 103,41 £ 78,52 114,80 £ 110,21 93,35 + 33,00
ALT (UL) 51,81+ 17,74 47,40 £ 20,18 55,71 + 14,80
Bilirrubinas (mg/dL) &) 0,57 £ 0,22 0,53+0,18 0,61+ 0,25
Albumina (g/dL) 3,33+0,33 3,27 £ 0,39 3,38+ 0,26

Valores apresentados em média = desvio-padrdo ou numero (percentual).

" Valores de p para comparagao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX todos néo significativos.
& Variaveis analisadas apds transformagéao logaritmica.

HAS: hipertensdo arterial sistémica; AVC: acidente vascular cerebral; HDL-C: colesterol da
lipoproteina de alta densidade; LDL-C: colesterol da lipoproteina de baixa densidade; Hb1Ac:
hemoglobina glicada; TFG: taxa de filtracdo glomerular; PCR: proteina C reativa; BNP: peptideo
natriurético tipo B; CKMB-massa: creatinoquinase MB massa; AST: aspartato aminotransferase; ALT:
alanina aminotransferase.
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Como se nota na Tabela 2, os grupos também se mostraram bem balanceados

em relagao as medicacdes em uso por ocasiao da randomizacao.

Tabela 2 - Medicagdes basais utilizadas pela populagcao*

Medicagéo Total LDE-placebo LDE-MTX
(n=32) (n=15) (n=17)
AAS, n (%) 32 (100) 15 (100) 17 (100)
Clopidogrel, n (%) 32 (100) 15 (100) 17 (100)
Estatina, n (%) 32 (100) 15 (100) 17 (100)
Betabloqueador, n (%) 20 (62,5) 10 (66,7) 10 (58,8)
iIECA/BRA, n (%) 26 (81,3) 13 (86,7) 13 (76,5)
Espironolactona, n (%) 8 (25) 4 (26,7) 4 (23,5)
IBP, n (%) 11 (34,4) 6 (40) 5(29,4)
Ranitidina, n (%) 21 (60) 9 (60) 12 (70,6)

Valores apresentados em numero (percentual).
* Valores de p para comparagao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX todos nao

significativos.
AAS: acido acetilsalicilico; iECA: inibidor da enzima de conversédo da angiotensina ll;
BRA: bloqueador do receptor de angiotensina-II; IBP: inibidor de bomba de proétons.
A Tabela 3 mostra as caracteristicas do evento-indice entre os grupos. Como
se nota, o uso de diferentes terapias de reperfusdo, incluindo fibrinolitico, intervengao

coronaria percutanea primaria e de resgate, foram similares entre os grupos.

Tabela 3 - Caracteristicas do evento-indice na populagao*
Total LDE-placebo LDE-MTX

Caracteristicas do IAMCSSST (n=32) (n=15) (n=17)

Escores de risco
Classificagao Killip™

Killip 1 25 (78,1%) 11 (73,3%) 14 (82,4%)
Killip 11 7 (21,9%) 4 (26,7%) 3(17,6%)
Escore TIMI7® 3,69 + 1,64 4,07 + 1,44 3,35 +1,77
Escore Roxana’® 16,00+ 5,32 16,13+590 15,88 +4,92
Ecocardiograma
FEVE (%) 43,38 £+ 8,48 43,93+9,18 42,88 + 8,08

Cineangiocoronariografia
Padrao das lesdes coronarias

Uniarterial, n(%) 20 (62,5%) 8 (53,3%) 12 (70,6%)

Biarterial, n(%) 7 (21,9%) 3 (20,0%) 4 (23,5%)

Triarterial, n(%) 5(15,6%) 4 (26,7%) 1 (5,9%)

Tratamento do infarto agudo do miocardio

Fibrinolitico, n(%) 19 (59,4%) 10 (66,7%) 9 (52,9%)
ICP primaria, n(%) 13 (40,6%) 5(33,3%) 8 (47,1%)
ICP de resgate, n / n fibrinolitico (%) 11/19 (57,9%) 5/10 (50,0%)  6/9 (66,7%)
Tempo de isquemia (AT) 10,26 £ 7,7 10,93 £ 7,43 9,63 + 8,30
Tempo UCO 5,55+ 1,71 5,50 + 1,83 7,76 £+ 3,01
Tempo hospitalizagao 7,34 + 3,06 6,87 + 3,16 6,00 + 6,23

Valores apresentados em média + desvio-padrdo ou numero (percentual).

* Valores de p para comparacgao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX todos néo significativos.
& Variaveis analisadas ap6s transformagao logaritmica.

IAMCSSST: infarto agudo do miocardio com supradesnivel do segmento ST; FEVE: fragcdo de ejegéo de
ventriculo esquerdo; ICP: intervengao coronaria percutanea; UCO: Unidade Coronaria de Terapia Intensiva.
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Na Tabela 4 estdo apresentados os dados relativos ao numero de doses da
medicacao do estudo recebidas durante o seguimento. Os motivos para a suspensao
temporaria ou definitiva da medicacdo do estudo estdo no topico relacionado a
eventos adversos (item 4.5 Objetivos secundarios de seguranga).

Tabela 4 - Nimero de doses da medicagao do estudo ao longo do seguimento

Nimero de doses Total LDE-placebo LDE-MTX
(n=32) (n=15) (n=17)

6 doses, n(%) 21 (65,6%) 11 (73,3%) 10 (58,8%)
5 doses, n(%) 9 (28,1%) 3 (20,0%) 6 (35,3%)
2 doses, n(%) 2 (6,3%) 1(6,7%) 1(5,9%)

Valores apresentados em numero (percentual).

*Valores de p para comparagao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX todos
nao significativos.

A Tabela 5 apresenta a frequéncia cardiaca (FC) no momento da avaliagéo da
ressonancia magnética nos 2 grupos. Houve decréscimo significativo da FC em

ambos os grupos (p<0,001), sem diferenca entre eles.

Tabela 5 - Frequéncia cardiaca no momento da ressonincia magnética cardiaca

LDE-Placebo LDE-MTX
A i) (n=15) (n=17)

3+1 dias 72,16+9,69 71,67+10,33 72,59+9,39

90+7 dias 50,63+9,11 50,8047,812  59,47+10,372

Valores apresentados em média * desvio-padrao.

* Valores de p para comparagéo entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX
nao significativos.

@ Diferenca significativa em relagéo a 3+1 dias (p<0,001) em ambos os grupos.

4.3 OBJETIVO PRIMARIO

Como se pode observar na Tabela 6 e nos Graficos 1 e 2, ndo houve diferenga
significativa entre os grupos nas medidas do VDFVE ou VDFVEi iniciais (3 + 1 dias)
ou finais (90 % 7 dias). Houve acréscimo significativo no VDFVE e no VDFVEi quando
comparadas as medidas iniciais as finais em ambos os grupos (p<0,001 para VDFVE
e p=0,002 para VDFVEI), porém sem diferengca na magnitude de variagdo destas
medidas entre os mesmos.
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Tabela 6 - Volume diastélico final do ventriculo esquerdo

LDE-Placebo LDE-MTX
(n=15) (n=17)

VDFVE (mL) 3+1 dias 142,60 + 44,70 149,89 + 57,61 136,17 +29,55 0,416
VDFVE (mL) 90+7 dias 160,88 + 51,21 163,93 + 62,522 158,19 + 40,552 0,408
VDFVE i (mL/m?) 3+1 dias 75,59 + 19,75 79,67 + 25,73 71,99 + 12,11 0,304
VDFVE i (mL/m2) 9047 dias 84,80 + 21,80 86,92 + 28,467 82,92+ 14,282 0,484
AVDFVE (mL) 19,95 (-4,50; 41,25) 14,20 (-11,40; 30,40) 26,20 (5,25; 42,80) 0,439
A% VDFVE 12,43 (-3,68; 27,12) 7,08 (-7,88;25,56) 19,76 (3,51; 31,07) 0,299
A VDFVE i (mL/m2) 9,90 (-3,63; 21,03) 4,40 (-7,60; 21,20) 15,10 (3,10;20,95) 0,509
A% VDFVE i 13,71(-5,22; 28,92) 5,39 (-7,80;23,11) 20,38 (3,91;31,26) 0,355

Valores apresentados em média + desvio-padrdo ou mediana (percentil 25; percentil 75).

* Valor de p para comparagao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX.

@ Diferenca significativa em relacao a 3+1 dias (p<0,001 para VDFVE e p=0,002 para VDFVEi).

A: variagao entre as medidas realizadas em 907 dias e 3+1 dias apds a randomizacéo.

A%: percentual de variagao entre as medidas realizadas em 9017 dias e 3+1 dias apds a randomizagao.
VDFVE: volume diastdlico final do ventriculo esquerdo; i: indexado pela area de superficie corporal.

Grafico 1 - Volume diastélico final do ventriculo esquerdo ao final do seguimento

*p=0,408
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Valores apresentados em média + desvio-padréo.

* Valor de p para comparagéao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX.
VDFVE: volume diastdlico final do ventriculo esquerdo.
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Grafico 2 - Diferen¢a no volume diastélico final do ventriculo esquerdo indexado pela
area de superficie corporal entre 9017 dias e 3*1 dias de seguimento

*p=0,509
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Valores apresentados em mediana (percentil 25; percentil 75).

* Valor de p para comparacgao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX.

A: variacdo entre as medidas realizadas em 9017 dias e 3+1 dias apds a
randomizacao.

VDFVEi: volume diastdlico final do ventriculo esquerdo indexado pela area de
superficie corporal.

4.4 OBJETIVOS SECUNDARIOS DE EFICACIA

Houve reducdo do tamanho do infarto em ambos os grupos (p<0,001),
conforme apresentado na Tabela 7. Adicionalmente, a redugéo no grupo LDE-MTX foi
significativamente maior do que o observado no grupo LDE-placebo, como

demonstrado através dos deltas na Tabela 7 e salientado no Grafico 3.



RESULTADOS -47

Tabela 7 - Tamanho do infarto
Total LDE-Placebo LDE-MTX

(n=32) (n=15) (n=17) P
gf;“g;zo do infarto (g) 37.71 + 22,29 38,00 + 26,43 3737+1875 00928
Tamanho do infarto (g)
qomarho 2558 + 14,95 2715 + 17,38 242041282 0,552
H )
gf;"ggg" doinfarto (%VE) 55 45 4 14,62 2219 + 14,24 2833+ 14,76 0242
H 0
Tamanho do infarto (%VE) 41464 4 g 25 18,26 + 10,297 18,97 +855° 0,058
9047 dias

A Tamanho do infarto (g)  -12,00 (-16,49; -6,73) -9,89 (-15,96; -0,78) -12,58 (-16,56; -7,61) 0,439
A% Tamanho do infarto -31,23 (-41,30; -21,49) -27,42 (-37,14;-16,94) -37,14 (-41,68; -26,19) 0,193
(A(a/c,T\}alganho do infarto 517 (-11,11;-1,58)  -2,61(-6,46;0,12)  -6,40(-13,54;-3,81) 0,030
A% Tamanho do infarto
(%VE)

Valores apresentados em média + desvio-padréo ou mediana (percentil 25; percentil 75).

* Valor de p para comparagéao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX.

a Diferenca significativa em relagédo a 3+1 dias (p<0,001).

A: variagao entre as medidas realizadas em 90+7 dias e 3+1 dias apds a randomizagéo.

A%: percentual de variagao entre as medidas realizadas em 9017 dias e 3+1 dias apds a randomizagao.
%VE: percentual do ventriculo esquerdo.

-25,03 (-39,5;-10,93) -13,35 (-28,09; 0,75) -29,54 (-39,56; -18,77) 0,093

Grafico 3 - Difereng¢a no tamanho do infarto entre 9017 dias e 31 dias de seguimento
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Valores apresentados em mediana (percentil 25; percentil 75).

* Valor de p para comparagao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX.

A: variacao entre as medidas realizadas em 907 dias e 3+1 dias apds a
randomizagao.

A%: percentual de variacdo entre as medidas realizadas em 9047 dias e 3+1 dias
apos a randomizagao.

%VE: percentual do ventriculo esquerdo.
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Quando analisada a MVE (Tabela 8), observa-se perda significativa de massa
ventricular em ambos os grupos. Adicionalmente, observa-se maior diferenga no
grupo LDE-MTX ao se considerar os deltas indexados, como demonstrado na Tabela
8 e salientado no Grafico 4.

Tabela 8 - Massa ventricular esquerda
Total LDE-Placebo LDE-MTX

(n=32) (n=15) (n=17) P
MVE (g) 3+1 dias 150,96 + 51,59 163,94 + 58,42 139,51 + 43,28 0,186
MVE (g) 90+7 dias 135,26 + 45,94 142,90 + 54,822 128,52 + 36,822 0,174
MVEi (g/m?) 321 dias 80,75 + 22,80 88,59 + 24,97 73,84 + 18,79 0,067
MVEi (g/m2) 90+7 dias 71,52 + 19,76 75,69 + 24,51 67,84 + 14,158 0,082
A MVE (g) -16,12 (-24,45; -4,50) -16,04 (-31,00; -6,40) -16,20 (-20,80; -2,30) 0,326
A% MVE -11,06 (-18,05; -3,07) -12,51 (-22,85; -4,14) -9,66 (-11,83;-2,11) 0,193
A MVEi (g/m?) -8,95 (-13,60; -3,95) -11,70 (-17,80;-7,60) -6,60 (-12,20;-1,05) 0,040
A% MVEi 11,95 (-17,59; -5,98) -14,56 (-21,91; -9,36) -8,64 (-15,09; -1,45) 0,052

Valores apresentados em média + desvio-padrdo ou mediana (percentil 25; percentil 75).

* Valor de p para comparacgao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX.

2 Diferencga significativa em relagéo a 3+1 dias (p<0,001).

A: variagao entre as medidas realizadas em 90+7 dias e 3+1 dias apds a randomizacao.

A%: percentual de variagéo entre as medidas realizadas em 90417 dias e 3+1 dias apés a randomizagéo.
MVE: massa do ventriculo esquerdo; i: indexado pela area de superficie corporal.

Grafico 4 - Diferenga na massa ventricular esquerda indexada pela area de superficie
corporal entre 9017 dias e 3*1 dias de seguimento
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Valores apresentados em mediana (percentil 25; percentil 75).

* Valor de p para comparagéao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX.

A: Variacdo entre as medidas realizadas em 90+7 dias e 3+1 dias apos a
randomizagao.

MVEi: massa do ventriculo esquerdo indexada pela area de superficie corporal.
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Com relacdo ao VSFVE e a FEVE, pode-se observar nas Tabelas 9 e 10,
respectivamente, que n&o houve diferengas significativas entre os grupos nas
comparagdes das medidas iniciais e finais, e tampouco na magnitude de suas

variagoes.

Tabela 9 - Volume sistélico final do ventriculo esquerdo

Total LDE-Placebo LDE-MTX &

n=32 n=15 n=17 P
VSFVE (mm) 311 dias 75,28 + 30,62 78,65 £ 40,73 72,31 £ 18,58 0,586
VSFVE (mm) 9017 dias 81,35 + 36,89 79,95 + 44,50 82,59 + 30,00 0,225
VSFVE i (mm/m?2) 311 dias 39,76 £ 14,39 41,46 £ 19,14 38,25 £ 8,71 0,557
VSFVE i (mm/m?) 907 dias 4243 + 17,14 42,08 + 21,75 42,73 + 12,45 0,340
A VSFVE (mm) 3,60 (-9,90; 25,00) -5,60 (-16,30; 22,40) 14,90 (-6,70; 28,00) 0,180
A% VSFVE 10,79 (-17,06; 33,79) -5,54 (-17,50; 19,34) 25,82 (-7,68; 38,28) 0,193
A VSFVE i (mm) 1,70 (-5,75; 14,00) -3,10 (-8,50; 10,80) 7,90 (-5,50; 15,80) 0,396
A% VSFVE i 8,73 (-17,17; 32,19) -5,85(-17,04; 20,73) 25,82 (-17,30; 41,04) 0,234

Valores apresentados em média + desvio-padrdo ou mediana (percentil 25; percentil 75).

* Valor de p para comparacgao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX.

A: variagao entre as medidas realizadas em 907 dias e 3+1 dias ap6s a randomizacéo.

A%: percentual de variagao entre as medidas realizadas em 9017 dias e 3+1 dias apds a randomizagao.
VSFVD: volume sistélico final do ventriculo esquerdo; i: indexado pela area de superficie corporal.

Tabela 10 - Fracao de ejecao do ventriculo esquerdo

LDE-Placebo LDE-MTX
(n=15) (n=17)
FEVE (%) 31 dias 48,29 + 9,49 49,79 + 11,32 46,97 + 7,64 0,411
FEVE (%) 9047 dias 51,12 £ 9,31 53,63 + 11,17 48,91 £ 6,922 0,219
A FEVE (%) 3,55 (-2,05; 7,85) 3,80 (0,30; 7,10) 1,30 (-4,10; 8,80) 0,521
A% FEVE 7,79 (-4,73; 18,91) 9,37 (0,58; 18,18) 3,26 (-10,00; 19,64) 0,533

Valores apresentados em média + desvio-padrdo ou mediana (percentil 25; percentil 75).

* Valor de p para comparagéao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX.

a Diferencga significativa em relagéo a 3+1 dias (p=0,048).

A: variagao entre as medidas realizadas em 90+7 dias e 3+1 dias apds a randomizacao.

A%: percentual de variagao entre as medidas realizadas em 9017 dias e 3+1 dias apds a randomizagao.
FEVE: fragdo de ejegéo do ventriculo esquerdo.

Em relagdo aos parametros de remodelamento (Tabela 11), ndo houve
diferenca entre os grupos no percentual de pacientes que apresentaram

remodelamento adverso e reverso.
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Tabela 11 - Remodelamento adverso e reverso ao final do seguimento
Total LDE-Placebo LDE-MTX

(n=35) (n=17) (n=18) P
Remodelamento Adverso 12 (37,5) 4 (26,7) 8 (47,1) 0,234
Remodelamento Reverso 15 (46,9) 8 (53,3) 7 (41,2) 0,492
Remodelamento Adverso? 14 (43,8) 5(33,3) 9 (52,9) 0,265
Remodelamento ReversoP 17 (53,1) 10 (66,7) 7 (41,2) 0,149

Valores apresentados em numero (percentual).

* Valor de p para comparagéao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX.

@ Considerando o volume diastdlico final do ventriculo indexado pela area de superficie corporal.
b Considerando o volume sistolico final do ventriculo indexado pela area de superficie corporal.

4.5 OBJETIVOS SECUNDARIOS DE SEGURANCA

As analises interinas pré-especificadas de segurancga realizadas com 20% e
50% dos participantes do estudo foram analisadas por um investigador independente
e em ambas as analises foi recomendada a continuagdo do estudo conforme previsto
no protocolo. Os relatorios recebidos pela coordenacio do estudo foram devidamente
enviados ao Comité de Etica em Pesquisa e aprovados.

Na analise dos sintomas considerados clinicamente significativos pelo
protocolo do estudo (Tabela 12), nota-se que os grupos ndo apresentaram diferengas

nas respectivas incidéncias.

Tabela 12 - Sintomas clinicamente significativos ao longo do seguimento*

Sintomas clinicamente significativos UeiE] Heizdertian SRS
(n=35) (n=17) (n=18)
Estomatite 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Vomito 2 (5,7%) 1(5,9%) 1(5,6%)
Diarreia 5(14,3%) 3(17,7%) 2 (11,1%)
Tosse e febre sem causa determinada 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Dispneia 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Valores apresentados em numero (percentual).
* Valores de p para comparacgao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX nao significativos.
Como se observa na Tabela 13, tampouco diferengas significativas foram
observadas nas incidéncias de eventos adversos sérios (EAS) entre os grupos. Houve
4 EAS no grupo LDE-Placebo e 4 EAS no grupo LDE-MTX. Os 8 eventos estado
descritos de forma resumida na sequéncia:
— Infarto agudo do miocardio sem supradesnivel do segmento ST
(IAMSSST): paciente hospitalizado por IAMSSST, 40 dias apds a alta
hospitalar do evento indice, submetido a angioplastia coronaria e ajuste da

terapia medicamentosa, com evolugao favoravel - grupo LDE-placebo.
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Trombo em ventriculo esquerdo (TVE): dois pacientes apresentavam TVE
quando do primeiro estudo de RMC (31 dias), levando a prolongamento dos
seus tempos de hospitalizagdo devido a necessidade de anticoagulagdo. Em
ambos o0s casos ndo mais foi visualizado trombo quando da RMC de controle
(9047 dias) —ambos grupo LDE-MTX. Houve um caso de TVE no grupo LDE-
Placebo, mas optado pela equipe da Unidade Coronariana por nao
anticoagular, devido as caracteristicas do trombo.

IAMCSSST: um unico paciente apresentou dor toracica e alteragao
eletrocardiografica (supradesnivel do segmento ST de parede anterior) no
quinto dia apdés o evento indice, sendo submetido a nova
cinecoronariografia que demonstrou artéria descendente anterior aberta e
stent pérvio, tendo sido suspeitado de vasoespasmo coronariano. Mantido
em tratamento clinico, com resolugcéo do quadro e boa evolugao clinica —
grupo LDE-MTX.

Angina instavel: Um caso ocorrido 15 dias apds a alta do evento indice. Foi
hospitalizado e optado por estratificagdo n&o invasiva, sem evidéncia de
isquemia, sendo ajustada a terapia medicamentosa, com o paciente
apresentando boa evolugao clinica — grupo LDE-MTX.

Farmacodermia: um paciente apresentou quadro de farmacodermia sendo
hospitalizado e avaliado por equipes de dermatologia e reumatologia,
optando-se por suspender definitivamente a medicacdo do estudo e pela
troca de enalapril por losartana. O paciente apresentou recuperagao
completa, sem sequelas — grupo LDE-placebo.

Insuficiéncia cardiaca descompensada: um paciente apresentou sintomas
de IC descompensada e necessitou nova hospitalizagao, tendo evolucao
favoravel e recebendo alta com orientagdo de seguimento também no
grupo de valvopatias por conta de uma insuficiéncia aodrtica que
eventualmente devera ser tratada de forma invasiva - grupo LDE-Placebo.
Lipotimia: um paciente apresentou lipotimia com queda da prépria altura e
traumatismo cranioencefalico leve. Optado por hospitalizagdo com
realizacdo de investigagdo complementar, sendo evidenciada hipotenséo
postural. Ajustada terapia medicamentosa, apresentou evolugao favoravel

e recebeu alta sem sequelas - grupo LDE-placebo.
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Tabela 13 - Eventos adversos sérios ao longo do seguimento

Total LDE-Placebo LDE-MTX

(n=35) (n=17) (n=18)
Eventos adversos sérios 8 (22,9%) 4 (23,5%) 4 (22,2%)
Morte 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
IAM 2 (5,7%) 1 (5,9%) 1 (5,6%)
AVC 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Hospitalizagéo por IC 1(2,9%) 1 (5,9%) 0 (0,0%)
Angina Instavel 1(2,9%) 0 (0,0%) 1 (5,6%)
Trombo de VE# 2 (5,7%) 0 (0,0%) 2 (11,1%)
Sincope 1(2,9%) 1(5,9%) 0 (0,0%)
Farmacodermia& 1(2,9%) 1(5,9%) 0 (0,0%)

Valores apresentados em numero (percentual).

* Valores de p para comparagdo entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX néao

significativos.

#Levando a extensdo da hospitalizagdo devido & necessidade de anticoagulagéo. Houve

outro paciente com trombo no VE no grupo LDE-placebo, mas a anticoagulagdo nao foi

indicada pela equipe da unidade de cuidados coronarianos.

& Levando a hospitalizagédo, com resolucdo apds a descontinuacdo do medicamento do

estudo e substituicdo do enalapril por losartana.

IAM: infarto agudo do miocardio; AVC: acidente vascular cerebral; IC: insuficiéncia cardiaca,

VE: ventriculo esquerdo.

Adicionalmente, houve 10 casos de quadros infecciosos classificados como
nao sérios, tratados ambulatorialmente, sendo 4 no grupo LDE-placebo e cinco no
grupo LDE-MTX (p=1.000). Destes 10 casos, cinco foram de infeccdo de via aérea
superior, um traqueobronquite, um de infecgdo urinaria ndo complicada (cistite) e um
de gastroenterite. Também houve um caso de suspensdo da medicagédo do estudo
devido a quadro de turvagéao visual, que foi investigada com avaliagao oftalmolégica,
tendo sido concluido que o quadro seria secundario a retinopatia diabética pelo
paciente.

Conforme demonstrado na Tabela 14, a incidéncia de alteracdes laboratoriais
significativas, avaliadas conforme descrito no Quadro 2 (ver métodos) foi semelhante
entre os grupos. Um paciente no grupo LDE-MTX apresentou alteragdo significativa
isolada de ALT, ocasionando pausa temporaria na medicagao, que foi retomada na
sequéncia, sem que houvesse qualquer alteragdo laboratorial significativa no

seguimento.
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Tabela 14 - Alterag6es laboratoriais significativas ao longo do seguimento* (ver
métodos, Quadro 2)

Alteragdes laboratoriais significativas (':I'g;a;) LDI%:;': ;:)e D LDE;::‘;’)ITX
Hematologicas 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Hepaticas 1(2,9%) 0 (0,0%) 1(5,6%)
Renais 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Valores sdo numero (percentual).
* Valores de p para comparagao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX né&o significativos.
O Apéndice A apresenta os dados relativos aos parametros laboratoriais
hematoldgicos, hepaticos e renais ao longo do tempo. Como se nota, ndo foram

observadas diferengas significativas entre os grupos.

4.6 OUTROS OBJETIVOS SECUNDARIOS EXPLORATORIOS

Pode-se observar que ndo houve diferenga entre os grupos em relagcédo a
variagdo ocorrida nos parametros relacionados a inflamacédo (Tabela 15),
agregabilidade plaquetaria (Tabela 16), BNP (Tabela 17), perfil lipidico e perfil

glicémico (Tabela 18).

Tabela 15 - Parametros de inflamacgao

LDE-Placebo LDE-MTX
(n=15) (n=17)

APCR-us (mg/L) -8,87 (-21,02;-3,31)  -8,20 (-20,90; -3,10)  -11,85 (-29,29; -2,94) 0,558
A% PCR-us -90,87 (-97,17; -75,30) -89,87 (-96,04; -72,09) -91,15 (-98,46; -80,86) 0,265
A IL-6 (pg/dL) -0,21 (-0,60; 0,00) -0,21 (-0,38; 0,02) -0,21 (-2,85;-0,02) 0,473
A% IL-6 -52,94 (-97,87; -24,79) -28,49 (-85,07; -8,69) -88,27 (-99,82; -32,44) 0,186
A IL-10 (pg/dL) -0,05 (-0,41; 0,16) 0,04 (-0,36; 0,22) -0,14 (-0,50; 0,12) 0,533
A% IL-10 5,57 (-24,89;9,59) 2,78 (-23,84;16,17)  -11,02 (-28,27; 8,30) 0,558
A TNFa (pg/dL) 0,09 (-0,87; 1,68) -0,40 (-0,92; 1,69) 0,19 (-0,75;1,58) 0,806
A% TNFa 5,88 (-31,05; 165,03) -9,15 (-27,33; 183,83) 16,71 (-34,09; 30,41) 0,692

Valores apresentados em mediana (percentil 25; percentil 75).

* Valor de p para comparacgao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX.

A: variagao entre as medidas realizadas em 907 dias e 3+1 dias apds a randomizagéo

A%: percentual de variagao entre as medidas realizadas em 9017 dias e 3+1 dias apds a randomizagéao.
PCR-us: proteina C reativa ultrassensivel; IL-6: interleucina- 6; IL-10: interleucina 10; TNFa: fator de
necrose tumoral a.
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Tabela 16 - Agregabilidade plaquetaria

LDE-Placebo LDE-MTX

(n=15) (n=17)
A Multiplate ADP (AUC) -8,50 (-18,00; 13,00) -4,50 (-17,00; 13,00) -9,00 (-19,50; 5,00) 0,454
A% Multiplate ADP -14,11 (-36,00; 35,38) -9,38 (-36,96; 36,84) -20,47 (-35,50; 16,63) 0,561
A VPM (fl) -0,10 (-0,35; 0,25)  -0,30 (-0,50; 0,20)  -0,10 (-0,20; 0,43) 0,255
A% VPM 0,94 (-3,73;2,09)  -2,40 (-5,05; 1,71)  -0,93 (-1,83;2,91) 0,242
A IPF (pg/dL) -0,60 (-1,10;-0,10)  -1,05 (-1,90; -0,20)  -0,40 (-0,90; 0,40) 0,067
A% IPF 14,06 (-28,17; -2,20) -21,72 (-31,43;-5,13) -7,84 (-24,32; 9,52) 0,142

Valores apresentados em mediana (percentil 25; percentil 75).

* Valor de p para comparacgao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX.

A: variagao entre as medidas realizadas em 907 dias e 3+1 dias apds a randomizacéo.

A%: percentual de variagao entre as medidas realizadas em 9017 dias e 3+1 dias apds a randomizagéao.
Multiplate ADP: agregabilidade plaquetaria avaliada pela via do ADP (método Multiplate®); VPM: volume
plaquetario médio; IPF: fracdo de plaquetas imaturas.

Tabela 17 - Peptideo natriurético tipo B

LDE-Placebo LDE-MTX

(n=15) (n=17)
A BNP (pg/dL) -56,50 (-142,75; -6,00) -36,50 (-121,00; -6,75) -69,00 (-151,25; -3,00) 0,868
A% BNP -45,67 (-63,18; -12,87) -36,84 (-58,62; -15,11) -48,60 (-74,30; -7,93) 0,480

Valores apresentados em mediana (percentil 25; percentil 75).

*Valor de p para comparacéao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX, teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney.

A: variagao entre as medidas realizadas em 90+7 dias e 3+1 dias apds a randomizacéo.

A%: percentual de variagédo entre as medidas realizadas em 90417 dias e 3+1 dias apés a randomizagéo.
BNP: peptideo natriurético tipo B.

Tabela 18 - Perfil lipidico e glicémico

LDE-Placebo LDE-MTX
(n=15) (n=17)
A Colesterol total (mg/dL) -89,50 (-104,50; -54,50) -98,00 (-114,00; -85,00) -76,00 (-95,00; -44,00) 0,054
A% Colesterol total -41,45 (-47,54; -27,48) -43,15 (-53,50; -35,39) -38,12 (-44,33; -16,61) 0,156
A HDL (mg/dL) -0,50 (-8,00; 3,50) 1,00 (-7,00; 5,00) -1,00 (-8,00; 2,00) 0,571
A% HDL 1,04 (-18,82; 8,72) 2,27 (-20,00; 13,51)  -2,27 (-17,39; 7,41) 0,610
A LDL (mg/dL) -70,00 (-90,50; -49,00) -78,00 (-96,00; -59,00) -63,00 (-83,00; -41,00) 0,070
A% LDL -51,79 (-58,28; -33,06) -52,27 (-63,59; -41,51) -48,46 (-58,04; -28,85) 0,375
A Triglicerideos (mg/dL)  -26,00 (-84,00; -7,50) -47,00 (-79,00; -20,00) -14,00 (-116,00; -2,00) 0,345
A% Triglicerideos -27,27 (-53,72; -4,99) -44,03 (-58,96; -21,28) -17,46 (-46,76; 1,61) 0,117
A HbA1c (%) 0,00 (-0,30; 0,20) 0,15 (-0,50; 0,30) -0,10 (-0,30; 0,00) 0,139
A% HbA1c 0,00 (-5,08; 3,57) 2,75 (-6,02; 5,45) -1,79 (-4,92; 0,00) 0,120

Valores apresentados em mediana (percentil 25; percentil 75).

* Valor de p para comparacgao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX.

A: variagao entre as medidas realizadas em 907 dias e 3+1 dias apds a randomizacéo.

A%: percentual de variagao entre as medidas realizadas em 9017 dias e 3+1 dias apds a randomizagéao.
HDL: high-density lipoprotein; LDL: low-density lipoprotein; HbA1C: hemoglobina glicada.

Houve muito forte correlacdo entre a variacdo dos niveis de PCR-us e a
variagdo na area de obstru¢gdo microvascular ao longo do seguimento na populagao

analisada (r=0,805; p<0,001 - Grafico 5). Além disso, houve correlagdo moderada
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entre a variagcdo dos niveis de IL-6, BNP (r=0,420; p=0,021) e agregabilidade
plaquetaria avaliada pela via do ADP (r=0,496; p=0,005) e variagdo na area de

obstru¢do microvascular ao longo do seguimento na populagédo analisada (Grafico 5).

Grafico 5 - Correlagcdo entre marcadores inflamatérios, BNP e agregabilidade
plaquetaria e area de obstrucao microvascular na populagdo analisada
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r: coeficiente de correlagdo de Spearman.
A: variagéo entre as medidas realizadas em 90+7 dias e 311 dias apds a randomizacgao.
PCR-us: proteina C reativa ultrassensivel; IL-6: interleucina 6; BNP: peptideo natriurético tipo B; Multiplate ADP:
agregabilidade plaquetaria avaliada pela via do ADP (método Multiplate®).

A analise dos niveis plasmaticos de adenosina antes da primeira dose da
medicacdo do estudo, trés dias apds a primeira dose e apds a ultima dose da
medicacdo do estudo sdo apresentadas nas Tabelas 19 e 20. Como se nota, ndo

houve diferenga no comportamento desta variavel entre os grupos.

Tabela 19 - Adenosina®, segundo o momento e o grupo de estudo

LDE-placebo LDE-MTX
(n=7) (n=8)
1 80,67 + 33,51 93,71 £ 36,16 69,25 + 28,39 0,491
2 85,87 + 31,89 86,43 + 31,71 85,38 + 34,22
7 96,80 + 62,16 91,57 £ 52,43 101,38 £ 72,93

Valores apresentados em média + desvio-padréo.

* Valor de p para comparagéao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX.

& Variavel analisada através da transformag&o logaritmica e apresentada em nmol/L.
Visita 1: antes da primeira dose da medicag&o do estudo.

Visita 2: 2 a 4 dias apos a primeira dose da medicagao do estudo.

Visita 7: apos a ultima dose da medicagéo do estudo.
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Tabela 20 - Variagao dos niveis de adenosina (nmol/L) ao longo do seguimento

Intervalo entre Visitas LDE('EE(;ebO LD(IE;I\;I;I‘ X
A 15,00 (0,00; 23,00) 6,00 (-41,00; 20,00) 16,00 (1,00; 26,75) 0,281
A% 14,85 (0,00; 29,85) 5,45 (-30,83; 29,85) 20,63 (2,72; 31,59) 0,463
1-7
A 25,00 (-16,00; 33,00) 28,00 (-50,00; 33,00) 18,00 (-9,50; 60,25) 0,694
A% 41,82 (-15,84; 55,00) 23,31(-46,73; 49,25) 49,07 (-9,86; 74,96) 0,336
2-7
A 10,00 (-31,00; 40,00) 1,00 (-31,00; 40,00) 10,50 (-30,50; 38,25) 0,867
A% 14,86 (-26,72; 46,15) 1,92 (-26,72; 34,48) 26,13 (-26,09; 47,25) 0,613

Valores apresentados em mediana (percentil 25; percentil 75).

* Valor de p para comparagao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX.
Visita 1: antes da primeira dose da medicacao do estudo.

Visita 2: 2 a 4 dias apds a primeira dose da medicacgao do estudo.

Visita 7: apés a ultima dose da medicagao do estudo.

A: variagao entre as visitas.

A%: variagcéo percentual entre as visitas.

4.7 ANALISES POST-HOC

Analisando a populagao “per-protocol”, considerando apenas os pacientes que
receberam as 6 doses da medicacao do estudo previstas pelo protocolo, mantem-se
a maior redugédo do tamanho do infarto (% do VE) no grupo LDE-MTX (Tabela 21).
Também se mantém uma menor perda de MVE indexada pela area de superficie

corporal no grupo LDE-MTX em comparagao ao grupo LDE-placebo (Tabela 21).
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Tabela 21 - Medidas relacionadas ao ventriculo esquerdo — analise “per-protocol”
(apenas pacientes que receberam 6 doses da medicagao do estudo)

LDE-Placebo LDE-MTX

(n=11) (n=10)

VDFVEi (mL/m2)

31 dias 77,20 £ 22,02 79,99 £ 29,72 74,12+ 8,75 0,543
9047 dias 85,09 £ 25,50 90,23 + 32,482 79,43 £ 14,322 0,422
A VDFVEi 7,60 (-2,55; 19,45) 9,20 (-4,70; 22,60) 6,15 (-1,83; 15,78) 0,526
A% VDFVEi 10,76 (-3,62; 23,79) 14,32 (-6,82; 30,28) 8,67 (-2,15; 21,66) 0,622
VSFVEi (mm)
3+1 dias 40,01 + 16,35 41,08 + 21,86 38,83+7,74 0,755
9047 dias 42,54 + 19,45 44,15 + 24,61 40,77 £ 12,71 0,818
A VSFVEi -1,70 (-5,75; 15,20) 1,60 (-5,13; 14,60) -3,15 (-6,80; 15,85) 0,622
A% VSFVEi -5,01 (-17,17; 32,19) 7,88 (-16,57; 23,70) -7,40 (-17,53; 37,60) 0,833
FEVE (%)
3+1 dias 49,34 + 10,62 51,05+ 12,36 47,46 + 8,56 0,454
9047 dias 51,25 + 9,66 53,63 + 11,36 48,65+ 7,03 0,716
A FEVE 3,30 (-5,40; 7,85) 3,30 (-2,80; 7,10) 2,85 (-10,55; 10,95) 0,698
A% FEVE 6,21 (-9,66; 19,26) 6,21 (-6,18; 18,18) 6,09 (-18,73; 26,07) 0,725
Tamanho do Infarto (%VE)
3+1 dias 24,42 + 13,56 21,07 + 13,88 28,10 £ 12,86 0,245
9047 dias 18,96 + 10,12 18,36 + 11,50 19,62 + 8,92° 0,028

A Tamanho do Infarto ~ -3,86 (-8,89; -1,51)  -1,54 (-5,49; 0,12)  -6,39 (-14,08; -3,71) 0,024
A% Tamanho do Infarto -24,54 (-39,35; -10,14) -13,35 (-28,09; 0,75) -28,66 (-40,92;-19,88) 0,121

MVEi (g/m?)
3+1 dias 81,99 + 23,35 89,17 + 27,66 74,08 + 15,13 0,143
9017 dias 71,31 £ 21,11 77,03 + 27,56¢ 65,03 + 7,89¢ 0,531
A MVEi -11,50 (-15,35; -3,10) -11,70 (-17,00; -4,30) -9,00 (-15,33; 0,80) 0,398
A% MVEi -13,34 (-20,44; -4,58) -14,56 (-21,91;-6,01) -10,68 (-20,85; 1,19) 0,481

Valores apresentados em média + desvio-padréo ou mediana (percentil 25; percentil 75).

* Valores de p para comparagao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX.

Diferenca significativa em relagdo a 3+1 dias: 2p=0.018; °p=0.001; ¢p<0.001.

A: variagao entre as medidas realizadas em 90+7 dias e 3+1 dias apds a randomizagéo.

A%: percentual de variagao entre as medidas realizadas em 9017 dias e 3+1 dias apds a randomizagao.
VDFVi: volume diastdlico final do ventriculo esquerdo indexado pela area de superficie corporal; VSFVi:
volume sistolico final do ventriculo esquerdo indexado pela area de superficie corporal; FEVE: fragdo de
ejecao do ventriculo esquerdo; VE: ventriculo esquerdo; MVEi: massa ventricular esquerda indexada pela
area de superficie corporal.

O grupo LDE-MTX teve uma diminuicdo significativa da obstrugéao
microvascular (p=0,003) durante o seguimento, com uma tendéncia para maior

reducao aos 9017 dias para o grupo LDE-MTX (52,9%) em comparagédo com o grupo
LDE-placebo (20%) (p=0,054) (Grafico 6).
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Grafico 6 - Presencga de obstru¢cao microvascular
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RMC 1: 3+1 dias apds a randomizacdo; CMR 2: 9047 dias apds a randomizacgao.

Ambos os grupos apresentaram melhora significativa do edema na segunda RMC
quando comparado com o primeiro exame. Nao houve diferenca na area de edema entre

0s grupos ao longo do seguimento, tampouco na variagdo da area de edema (Tabela 22).

Tabela 22 - Avaliagao de area de edema

LDE-Placebo LDE-MTX

(n=15) (n=17)
3+1 dias 54,70 (45,43; 70,73) 61,10 (43,60; 83,80) 52,10 (45,75; 69,15) 0,462
9047 dias 0,00 (0,00; 0,00) 0,00 (0,00; 0,00) 0,00 (0,00; 0,00)° 0,692

A Edema -54,70 (-70,73; -42,25) -61,10 (-72,60; -29,30) -52,10 (-69,15; -43,20) 0,602
A% Edema -100,00 (-100,00; -100,00) -100,00 (-100,00; -100,00) -100,00 (-100,00; -100,00) 0,551

Valores apresentados em mediana (percentil 25; percentil 75).

* Valores de p para comparagao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX.

Diferenca significativa em relagéo a 3+1 dias: 2 p=0.001; ® p<0.001.

A: variagao entre as medidas realizadas em 907 dias e 3+1 dias apds a randomizacéo.

A%: percentual de variagao entre as medidas realizadas em 9017 dias e 3+1 dias apds a randomizagéao.

A avaliacdo de area de miocardio salvo e indice de miocardio salvo também
nao demonstrou diferengas significativas entre os grupos LDE-MTX e LDE-placebo
(Tabela 23).

Tabela 23 - Avaliagao de area de miocardio salvo

LDE-placebo LDE-MTX
(n=15) (n=17)
Miocardio Salvo (g) 31,085+ 10,12 32,60 + 11,03 31,18 £ 9,53 0,699
indice de Miocardio Salvo 0,58 + 0,16 0,59 £ 0,17 0,58 £ 0,16 0,868

Valores apresentados em média + desvio-padréo.
* Valor de p para comparagéao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX.
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5.1 OBJETIVO PRIMARIO

O presente estudo demonstrou que, em pacientes com primo IAMCSSST de
parede anterior, o tratamento com LDE-MTX (40mg/m?, semanalmente por 6
semanas) nao resultou em redu¢do no VDFVE em relagdo ao grupo LDE-placebo
apo6s 3 meses de seguimento.

O aumento do VDFVE em ambos os grupos no periodo de seguimento pode
ser explicado, ao menos em parte, pelo fato de que as analises das imagens da
segunda RMC ocorreram com os pacientes apresentando frequéncia cardiaca mais
controlada em relacéo ao primeiro exame devido ao uso otimizado de betabloqueador,
0 que leva a maior tempo de relaxamento do VE, com consequente maior volume
diastolico, conforme ja observado em estudos prévios’”-78.

Deve-se considerar também que a amostra deste estudo apresentou um
VDFVE médio menor (160,8 + 51,2mL) do que o grupo controle do METOCARD-CNIC
(197.6 + 45.7 mL)*°, média utilizada no calculo amostral do presente estudo.

Outros estudos com terapias anti-inflamatérias no contexto do IAMCSSST
também n&o demonstraram diferen¢a no remodelamento cardiaco, como por exemplo
o COVERT-MI??, que utilizou colchicina, e o ASSAIL-MI23, que utilizou tocilizumabe.
Entretanto, o estudo COLCOT?® demonstrou beneficio clinico do uso da colchicina
apos IAM, possivelmente secundario a outros beneficios deste anti-inflamatério na
fase de recuperagdo do evento. Entretanto, nesse estudo ndo foi analisado
remodelamento ventricular esquerdo.

Finalmente, ha que se considerar que alguns fatores, a serem discutidos em
maiores detalhes na sessdo de “limitacées” (item 5.4 na sequéncia), podem ter
influenciado os resultados obtidos. Em resumo, o fato de nao ter sido alcangado o
numero de pacientes estimado pelo calculo amostral e o tempo de seguimento

eventualmente curto, poderiam influenciar negativamente os resultados.
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5.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS DE EFICACIA

O grupo LDE-MTX apresentou maior redugao no tamanho do infarto em relagao
ao grupo LDE-placebo, p=0,030. Este efeito reforca o observado no estudo
experimental com LDE-MTX, onde também foi demonstrada redugédo do tamanho do
infarto tanto em comparagao ao grupo controle quanto em relagéo ao grupo que usou
a formulagéo comercial de MTX4*8,

Diversos estudos ja demonstraram que o tamanho do infarto tem relagdo com
remodelamento  ventricular’®, insuficiéncia cardiaca e, consequentemente,
progndstico®®!. Sendo assim, este dado pode ser considerado um bom desfecho
substituto em estudos clinicos para a avaliagdo do efeito das estratégias
terapéuticas®?.

Este resultado favoravel no tamanho do infarto em pacientes que receberam
LDE-MTX pode estar relacionado ao seu efeito na inflamacgao, além da liberacédo de
adenosina induzida que induz, conforme referido previamente. Entretanto, no presente
estudo n&do foram demonstradas diferengas significativas entre os grupos analisados
em relagao a parametros inflamatérios e niveis de adenosina.

O resultado de maior redugao no tamanho do infarto no presente estudo difere
do estudo TETHYS?®, que utilizou MTX em dose baixa EV na fase aguda do IAM e
nao demonstrou diferenga na area sob a curva da CK. Algumas hipo6teses poderiam
explicar as diferengas observadas: 1) populacdo diferente (primo IAMCSSST de
parede anterior versus primo IAMCSSST de qualquer parede); 2) formulagdo do MTX
(LDE-MTX versus MTX comercial); 3) dose do MTX utilizada (40mg/m? versus
0,10mg/m?); 4) forma de administragao (6 doses com intervalo semanal versus dose
unica no periodo peri-angioplastia primaria). Finalmente, saliente-se que no presente
estudo a analise de tamanho do infarto foi realizada pela RMC, certamente mais
fidedigna do que a area sob a curva de CK.

Assim como o tamanho do infarto, a massa ventricular esquerda também tem
implicacdo clinica, associando-se a pior progndstico para aqueles pacientes com
maior massa ventricular basal®® e progressao da hipertrofia ventricular ao longo do
seguimento®. No presente estudo, a menor perda de MVE no grupo LDE-MTX em
relagcdo ao grupo LDE-placebo possivelmente esta relacionada a maior redu¢ao no

tamanho do infarto.
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Como observado, apesar das diferengcas encontradas entre 0s grupos em
relacdo ao tamanho do infarto e a MVE, esses dados ndao se traduziram em
diferenca nos volumes do VE e/ou na FEVE (ao contrario do demonstrado pelo
estudo experimental)*®, tampouco nos indices de remodelamento adverso e
reverso, o que poderia ter relagdo com o tempo relativamente curto de seguimento,
como sera discutido em maiores detalhes em “limitagdes” (item 5.4 na sequéncia).

Apesar da hipotese de que o MTX poderia ter efeito sobre os marcadores
inflamatdrios, a analise de PCR-us, IL-6, IL-10 e TNFa no sangue periférico ndo
mostrou diferengas significativas entre os grupos ao longo do seguimento. Este
achado é compativel com o do estudo experimental, que também ndo demonstrou
diferenca nos niveis de IL-6, IL-10, IL-1B e TNFa entre o grupo controle e o grupo
LDE-MTX no tecido miocardico.

Uma possivel justificativa para esses resultados poderia estar relacionada
ao periodo em que as analises foram realizadas, ja que o tempo de seguimento foi
de 3 meses e o intervalo de tempo entre a ultima dose da medicacédo do estudo e
a coleta da amostra sanguinea para analise foi de cerca de 50 dias. Além disso, a
analise de sangue periférico pode ndo demonstrar o que ocorre a nivel celular local.

Adicionalmente, sabe-se que o0s mecanismos envolvidos na resposta
inflamatdria do IAM sao extremamente amplos e complexos, envolvendo imunidade
inata, quimiocinas e citocinas, além de mediadores neuro-humorais®, o que torna
esta avaliagao uma dificil tarefa na pratica dos estudos clinicos.

A obstrugdo microvascular secundaria a grave disfungdo da
microvasculatura, com perda da sua integridade, € a base do fenédmeno de “no-
reflow” no IAM. Sua complexa fisiopatologia envolve disfungdo microvascular preé-
existente, lesdo direta pela isquemia, embolizacdo distal de placa ou trombo,
vasoespasmo e injuria de reperfusdo®. A disfungdo microvascular, mesmo na
presenca de fluxo TIMI 3 pés IAM, se associa com pior remodelamento ventricular
esquerdo* e aumento da mortalidade®. Analise realizada com 7 estudos
randomizados que incluiram a avaliagdo de obstrucdo microvascular apds
IAMCSSST, demostrou que a presencga e a extensdo da obstrugdo microvascular
medida pela RMC estao fortemente associadas a mortalidade e hospitalizagao por

insuficiéncia cardiaca apds 1 ano do evento?’.
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A forte correlacdo entre PCR e obstrucdo microvascular encontrada no
presente estudo vai ao encontro de evidéncias prévias, que demonstraram que
tanto o valor da PCR quanto sua area sob a curva pds-IAM no periodo intra-
hospitalar estdo associadas a maior obstrugdo microvascular®®® sendo um
preditor de risco adicional a troponina nessa populacido, correlacionando-se

também com o tamanho da area de necrose®.
5.3 OBJETIVOS SECUNDARIOS DE SEGURANCA

No presente estudo n&o foram observadas diferengas significativas entre os
grupos em relacdo aos parametros de seguranga clinicos pré-especificados
(sintomas clinicamente significativos e eventos adversos sérios).

Como o MTX € um medicamento imunossupressor, também foi monitorada
a incidéncia de quadros infecciosos, e de forma similar ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos.

Analisando-se os parametros laboratoriais de seguranca, pode-se observar
comportamento semelhante das séries hematoldgicas e das fungdes hepatica e
renal. Houve apenas um paciente no grupo LDE-MTX que apresentou alteragéo
laboratorial significativa de ALT, sem nenhuma repercussédo clinica, com
suspensao apenas temporaria da medicacido do estudo.

Esta analise corrobora a seguranca do uso da formulacdo LDE-MTX em
humanos, assim como foi demonstrado no estudo experimental*®. Os mecanismos
pelos quais a associagdo ao LDE reduz os efeitos colaterais do MTX n&o séo
totalmente conhecidos, mas algumas hip6teses poderiam ser aventadas: 1) quando
carregado em LDE, o perfil farmacocinético do MTX é significativamente alterado
e assume o das nanoparticulas de LDE as quais o farmaco esta estavelmente
associado; 2) a associagao com LDE evita o contato direto do MTX com os tecidos
do corpo enquanto esta na circulacdo e determina uma nova biodistribuicdo para o
MTX; 3) a associagao ao LDE poderia alterar a compartimentalizagao intracelular
do farmaco, pois enquanto o MTX livre & captado pelas células pelos receptores
de folato, o LDE-MTX ¢ internalizado via a via mediada pelo receptor de LDL, que
arrasta forgadamente o MTX para os complexos mecanismos de regulagcdo do

metabolismo dos esteroides na célula“s.
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5.4 LIMITAGCOES

O presente estudo apresenta algumas limitagdes.

Primeiro, o encerramento das inclusbes antes de se atingir o total de
pacientes calculado previamente faz com que todos os resultados apresentados,
inclusive os relacionados a meta principal, sejam exploratérios. Com o surgimento
da pandemia causada pelo virus SARS-CoV-2, iniciada no final de 2019, a
interrupgdo das inclusbes em margo de 2020, quando foram confirmados os
primeiros casos no Brasil, foi inevitavel. A decisdo levou em consideragéo o fato
de que o estudo utilizava uma medicagao imunossupressora, 0 que aumentaria o
risco de expor pacientes pds-IAM, com caracteristicas de maior vulnerabilidade, a
infeccdo e suas possiveis complicagdes. Devido ao fato de que em dezembro de
2020 n&o havia qualquer vislumbre de retorno a normalidade, o estudo foi
encerrado apo6s varias discussdes e cuidados analise das evidéncias, com
participacao de cardiologistas, infectologistas e epidemiologistas. Esta decisao foi
ao encontro das diretrizes do CONSERVE?®' sobre modificagdes e encerramento
de estudos devido a circunstancias excepcionais.

Segundo, o tempo de seguimento de 3 meses pode néo ter sido suficiente
para a analise do remodelamento ventricular. Ndo existe padronizagédo para esse
tipo de avaliacdo, com publicagées utilizando tempos que variam entre 8 semanas
e 12 meses ou até mais®2°6. Adicionalmente, ha diferentes tipos de comportamento
de remodelamento ventricular pdés-IAM, sendo que alguns pacientes podem
apresentar dilatacdo ventricular mais tardia que outros®’.

Finalmente, este € um estudo unicéntrico, prova de conceito, cujo objetivo
primario foi um desfecho substituto, sem a capacidade de avaliar desfechos
clinicos duros, como obito. Entretanto, ha que se considerar que o remodelamento
ventricular esquerdo € um excelente marcador de progndstico futuro em pacientes
com IAM e o método utilizado no presente estudo (RMC) é considerado o padrao-

ouro para esse tipo de avaliagdo®.
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Numa populagao de 35 pacientes com primeiro IAMCSST de parede anterior,
LDE-MTX em comparacao a LDE-placebo n&o alterou o desfecho primario de volume
diastdlico final do ventriculo esquerdo ou outros parametros de remodelamento
ventricular esquerdo, apesar de aparente redu¢cao do tamanho do infarto apés 90 dias
de seguimento. Esses dados geradores de hipoteses, em conjunto com a aparente
segurancga da medicagao, apoiam a continuidade da investigagao de uma abordagem
inovadora de nanomedicina utilizando LDE-MTX em pacientes com IAMCSSST em

ensaios clinicos maiores.
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Apéndice A - Tabelas suplementares

Caracteristicas basais da popula¢ao global*

Total LDE-placebo LDE-MTX
(n=35) (n=17) (n=18)
Idade (anos) 57,23 £ 7,61 57,82 + 8,44 56,67 + 6,93
Sexo masculino - n (%) 30 (85,7) 15 (88,2) 15 (83,3)
Exame fisico
Frequéncia cardiaca (bpm) 78,71 £ 11,08 78,88 + 11,50 78,56 £ 10,99
PAS (mmHg) 110,40 £ 13,15 112,47 £ 14,48 108,44 + 11,83
IMC (kg/m?) 2712+ 4,17 26,46 1+ 4,58 27,75+ 3,78
ASC (m?) 1,87 £ 0,21 1,83+0,19 1,91 +£0,22
Comorbidades
HAS, n (%) 20 (57,1) 9 (52,9) 11 (61,1)
Dislipidemia, n (%) 14 (40,0) 7 (41,2) 7 (38,9)
Diabetes Mellitus, n (%) 11 (31,4) 5(29,4) 6 (33,3)
AVC, n (%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Histéria familiar de DAC, n (%) 7 (20,0) 3(17,7) 4 (22,2)
Obesidade, n (%) 7 (20,0) 3(17,7) 4 (22,2)
Sedentarismo, n (%) 10 (28,6) 3(17,7) 7 (38,9)
Tabagismo
Atual, n (%) 13 (37,1) 8 (47,1) 5(27,8)
Passado, n (%) 10 (28,6) 3(17,7) 7 (38,9)
Nao, (%) 12 (34,3) 6 (35,3) 6 (33,3)
Exames laboratoriais
Colesterol (mg/dL) 216,80 + 47,32 227,24 + 55,97 206,94 + 36,30
HDL-C (mg/dL) 40,43 + 11,76 40,88 + 13,10 40,00 + 10,72

LDL-C (mg/dL)&
Triglicerideos (mg/dL )&
HbA1C&

TGF (mL/min/1,73m?)
Troponina pico (ng/mL)&
CKMB pico (ng/mL)&
Hemoglobina (g/dL)
Hematécrito (%)

143,31 £ 41,93
178,77 + 207,62
6,44 + 1,52
78,15 + 15,91
118,79 + 161,94
198,38 + 127,52
13,78 + 1,45
40,89 +4,20

152,76 + 54,32
190,94 + 268,63
6,59 + 1,87
81,62+ 18,19
126,33 + 178,67
199,62 + 139,11
13,97 +1,16
41,35+ 3,08

134,39 £ 23,78
167,28 + 134,20
6,30 + 1,17
77,86 13,10
111,66 + 149,30
197,20 + 119,62
13,60 + 1,68
40,44 + 5,09

Leucécitos (n/mm?3)
Neutrdfilos (n/mm3)
Plaquetas (n/mm3)

9413,43 + 2206,50 9117,65 + 2454,28 9692,78 + 1974,34
5934,14 + 2037,23 5890,65 + 2174,35 5975,22 + 1961,45
219685,70 £ 59117,91 217764,70 + 34401,18 221500,00 + 76608,44

TGO (U/L) & 105,89 + 77,37 112,41 £ 103,76 99,72 + 41,89
TGP (U/L) 52,31 £ 17,79 47,82 + 19,95 56,56 + 14,81
Bilirrubinas (mg/dL) & 0,59 £ 0,26 0,53 £ 0,17 0,65 £ 0,31
Albumina (g/dL) 3,31+£0,32 3,25+ 0,37 3,37 £ 0,26

Valores apresentados em média + desvio-padrdo ou nimero (percentual).

* Valores de p para comparacgao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX nao significativos.
&Variaveis analisadas ap0s transformagao logaritmica.

HAS: hipertenséo arterial sistémica; AVC: acidente vascular cerebral; HDL-C: colesterol da lipoproteina de
alta densidade; LDL-C: colesterol da lipoproteina de baixa densidade; Hb1Ac: hemoglobina glicada; TFG:
taxa de filtragdo glomerular; CKMB: creatinoquinase MB; AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina
aminotransferase



APENDICE - 79

Medicagoes basais utilizadas pela populagao global*

LDE-placebo LDE-MTX

Medicacao
AAS, n (%) 35 (100,0) 17 (100,0) 18 (100,0)
Clopidogrel, n (%) 35 (100,0) 17 (100,0) 18 (100,0)
Estatina, n (%) 35 (100,0) 17 (10,0) 18 (100,0)
Betablogueador, n (%) 21 (60,0) 11 (64,7) 10 (55,6)
iIECA/BRA, n (%) 28 (80,0) 15 (88,2) 13 (72,2)
Espironolactona, n (%) 9 (25,7) 4 (23,5) 5 (27,8)
IBP, n (%) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
Ranitidina, n (%) 23 (65,7) 11 (64,7) 12 (66,7)

Valores apresentados em nimero (percentual).

* Valores de p para comparagao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX né&o significativos.

AAS: acido acetilsalicilico; iECA: inibidor da enzima de conversao da angiotensina Il; BRA: bloqueador do
receptor de angiotensina-II; IBP: inibidor de bomba de proétons.

Caracteristicas do evento-indice na populagao global

LDE-placebo LDE-MTX

Caracteristicas do IAMCSSST

Escores de risco
Classificagao Killip™

Killip | 27 (77,1) 12 (70,6) 15 (83,3)
Killip Il 8 (22,9) 5(29,4) 3(16,7)
Escore TIMI75& 3,77 £ 1,75 4,29 + 1,65 3,28+ 1,74
Escore Roxana’6& 16,09 + 5,29 16,47 + 5,87 15,72 + 4,82
Ecocardiograma
FEVE (%) 43,31 + 8,80 43,94 + 9,91 42,72 + 7,87
Cineangiocoronariografia
Padrao das lesbes coronarias
Uniarterial, n(%) 20 (57,1) 8 (47,1) 12 (66,7)
Biarterial, n(%) 8(22,9) 4 (23,5) 4 (22,2)
Triarterial, n(%) 7 (20,0) 5(29,4) 2(11,1)
Tratamento do infarto agudo do miocardio
Fibrinolitico, n(%) 21 (60,0) 12 (70,6) 9 (50,0)
ICP primaria, n(%) 14 (40,0) 5(29,4) 9 (50,0)
ICP de resgate, n / n fibrinolitico (%) 13/21 (61,9) 7/12 (58,3) 6/9 (66,7)
Tempo de isquemia (AT) 11,70 £ 8,53 11,89 £ 7,60 11,52 £ 9,55
Tempo UCO 5,44 + 1,85 5,50 + 1,93 5,39 + 1,82
Tempo hospitalizagao® 7,20 + 3,01 6,76 + 3,05 7,61+2,99

Valores apresentados em média + desvio-padrdo ou numero (percentual).
* Valores de p para comparagéo entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX nao significativos,

exceto escore TIMI p = 0,044.

&Variaveis analisadas ap6s transformacao logaritmica.
IAMCSSST: infarto agudo do miocardio com supradesnivel do segmento ST; FEVE: fracdo de
ejecao de ventriculo esquerdo; ICP: intervengao coronaria percutanea; UCO: Unidade Coronaria de

Terapia Intensiva.
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Parametros hematologicos ao longo do seguimento
LDE-placebo

Visita

LDE-MTX

Hb (g/dL)

HT (%)

Leucdcitos
(n/mm3)

Plaquetas
(n/mm3)

NOoO OO WN 20N OGO PPW-20NO0OGOPWN=200NOGPWN -

(oo}

13,85+ 1,48
13,93 + 1,62
13,18 + 1,61
13,07 + 1,56
13,21+ 1,55
13,12+ 1,32
13,04 +1,35
13,83 + 1,42
41,00 + 4,34
41,09 + 4,40
38,81 £ 4,52
38,97 + 4,28
39,34 £ 4,15
39,09 + 3,65
38,56 + 4,30
40,91 + 3,88
9256,88 + 2083,76
8379,69 + 1848,47
7915,63 + 1959,72
7600,00 + 2276,77
7256,25 + 1951,82
6802,81 + 1760,13
7361,56 + 2103,93
224406 + 59413
265781 + 85664
306750 + 84659
324531 + 89993
268812 + 65889
230156 + 59430
230687 + 68532
229843 + 64815

14,11 £ 1,13
14,09 + 1,21
13,37 £ 1,49
13,09 + 1,49
13,43 + 1,21
13,19+ 0,92
13,06 + 1,15
13,77 £ 1,17
41,67 + 3,06
41,47 + 3,34
39,67 % 4,35
38,93 v 4,46
40,33 + 3,33
39,47 £ 2,77
39,00 * 3,46
40,67 + 3,24
8635,33 + 2092,57
8595,33 + 1885,88
8090,67 + 2042,25
7517,33 + 1936,44
7053,33 + 1723,85
6784,67 + 1993,22
7184,67 + 2001,41
222466 + 33886
256766 + 50054
297266 + 67442
313933 + 74639
262266 + 58421
213866 + 41334
221600 + 52437
227800 + 53420

13,63 +1,73
13,79+ 1,94
13,01 +1,73
13,05+ 1,67
13,02 + 1,81
13,06 + 1,62
13,02+ 1,53
13,88 + 1,64
40,41 £ 5,24
40,76 + 5,25
38,06 * 4,66
39,00 + 4,26
38,47 + 4,68
38,76 £ 4,34
38,18 £ 5,00
41,12+ 4,46
9805,29 + 1974,72
8189,41 + 1850,96
7761,18 + 1933,26
7672,94 + 2598,13
7435,29 + 2169,85
6818,82 + 1589,21
7517,65 + 2239,69
226117 £ 76340
274176 + 108931
315117 + 98731
333882 + 103046
274588 + 73139
244529 + 69856
238705 + 81019
231647 + 75068

0,081

0,307

0,568

Valores apresentados em média + desvio-padréo.
* valor de p para comparagao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX, andlise de variancia com
medidas repetidas — estudo da interagao grupo de estudo e momento de avaliagao (comportamento dos
grupos de estudo ao longo das avaliagGes realizadas).
Hb: hemoglobina; HT: hematdcrito.
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Parametros hepaticos ao longo do seguimento

Total LDE-placebo

Visita n=32

LDE-MTX (n=17)

1 103,41 +7852 11480+110.21 9335£3300 0,190
3 36,13+ 1443 3693+ 1427 3541+ 1497
- 4 2622+1252  2567+1376 26,71+ 11,73
oL 5 24314796  2433+1051  2429+512
6 25.84 +7,27 26,73 + 8,61 25,06 + 6,00
7 25,00 + 6,95 2280+510 26,94 +7,89
8 24,53 + 8,89 24734661 2435+ 10,71
1 51.81+17,74  4740+2018  5571+1480 0,184
3 66,44 +3294  5973+2571 72,35+ 38,00
ALTe 4 5122+2909  4593+3121 5588 +27.17
AT 5 432841836  4153+2544 44,82 +903
6 42531466  3620+1158 48,12+ 1511
7 4650 £21,18 36,07 +11,96 5571+ 2348
8 3888+ 1671  3640+862 41,06+ 21,57
1 0,57 + 0,22 0,53+ 0,18 0,61+ 0,25 0,149
3 0,48 + 0,19 0,52 + 0,21 0,45+ 0,17
o 4 0,47 +0.21 0,42+ 0,14 0,52 + 0,24
B'("r:“/bd'l'jf‘s 5 0,53 + 0,22 0,50 + 0,16 0,55 + 0,27
g 6 0,53 + 0,25 0,52+ 0,19 0,55 + 0,31
7 0,53 + 0,23 0,55 + 0,23 0,52 + 0,24
8 0,57 + 0,23 0,57 +0,18 0,56 + 0,28

Valores apresentados em média + desvio-padréo.
* valor de p para comparagao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX, analise de variancia
com medidas repetidas — estudo da interacdo grupo de estudo e momento de avaliagdo
(comportamento dos grupos de estudo ao longo das avaliagbes realizadas).
& variaveis analisadas através da transformagao logaritmica.
AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase.

Funcao renal ao longo do seguimento

Visita LDE-placebo LDE-MTX
(n=17) (n=18)

1 7822+1632 81,60+19,03 7525+1339 0,516

3 7937+19,36 77,82+ 14,91 80,74 + 22,96

4 80,41+20,13 80,18+ 18,25 80,61+ 22,21
(mL/Tk(S/Fmin) 5 8337+20,86 82,19+ 16,07 84,41+24,79

6 8335+20,02 8317+14,02 83,52+ 24,58

7 82,25+ 18,88 80,05+ 16,83 84,19 + 20,84

8 8397+ 1559 86,76+ 12,64 81,51+ 17,81

Valores apresentados em média + desvio-padréo.

* valor de p para comparagéao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX, analise de variancia
com medidas repetidas — estudo da interacdo grupo de estudo e momento de avaliagéo
(comportamento dos grupos de estudo ao longo das avaliagbes realizadas).

TGF: taxa de filtragao glomerular estimada pela férmula MDRD.
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Outros desfechos de seguranga nao relacionados a medicagao do estudo*
LDE-Placebo LDE-MTX

(n=17) (n=18)
Individuos com EA n&o relacionado a medicagao do estudo. 13 (76,5) 13 (72,2)
Lnsc::Jv(;guos com qualquer EA nao-sério ndo relacionado & medicacao do 7(41,2) 13 (72,2)
Individuos com qualquer EA sério ndo relacionado a medicagao do estudo. 4 (23,5) 3(16,7)

Valores apresentados em numero (percentual).
*Valores de p para comparagao entre grupo LDE-Placebo e LDE-MTX n&o significativos.
EA: evento adverso

Suspensao da medicacao do estudo*

Total LDE-Placebo LDE-MTX

n=35 n=17 n=18
Qual_que[ evento adverso levando a suspensdo temporaria da 9(257) 3(17.7) 6 (33.3)
medicagao do estudo

Qualquer evento adverso levando a suspensdo definitiva da

medicagao do estudo 2(5,7) 0(0,0) 1(5,6)
Qualqugr e\fento adverso sério levando a suspensao temporaria 1(2.8) 1(5.9) 0(0.0)
da medicagao do estudo

Qualquer evento adverso sério levando a suspensdo definitiva da 1(2.8) 1(5.9) 0(0,0)

medicacao do estudo

Valores apresentados em numero (percentual).
*Valores de p para comparagao entre grupo LDE-placebo e grupo LDE-MTX néo significativos.
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Nlmero do Parecer: 2.476.710

Apresentagdo do Projeto:

Os itens "Apresentagao do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa" e "Avaliagdo dos Riscos e Beneficios" foram
extraidos do arquivo "PB_INFORMA(}()ES_BASICAS_DO_PROJETO_917071.pdf", gerado a partir das
informagoes inseridas pela Pesquisadora Responsavel do estudo na Plataforma Brasil em 02.01.2018.

INTRODUGAQ

Inflamacgdo e remodelamento ventricular esquerdo no infarto:

Ainflamagéo é extremamente importante na fisiopatologia da aterosclerose e da aterofrombose, assim como
no pés-infarto agudo do miocérdio com supradesnivel do segmento ST (IAMCSST), onde participa
ativamente do processo de remodelamento ventricular esquerdo (RVE).

A reperfusdo precoce bem-sucedida é altamente eficaz para limitar a necrose tissular e melhorar desfechos
no IAMCSST, mas em muitos casos ocorre comprometimento residual da microcirculagéo, fendmeno
também relacionado a inflamagéo, piora o RVE, mesmo na presenca de fluxo TIMI 3. Adicionalmente, a
inflamagao pode se estender para o miocardio remoto ndo infartado, o que também pode contribuir para pior
RVE.

Como demonstrado por Westman et al em revisdo recente, apesar do tamanho do infarto estar
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relacionado ao desenvolvimento de RVE positivo (“mau” RVE), alguns pacientes com infartos relativamente
pequenos também apresentam esse padrdo. Assim sendo, além do tamanho do IAM, diferengas individuais
na resposta inflamatéria, talvez em parte genética, epigenética, ambiental ou patogenicamente moduladas,
também parecem contribuir para o desenvolvimento (ou n&o) do RVE positivo.

O uso de hiomarcadores inflamatédrios para predizer risco, monitorar tratamentos e guiar terapias tem
mostrado bom potencial de aplicabilidade clinica. Por exemplo, estudos em prevengdo primara e secundaria
de doenga cardiovascular (DCV) mostraram que individuos com menores niveis de proteina C ultrassensivel
(PCR-us) tém melhores desfechos clinicos do que aqueles com niveis elevados.

Existe, portanto, um racional favoravel ao uso de terapias anti-inflamatérias como coadjuvantes as terapias
de reperfusédo, no sentido de atenuar ou prevenir a disfungéo ventricular esquerda pés-1AM.

Metotrexato e as nanoemulsdes lipidicas:

Dentre as terapias antinflamatérias existentes no mercado, o metotrexato (MTX) é uma das mais utilizadas,
principalmente no tratamento das doengas reumatogicas e oncologicas. Este farmaco reduz
comprovadamente reduz os niveis de varios biomarcadores inflamatérios, como PCR-us, interleucina-6 (IL-
6) e fator de necrose tumoral (TNF), sem afetar negativamente o perfil lipidico, homocisteina, niveis
glicémicos ou pressao arterial.

Além disso, existem estudos mostrando que o MTX atua liberando diretamente e indiretamente adenosina, o
que pode ser especialmente Gtil em pacientes infartados.

Em revisdo sistematica com doentes reumatolégicos (incluindo artrite reumatdide, psoriase ou poliartrite), o
MTX se associou a um risco 21% menor de DCV e 18% menor de |IAM, sugerindo que o uso deste
medicamento pode reduzir o risco cardiovascular de forma significativa.

Para explorar esta opgéo de tratamento, o estudo CIRT (Cardiovascular Inflammation Reduction Trial) foi
desenhado para avaliar o efeito do MTX na prevencdo secundaria de pacientes portadores de doenga
coronariana estével e alto risco para eventos isquémicos. Este estudo, patrocinado pelo governo norte-
americano (NIH), esta em andamento no momento.

No sentido de manter o seu efeito benéfico e, ao mesmo tempo, melhor controlar os efeitos colaterais
potenciais do MTX, Moura et al desenvolveram uma nova formulagdo utilizando um derivado lipofilico do
MTX, o didodecil metotrexato (ddMTX), associado a uma nanoemulséo lipidica (ddMTX-LDE).

Endereco: SEPN 510 NORTE, BLOCO A 3° ANDAR, Edificio BEx-INAN - Unidade |l - Ministério da Salde

Bairro: Asa Norte CEP: 70.750-521
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5878 E-mail: conep@saude.gov.br

Pagina 02de 15



ANEX0S - 86

COMISSAO NACIONAL DE = Plotbaformo
ETICA EM PESQUISA \-%yrofl

Continuagéo do Parecer: 2.476.710

Nanoemulsdes lipidicas (LDE) que se ligam a receptores de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) foram
primeiramente desenvolvidas e estudadas no cenario oncologico por Maranhao et al, que demonstrou que
os agentes quimioterapicos associados ao LDE sdo concentrados nos tecidos com superexpresséao de
receptores de LDL, diminuindo a toxicidade do tratamento. Esta nanoemulséo ja foi testada em pacientes
com leucemia aguda, mieloma multiplo e linfoma Hodgkin e ndo-Hodgkin, demonstrando que a LDE é
absorvida por células malignas com elevado nimero de receptores LDL e que pode ser utilizada como
veiculo para administragdo de medicagdes com alta eficiéncia.

Moura et al demonstraram que a formulagdo ddMTX-LDE é estavel e sua absor¢do pelas células
neoplésicas in vitro foi melhor do que a preparagdo comercial do MTX, com menor toxicidade hematoldgica.
Mello et al, testando ddMTX-LDE intravenoso em coelhos, demonstraram que os efeitos anti-inflamatoérios
na sindvia das articulagdes com artrite foram melhores que a preparagdo comercial do MTX, sendo esses
resultados relacionados & maior absorgdo de MTX pelas articulagdes quando o medicamento é associado a
LDE.

Finalmente, Bulgarelli et al demonstraram que, em coelhos alimentados com dieta rica em colesterol, o
ddMTX-LDE reduziu a formacéo de lesdes ateroscleréticas e a inflamagéo vascular. Especificamente no
cenario de 1AM, Maranhéo et al, estudando ratos Winstar tratados com LDE isoclado, MTX comercial ou
ddMTX-LDE, encontraram significativa melhora no RVE e no diminuigdo do tamanho do infarto no grupo
ddMTX-LDE, em comparagé&o com 0s grupos MTX comercial e LDE isclado. Entretanto, apesar do racional
bastante atraente, e das evidéncias previamente apresentadas, nada se sabe sobre o papel do ddMTX-LD
no RVE e tamanho do infarto em humanos, foco principal do presente projeto de investigagéo.

HIPOTESE

O LDE-ddMTX é superior ao LDE-placebo em relag&o ao remodelamento ventricular esquerdo aos 3 meses
de seguimento, levando em conta o volume diastélico final do ventriculo esquerdo (VDFVE) avaliado pela
ressonancia nuclear magnética cardiaca (RMC).

METODOLOGIA
Estudo prospectivo, randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, ‘prova de conceito”. Pacientes com
primeiro IAMCSST de parede anterior serdo randomizados com 4+2 dias apos o
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inicio dos sintomas para receber LDE-ddMTX 40 mg/m2 IV ou LDE-placebo (particula de LDE sem
medicagédo associada) uma vez por semana por 6 semanas. Todos os participantes do estudo receberéo
adicionalmente écido félico 5 mg via oral uma vez por semana, um dia apés a administragdo da medicacéo
do estudo. Os desfechos primarios e secundarios levardo em conta os dados obtidos pela RMC, e as
amostras sanguineas para realizagdo dos exames laboratoriais serdo coletadas conforme fluxograma em
anexo.

Os pacientes serdo submetidos a avaliagdes clinicas e laboratoriais cuidadosas de seguranga conforme
fluxograma e plano de visitas pré-determinados.

Avaliagdes de seguranga incluiréo avaliagdo de efeitos colaterais, testes laboratoriais, condigdes clinicas
associadas e procedimentos médicos planejados que necessitem suspenséo da medicacéo do estudo.
Estas visitas também incluirdo triagem de ocorréncia de eventos clinicos de interesse especial. Um
algoritmo de suspenséo da medicagdo do estudo baseado nas avaliagdes clinicas e laboratoriais sera
seguido de forma padronizada.

Analises interinas pré-especificadas serdo realizadas de forma aberta por um investigador independente
quando 20% e 50% dos participantes do estudo forem incluidos.

CRITERIOS DE INCLUSAQ

1. ldade > 18 anos e < 75 anos;

2. Pacientes com diagnéstico de primeiro IAMCSST de parede anterior do tipo 1 caracterizado por: sintomas
isquémicos, nova elevacdo do segmento ST em pelo menos 2 derivagdes contiguas (0.25 mV em homens
com menos de 40 anos, 0,25 em homenscom < 40 anos e 0.15 mV em mulheres nas derivagdes V2-V3
efou 0.1 mV em outras derivagdes anteriores ou bloqueio de ramo esquerdo [BRE] novo) e marcadores de
necrose miocardica (troponina efou CKMB) com pelo menos um valor acima do percentil 99 do limite
superior de referéncia.

3. Submetidos a terapia de reperfusao (trombolise e/ou angioplastia).

4. Cineangiocoronariografia demonstrando terapia de reperfusdo bem-sucedida (fluxo Thrombolysis in
Myocardial Infarction [TIMI] 3) e obstrugdo residual na artéria “culpada” <50%, independentemente de ter
sido submetido ou n&o a intervengdo coronaria percutanea.

5. Assintomaticos, sem sinais de descompensagéo clinica (FC < 100bpm, PAS > 90mmHg, sem medicacéo
vasoativa ou inotrépica parenteral, oximetria de pulso > 95% em ar ambiente).

6. Concordancia em assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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CRITERIOS DE EXCLUSAO

1. Infarto prévio;

2. Taxa de filtrag&o glomerular estimada < 40 mL/min/1.73 m2;

3. Contraindicacdes para RMC: presenga de marcapasso definitivo, desfibrilador, implante ou fragmentos
metélicos cocleares, clipe metélico cerebral, claustrofobia, obesidade (acima de 150kg), impossibilidade de
decubito dorsal, incapacidade de manter 10 segundos de apnéia;

4. Histéria prévia de doenca crénica infecciosa (tuberculose, doenca fungica ou HIV);

5. Infecgdo cronica por virus da hepatite B ou C;

6. Histéria de pneumonite intersticial, bronquiectasias ou fibrose pulmonar ou radiografia de térax dos
ultimos 12 meses com evidéncias destas afecgdes;

7. Historia prévia de neoplasia maligna (ndo basocelular), doenga mieloproliferativa ou linfoproliferativa nos
ultimos 5 anos;

8. Contagem de leucocitos < 4000/mm3, hematderito < 32%, ou contagem de plaquetas < 75000/mm3;

9. Alanina aminotransferase (ALT) < 2 vezes 0 limite superior da nomalidade;

10. Histéria de abuso de alcool ou incapacidade/discordancia em limitar o consumo de alcool em 4 doses
por semana;

11. Gestacao ou lactacao;

12. Mulher em idade fértil, mesmo em uso de método contraceptivo;

13. Homens que pretendam ter filhos no periodo do estudo ou que se recusem a usar método contraceptivo;
14. Necessidade de uso de faimacos que alterem o metabolismo do folato (sulfametoxazol/tnmetropim) ou
reduzam a excregéo tubular (probenecid) ou alergia conhecida a antibiéticos que leve a impossibilitar o uso
de trimetropim;

15. Indicagdo atual de uso de metotrexato;

16. Uso crénico de terapia com corticoide ou outros imunossupressores ou imunobiolégicos;

17. Derrame pericardico, derame pleural ou ascite conhecidos;

18. Insuficiéncia cardiaca classe |lI-IV New York Heart Association (NYHA);

19. Expectativa de vida < 1 ano;

20. Qualquer condigdo que aumente o risco de ndo aderéncia ou perda de acompanhamento.
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DESFECHQ PRIMARIO
Volume diastélico final do ventriculo esquerdo (VDFVE) avaliado pela RMC aos 90 dias ap6s o IAMCSST.

DESFECHOS SECUNDARIOS

- Desfechos de eficacia:

Volume sistdlico final do ventriculo esquerdo (VSFVE); frag&o de ejegdo do ventriculo esquerdo (FEVE);
massa ventricular esquerda (MVE); tamanho do infarto; percentual de individuos que apresentaram
remodelamento positivo (aumento de 20% ou mais no VDFVE) e reverso (10% de redug&o no VSFVE).
- Desfechos de seguranga:

Sintomas clinicamente significativos (estomatite nova ou persistente, vdmitos, diarreia, tosse acompanhada
de febre sem causa determinada e dispneia); eventos adversos sérios (definidos como: eventos que
resultem em morte, que necessitem hospitalizagdo ou prolongamento da hospitalizacéo, situacdes
ameagadoras a vidas ou que resultem em sequela/incapacidade persistente, ou ainda que resulte em ma-
formacé&o ou anomalia congénita; outros eventos considerados sérios de acordo com julgamento médico
apropriado); parametros hematologicos (hemoglobina, hematocrito, leucdcitos, contagem plaquetaria);
marcadores de lesdo hepatica (niveis de transaminases), bilirubinas; fungdo renal (clearence de creatinina
— método MDRD).

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

Testar, em pacientes com primeiro IAMCSST de parede anterior, a hipétese de que o LDE-ddMTX é
superior ao LDE-placebo em relagdo ao remodelamento ventricular esquerdo aos 3 meses de seguimento,
levando em conta o volume diastdlico final do ventriculo esquerdo (VDFVE) avaliado pela ressonancia
nuclear magnética cardiaca (RMC).

OBJETIVOS SECUNDARIOS
1. Comparagéo entre os grupos LDE-ddMTX e LDE-placebo ao final do seguimento de 3 meses quanto aos
seguintes parametros, obtidos pela RMC:

- volume sistdlico final do ventriculo esquerdo (VSFVE);

- fragéo de ejegdo do ventriculo esquerdo (FEVE),
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- massa ventricular esquerda (MVE);

- tamanho do infarto;

- percentual de individuos que apresentaram remodelamento positivo (aumento de 20%
ou mais no VDFVE) e reverso (10% de reducdo no VSFVE).

2. Comparacéo entre os grupos LDE-ddMTX e placebo ao final do seguimento de 3 meses com relagéo as
seguintes variaveis de seguranga:

- Sintomas clinicamente significativos (estomatite nova ou persistente, vémitos,
diarreia, tosse acompanhada de febre sem causa determinada e dispneia);

- eventos adversos sérios (definidos como: eventos que resultem em morte, que
necessitem hospitalizagéo ou prolongamento da hospitalizacéo, situagdes
ameacgadoras & vidas ou que resultem em sequela/incapacidade persistente, ou
ainda que resulte em méa-formagado ou anomalia congénita; outros eventos
considerados sérios de acordo com julgamento médico apropriado);

- parametros hematologicos (hemoglobina, hematocrito, leucocitos, contagem
plaquetaria);

- marcadores de lesdo hepatica (niveis de transaminases), bilirrubinas;

- funcéo renal (clearence de creatinina —método MDRD).

Avaliacdc dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

Riscos relacionados a pungdes venosas para coleta de sangue, infusdo de contraste e da medicagéo do
estudo. Raramente pode ocorrer reacédo adversa ao meio de contraste paramagnético utilizado paraa RMC,
incluindo nausea, cefaleia, reagéo alérgica. O metotrexato € uma medicagdo amplamente utilizada ha muitas
décadas e seus efeitos colaterais sdo bem conhecidos. A maioria das reagdes adversas é reversivel se
precocemente identificadas e tratadas. Aquelas relatadas com mais frequéncia sao estomatite, diarreia,
nauseas, vomitos, inapeténcia, desconforto abdominal, cefaleia, tonturas, fadiga. Reagdbes menos comuns
incluem leucopenia, anemia, plagquetopenia, alteracéo da funcéo hepatica e eventualmente renal, reagbes
alérgicas e alteracgbes de pele. O acido fdlico é bem tolerado, especialmente em baixa dose semanal.
Eventualmente, pode causar algum desconforto gastrointestinal e muito raramente reagdo alérgica. Para
maior seguranga durante o estudo, seréo realizadas avaliagdes clinicas e exames laboratoriais antes da
administragdo de cada dose da medicagdo do estudo com o objetivo de evitar e detectar com antecedéncia
qualquer alteragéo que possa trazer prejuizo a salde do paciente. Ndo existem efeitos colaterais relatados
com o uso da nanoemulsao lipidica isoladamente, sem medicagao
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associada, ja que esta particula funciona apenas como um meio de transporte para a medicagao
propriamente dita.

BENEFICIOS

De acordo com a meta principal do estudo, é esperada melhora significativa no remodelamento ventricular
esquerdo com o uso do metotrexate. Se esta hip6tese for confirmada, & esperado que o paciente se
beneficie importantemente no longo prazo, com diminuigao ha incidéncia de insuficiéncia cardiaca, com
consequente melhora na qualidade de vida e sobrevida.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Trata-se das Respostas ao Parecer Consubstanciado Conep n°® 2.446.641, de 19.12.2017.

Este & um estudo prospectivo, randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, “prova de conceito”.
Pacientes com primeiro IAMCSST de parede anterior seréo randomizados com 412 dias apés o inicio dos
sintomas para receber LDE-ddMTX 40 mg/m2 IV ou LDE-placebo (particula de LDE sem medicagao
associada) uma vez por semana por 6 semanas.

- Todos os participantes do estudo receberdo adicionalmente acido folico 5 mg via oral uma vez por semana,
um dia apés a administragdo da medicacdo do estudo.

- Os desfechos primarios e secundarios levardo em conta os dados obtidos pela RMC, e as amostras
sanguineas para realizagdo dos exames laboratoriais seréo coletadas conforme fluxograma anexado pelo

pesquisador responsavel.

- Os participantes ser&o submetidos a avaliagdes clinicas e laboratoriais "cuidadosas" de seguranca,
conforme fluxograma e plano de visitas pré-determinados.

- Avaliagdes de seguranga incluiréo avaliagdo de efeitos adversos, testes laboratoriais, condigdes clinicas
associadas e procedimentos médicos planejados que necessitem suspenséo da medicacéo do estudo.

Estas visitas também incluirdo triagem de ocorréncia de eventos clinicos de interesse especial.

- Um algoritmo de suspenséo da medicagado do estudo baseado nas avaliagdes clinicas e
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laboratoriais seréd seguido de forma padronizada (apresentado no anexo 3).

- Andlises interinas pré-especificadas serdo realizadas de forma aberta por um investigador independente
quando 20% e 50% dos participantes do estudo forem incluidos.

- N&o se trata de um estudo intemacional.

- N&o se trata de um estudo multicéntrico.

- A populagdo do estudo serd composta por 50 (cinquenta) participantes.
- Duragé&o aproximada do estudo: 48 meses.

- O Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP — HCFMUSP - & proponente e executor do
projeto.

- A Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo — FAPESP — participa como patrocinadora /
financiadora do projeto (Institucional Principal de Apoio Financeiro).

- Esta previsto 0 uso de placebo nessa pesquisa [O objetivo principal do estudo é comparar, em pacientes
com primeiro IAMCSST de parede anterior, a hipotese de que o LDE-ddMT X é superior ao LDE-placebo em
relagdo ao remodelamento ventricular esquerdo aos 3 meses de seguimento, levando em conta o volume
diastélico final do ventriculo esquerdo (VDFVE) avaliado pela ressonancia nuclear magnética cardiaca
(RMC)).

- Também estéa previsto washout nessa pesquisa (Os pacientes receberéo 6 doses da medicagdo com
intervalos semanais e seguidos por mais 6 semanas para avaliagéo final).

- Segundo o pesquisador responsavel, havera uso de fontes secundarias de dados, a saber: analise de
prontuérios dos "pacientes" no Instituto do Coragéo - HCFMUSP.

- Também esté prevista a retengcdo de amostras para armazenamento em banco. Conforme apresentado
pelo pesquisador responsavel a Plataforma Brasil, algumas amostras de sangue
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obtidas para esta pesquisa serdo armazenadas de acordo com a resolugao 441/2011 para analises de
complementagéo deste estudo (caso necessario) e para utilizagdo em pesquisas futuras, sempre realizadas
com a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (sistema CEP/Conep).

Consideracdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
Verificar item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Recomendacgdes:
Verificar item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes".

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Respostas ao PARECER CONSUBSTANCIADO CONEP n® 2.446.641, de 19.12.2017:

1 . Quanto ao Termo de Consentimento Livre e esclarecido intitulado
"TCLE_modificacoes_em_destaque.doc" datado de 11/05/2017, seguem as seguintes consideracdes:

1.1. Solicita-se descrever os procedimentos que serdo utilizados na pesquisa, pontuando quais as anélises
que serdo realizadas nas amostras biologicas e o objetivo de cada analise (por exemplo: TGO e TGP — para
saber a funcdo do seu figado), conforme o Item IV.3.a da Resolugdo CNS n® 466 de 2012.

RESPOSTA: Correcao em destaque no item "Quais s8o os procedimentos do estude” (paginas 3-4).
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.2. De acordo com a Resolugdo CNS n°® 466 de 2012, 1&-se: "IV.4.a. - explicitar, quando pertinente, os
métodos terapéuticos alternativos existentes". Solicita-se acrescentar esta informacéo para esclarecer ao
participante de pesquisa as alternativas ao tratamento proposto e sua participa¢ao ocorra de maneira
auténoma.

RESPOSTA: Correcao em destaque no item "Quais s80 os objetivos deste estudo” (paginas 1-2).

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.3. De acordo com a Resolugdo CNS n°® 466 de 2012, I&-se: "IV.3 - O Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido devera conter, obrigatoriamente: b) explicitagdo dos possiveis desconfortos e riscos decorrentes
da participagéo na pesquisa, além dos beneficios esperados dessa participagéo e apresentacao das
providéncias e cautelas a serem empregadas para evitar e/ou reduzir efeitos e
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condi¢cdes adversas que possam causar dano, considerando caracteristicas e contexto do participante da
pesquisa"” e "ll.6 — dano associado ou decorrente da pesquisa - agravo imediato ou posterior, direto ou
indireto, ao individuo ou a coletividade, decorrente da pesquisa”. Solicita-se incluir no TCLE as providéncias
e cautelas a serem empregadas durante os procedimentos do estudo para evitar efou reduzir efeitos e
condi¢bes adversas, previamente sabidas, que possam causar dano ao participante de pesquisa.
RESPOSTA: Corre¢do em destaque nos itens "Quais sao os procedimentos do estudo” (pagina 4), "Quais
séo as minhas responsabilidades?" (paginas 4-5) e "Medicagdes proibidas" (pagina 7).

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA

1.4. Na pagina 7 de 9, l1é-se: “Sera dado tratamento médico necessario, caso ocorra eventuais danos,
mencionados ou n&o neste termo, relacionados aos procedimentos do estudo”. Solicita-se que seja
expresso de modo claro e afirmativo o direito de assisténcia integral gratuita devido a danos diretos/indiretos
e imediatos/tardios pelo tempo que for necessario ao participante da pesquisa, garantido pelo patrocinador
(Itens 11.3.1 e 11.3.2 da Resolugdo CNS n° 466 de 2012).

RESPOSTA: Correcdo em destaque no item "Serei compensado por danos relacionados ao estudo?"
(pagina 8).

ANALISE: O pesquisador afirma que "Sera dada assisténcia médica gratuita, caso ocorra eventuais danos,
mencionados ou hdo neste termo, relacionados aos procedimentos deste estudo”. Nao é possivel limitar o
tipo assisténcia ao participante da pesquisa, por exemplo, assisténcia médica. Dependendo do tipo de dano,
é possivel que o participante necessite de assisténcia de outros profissionais, como, por exemplo, da area
de Enfermagem, Fisioterapia, Psicologia, Nutricdo, Terapia Ocupacional, etc. A Resolugdo é clara em
afirmar que o pesquisador deve prestar assisténcia integral, e ndo apenas em uma determinada area. Por
outro lado, ndo é razoavel, do ponto de vista ético, limitar o tempo méximo em que sera prestada a
assisténcia ao participante de pesquisa em caso de danos. PENDENCIA NAO ATENDIDA.
RESPOSTA: Correcéo realizada em destaque no TCLE, no item "Serei compensado por danos relacionados
ao estudo?" (pagina 8).

ANALISE: PENDENGCIA ATENDIDA.

1.5. Na pagina 7 de 9, Ié-se: “Né&o ha previséo de reembolso ou qualquer tipo de recompensa financeira por

sua participacéo no estudo”. De acordo com a Resolugdo CNS n® 466 de 2012, |1&-se: "IV.3 - O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido devera conter, obrigatoriamente: g)
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explicitacdo da garantia de ressarcimento e como serdo cobertas as despesas tidas pelos participantes de
pesquisa e dela decorrentes”. Sendo assim, solicita-se incluir no TCLE a garantia de ressarcimento e o
modo como devera ser realizado o ressarcimento das despesas do participante da pesquisa e de seu
acompanhante, quando necessario (como exemplo pode-se citar o transporte e a alimentagdo), conforme os
itens 11.21 e IV.3.g da Resolugdo CNS n°® 466 de 2012,

RESPOSTA: Correcao em destaque no item "Serei pago ou reembolsado para participar deste estudo?"
(paginas 8).

ANALISE: O pesquisador afirma que "N&o ha previsao de reembolso ou qualquer tipo de recompensa
financeira por sua participagdo no estudo. Entretanto, o(a) senhor(a) podera solicitar vale-transporte e vale-
alimentacéo caso seja necessario nos dias em que for ao hospital realizar os procedimentos relacionados ao
estudo." N&o foi mencionado que esses beneficios devem ser estendidos aos acompanhantes, quando
esses sd0 necessarios. PENDENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA.

RESPOSTA: Corre¢ao realizada em destaque no TCLE, no item "Serei pago ou reembolsado para participar
deste estudo?" (pagina 8).

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.6. Solicita-se explicitar no TCLE o que é o placebo e qual a fungdo do uso do placebo no estudo.
RESPOSTA: Correcao em destaque no item "Qual o nimero de participantes no estudo e qual é a duragao
de minha participag&o?" (pagina 2).

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.7. Solicita-se que conste de maneira clara e afirmativa no TCLE que o pesquisador responsavel dara
acesso aos resultados de exames e de tratamento ao médico do participante ou ao préprio participante
sempre que solicitado efou indicado (Item II1.2.i da Resolugéo CNS n°® 251 de 1997).

RESPOSTA: Correcdo em destaque no item "Quem tera acesso aos meus registros médicos? Minhas
informagbes sdo confidenciais?" (pagina 8).

ANALISE: PENDENGCIA ATENDIDA.

1.8. Solicita-se que seja inserido no TCLE que a retirada do consentimento de guarda dos dados genéticos
humanos armazenado em bancos devera ser realizada POR ESCRITO E ASSINADA, e que dar-se-a a
qualquer tempo, sem prejuizo ao participante da pesquisa, com validade a partir da data da comunicagéo da
decisdo (Itens I11.6 e 11l.7, da Resoluggdo CNS n® 340 de 2004 e Item 10.1 da
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Resolugdo CNS n° 441 de 2011).
RESPOSTA: Corregdo em destaque no item "Quais sdo os procedimentos do estudo” (pagina 4).
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2. Quantos as informagdes contidas no arquivo intitulado "ORCAMENTO.pdf":

2.1. Solicita-se esclarecer a fonte que financiara a droga investigacional, o metotrexato. Se for o SUS, deve
ser anexada uma declaragdo de anuéncia do gestor responsavel em custear a pesquisa.

RESPOSTA: Todos os custos diretamente relacionados ao projeto (inclusive o metotexato) seréo cobertos
por meio do Termo de Qutorga e Aceitagdo de Auxilios ("Tematico FAPESP" - processo 2014/03742-0),
outorgado ao Prof. Dr. Raul Cavalcante Maranh&o. Cépia do documento segue em anexo.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.2. Alguns itens do Orgamento ser&o fornecidos por unidades publicas. Solicita-se declaragdo de anuéncias
dos respectivos responsaveis.

RESPOSTA: Conforme referido no item 2.1, todos os custos diretamente envolvidos no projeto, incluindo o
medicamento em estudo e exames de ressonancia magnética, entre outros, serdo cobertos por meio do
Termo de Qutorga e Aceita¢ao de Auxilios ("Tematico FAPESP" - processo 2014/03742-0), outorgado ao
Prof. Dr. Raul Cavalcante Maranh&o. Portanto, ndo serdo fomecidos gratuitamente pelas unidades publicas.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.3. Solicita-se esclarecer a abreviagdo DBR.

RESPOSTA: DER refere-se 4 empresa M. Di Buono Riato Eireli (CNPJ: 01.154.761/0001-60). Corregao em
destaque no arquivo ORCAMENTO_MODIFICACOES_EM_DESTAQUE.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideracées Finais a critéric da CONEP:

Diante do exposto, a Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuigdes
definidas na Resolugé&o CNS n® 466 de 2012 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovagéo do projeto de pesquisa proposto.

Situacdo: Protocolo aprovado.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

&

A -

T

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO P | 02/01/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 91707 1.pdf 16:20:49
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO P | 02/01/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 917071 pdf 16:10:46
Outros RESPOSTA_CONEP_JANEIRO_2018.p| 02/01/2018 |José Carlos Nicolau Aceito

df 16:09:23
TCLE f Termos de | TCLE_modificacoes _em_destaque_JAN] 02/01/2018 |José Carlos Nicolau Aceito
Assentimento / EIRO_2018.pdf 16:03:54
Justificativa de
Auséncia
Outros TERMO_DE_OUTORGA_TEMATICO_[0 06/12/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
R _RAUL MARANHAO.pdf 14:29:49
Quitros RESPOSTA_CONEP_DEZ_2017.pdf 06/12/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
14:16:43
Orgamento ORCAMENTO_modificacoes_em_desta| 06/12/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
que DEZEMBRO 2017.pdf 14:15:23
Outros RESPOSTA_CAPPESQ.pdf 21/08/2017 |GRAZIELE PEREIRA] Aceito
14:39:43  |LUNAS
Qutros PROJETO_modificacoes_em_destaque | 21/08/2017 |GRAZIELE PEREIRA] Aceito
agosto 2017 .doc 14:38:55 LUNAS
Outros SDC_4508_17_008_CO_ASSINADO.pd] 24/05/2017 |GRAZIELE PEREIRA] Aceito
f 08:28:00 |LUNAS
Folha de Rosto SDC_4508_17_008_FR_ASSINADA pdf] 24/05/2017 |GRAZIELE PEREIRA] Aceito
08:27:40 |LUNAS
OQutros PARECER_PARTE_I.doc 11/05/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
15:59:38
Quitros PARECER_SCOC_anonimizado_SDC4 | 11/05/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
508 17_008.pdf 15:59:02
Qutros CADASTRO_HC_ONLINE.pdf 11/05/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
15:58:15
Qutros ANEXO_A pdf 11/05/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
155727
Projeto Detalhado/ |PROJETO_modificacoes_em_destaque.] 11/05/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
Brochura doc 15:55:06
Investigador

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Enderego:
Bairro: Asa Norte
UF: DF

Telefone: (61)3315-5878

Municipio:

CEP: 70.750-521
BRASILIA

E-mail:

SEPN 510 NORTE, BLOCO A 3° ANDAR, Edificio BEx-INAN - Unidade |l - Ministério da Salde

conep@saude.gov.br
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BRASILIA, 30 de Janeiro de 2018

Assinado por:
Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Efeito do metotrexato camreado por nanoemulséo lipidica no remodelamento ventricular
esquerdo poés infarto agudo do miocardio com supradesnivel do segmento ST.

Pesquisador: José Carlos Nicolau

Area Tematica: A critério do CEP

Versdo: 6

CAAE: 68743417.5.0000.0068

Instituicdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAQ PAULO

DADOS DO PARECER

Nlmero do Parecer: 4.024 395

Apresentagdo do Projeto:

As informacdes elencadas nos campos "Apresentacéao do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa" e "Avaliagao dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do arquivo Informagdes Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMAGCOES_BASICAS_1492390_E1.pdf, gerado em 18.12.2019).

INTRODUGAQ

Inflamacgdo e remodelamento ventricular esquerdo no infarto:

Ainflamagdo é extremamente importante na fisiopatologia da aterosclerose e da aterotrombose(1), assim
como no pés-infarto agudo do miocardio com supradesnivel do segmento ST (IAMCSST), onde participa
ativamente do processo de remodelamento ventricular esquerdo (RVE).(2)

A reperfusdo precoce bem-sucedida é altamente eficaz para limitar a necrose tissular e melhorar desfechos
no IAMCSST, mas, em muitos casos, ocorre comprometimento residual da microcirculagéo, fenémeno
também relacionado a inflamacéo, piora o RVE, mesmo na presenca de fluxo TIMI 3.(3) Adicionalmente, a
inflamagao pode se estender para o miocardio remoto ndo infartado, o que também pode contribuir para pior
RVE.(4) Como demonstrado por Westman et al. em reviséo recente, apesar do tamanho do infarto estar
relacionado ao desenvolvimento de RVE positivo (“mau” RVE), alguns pacientes com infartos relativamente
pequenos também apresentam
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esse padréo. Assim sendo, além do tamanho do IAM, diferengas individuais na resposta inflamatéria, talvez
em parte genética, epigenética, ambiental ou patogenicamente moduladas, também parecem contribuir para
o desenvolvimento (ou ndo) do RVE positivo.(5)

O uso de biomarcadores inflamatérios para predizer risco, monitorar tratamentos e guiar terapias tem
mostrado bom potencial de aplicabilidade clinica. Por exemplo, estudos em prevengéo primaria e secundéria
de doenga cardiovascular (DCV) mostraram que individuos com menores niveis de proteina C ultrassensivel
(PCR-us) tém melhores desfechos clinicos do que aqueles com niveis elevados. (6, 7, 8, 9, 10, 11)

Existe, portanto, um racional favoravel ac uso de terapias anti-inflamatérias como coadjuvantes as terapias
de reperfuséo, no sentido de atenuar ou prevenir a disfung&o ventricular esquerda pos-IAM.(5)

Metotrexato e as nanoemulsdes lipidicas:

Dentre as terapias anti-inflamatérias existentes no mercado, o metotrexato (MTX) & uma das mais utilizadas,
principalmente no tratamento das doengas reumatdgicas e oncoldgicas. Este farmaco, comprovadamente,
reduz os niveis de varios biomarcadores inflamatoérios, como PCR-us, interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral (TNF)(12), sem afetar negativamente o perfil lipidico, homocisteina, niveis glicémicos ou presséo
arterial.(13) Além disso, existem estudos mostrando que o MTX atua liberando diretamente e indiretamente
adenosina,(12,14) o que pode ser especialmente Util em pacientes infartados.(15,16)

Em revisdo sistematica com doentes reumatolégicos (incluindo artrite reumatdide, psoriase ou poliartrite), o
MTX se associou a um risco 21% menor de DCV e 18% menor de |IAM, sugerindo que o uso deste
medicamento pode reduzir o risco cardiovascular de forma significativa.(17) Para explorar esta opgédo de
tratamento, o estudo CIRT (Cardiovascular Inflammation Reduction Trial) foi desenhado para avaliar o efeito
do MTX na prevencdo secundéria de pacientes portadores de doencga coronariana estavel e alto risco para
eventos isquémicos. Este estudo, patrocinado pelo governo norte-americano (NIH), estd em andamento no
momento.(18,19)

No sentido de manter o seu efeito benéfico e, a0 mesmo tempo, melhor controlar os efeitos colaterais
potenciais do MTX(20,21), Moura et al. desenvolveram uma nova formulagéo utilizando um derivado
lipofilico do MTX, o didodecil metotrexato (ddMTX), associado a uma nanoemulséo lipidica (ddMTX-
LDE).(22) Nanoemulsdes lipidicas (LDE) que se ligam a receptores de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) foram primeiramente desenvolvidas e estudadas no cenario oncologico por Maranhéo et al., que
demonstrou que os agentes quimioterapicos associados ao LDE séao
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concentrados nos tecidos com superexpressao de receptores de LDL, diminuindo a toxicidade do
tratamento. Esta nanoemulséo ja foi testada em pacientes com leucemia aguda(23), mieloma multiplo(23) e
linfoma Hodgkin e n&o- Hodgkin(25), demonstrando que a LDE é absorvida por células malignas com
elevado numero de receptores LDL e que pode ser utilizada como veiculo para administragdo de
medicagbes com alta eficiéncia.

Moura et al. demonstraram que a formulagdo ddMTX-LDE é estavel e sua absor¢&o pelas células
neopléasicas in vitro foi melhor do que a preparagdo comercial do MTX, com menor toxicidade
hematologica.(22) Mello et al., testando ddMTX-LDE intravenoso em coelhos, demonstraram que os efeitos
anti-inflamatdrios na sindvia das articulagdes com artrite foram melhores que a preparagdo comercial do
MTX, sendo estes resultados relacionados & maior absorgdo de MTX pelas articulagdes quando o
medicamento € associado a LDE.(26)

Finalmente, Bulgarelli et al. demonstraram que, em coelhos alimentados com dieta rica em colesterol, o
ddMTX-LDE reduziu a formagac de lestes ateroscleréticas e a inflamagao vascular.(27) Especificamente no
cenario de |AM, Maranh&o et al., estudando ratos Winstar tratados com LDE isolado, MTX comercial ou
ddMTX-LDE, encontraram significativa melhora no RVE e no diminuicdo do tamanho do infarto no grupo
ddMTX-LDE, em comparagédo com os grupos MTX comercial e LDE isolado.(28) Entretanto, apesar do
racional bastante atraente, e das evidéncias previamente apresentadas, nada se sabe sobre o papel do
ddMTX-LD no RVE e tamanho do infarto em humanos, foco principal do presente projeto de investigagao.

HIPOTESE

O LDE-ddMTX é superior ao LDE-placebo em relag&o ao remodelamento ventricular esquerdo aos 3 meses
de seguimento, levando em conta o volume diastélico final do ventriculo esquerdo (VDFVE) avaliado pela
ressonéncia nuclear magnética cardiaca (RMC).

METODOLOGIA

Estudo prospectivo, randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, “prova de conceito”. Pacientes com
primeiro IAMCSST de parede anterior serdo randomizados com 42 dias ap6s o inicio dos sintomas para
receber LDE-ddMTX 40 mg/m2 IV ou LDE-placebo (particula de LDE sem medicagéo associada) uma vez
por semana por 6 semanas. Todos os participantes do estudo receber&o adicionalmente acido félico 5 mg
via oral, uma vez por semana, um dia apés a administragdo da medicacédo do estudo. Os desfechos
primarios e os secundarios levardo em conta os dados obtidos pela RMC, e as amostras sanguineas para
realizagéo dos exames laboratoriais
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serdo coletadas conforme fluxograma em anexo.

Os pacientes serdo submetidos a avaliagdes clinicas e laboratoriais cuidadosas de seguranga conforme
fluxograma e plano de visitas pré-determinados.

Avaliagdes de seguranga incluiréo avaliagdo de efeitos colaterais, testes laboratoriais, condigdes clinicas
associadas e procedimentos médicos planejados que necessitem suspenséo da medicacéo do estudo.
Estas visitas também incluirdo triagem de ocorréncia de eventos clinicos de interesse especial. Um
algoritmo de suspenséo da medicagdo do estudo, baseado nas avaliagdes clinicas e laboratoriais, sera
seguido de forma padronizada.

Analises interinas pré-especificadas serdo realizadas de forma aberta por um investigador independente
quando 20% e 50% dos participantes do estudo forem incluidos.

CRITERIOS DE INCLUSAO

1. Idade > 18 anos e < 75 anos;

2. Pacientes com diagnoéstico de primeiro IAMCSST de parede anterior do tipo 1 caracterizado por: sintomas
isquémicos, nova elevacdo do segmento ST em pelo menos 2 derivagdes contiguas (0.25 mY em homens
com menos de 40 anos, 0,25 em homens com < 40 anos e 0.15 mY em mulheres nas derivagdes V2-V3
efou 0.1 mV em outras derivagdes anteriores ou blogueio de ramo esquerdo [BRE] novo) e marcadores de
necrose miocardica (troponina efou CKMB), com pelo menos um valor acima do percentil 99 do limite
superior de referéncia.

3. Submetidos a terapia de reperfuséo (trombdlise e/ou angioplastia).

4. Cineangiocoronariografia demonstrando terapia de reperfusdo bem-sucedida (fluxo Thrombolysis in
Myocardial Infarction [TIMI] 3) e obstrucéo residual na artéria “culpada” <50%, independentemente de ter
sido submetido ou n&o a intervengado coronaria percutanea.

5. Assintomaticos, sem sinais de descompensagéo clinica (FC < 100bpm, PAS > 90mmHg, sem medicagéo
vasoativa ou inotrépica parenteral, oximetria de pulso > 95% em ar ambiente).

6. Concordancia em assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

CRITERIOS DE EXCLUSAQ

1. Infarto prévio;

2. Taxa de filtrag&o glomerular estimada < 40 mL/min/1.73 m2;

3. Contraindicagdes para RMC: presenga de marcapasso definitivo, desfibrilador, implante ou fragmentos
metalicos cocleares, clipe metalico cerebral, claustrofobia, obesidade (acima de 150kg), impossibilidade de
decubito dorsal, incapacidade de manter 10 segundos de apneia.
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4. Histéria prévia de doenca crénica infecciosa (tuberculose, doenca fungica ou HIV);

5. Infecgo crénica por virus das hepatites B ou C;

6. Histéria de pneumonite intersticial, bronquiectasias ou fibrose pulmonar ou radiografia de térax dos
ultimos 12 meses com evidéncias destas afecgdes;

7. Histéria prévia de neoplasia maligna (néo basocelular), doenga mieloproliferativa ou linfoproliferativa nos
ultimos 5 anos;

8. Contagem de leucécitos < 4000/mm3, hematderito < 32%, ou contagem de plaquetas < 75000/mm3;

9. Alanina aminotransferase (ALT) < 2 vezes o limite superior da nomalidade;

10. Historia de abuso de alcool ou incapacidade/discordancia em limitar o consumo de alcool em 4 doses
por semana;

11. Gestacao ou lactacao;

12. Mulher em idade fértil, mesmo em uso de método contraceptivo;

13. Homens que pretendam ter filhos no periodo do estudo ou que se recusem a usar método contraceptivo;
14. Necessidade de uso de faimacos que alterem o metabolismo do folato (sulfametoxazol/tnmetropim) ou
reduzam a excreg¢do tubular {(probenecid) ou alergia conhecida a antibiéticos que leve a impossibilitar o uso
de trimetropim;

15. Indicagdo atual de uso de metotrexato;

16. Uso crénico de terapia com corticoide ou outros imunossupressores ou imunobiolégicos;

17. Derrame pericardico, derame pleural ou ascite conhecidos;

18. Insuficiéncia cardiaca classe |lI-IV New York Heart Association (NYHA);

19. Expectativa de vida < 1 ano;

20. Qualquer condicdo que aumente o risco de ndo aderéncia ou perda de acompanhamento.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVOS PRIMARIOS

Testar, em pacientes com primeiro IAMCSST de parede anterior, a hipétese de que o LDE-ddMTX é
superior ao LDE-placebo, em relagcdo ao remodelamento ventricular esquerdo, aos 3 meses de seguimento,
levando em conta o volume diastdlico final do ventriculo esquerdo (VDFVE) avaliado pela ressonancia
nuclear magnética cardiaca (RMC).

OBJETIVOS SECUNDARIOS
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1. Comparagéo entre os grupos LDE-ddMTX e LDE-placebo ao final do seguimento de 3 meses quanto aos
seguintes parametros, obtidos pela RMC:

- volume sistdlico final do ventriculo esquerdo (VSFVE);

- fracdo de ejeg¢do do ventriculo esquerdo (FEVE),

- massa ventricular esquerda (MVE);

- tamanho do infarto;

- percentual de individuos que apresentaram remodelamento positivo (aumento de 20% ou mais no VDFVE)
e reverso (10% de redugao no VSFVE).

2. Comparagéo entre os grupos LDE-ddMTX e placebo ao final do seguimento de 3 meses com relagéo as
seguintes variaveis de seguranca:

- Sintomas clinicamente significativos (estomatite nova ou persistente, vémitos, diarreia, tosse acompanhada
de febre sem causa determinada e dispneia);

- eventos adversos sérios (definidos como: eventos que resultem em morte, que necessitem hospitalizacao
ou prolongamento da hospitalizagdo, situagbes ameagadoras a vidas ou que resultem em
sequela/incapacidade persistente, ou ainda que resulte em ma-formagéo ou anomalia congénita; outros
eventos considerados sérios de acordo com julgamento médico apropriado);

- parametros hematologicos (hemoglobina, hematoécrito, leucécitos, contagem plaquetaria);

- marcadores de leséo hepatica (niveis de transaminases), bilirrubinas;

- fungdo renal (clearance de creatinina — método MDRD).

Avaliacéic dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

Riscos relacionados a pungdes venosas para coleta de sangue, infuséo de contraste e da medicag&o do
estudo. Raramente pode ocorrer reacdo adversa ao meio de contraste paramagnético utilizado paraa RMC,
incluindo nausea, cefaleia, reagéo alérgica. O metotrexato &€ uma medicagdo amplamente utilizada ha muitas
décadas e seus efeitos colaterais sdo bem conhecidos. A maioria das reagdes adversas é reversivel, se
precocemente identificadas e tratadas. Aquelas relatadas com mais frequéncia sé&o estomatite, diarreia,
nauseas, vomitos, inapeténcia, desconforto abdominal, cefaleia, tonturas, fadiga. Reagdes menos comuns
incluem leucopenia, anemia, plaquetopenia, alteracdo da funcéo hepatica e eventualmente renal, reagoes
alérgicas e alteragbes de pele. O acido fdlico é bem tolerado, especialmente em baixa dose semanal.
Eventualmente, pode causar algum desconforto gastrointestinal e muito raramente reacéo alérgica. Para
maior seguranga durante o estudo, serdo realizadas avaliagdes clinicas e exames laboratoriais
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antes da administracdo de cada dose da medicacdo do estudo, com o objetivo de evitar e detectar com
antecedéncia qualquer alteragdo que possa trazer prejuizo & salide do paciente. Ndo existem efeitos
colaterais relatados com o uso da nanoemulséo lipidica isoladamente, sem medicacdo associada, j& que
esta particula funciona apenas como um meio de transporte para a medicag&o propriamente dita.

BENEFICIOS

De acordo com a meta principal do estudo, é esperada melhora significativa no remodelamento ventricular
esquerdo com o uso do metotrexato. Se esta hipotese for confirmada, é esperado que o paciente se
beneficie importantemente no longo prazo, com diminuigdo na incidéncia de insuficiéncia cardiaca, com
consequente melhora na qualidade de vida e sobrevida.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
EMENDA 01

As alteragdes realizadas na presente emenda foram:

1. EXTENSAO DO CRONOGRAMA — verséo de 18 de dezembro de 2019.
Razé&o principal para alteragéo: segundo o pesquisador responséavel, houve a necessidade de prorrogacédo
do cronograma, para até dezembro de 2021.

2. PROJETO DETALHADO — versdo novembro de 2019.
Raz&o principal para alteragdo: inclusio/atualizagio de alguns itens que ndo constavam na verséo anterior
do projeto detalhado, a saber:

- No item "Pesquisadoras Executantes" — acréscimo de "Rocio Salsoso Rodriguez".

- No item "Co-Pesquisadores" — acréscimo de "Vanessa Maria Gomes Taques Fonseca Baldo".

- Acréscimo do item "1.3. Adenosina como mediador dos efeitos anti-inflamatérios do metotrexato”.

- Acréscimo do item "1.4. Resisténcia ao metotrexato: Papel de CD39 e CD73 nos linfécitos T reguladores".
- No item "2. Objetivos", subitem "2.3 Analises exploratorias”, acréscimo da expressao "(via receptores do
ADP),", noitem 2.3.3; e inclusédo dos seguintes subitens:
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"2.3.4 Avaliar, nos grupos ddMTX-LDE e placebo-LDE, os niveis plasmaticos de adenosina antes da
primeira dose da medicagdo do estudo, 2 a 4 dias ap6s a primeira dose e ap6s a Ultima dose da medicagéo
do estudo.

2.3.5 Avaliar, nos grupos ddMTX-LDE e placebo-LDE, os niveis de interleucina-10 (IL-10), interleucina-6 (IL-
6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), antes da primeira dose da medicagéo do estudo, 2 a 4 dias apos
a primeira dose e apés a Ultima dose da medicagéo do estudo. As medidas basais (antes da primeira dose
da medicagéo do estudo) serdo comparadas com as medidas de uma populagdo de individuos sem infarto
prévio do protocolo de pesquisa intitulado “Agregacaoc e antiagregagao plaquetaria em paciente com doenga
arterial coronariana” (SDC 4086/12/066, Tematico FAPESP 2014/01021-4; CAAE 35079514.8.0000.0068;
ClinicalTrials.gov NCT03632785 ).

2.3.6 Avaliar a agregabilidade plaquetéria pela via da ADP (adenosina difosfato) e do e pela via do acido
aracdénico nos grupos ddMTX-LDE e placebo-LDE antes da primeira dose da medicagdo do estudo, 2 a 4
dias ap6s a primeira dose € ap6s a Ultima dose da medicagdo do estudo.

2.3.7 Avaliar, nos grupos ddMTX-LDE e placebo-LDE, a populagdo de linfécitos T reguladoras antes da
primeira dose, ap6s a Ultima dose da medicacdo do estudo e ao final do seguimento de 3 meses. A
populagao de linfécitos T reguladores antes da primeira dose da medicagdo do estudo serd comparada com
a populagéo dos linfécitos T reguladores provenientes de individuos sem infarto prévio do protocolo de
pesquisa intitulado "Agregacdo e antiagregagao plaquetaria em paciente com doenga arterial coronariana”
(SDC 4086/12/066; Tematico FAPESP 2014/01021-4; CAAE 35079514.8.0000.0068; ClinicalTrials.gov
NCT03632785 ).

2.3.8 Avaliar, nos grupos ddMTX-LDE e placebo-LDE, a expresséo e atividade das enzimas CD39 e CD73
dos linfécitos T antes da primeira dose e apés a Ultima dose da medicagdo do estudo e ao final do
seguimento de 3 meses.".

- Nos critérios de inclusdo, acréscimo do item "5.21 Infecgdo ativa".

- No item "9. Metodologia dos exames", subitem "9.1.1 Multiplate® (Multiple Electrode Aggregometry -
Roche)", acréscimo da expresséo "e pela via do acido aracdénico (ASPI-test)."; e inclusdo dos seguintes
subitens:

"9.1.20. Interleucina-10 (IL-10), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-): O RNA total sera
isolado usando reativo de TRIzol (Thermo Fisher). O cDNA sera sintetizado por transcrigéo reversa através
do reagente supermix transc reversa supercript (Thermo Fisher). cDNA serdao usados para quantificar a
expressao de IL-10, IL-6 e TNF- por tempo real PCR usando um SYBR Green PCR Master Mix num Real-
Time PCR System. GAPDH seré usado como controle interno.
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9.1.21. Adenosina: um volume de 7,5 mL de sangue seré coletado diretamente em uma seringa
heparinizada de 10 mL contendo 2,5 mL de solugdo fixadora com inibidores da formag&do da adenosina (100
micromol/L dipiridamol e 2,5 mol/L EHNA). A mistura do sangue com a solucéo fixadora ocorre pelo efeito de
succdo durante a coleta. Imediatamente ap6s, o sangue é centrifugado (0°C, 3.000 rpm por 20 min), o
plasma & entdo removido e desproteinizado por meio de nova centrifugagdo para massa molecular de
25.000. A concentragao plasmatica de adenosina sera determinada por técnica de cromatografia liquida
isocratica de alta performance (HPLC) e os resultados expressos na unidade nmol/L.

9.1.22. Isolamento dos linfécitos T reguladores. Uma amostra de 20mL de sangue total heparinizada sera
coletada. As células mononucleares periféricas do sangue (do inglés, peripheral blood mononuclear cells -
PBMC) seréo separadas por centrifugagdo em gradiente de densidade de Ficoll. A contagem total de
linfécitos seré realizada de acordo com métodos padréo por microscopia e as PBMC serdo criopreservadas
para as analises mais aprofundadas. Posteriormente, os PBMC serdo descongelados, lavados e corados
com anticorpos monoclonais anti-humanos titulados em camundongos para CD3, CD4 (clone SK3), CD8
(clone TUBB), CD73 (clone AD2), CD15 (clone W6BD3), CD11b (clone ICRF44), CD11c (clone B-ly6) ou
Foxp3 (clone PCH101) e serdo conjugadas com FITC, PE, PE-Cy5, PE-Cy7 ou APC. Para a coloracédo
intracelular de Foxp3, as células serdo lavadas, fixadas e permeabilizadas com tampdo de coloracéo Foxp3
imediatamente apds coloragéo de superficie. A citometria de fluxo serd realizada em FACSCanto-I|
Citémetro e sera utilizado o FlowJo 9.1 sotfware para a anélise.

9.1.23. Atividade da CD39 e CD73 nos T reguladores. As atividades das enzimas CD39 e CD73 serdo
realizadas pelo ensaio verde de malaquita. As células serao incubadas no meio RPMI 1640 contendo 1
mmol/L de ADP em uma placa de 48 pogos a 37°C por 1h. Sera adicionada uma solug&o de corante verde
malaquita e apds 30 min a temperatura ambiente a densidade 6ptica sera medida a 650 nm, e a quantidade
de fosfato inorgénico liberado seréa calculado a partir de uma curva padréo de fosfato preparada em paralelo
(10-10.000 pM de K2P0O4).".

- No item "12. Referéncias Bibliograficas", acréscimos de novas referéncias (da referéncia n°® 38 a referéncia
n®51).

- Inclusdo do item "2 Plano de visitas", nas paginas 23 e 24, de 25 (arquivo intitulado
"PROJETO_versao_riscada.docx", postado em 18.12.2019).

Consideracées sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
Verificar item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes".
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Recomendagoes:
Verificar item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Trata-se de analise de respostas ao parecer pendente (emenda) n° 3.944 840 emitido pela Conep em
13/04/2020:

1. Apesar das alteragbes propostas por esta emenda nao implicarem em risco adicional aos
pacientes/participantes, conforme informado pelo pesquisador responsavel (na pagina 11 de 12, no item 3,
do documento "formulario_emenda_novembro_2019.pdf", postado em 18.12.2019), e fundamentado pelo
principio ético da autonomia ao participante da pesquisa (que tem o direito de ser informado acerca de todos
os procedimentos a que estd sendo submetido no estudo, conforme preconizado no item |V.3.a da
Resolugéo CNS n° 466 de 2012), solicita-se que elas sejam informadas no TCLE, que, consequentemente,
devera ser atualizado e apresentado ao sistema CEP/Conep para nova apreciacao ética (Resolugdo CNS n°
466 de 2012, item 11l.1.a).

RESPOSTA: Segue nova versao do TCLE para analise.

ANALISE: Pendéncia Atendida.

2. Ainda, em conformidade com a Carta n. 17 — SEI/2017-CONEP/SECNS/MS, de 26 de julho de 2017, é
preciso que a nova versdo do TCLE aprovada pelo Sistema CEP/Conep seja apresentada ao participante de
pesquisa ja incluido no estudo, para fins de novo consentimento. Cabe ao pesquisador repetir o processo de
obtengdo do consentimento livre e esclarecido, necessario para que a nova verséo do TCLE seja aprovada
inclusive, &€ necessario pontuar a coleta de novas amostras com especial destaque as alteragdes contidas
na nova versdo do TCLE, de modo que, ao final do processo, o participante se manifeste quanto a sua
anuéncia ou néo frente a continuidade da participacéo na pesquisa. Solicita-se anexar declaragéo de
compromisso dessa apresentagao.

RESPOSTA: Declaragdo anexada junto a esta carta resposta.

ANALISE: Pendéncia Atendida.

Consideracdes Finais a critéric da CONEP:

Diante do exposto, a Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuigbes
definidas na Resolucdo CNS n® 466 de 2012 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovagéo da emenda proposta ao projeto de pesquisa.

Situacdo: Emenda aprovada.

Enderego: SRTVN 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br

Pagina 10de 12



ANEXOs - 109

CO'IVIISSAO NACIONAL DE
ETICA EM PESQUISA

Continuagéo do Parecer: 4.024.395

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

A -

Qo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_149239 23/04/2020 Aceito
do Projeto 0 E1.pdf 16:05:24
TCLE /Termosde |TCLE versao 2 abril_2020_DESTAQU| 23/04/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
Assentimento / E.doc 16:04:52 | Santana Martinho
Justificativa de
Auséncia
TCLE f Termos de | TCLE_versao_2 abril_2020.doc 23/04/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
Assentimento / 16:04:32 |Santana Martinho
Justificativa de
Auséncia
Qutros PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 23/04/2020 |Elaine Lagonegro Aceito

CONEP 3944840 E1.pdf 16:04:08 | Santana Martinho
Quitros declaracao_reconsentimento.pdf 23/04/2020 | Elaine Lagonegro Aceito
16:03:54 | Santana Martinho
Qutros declaracao_reconsentimento.docx 23/04/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
16:03:38 | Santana Martinho
Qutros carta_resposta_4508 conep.pdf 23/04/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
16:03:23 | Santana Martinho
Qutros carta_resposta_4508_conep.docx 23/04/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
16:03:06 | Santana Martinho
Qutros formulario_emenda_novembro_2019.pdf] 18/12/2019 |Elaine Lagonegro Aceito
18:43:37 | Santana Martinho
Projeto Detalhado / | PROJETO_versao_novembro_2019.doc] 18/12/2019 |Elaine Lagonegro Aceito
Brochura X 18:39:33 | Santana Martinho
Investigador
Projeto Detalhado / | PROJETO_versao_riscada.docx 18/12/2019 | Elaine Lagonegro Aceito
Brochura 18:39:23 | Santana Martinho
Investigador
Qutros cronograma.pdf 18/12/2019 |Elaine Lagonegro Aceito
18:36:36 | Santana Martinho
Qutros carta_emenda_novembro_2019 pdf 18/12/2019 | Elaine Lagonegro Aceito
18:36:24 | Santana Martinho
Qutros RESPOSTA CONEP_JANEIRCO_2018.p] 02/01/2018 |José Carlos Nicolau Aceito
df 16:09:23
TCLE f Termos de | TCLE_modificacoes em_destaque_JAN] 02/01/2018 |José Carlos Nicolau Aceito
Assentimento / EIRO_2018.pdf 16:03:54
Justificativa de
Auséncia
Qutros TERMO_DE_OUTORGA_TEMATICO_[4 06/12/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
R_RAUL MARANHAO.pdf 14:29:49
Qutros RESPOSTA _CONEP_DEZ_2017.pdf 06/12/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
14:16:43
Orgamento ORCAMENTO_modificacoes_em_desta| 06/12/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
gue DEZEMBRO 2017.pdf 14:15:23
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A -

Qo

Outros RESPOSTA_CAPPESQ.pdf 21/08/2017 |GRAZIELE PEREIRA] Aceito
14:39:43  |LUNAS
Qutros PROJETO_modificacoes_em_destaque | 21/08/2017 |GRAZIELE PEREIRA] Aceito
agosto 2017 doc 14:38:55 |LUNAS
Outros SDC_4508_17_008_CO_ASSINADO.pd] 24/05/2017 |GRAZIELE PEREIRA] Aceito
f 08:28:00 |LUNAS
Folha de Rosto SDC_4508_17_008_FR_ASSINADA pdf] 24/05/2017 |GRAZIELE PEREIRA] Aceito
08:27:40 |LUNAS
Qutros PARECER_PARTE_|.doc 11/05/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
15:59:38
Qutros PARECER_SCQOC_anonimizado_SDC4 | 11/05/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
508 17 008.pdf 15:59:02
Qutros CADASTRO_HC_ONLINE.pdf 11/05/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
15:58:15
Quitros ANEXO_A pdf 11/05/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
15:57:27
Projeto Detalhado / | PROJETO_meodificacoes_em_destaque.] 11/05/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
Brochura doc 15:55:06
Investigador

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Enderego:
Bairro: Asa Norte
UF: DF

Telefone:

Municipio:
(61)3315-5877

BRASILIA, 13 de Maio de 2020

Assinado por:

Jorge Alves de Almeida Venancio

(Coordenador(a))

SRTVN 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar

CEP: 70.719-040
BRASILIA

E-mail:

conep@saude.gov.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Efeito do metotrexato camreado por nanoemulséo lipidica no remodelamento ventricular
esquerdo poés infarto agudo do miocardio com supradesnivel do segmento ST.

Pesquisador: José Carlos Nicolau

Area Tematica: A critério do CEP

Versdo: 8

CAAE: 68743417.5.0000.0068

Instituicdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAQ PAULO

DADOS DO PARECER

Nlmero do Parecer: 4.619.298

Apresentagdo do Projeto:

As informagdes contidas nos campos "Apresentagéo do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa" e "Avaliagéo dos
Riscos e Beneficios" foram obtidas dos documentos contendo as Informagdes Béasicas da Pesquisa
(PB_INFORMAGCOES_BASICAS_1651002_E2.pdf de 24/02/2021) e do Projeto Detalhado.

INTRODUCAO

Inflamagao e remodelamento ventricular esquerdo no infarto: A inflamagao € extremamente importante na
fisiopatologia da aterosclerose e da aterotrombose(1), assim como no poés-infarto agudo do miocardio com
supradesnivel do segmento ST (IAMCSST), onde participa ativamente do processo de remodelamento
ventricular esquerdo (RVE).(2) A reperfuséo precoce bem-sucedida é altamente eficaz para limitar a necrose
tissular e melhorar desfechos no IAMCSST, mas em muitos casos ocorre comprometimento residual da
microcirculagao, fendmeno também relacionado a inflamagao, piora 0 RVE, mesmo ha presenga de fluxo
TIMI 3.(3) Adicionalmente, a inflamagdo pode se estender para o miocardio remoto ndo infartado, o que
também pode contribuir para pior RVE.(4) Como demonstrado por VWestman et al em revisdo recente,
apesar do tamanho do infarto estar relacionado ao desenvolvimento de RVE positive (‘mau” RVE), alguns
pacientes com infartos relativamente pequenos também apresentam esse padrédo. Assim sendo, além do
tamanho do IAM,
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diferengas individuais na resposta inflamatéria, talvez em parte genética, epigenética, ambiental ou
patogenicamente moduladas, também parecem contribuir para o desenvolvimento (ou nédo) do RVE
positivo.(5) O uso de biomarcadores inflamatérios para predizer risco, monitorar tratamentos e guiar terapias
tem mostrado bom potencial de aplicabilidade clinica. Por exemplo, estudos em prevengdo primaria e
secundaria de doenga cardiovascular (DCV) mostraram que individuos com menores niveis de proteina C
ultrassensivel (PCR-us) tém melhores desfechos clinicos do que aqueles com niveis elevados. (6, 7, 8, 9,
10, 11) Existe, portanto, um racional favoravel ao uso de terapias anti-inflamatoérias como coadjuvantes as
terapias de reperfuséo, no sentido de atenuar ou prevenir a disfung¢éo ventricular esquerda pés-IAM.(5) 1.2.
Metotrexato e as nanoemulsdes lipidicas: Dentre as terapias anti-inflamatérias existentes no mercado, o
metotrexato (MTX) & uma das mais utilizadas, principalmente no tratamento das doengas reumatégicas e
oncologicas. Este farmaco reduz comprovadamente reduz os niveis de véarios biomarcadores inflamatérios,
como PCR-us, interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF)12), sem afetar negativamente o perfil
lipidico, homocisteina, niveis glicémicos ou presséo arterial.(13) Além disso, existem estudos mostrando que
o MTX atua liberando diretamente e indiretamente adenosina,(12,14) o que pode ser especialmente Gtil em
pacientes infartados.(15,16) Em reviséo sistematica com doentes reumatolégicos (incluindo artrite
reumatoide, psoriase ou poliartrite), o MTX se associou a um risco 21% menor de DCV e 18% menor de
IAM, sugerindo que o uso deste medicamento pode reduzir o risco cardiovascular de forma
significativa.(17)Para explorar esta opgdo de tratamento, o estudo CIRT (Cardiovascular Inflammation
Reduction Trial) foi desenhado para avaliar o efeito do MTX na prevenc¢do secundéaria de pacientes
portadores de doenca coronariana estavel e alto risco para eventos isquémicos. Este estudo, patrocinado
pelo governo norte-americano (NIH), esta em andamento no momento.(18,19) No sentido de manter o seu
efeito benéfico e, ao mesmo tempo, melhor controlar os efeitos colaterais potenciais do MTX(20,21) (anexo
4), Moura et al desenvolveram uma nova formulagao utilizando um derivado lipofilico do MTX, o didodecil
metotrexato (ddMTX), associado a uma nanoemulsdo lipidica (ddMTX-LDE).(22) Nanoemulsdes lipidicas
(LDE) que se ligam a receptores de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) foram primeiramente
desenvolvidas e estudadas no cenario oncologico por Maranh&o et al, que demonstrou que os agentes
quimioterapicos associados ao LDE s&@o concentrados nos tecidos com superexpresséo de receptores de
LDL, diminuindo a toxicidade do tratamento. Esta nanoemulsao ja foi testada em pacientes com leucemia
aguda (23), mieloma multiplo (23) e linfoma Hodgkin e ndo Hodgkin (25), demonstrando que a LDE é
absorvida por células malignas com elevado nimero de receptores LDL e que pode ser utilizada como
veiculo para administragdo de medicagdes com

Enderego: SRTVN 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br

Pagina 02de 10



ANEXOS - 113

COMISSAO NACIONAL DE = Plotbaformo
ETICA EM PESQUISA \-%yrofl

Continuagéo do Parecer: 4.619.298

alta eficiéncia.Moura et al demonstraram que a formulagdo ddMTX-LDE é estavel e sua absor¢do pelas
células neoplasicas in vitro foi melhor do que a preparagéo comercial do MTX, com menor toxicidade
hematolégica.(22) Mello et al, testando ddMTX-LDE intravenoso em coelhos, demonstraram que os efeitos
anti-inflamatorios na sindvia das articulagdes com artrite foram melhores que a preparagdo comercial do
MTX, sendo esses resultados relacionados & maior absor¢do de MTX pelas articulagdes quando o
medicamento é associado & LDE.(26) Finalmente, Bulgarelli et al demonstraram que, em coelhos
alimentados com dieta rica em colesterol, o ddMTX-LDE reduziu a formacao de lesdes ateroscleréticas e a
inflamagao vascular.(27) Especificamente no cenario de IAM, Maranhdo et al, estudando ratos Winstar
tratados com LDE isolado, MTX comercial ou ddMTX-LDE, encontraram significativa melhora no RVE e no
diminuigéo do tamanho do infarto no grupo ddMTX-LDE, em comparagéo com os grupos MTX comercial e
LDE isolado.(28) Entretanto, apesar do racional bastante atraente, e das evidéncias previamente
apresentadas, nada se sabe sobre o papel do ddMTX-LD no RVE e tamanho do infarto em humanos, foco
principal do presente projeto de investigagao.

HIPOTESE

O LDE-ddMTX é superior ao LDE-placebo em relag&o ao remodelamento ventricular esquerdo aos 3 meses
de seguimento, levando em conta o volume diastélico final do ventriculo esquerdo (VDFVE) avaliado pela
ressonéncia huclear magnética cardiaca (RMC).

METODOLOGIA

Estudo prospectivo, randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, “prova de conceito”. Pacientes com
primeiro IAMCSST de parede anterior serdo randomizados com 4+2 dias ap6s o inicio dos sintomas para
receber LDE-ddMTX 40 mg/m2 IV ou LDE-placebo {particula de LDE sem medicag¢éo associada) uma vez
por semana por 6 semanas. Todos os participantes do estudo receber&o adicionalmente acido félico 5 mg
via oral uma vez por semana, um dia apds a administragéo da medicacdo do estudo. Os desfechos
primarios e secundarios levardo em conta os dados obtidos pela RMC, e as amostras sanguineas para
realizagéo dos exames laboratoriais serdo coletadas conforme fluxograma em anexo. Os pacientes seréo
submetidos a avaliacdes clinicas e laboratoriais cuidadosas de seguranga conforme fluxograma e plano de
visitas pré-determinados. Avaliagdes de seguranca incluirdo avaliagdo de efeitos colaterais, testes
laboratoriais, condi¢des clinicas associadas e procedimentos médicos planejados que necessitem
suspensdo da medicagdo do estudo. Estas visitas também incluiréo triagem de ocorréncia de eventos
clinicos de interesse
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especial. Um algoritmo de suspensdo da medicacdo do estudo baseado nas avaliagdes clinicas e
laboratoriais sera seguido de forma padronizada. Analises interinas pré-especificadas serdo realizadas de
forma aberta por um investigador independente quando 20% e 50% dos participantes do estudo forem
incluidos.

CRITERIOS DE INCLUSAQ

1. |dade > 18 anos e < 75 anos;

2. Pacientes com diagnéstico de primeiro IAMCSST de parede anterior do tipo 1 caracterizado por: sintomas
isquémicos, nova elevacdo do segmento ST em pelo menos 2 derivagdes contiguas (0.25 mV em homens
com menos de 40 anos, 0,25 em homens com < 40 anos e 0.15 mV em mulheres nas derivagdes V2-V3
efou 0.1 mV em outras derivagdes anteriores ou bloqueio de ramo esquerdo [BRE] novo) e marcadores de
necrose miocardica (troponina efou CKMB) com pelo menos um valor acima do percentil 99 do limite
superior de referéncia.

3. Submetidos a terapia de reperfusao (trombolise e/ou angioplastia).

4. Cineangiocoronariografia demonstrando terapia de reperfusao bem-sucedida

(fluxo Thrombolysis in Myocardial Infarction [TIMI] 3) e obstrug&o residual na artéria “culpada” <50%,
independentemente de ter sido submetido ou n&o a intervengdo coronaria percuténea.

5. Assintomaticos, sem sinais de descompensagéo clinica (FC < 100bpm, PAS > 90mmHg, sem medicacéo
vasoativa ou inotrépica parenteral, oximetria de pulso > 95% em ar ambiente).

6. Concordancia em assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

CRITERIOS DE EXCLUSAO

1. Infarto prévio;

2. Taxa de filtrag&o glomerular estimada < 40 mL/min/1.73 m2;

3. Contraindicagdes para RMC: presencga de marcapasso definitivo, desfibrilador, implante ou fragmentos
metalicos cocleares, clipe metalico cerebral, claustrofobia, obesidade (acima de 150kg), impossibilidade de
decubito dorsal, incapacidade de manter 10 segundos de apnéia.

4. Historia prévia de doenga crénica infecciosa (tuberculose, doenga fungica ou HIV);

5. Infeccéo crénica por virus da hepatite B ou C;

6. Historia de pneumonite intersticial, bronquiectasias ou fibrose pulmonar ou radiografia de térax dos
tltimos 12 meses com evidéncias destas afeccdes;

7. Historia prévia de neoplasia maligna (ndo basocelular), doenga mieloproliferativa ou
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linfoproliferativa nos ultimos 5 anos;

8. Contagem de leucétcitos < 4000/mm3, hematderito < 32%, ou contagem de plaquetas < 75000/mm3;

9. Alanina aminotransferase (ALT) < 2 vezes 0 limite superior da nomalidade;

10. Histéria de abuso de alcool ou incapacidade/discordancia em limitar o consumo de alcool em 4 doses
por semana;

11. Gestacao ou lactacao;

12. Mulher em idade fértil, mesmo em uso de método contraceptivo;

13. Homens que pretendam ter filhos no periodo do estudo ou que se recusem a usar método contraceptivo;
14. Necessidade de uso de faimacos que alterem o metabolismo do folato (sulfametoxazol/tnmetropim) ou
reduzam a excregdo tubular (probenecid) ou alergia conhecida a antibiéticos que leve a impossibilitar o uso
de trimetropim;

15. Indicagdo atual de uso de metotrexato;

16. Uso crénico de terapia com corticoide ou outros imunossupressores ou imunobiolégicos;

17. Derrame pericardico, derame pleural ou ascite conhecidos;

18. Insuficiéncia cardiaca classe |lI-IV New York Heart Association (NYHA);

19. Expectativa de vida < 1 ano;

20. Qualquer condigdo que aumente o risco de ndo aderéncia ou perda de acompanhamento.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

Testar, em pacientes com primeiro IAMCSST de parede anterior, a hipétese de que o LDE-ddMTX é
superior ao LDE-placebo em relagdo ao remodelamento ventricular esquerdo aos 3 meses de seguimento,
levando em conta o volume diastélico final do ventriculo esquerdo (VDFVE) avaliado pela ressonancia
nuclear magnética cardiaca (RMC).

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Comparagéo entre os grupos LDE-ddMTX e LDE-placebo ao final do seguimento de 3 meses quanto aos
seguintes parémetros, obtidos pela RMC:

- volume sistdlico final do ventriculo esquerdo (VSFVE);

- fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE);

- massa ventricular esquerda (MVE);

- tamanho do infarto;
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- percentual de individuos que apresentaram remodelamento positivo (aumento de 20% ou mais ho VDFVE)
e reverso (10% de redugdo no VSFVE).

2. Comparacéo entre os grupos LDE-ddMTX e placebo ao final do seguimento de 3 meses com relagéo as
seguintes variaveis de seguranga:

- Sintomas clinicamente significativos (estomatite nova ou persistente, vémitos, diarreia, tosse acompanhada
de febre sem causa determinada e dispneia);

- eventos adversos sérios (definidos como: eventos que resultem em morte, que necessitem hospitalizacdo
ou prolongamento da hospitalizagédo, situa¢des ameacgadoras a vidas ou que resultem em
sequela/incapacidade persistente, ou ainda que resulte em mé-formagdo ou anomalia congénita; outros
eventos considerados sérios de acordo com julgamento médico apropriado);

- pardmetros hematoldgicos (hemoglobina, hematocrito, leucdcitos, contagem plaquetéria);

- marcadores de lesdo hepélica (niveis de transaminases), bilirrubinas; fungéo renal {clearence de creatinina
—método MDRD).

Avaliacdc dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

Riscos relacionados a pungdes venosas para coleta de sangue, infusédo de contraste e da medicagéo do
estudo. Raramente pode ocorrer reagac adversa ao meio de contraste paramagnético utilizado para a RMC,
incluindo ndusea, cefaléia, reacéo alérgica. O metotrexato & uma medica¢do amplamente utilizada ha muitas
décadas e seus efeitos colaterais s8o bem conhecidos. A maioria das rea¢des adversas sao reversiveis se
precocemente identificadas e tratadas. Aquelas relatadas com mais frequéncia séo estomatite, diarréia,
nauseas, vémitos, inapeténcia, desconforto abdominal, cefaleia, tonturas, fadiga. Rea¢des menos comuns
incluem leucopenia, anemia, plaguetopenia, alteragdo da fungéo hepatica e eventualmente renal, reagdes
alérgicas e alteragdes de pele. O acido félico & bem tolerado, especialmente em baixa dose semanal.
Eventualmente pode causar algum desconforto gastrointestinal e muito raramente reag¢do alérgica. Para
maior seguranga durante o estudo, serdo realizadas avaliagdes clinicas e exames laboratoriais antes da
administragao de cada dose da medicagao do estudo com o objetive de evitar e detectar com antecedéncia
qualquer alteragao que possa trazer prejuizo a salide do paciente. Ndo existem efeitos colaterais relatados
com ¢ uso da nanoemulséo lipidica isoladamente, sem medicagé@o associada, ja que esta particula funciona
apenas como um meio de transporte para a medicagdo propriamente dita.

BENEFICIOS
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De acordo com a meta principal do estudo, é esperada melhora significativa no remodelamento ventricular
esquerdo com o uso do metotrexate. Se esta hipo6tese for confirmada, & esperado que o paciente se
beneficie importantemente no longo prazo, com diminui¢&o na incidéncia de insuficiéncia cardiaca, com
consequente melhora na qualidade de vida e sobrevida.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
EMENDA 2

1. Projeto Detalhado - verséo de 20/10/2020
Razé&o principal para alteracgdo:

Incluséo de andlises interinas pré-especificadas para andlise de seguranga foram realizadas de forma aberta
por um investigador/estatistico independente com 20% e 50% dos participantes do estudo, que recomendou
a continuagao do estudo conforme o protocolo. Ambas ja foram enviadas ao Comité de Etfica em Pesquisa e
aprovadas. Entretanto, devido a atual pandemia causada pelo virus SARS-CoV-2, que dificultou a
continuidade do recrutamento dos pacientes, uma terceira analise interina, com 70% dos pacientes, sera
realizada pelo mesmo investigadorfestatistico independente, para avaliar possivel interrup¢ao do estudo por
critérios pré-estabelecidos de eficacia ou futilidade.

Consideracées sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:
Vide campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Recomendagbes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
N&o foram observados dbices éticos na emenda proposta.

Consideracées Finais a critéric da CONEP:

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuigbes
definidas na Resolugdo CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovagdo da emenda proposta ao projeto de pesquisa.

Situagdo: Emenda aprovada.

Enderego: SRTVN 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br

Pagina 07 de 10



ANEXOS - 118

COMISSAO NACIONAL DE = Plotbaformo
ETICA EM PESQUISA »%9«»»:

Continuagéo do Parecer: 4.619.298

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_165100] 24/02/2021 Aceito
do Projeto 2 E2.pdf 11:15:11
Qutros carta_emenda2.pdf 24/02/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
11:14:52 | Santana Martinho

Qutros carta_emenda2.docx 24/02/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
11:14:41 | Santana Martinho

Qutros form_emenda_outubro_2020.doc 22/10/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
18:30:57 | Santana Martinho

Projeto Detalhado / | PROJETO_versao_riscada_2020.docx 20/10/2020 | Elaine Lagonegro Aceito

Brochura 10:37:49 |Santana Martinho

Investigador

Projeto Detalhado / | PROJETO_versao_outubro_2020.docx 20/10/2020 | Elaine Lagonegro Aceito

Brochura 10:34:24 | Santana Martinho

Investigador

Quitros formulario_emenda_outubro_2020 pdf 20/10/2020 | Elaine Lagonegro Aceito
10:33:59 | Santana Martinho

TCLE fTermosde | TCLE_versao 2 abril_2020_DESTAQU| 23/04/2020 |Elaine Lagonegro Aceito

Assentimento / E.doc 16:04:52 |Santana Martinho

Justificativa de

Auséncia

TCLE /Termosde |TCLE_versao 2_abril_2020.doc 23/04/2020 |Elaine Lagonegro Aceito

Assentimento / 16:04:32 |Santana Martinho

Justificativa de

Auséncia

Qutros PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 23/04/2020 |Elaine Lagonegro Aceito

CONEP 3944840 E1.pdf 16:04:08 | Santana Martinho

OQutros declaracao_reconsentimento. pdf 23/04/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
16:03:54 | Santana Martinho

Qutros declaracao_reconsentimento.docx 23/04/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
16:03:38 | Santana Martinho

Qutros carta_resposta_4508_conep pdf 23/04/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
16:03:23 | Santana Martinho

Qutros carta_resposta_4508_ conep.docx 23/04/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
16:03:06 | Santana Martinho

Qutros formulario_emenda_novembro_2019.pdfl 18/12/2019 |Elaine Lagonegro Aceito
18:43:37 | Santana Martinho

Projeto Detalhado / | PROJETO_versao_novembro_2019.doc] 18/12f2019 |Elaine Lagonegro Aceito

Brochura X 18:39:33 | Santana Martinho

Investigador

Projeto Detalhado / | PROJETO_versao_riscada.docx 18/12/2019 |Elaine Lagonegro Aceito

Brochura 18:39:23 |Santana Martinho

Investigador

Qutros cronograma.pdf 18/12/2019 | Elaine Lagonegro Aceito
18:36:36 | Santana Martinho
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Qutros carta_emenda_novembro_2019 pdf 18/12/2019 | Elaine Lagonegro Aceito
18:36:24 | Santana Martinho
Outros RESPOSTA_CONEP_JANEIRO_2018.p| 02/01/2018 |José Carlos Nicolau Aceito
df 16:09:23
TCLE / Termos de | TCLE_modificacoes_em_destaque_JAN] 02/01/2018 |José Carlos Nicolau Aceito
Assentimento / EIRO_2018.pdf 16:03:54
Justificativa de
Auséncia
Outros TERMO_DE_OUTORGA_TEMATICO_[0 06/12/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
R RAUL MARANHAOQ.pdf 14:29:49
Qutros RESPOSTA _CONEP_DEZ_2017.pdf 06/12/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
14:16:43
Orgamento ORCAMENTO_modificacoes_em_desta| 06/12/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
que DEZEMBRO 2017.pdf 14:15:23
Outros RESPOSTA_CAPPESQ.pdf 21/08/2017 |GRAZIELE PEREIRA] Aceito
14:39:43  |LUNAS
Qutros PROJETO_modificacoes_em_destaque | 21/08/2017 |GRAZIELE PEREIRA] Aceito
agosto 2017.doc 14:38:55 LUNAS
Outros SDC_4508_17_008_CO_ASSINADO.pd] 24/05/2017 |GRAZIELE PEREIRA] Aceito
f 08:28:00 |LUNAS
Folha de Rosto SDC_4508_17_008_FR_ASSINADA pdf] 24/05/2017 |GRAZIELE PEREIRA] Aceito
08:27:40 |LUNAS
OQutros PARECER_PARTE_I.doc 11/05/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
15:59:38
Quitros PARECER_SCOC_anonimizado_SDC4 | 11/05/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
508 17 008.pdf 15:59:02
OQutros CADASTRO_HC_ONLINE.pdf 11/05/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
15:58:15
Qutros ANEXO_A pdf 11/05/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
15:57:27
Projeto Detalhado / | PROJETO_meodificacoes_em_destaque.] 11/05/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
Brochura doc 15:55:06
Investigador

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Enderego:
Bairro: Asa Norte
UF: DF

Telefone: (61)3315-5877

Municipio:

SRTVN 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar

CEP: 70.719-040
BRASILIA

E-mail:

conep@saude.gov.br
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Assinado por:
Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador(a))
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PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Efeito do metotrexato camreado por nanoemulséo lipidica no remodelamento ventricular
esquerdo poés infarto agudo do miocardio com supradesnivel do segmento ST.

Pesquisador: José Carlos Nicolau

Area Tematica: A critério do CEP

Versdo: 9

CAAE: 68743417.5.0000.0068

Instituicdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAQ PAULO

DADOS DO PARECER

Nlmero do Parecer: 5.195.734

Apresentagdo do Projeto:

As informagdes contidas nos campos "Apresentagéo do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa" e "Avaliagéo dos
Riscos e Beneficios" foram obtidas dos documentos contendo as Informagdes Béasicas da Pesquisa
(PB_INFORMAGCOES_BASICAS_1844827_E3.pdf de 18/10/2021) e do Projeto Detalhado.

INTRODUCAO

Inflamagao e remodelamento ventricular esquerdo no infarto: A inflamagao € extremamente importante na
fisiopatologia da aterosclerose e da aterotrombose(1), assim como no poés-infarto agudo do miocardio com
supradesnivel do segmento ST (IAMCSST), onde participa ativamente do processo de remodelamento
ventricular esquerdo (RVE).(2) A reperfuséo precoce bem-sucedida é altamente eficaz para limitar a necrose
tissular e melhorar desfechos no IAMCSST, mas em muitos casos ocorre comprometimento residual da
microcirculagao, fendmeno também relacionado a inflamagao, piora 0 RVE, mesmo ha presenga de fluxo
TIMI 3.(3) Adicionalmente, a inflamagdo pode se estender para o miocardio remoto ndo infartado, o que
também pode contribuir para pior RVE.(4) Como demonstrado por VWestman et al em revisdo recente,
apesar do tamanho do infarto estar relacionado ao desenvolvimento de RVE positive (‘mau” RVE), alguns
pacientes com infartos relativamente pequenos também apresentam esse padrédo. Assim sendo, além do
tamanho do IAM,
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diferengas individuais na resposta inflamatéria, talvez em parte genética, epigenética, ambiental ou
patogenicamente moduladas, também parecem contribuir para o desenvolvimento (ou nédo) do RVE
positivo.(5) O uso de biomarcadores inflamatérios para predizer risco, monitorar tratamentos e guiar terapias
tem mostrado bom potencial de aplicabilidade clinica. Por exemplo, estudos em prevengdo primaria e
secundaria de doenga cardiovascular (DCV) mostraram que individuos com menores niveis de proteina C
ultrassensivel (PCR-us) tém melhores desfechos clinicos do que aqueles com niveis elevados. (6, 7, 8, 9,
10, 11) Existe, portanto, um racional favoravel ao uso de terapias anti-inflamatoérias como coadjuvantes as
terapias de reperfusédo, no sentido de atenuar ou prevenir a disfungéo ventricular esquerda pos-1AM.(5).
Metotrexato e as nanoemulsdes lipidicas:

Dentre as terapias anti-inflamatérias existentes no mercado, o metotrexato (MTX) & uma das mais utilizadas,
principalmente no tratamento das doengas reumatogicas e oncoldgicas. Este farmaco reduz
comprovadamente reduz os niveis de varios biomarcadores inflamatorios, como PCR-us, interleucina-6 (IL-
6) e fator de necrose tumoral (TNF )(12), sem afetar negativamente o perfil lipidico, homocisteina, niveis
glicEmicos ou pressao arterial.(13) Além disso, existem estudos mostrando que o MTX atua liberando
diretamente e indiretamente adenosina,(12,14) o que pode ser especialmente util em pacientes
infartados.(15,16) Em revisdo sistematica com doentes reumatolégicos (incluindo artrite reumatoide,
psoriase ou poliartrite), o MTX se associou a um risco 21% menor de DCV e 18% menor de IAM, sugerindo
que o uso deste medicamento pode reduzir o risco cardiovascular de forma significativa.(17)Para explorar
esta opgéo de tratamento, o estudo CIRT (Cardiovascular Inflammation Reduction Trial) foi desenhado para
avaliar o efeito do MTX na prevencéo secundéria de pacientes portadores de doenga coronariana estével e
alto risco para eventos isquémicos. Este estudo, patrocinado pelo governo norte-americano (NIH), esta em
andamento no momento.{18,19)No sentido de manter o seu efeito benéfico e, ao mesmo tempo, melhor
controlar os efeitos colaterais potenciais do MTX(20,21) (anexo 4), Moura et al desenvolveram uma nova
formulagéo utilizando um derivado lipofilico do MTX, o didodecil metotrexato (ddMTX), associado a uma
nanoemulséo lipidica (ddMTX-LDE).(22) Nanoemulsdes lipidicas (LDE) que se ligam a receptores de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) foram primeiramente desenvolvidas e estudadas no cenario
oncolégico por Maranhdo et al, que demonstrou que os agentes quimioterapicos associados ao LDE sdo
concentrados nos tecidos com superexpressao de receptores de LDL, diminuindo a toxicidade do
tratamento. Esta nanoemulséo ja foi testada em pacientes com leucemia aguda(23), mieloma multiplo(23) e
linfoma Hodgkin e naoHodgkin{25), demonstrando que a LDE é absorvida por células malignas com elevado

namero

Enderego: SRTVN 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br

Pagina 02de 10



ANEXOS - 123

COMISSAO NACIONAL DE = Plotbaformo
ETICA EM PESQUISA \-%yrofl

Continuagéo do Parecer: £.195.734

de receptores LDL e que pode ser utilizada como veiculo para administra¢ao de medica¢des com alta
eficiéncia. Moura et al demonstraram que a formulagéo ddMTX-LDE é estavel e sua absorgdo pelas células
neoplésicas in vitro foi melhor do que a preparagéo comercial do MTX, com menor toxicidade
hematol6gica.(22) Mello et al, testando ddMTX-LDE intravenoso em coelhos, demonstraram que os efeitos
anfi-inflamatérios na sindvia das articulagdes com artrite foram melhores que a preparagéo comercial do
MTX, sendo esses resultados relacionados a maior absor¢gdo de MTX pelas articulagdes quando o
medicamento & associado a LDE.(26) Finalmente, Bulgarelli et al demonstraram que, em coelhos
alimentados com dieta rica em colesterol, 0 ddMTX-LDE reduziu a formacao de lesdes ateroscleréticas e a
inflamag&do vascular.(27) Especificamente no cenario de IAM, Maranhdo et al, estudando ratos Winstar
tratados com LDE isolado, MTX comercial ou ddMTX-LDE, encontraram significativa melhora no RVE e no
diminuigdo do tamanho do infarto no grupo ddMTX-LDE, em comparagao com os grupos MTX comercial e
LDE isolado.(28) Entretanto, apesar do racional bastante atraente, e das evidéncias previamente
apresentadas, nada se sabe sobre o papel do ddMTX-LD no RVE e tamanho do infarto em humanos, foco
principal do presente projeto de investigagdo.

HIPOTESE

O LDE-ddMTX é superior ao LDE-placebo em relag&o ao remodelamento ventricular esquerdo aos 3 meses
de seguimento, levando em conta o volume diastélico final do ventriculo esquerdo (VDFVE) avaliado pela
ressonancia nuclear magnética cardiaca (RMC).

METODOLOGIA

Estudo prospectivo, randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, “prova de conceito”. Pacientes com
primeiro IAMCSST de parede anterior seréo randomizados com 412 dias ap6s o inicio dos sintomas para
receber LDE-ddMTX 40 mg/m2 IV ou LDE-placebo (particula de LDE sem medicagéo associada) uma vez
por semana por 6 semanas. Todos 0s participantes do estudo receberéo adicionalmente acido félico 5 mg
via oral uma vez por semana, um dia apds a administragdo da medicagdo do estudo. Os desfechos
primarios e secundarios levardo em conta os dados obtidos pela RMC, e as amostras sanguineas para
realizagao dos exames laboratoriais serdo coletadas conforme fluxograma em anexo. Os pacientes serdo
submetidos a avaliagdes clinicas e laboratoriais cuidadosas de seguranga conforme fluxograma e plano de
visitas pré-determinados.

Avaliagdes de seguranga incluiréo avaliagdo de efeitos colaterais, testes laboratoriais, condigdes clinicas
associadas e procedimentos médicos planejados que necessitem suspensdo da medicacdo
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do estudo. Estas visitas também incluiréo triagem de ocorréncia de eventos clinicos de interesse especial.
Um algoritmo de suspensé&o da medicagéo do estudo baseado nas avaliagdes clinicas e laboratoriais sera
seguido de forma padronizada. Analises interinas pré-especificadas seréo realizadas de forma aberta por
um investigador independente quando 20% e 50% dos participantes do estudo forem incluidos.

CRITERIOS DE INCLUSAQ

1. Idade > 18 anos e < 75 anos;2. Pacientes com diagnéstico de primeiro IAMCSST de parede anterior do
tipo 1 caracterizado por: sintomas isquémicos, nova elevagao do segmento ST em pelo menos 2 derivacées
contiguas (0.25 mV em homens com menos de 40 anos, 0,25 em homens com < 40 anos e 0.15 mV em
mulheres nas derivagdes V2-V3 e/ou 0.1 mV em outras derivagbes anteriores ou bloqueio de ramo
esquerdo [BRE] novo) e marcadores de necrose miocardica (troponina e/ou CKMB) com pelo menos um
valor acima do percentil 99 do limite superior de referéncia.

3. Submetidos a terapia de reperfuséo (trombdlise e/ou angioplastia).

4. Cineangiocoronariografia demonstrando terapia de reperfusdo bem-sucedida

(fluxo Thrombolysis in Myocardial Infarction [TIMI] 3) e obstruc&o residual na artéria “culpada” <50%,
independentemente de ter sido submetido ou ndo a intervengdo coronaria percuténea.

5. Assintomaticos, sem sinais de descompensagéo clinica (FC < 100bpm, PAS > 90mmHg, sem medicagéo
vasoativa ou inotrépica parenteral, oximetria de pulso > 95% em ar ambiente).

6. Concordancia em assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

CRITERIOS DE EXCLUSAO

1. Infarto prévio;

2. Taxa de filtragao glomerular estimada < 40 mL/imin/1.73 m2;

3. Contraindicagdes para RMC: presenga de marcapasso definitivo, desfibrilador, implante ou fragmentos
metalicos cocleares, clipe metalico cerebral, claustrofobia, obesidade (acima de 150kg), impossibilidade de
decubito dorsal, incapacidade de manter 10 segundos de apnéia.

4. Historia prévia de doenca crénica infecciosa (tuberculose, doenga fingica ou HIVY);

5. Infecgdo cronica por virus da hepatite B ou C;

6. Historia de pneumonite intersticial, bronquiectasias ou fibrose pulmonar ou radiografia de térax dos
tltimos 12 meses com evidéncias destas afeccdes;

7. Historia prévia de neoplasia maligna (ndo basocelular), doenga mieloproliferativa ou
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linfoproliferativa nos ultimos 5 anos;

8. Contagem de leucétcitos < 4000/mm3, hematderito < 32%, ou contagem de plaquetas < 75000/mm3;

9. Alanina aminotransferase (ALT) < 2 vezes 0 limite superior da nomalidade;

10. Histéria de abuso de alcool ou incapacidade/discordancia em limitar o consumo de alcool em 4 doses
por semana;

11. Gestacao ou lactacao;

12. Mulher em idade fértil, mesmo em uso de método contraceptivo;

13. Homens que pretendam ter filhos no periodo do estudo ou que se recusem a usar método contraceptivo;
14. Necessidade de uso de faimacos que alterem o metabolismo do folato (sulfametoxazol/tnmetropim) ou
reduzam a excregdo tubular (probenecid) ou alergia conhecida a antibiéticos que leve a impossibilitar o uso
de trimetropim;

15. Indicagdo atual de uso de metotrexato;

16. Uso crénico de terapia com corticoide ou outros imunossupressores ou imunobiolégicos;

17. Derrame pericardico, derame pleural ou ascite conhecidos;

18. Insuficiéncia cardiaca classe |lI-IV New York Heart Association (NYHA);

19. Expectativa de vida < 1 ano;

20. Qualquer condigdo que aumente o risco de ndo aderéncia ou perda de acompanhamento.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

Testar, em pacientes com primeiro IAMCSST de parede anterior, a hipétese de que o LDE-ddMTX é
superior ao LDE-placebo em relagdo ao remodelamento ventricular esquerdo aos 3 meses de seguimento,
levando em conta o volume diastélico final do ventriculo esquerdo (VDFVE) avaliado pela ressonancia
nuclear magnética cardiaca (RMC).

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Comparagéo entre os grupos LDE-ddMTX e LDE-placebo ao final do seguimento de 3 meses quanto aos
seguintes parémetros, obtidos pela RMC:

- volume sistdlico final do ventriculo esquerdo (VSFVE);

- fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE);

- massa ventricular esquerda (MVE);

- tamanho do infarto;
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- percentual de individuos que apresentaram remodelamento positivo (aumento de 20% ou mais ho VDFVE)
e reverso (10% de redugdo no VSFVE).

2. Comparacéo entre os grupos LDE-ddMTX e placebo ao final do seguimento de 3 meses com relagéo as
seguintes variaveis de seguranga:

- Sintomas clinicamente significativos (estomatite nova ou persistente, vémitos, diarreia, tosse acompanhada
de febre sem causa determinada e dispneia);

- eventos adversos sérios (definidos como: eventos que resultem em morte, que necessitem hospitalizacdo
ou prolongamento da hospitalizagédo, situa¢des ameacgadoras a vidas ou que resultem em
sequela/incapacidade persistente, ou ainda que resulte em mé-formagdo ou anomalia congénita; outros
eventos considerados sérios de acordo com julgamento médico apropriado);

- pardmetros hematoldgicos (hemoglobina, hematocrito, leucdcitos, contagem plaquetéria);

- marcadores de lesdo hepatica (niveis de transaminases), bilirrubinas;fungéo renal (clearence de creatinina
— método MDRD).

Avaliacdc dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

Riscos relacionados a pungdes venosas para coleta de sangue, infusédo de contraste e da medicagéo do
estudo. Raramente pode ocorrer reagac adversa ao meio de contraste paramagnético utilizado para a RMC,
incluindo ndusea, cefaléia, reacéo alérgica. O metotrexato & uma medica¢do amplamente utilizada ha muitas
décadas e seus efeitos colaterais s8o bem conhecidos. A maioria das rea¢des adversas sao reversiveis se
precocemente identificadas e tratadas. Aquelas relatadas com mais frequéncia séo estomatite, diarréia,
nauseas, vémitos, inapeténcia, desconforto abdominal, cefaleia, tonturas, fadiga. Rea¢des menos comuns
incluem leucopenia, anemia, plaguetopenia, alteragdo da fungéo hepatica e eventualmente renal, reagdes
alérgicas e alteragdes de pele. O acido félico & bem tolerado, especialmente em baixa dose semanal.
Eventualmente pode causar algum desconforto gastrointestinal e muito raramente reag¢do alérgica. Para
maior seguranga durante o estudo, serdo realizadas avaliagdes clinicas e exames laboratoriais antes da
administragao de cada dose da medicagao do estudo com o objetive de evitar e detectar com antecedéncia
qualquer alteragao que possa trazer prejuizo a salide do paciente. Ndo existem efeitos colaterais relatados
com ¢ uso da nanoemulséo lipidica isoladamente, sem medicagé@o associada, ja que esta particula funciona
apenas como um meio de transporte para a medicagdo propriamente dita.

BENEFICIOS
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De acordo com a meta principal do estudo, é esperada melhora significativa no remodelamento ventricular
esquerdo com o uso do metotrexate. Se esta hipo6tese for confirmada, & esperado que o paciente se
beneficie importantemente no longo prazo, com diminui¢&o na incidéncia de insuficiéncia cardiaca, com
consequente melhora na qualidade de vida e sobrevida.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

EMENDA 3

Justificativa: Atualizagdo das andlises estatisticas. Estas alteragdes ndo implicam em aumento de risco para
os participantes de pesquisa.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:

Vide campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
N&o foram observados dbices éticos na emenda proposta.

Consideracdes Finais a critéric da CONEP:

Diante do exposto, a Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuigbes
definidas na Resolucdo CNS n® 466 de 2012 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovagéo da emenda proposta ao projeto de pesquisa.

Situagdo: Emenda aprovada.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_184482 18/10/2021 Aceito
do Projeto 7 _E3.pdf 15:56:55
Projeto Detalhado / | PROJETO_versao_setembro_2021.docy 18/10/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
Brochura 15:56:23 |Santana Martinho
Investigador
Projeto Detalhado / | PROJETO_versao_riscada_setembro_2| 18/10/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
Brochura 021.docx 15:56:13 | Santana Martinho
Investigador
Quitros formulario_emenda_setembro_2021.pdf| 18/10/2021 |Elaine Lagonegro Aceito

15:56:03 | Santana Martinho
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Qutros formulario_emenda_setembro_2021.doc] 18/10/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
15:55:49 | Santana Martinho
Qutros carta_emenda_PCAR_ALINE_4508.pdf | 18/10/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
15:55:36 | Santana Martinho
Qutros carta_emenda_PCAR_ALINE_4508.doc| 18/10/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
X 15:55:23 | Santana Martinho
Qutros carta_emendaZ2 pdf 24/02/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
11:14:52 | Santana Martinho
Qutros carta_emenda2.docx 24/02/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
11:14:41 | Santana Martinho
Qutros RELATORIO_PARCIAL_OQUTUBRO_20| 22/10/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
20.doc 18:31:10 | Santana Martinho
Qutros form_emenda_outubro_2020.doc 22/10/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
18:30:57 | Santana Martinho
Quitros carta_emenda.docx 22/10/2020 | Elaine Lagonegro Aceito
18:30:45 | Santana Martinho
Projeto Detalhado / | PROJETO_versao_riscada_2020.docx 20/10/2020 | Elaine Lagonegro Aceito
Brochura 10:37:49 |Santana Martinho
Investigador
Projeto Detalhado / | PROJETO_versao_outubro_2020.docx 20/10/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
Brochura 10:34:24 | Santana Martinho
Investigador
OQutros relatorio_parcial_outubro_2020.pdf 20/10/2020 | Elaine Lagonegro Aceito
10:34:13 | Santana Martinho
Qutros formulario_emenda_outubro_2020 pdf 20/10/2020 | Elaine Lagonegro Aceito
10:33:59 | Santana Martinho
Qutros carta_emenda_outubro_2020.pdf 20/10/2020 | Elaine Lagonegro Aceito
10:33:48 | Santana Martinho
TCLE f Termos de | TCLE_versao_2_abril_2020_DESTAQU| 23/04/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
Assentimento / E.doc 16:04:52 |Santana Martinho
Justificativa de
Auséncia
TCLE fTermosde |TCLE_versao 2_abril_2020.doc 23/04/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
Assentimento / 16:04:32 | Santana Martinho
Justificativa de
Auséncia
Qutros PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 23/04/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
CONEP 3944840 E1.pdf 16:04:08 | Santana Martinho
Qutros declaracao_reconsentimento. pdf 23/04/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
16:03:54 | Santana Martinho
Qutros declaracao_reconsentimento.docx 23/04/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
16:03:38 | Santana Martinho
Qutros carta_resposta_4508_conep pdf 23/04/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
16:03:23 | Santana Martinho
Qutros carta_resposta_4508_ conep.docx 23/04/2020 |Elaine Lagonegro Aceito
16:03:06 | Santana Martinho
Quitros formulario_emenda_novembro_2019. 18/12/2019 |Elaine Lagonegro Aceito
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Outros pdf 18:43:37 |Santana Martinho Aceito
Projeto Detalhado / | PROJETO_versao_novembro_2019.doc] 18/12f2019 |Elaine Lagonegro Aceito
Brochura X 18:39:33 | Santana Martinho
Investigador
Projeto Detalhado / | PROJETO_versao_riscada.docx 18/12/2019 |Elaine Lagonegro Aceito
Brochura 18:39:23 |Santana Martinho
Investigador
Qutros cronograma.pdf 18/12/2019 | Elaine Lagonegro Aceito
18:36:36__| Santana Martinho
Qutros carta_emenda_novembro_2019 pdf 18/12/2019 |Elaine Lagonegro Aceito
18:36:24 | Santana Martinho
Outros RESPOSTA_CONEP_JANEIRO_2018.p] 02/01/2018 |José Carlos Nicolau Aceito
df 16:09:23
TCLE / Termos de | TCLE_modificacoes_em_destaque_JAN] 02/01/2018 |José Carlos Nicolau Aceito
Assentimento / EIRO_2018.pdf 16:03:54
Justificativa de
Auséncia
Outros TERMO_DE_OUTORGA_TEMATICO_[@ 06/12/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
R RAUL MARANHAO.pdf 14:29:49
Qutros RESPOSTA_CONEP_DEZ_2017 pdf 06/12/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
14:16:43
Orgamento ORCAMENTO_modificacoes_em_desta| 06/12/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
que DEZEMBRO 2017.pdf 14:15:23
Outros RESPOSTA_CAPPESQ.pdf 21/08/2017 |GRAZIELE PEREIRA] Aceito
14:39:43  |LUNAS
Qutros PROJETO_modificacoes_em_destaque | 21/08/2017 |GRAZIELE PEREIRA] Aceito
agosto_2017 .doc 14:38:55 |LUNAS
Outros SDC_4508_17_008_CO_ASSINADO.pd] 24/05/2017 |GRAZIELE PEREIRA] Aceito
f 08:28:00 |LUNAS
Folha de Rosto SDC_4508_17_008_FR_ASSINADA pdf] 24/05/2017 |GRAZIELE PEREIRA] Aceito
08:27:40 |LUNAS
Qutros PARECER_PARTE_|.doc 11/05/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
15:59:38
Qutros PARECER_SCOC_anonimizado_SDC4 | 11/05/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
508 17 008.pdf 15:59:02
Qutros CADASTRO_HC_ONLINE.pdf 11/05/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
15:58:15
Qutros ANEXO_A pdf 11/05/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
15:57:27
Projeto Detalhado / | PROJETO_meodificacoes_em_destaque.] 11/05/2017 |José Carlos Nicolau Aceito
Brochura doc 15:55:06
Investigador

Situagao do Parecer:
Aprovado
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