Dissertacao

EFEITOS DA TERAPIA COM METOTREXATO SOBRE A
CAPACIDADE FiSICA DE PACIENTES COM INSUFICIENCIA
CARDIACA ISQUEMICA: ESTUDO RANDOMIZADO, DUPLO-

CEGO, CONTROLADO COM PLACEBO (ESTUDO METIS)

Daniel Medeiros Moreira



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



INSTITUTO DE CARDIOLOGIA DO RIO GRANDE DO SUL
FUNDAGAO UNIVERSITARIA DE CARDIOLOGIA
Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias da Saude

Area de Concentragédo: Cardiologia

EFEITOS DA TERAPIA COM METOTREXATO SOBRE A
CAPACIDADE FiSICA DE PACIENTES COM INSUFICIENCIA
CARDIACA ISQUEMICA: ESTUDO RANDOMIZADO, DUPLO-

CEGO, CONTROLADO COM PLACEBO (ESTUDO METIS)

Autor: Daniel Medeiros Moreira

Orientador: Prof. Dr. Carlos Antonio Mascia Gottschall

Dissertacdo submetida como requisito
para a obtengdo do grau de mestre ao
Programa de Pb6s Graduagdo em
Ciéncias da Saude: Cardiologia do
Instituto de Cardiologia do Rio Grande
do Sul/Fundacdo Universitaria de

Cardiologia.

Porto Alegre, RS
2009



M838e

Moreira, Daniel Medeiros.

Efeitos da terapia com metotrexato sobre a capacidade
fisica de pacientes com insuficiéncia cardiaca isquémica:
estudo randomizado, duplo-cego, controlado com placebo
(estudo metis) / Daniel Medeiros Moreira; orientagao [por]

Carlos Antbénio Mascia Gottschall — Porto Alegre, 2009.
87f ; tab.

Dissertacao (Mestrado) - Instituto de Cardiologia do Rio
Grande do Sul / Fundagao Universitaria de Cardiologia -
Programa de Po6s-Graduagédo em Ciéncias da Saude.

1.Insuficiéncia Cardiaca.2.lsquemia Miocardica.
3.Metotrexato.l.Carlos Anténio Mascia Gottschall.ll.Titulo.
CDU: 616.12-008.46:615.015.4

Bibliotecaria Responsavel: Marlene Tavares Sodré da Silva

CRB 10/1850




Aos pacientes que aceitaram o desafio de
participar deste ensaio clinico e contribuiram
para o progresso do conhecimento sobre a

Insuficiéncia Cardiaca.



Agradecimentos

A Deus, pois ainda que a minha carne e o meu espirito desfalecessem, Ele foi e sera
a fortaleza do meu coragao e a minha heranga para sempre.

A minha familia, meus pais Adolfo Carlos Moreira e Ivone Medeiros Moreira e meus
irmaos Tiago Medeiros Moreira e Isabel Medeiros Moreira, pelo estimulo e compreenséo.

Ao amigo Thiago Prazeres Salum Miiller, pelo apoio mesmo nos momentos de
deséanimo.

Ao grande companheiro e colega de residéncia Jefferson Luis Viera, participante na
coleta de dados e desenvolvimento do projeto.

Aos companheiros de apartamento, César Augusto Angeli de Lima, Fabio Marcanth
da Mota, Fabio Rodrigo Furini e Leonardo Gheller Zanatta, que acompanharam as angustias
e alegrias do projeto.

A Ménica Motta Lino, pelo amor, carinho e estimulo & pesquisa. Foi também
indispensavel ao estudo, pois foi a pesquisadora independente que realizou a randomizacao
dos pacientes.

A Leandro dos Santos Fischer e Mariana Souza de Oliveira, técnicos de radiologia
que catalogaram todos os pacientes potencialmente randomizaveis e tornaram possivel a
realizacado do estudo.

Aos colegas de residéncia médica, incentivadores e criticos que mesmo
indiretamente contribuiram para o desenvolvimento deste ensaio clinico.

A Lucia Campos Pellanda, pelo apoio e pelas importantes sugestdes ao projeto de
pesquisa. Foi uma grande modeladora da paixao pela Epidemiologia.

Ao meu orientador, Carlos Anténio Mascia Gottschall, exemplo de médico, professor

e pesquisador, incentivador na realizacdo do trabalho e um modelo a ser seguido.



Lista de Abreviaturas e Siglas:
8-SPT — 8-Sulfofenilteofilina;
A; — Receptor de Adenosina tipo 1;
A, — Receptores de Adenosina tipo 2;
Aza — Receptor de Adenosina tipo 2A;
A,s — Receptor de Adenosina tipo 2B;
A; — Receptor de Adenosina tipo 3;
A-HeFT — African-American Heart FailureTrial,
Acadesina — 5-Aminoimidazol-4-Carboxamida Ribosideo;
AICAR — 5-Aminoimidazol-4-Carboxamida Ribonucleotideo;
AICAR transformilase — Enzima 5-Aminoimidazol-4-Carboxamida Ribonucleotideo
Transformilase;
AMP — Adenosina Monofosfato;
ANZ-CARVEDILOL - Estudo Australia/New Zealand Heart Failure Research;
AT, — Receptor da Angiotensina Il tipo 1;
ATTACH — Estudo Anti-TNF Therapy Against Congestive Heart Failure;
BNP — Peptideo Natriurético tipo B;
CARIBE - Estudo Efeitos do Carvedilol na Insuficiéncia Cardiaca por Cardiomiopatia
Dilatada;
CD14 — Cluster de diferenciacao 14;
CHARM - Estudo Candesartan in Heart Failure Assessment of Reduction in Mortality
and Morbidity;
COPERNICUS - Carvedilol Prospective Randomized Cumulative Survival Study;
CIBIS | — Cardiac Insufficiency Bisoprolol Study I,
CIBIS Il — Cardiac Insufficiency Bisoprolol Study II;
CIBIS lll — Cardiac Insufficiency Bisoprolol Study IlI,
COMET - Carvedilol or Metoprolol European Trial,
CONSENSUS — Cooperative North Scandinavian Enalapril Survival Study;
DIG — Estudo Digitalis Investigation,

EARTH — Endoteliny Receptor Antagonist Trial in Heart Failure;



ECA - Enzima Conversora da Angiotensina;

ELITE Il — Losartan Heart Failure Survival Study I,

ELVD-CHF — Estudo Exercise in Left Ventricular Dysfunction and Chronic Heart
Failure;

EPHESUS — Eplerenone Post-Acute Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and
Survival Study;

ICAM-1 — Molécula de Adesao Intracelular 1;

IC — Insuficiéncia Cardiaca;

IECA — Inibidor da Enzima Conversora da Angiotensina;

IL-1 — Interleucina 1;

IL-1B — Interleucina 1p;

IL-2 — Interleucina 2;

IL-6 — Interleucina 6;

IL-8 — Interleucina 8;

IL-10 — Interleucina 10;

IL-18 — Interleucina 18;

IMP — Inosina Monofosfato;

INF-y — Interferon v;

LIDO — Estudo Levosimendan Infusion Versus Dobutamine;

LBP — Proteina Ligadora do LPS;

LPS - Lipopolissacarideo;

MERIT-HF — Metoprolol CR/XR Randomised Intervention Trial in Congestive Heart
Failure;

METIS — Deusa grega da prudéncia, primeira esposa de Zeus. Acronimo do estudo
Efeitos da Terapia com METotrexato sobre a Capacidade Fisica de Pacientes com
Insuficiéncia Cardiaca ISquémica — METhotrexate Therapy Effects in the Physical
Capacity of Patients With ISchemic Heart Failure;

MMP — Matriz Metaloproteinase;

MRS1754 — 8-[4-[((4-cianohenil)carbamoilmetil)oxi]fenil]-1,3-di(npropil) xantina;

MX-68 — Acido N-1-((2,4-diamino-6-pteridinil)metil)-3,4-diidro-2H-1,4-benzotiazina-7-



carbonil]-N-2-aminoadipico;

NF-kB — Fator Nuclear kB;

NO — Oxido Nitrico;

PCR - Proteina C reativa;

PRACTICAL — Placebo-Controlled Randomized ACE Inhibitor Comparative Trial,
PRECISE — Estudo Prospective Evaluation of Carvedilol on Symptoms and Exercise;
PREMIER - Estudo Prevention of Myocardial Infarction Early Remodeling;

PROMISE - Estudo Prospective Randomized Milrinone Survival Evaluation;
QUEST-RA - Estudo  Questionnaires in Standard Monitoring Patients with
Rheumatoid Arthritis;

RALES — Randomized Aldactone Evaluation Study;

RECOVER - Research into Etanercept Cytokine Antagonism in Ventricular
Dysfunction;

RENAISSANCE - Randomized Etanercept North American Strategy to Study
Antagonism of Cytokines;

RENEWAL — Estudo Randomized Etanercept Worldwide Evaluation;

SAVE - Survival and Ventricular Enlargement Trial,

SF-36 — Short-Form-36

sIL-6R — Receptor Soluvel da Interleucina 6;

SOLVD - Studies of Left Ventricular Dysfunction;

SURVIVE - Estudo Survival of Patients With Acute Heart Failure in Need of
Intravenous Inotropic Support,

TACE - Enzima Conversora do Fator de Necrose Tumoral o;

TGO — Transaminase Glutadmico Oxalacética;

TGP — Transaminase Glutamico Piruvica;

TIMP — Inibidor da Matriz Metaloproteinase Tecidual;

TLR4 — Receptor “toll-like”,;

TNF-a — Fator de Necrose Tumoral a;

TNFR1 — Receptor do Fator de Necrose Tumoral « tipo 1;

TNFR2 — Receptor do Fator de Necrose Tumoral « tipo 2;



TRACE - Estudo Trandolapril Cardiac Evaluation;

UNLOAD - Estudo Ultrafiltration Versus Intravenous Diuretics for Patients
Hospitalized for Acute Decompensated Heart Failure;

US CARVEDILOL — U.S. Carvedilol Heart Failure Study;

V-HeFT | — Veterans Administration Cooperative Study |,

V-HeFT Il — Veterans Administration Cooperative Study II,

Val-HeFT — Valsartan Heart Failure Trial,

VCAM-1 — Molécula de Adesao Vascular 1;

vi



Sumario

1 BASE TEORICA.......coiereeceresiaesessns s ssss s ssssss s s ssssssssssssessssessssnens 1
1.1 EPIDEMIOLOGIA DA INSUFICIENCIA CARDIACA.........oooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeean 1
1.2 FISIOPATOLOGIA E TRATAMENTO. ...t 3

1.2.1 Alteragdes Mecénicas e a Terapia com Inotrépicos e Diuréticos............. 3
1.2.1.1 Alterag6es Mecénicas na Insuficiéncia Cardiaca Isquémica............ 6

1.2.2 Ativagao Neuro-Hormonal e seu Tratamento..........coooeememmmeeeeeeeeeeeenennnnnnnes 7
1.2.2.1 O Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona............c..ccccoeveeesnernunn. 7

1.2.2.2 O Sistema Nervoso SimpatiCo..........cccceeeveseeersscemererirsscesssseenenssessseas 11

1.2.3 O Eixo Inflamatério e a Hipotese das Citocinas.........cccccevmmriniienninsinenn, 13
1.2.3.1 Alvos Terapéuticos Sobre o Eixo Inflamatério................c.cceeuurenn.... 16

T.3 METOTREXATO. ...ttt ettt b e bbb aeas 18
1.3.1 Metotrexato como Antiinflamatorio...........cccceririiinisninicnni e 18

1.3.2 A¢oes Cardiovasculares do Metotrexato...........ccccecmmrrrriiiiccssnceennennnssennns 20
1.3.3 Efeitos Colaterais da Terapia com Metotrexato............c.ccccmrrriienninsiennnns 22

2 JUSTIFICATIVA ... ieeee s e s s s s e e s see s s s s s e e s e s me s me s e e e e e e e e e e e nnsnnnennnenns 23
B OBUETIVOS.......eiieieieeecereeree e e e s seessmeseme s e e s e e e e e e e s enssensseneeaeesamesemssanseannesanesanesansan 25
3.1 OBUETIVO GERAL......ooitiiiii ittt 25
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.......couiiiiiiiiiinsisiesieesese et ssessesseene 25

4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS DA BASE TEORICA..........oconmmeuremrereseseseseaes 26
5 ARTIGO — VERSAO EM LINGUA PORTUGUESA..........coceeeeeeerereeeeee e sesenssnens 36
B RESUMO. ...ttt sttt b e sttt ettt e b e eneeenneeteenreeas 37
5.1.1 FUNA@mMENtOS.......ccoicimiriiierr e 37

5.1.2 Métodos e Resultados..........ccccerriirinmimnnsninen s 37

5.1.3 CONCIUSAO.......eriieriiiirinnr s 37

5.1 INTRODUGAO. ...ttt n et en e 37
5.2 METODOS.....ocuiriaireieeeieeesiesseesess st 38
5.2.1. Desenho do Estudo e Pacientes.........c.ccccennrimiinnimnninennesn e 38

5.2.2 DeSfeCROS. ..ot ————————— 40

Vii



5.2.3 Analise Estatistica.........cccciiimemiiiiimeiiiiiciiiire s ssss e esaa e ena s senans 40

B5.3 RESULTADOS.......ceiiteiiitt ettt ettt sttt et e nbeesneesnne e 41
5.3.1 Parametros do Estudo...........ccccceminiriniiminenin s 41
5.3.2 DeSfeChOS.......cccmicririr i ———— 41
5.4 DISCUSSAD. ...ttt ean s sese s eneaenns 42
5.5 FIGURAS E TABELAS. ...ttt 45
6 ARTIGO — VERSAO EM LINGUA INGLESA.......c.ccoerereeeeeeeeereeeeesesssssseesssssnnns 50
8.1 ABSTRACT ...ttt ettt b e b ettt b e b bt e sbe e sab et b e neas 51
6.1.1 BaCKground..........cciuiiiiiiiiiieir s s v s s er s s e n s e s e e e nanas 51
6.1.2 Methods and Results..............coooiiiiiiiiiii 51
6.1.3 CONCIUSION......cuiiiiiiiiii e 51
6.1 INTRODUCGTION. ... e 51
B.2 METHODS . ...ttt 52
6.2.1. Design and Patients..........c.coooiiiiiiiii 52
6.2.2 ENd-POiNtS....cciiiiiiiiiiii e r s 53
6.2.3 Statistical Analysis.......c.ccoviiiiiiiiiii 54
8.3 RESULT S ..ottt 54
6.3.1 Baseline......ccccciiiiiiiii i 54
L0 J 8 5 T o Yo T | 55
8.4 DISCUSSION. ...ttt ettt eb e nb e sae e 56
6.5 FIGURES AND TABLES........oo ittt 59
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS DO ARTIGO........ccocoeeeueueerereeeeeesesesseseesesssnnns 64
B ANEXOS........ecicieieeieriereeeeeae e e ee e e e e e e sme s emeseme e eme e e e e e nesamesameseneeeneeeeeeeeeeneeenneenreanreans 68

viii



1 BASE TEORICA
1.1 EPIDEMIOLOGIA DA INSUFICIENCIA CARDIACA

“O paciente aparece amarelo; todo corpo é edemaciado; a face é vermelha; a boca é
seca; ele é sedento; quando ele come, a respiragdo acelera. No mesmo dia as vezes ele
parece melhor enquanto outras vezes ele sofre agudamente e parece estar a beira da
morte.” - esta € a uma das primeiras descricées do quadro clinico da Insuficiéncia Cardiaca,
atribuida a Hipocrates por volta do século V a.C. (1). Além dos gregos, antigos egipcios,
romanos e indianos também descreveram a insuficiéncia cardiaca. Existia, entretanto, pouca
compreensao sobre a natureza da condigdo até a descricdo da circulagdo sanglinea por
Willian Harvey em 1628. A criagdo do estetoscopio por René Laennec em 1819, a
descoberta dos raios-x por Wilhelm Conrad Roentgen em 1895 e o desenvolvimento da
eletrocardiografia na mesma década trouxeram importantes avangos na investigagdo da
sindrome. Da mesma forma, criacdo da ecocardiografia, do cateterismo cardiaco e da
medicina nuclear foram passos importantes no processo de investigagao e diagndstico (2). A
evolugao cientifica nas ultimas décadas transformou a classica definigdo de Insuficiéncia
Cardiaca: reconhecida como uma complexa sindrome clinica atribuida a uma deficiéncia
mecanica em manter adequada a perfusdo tecidual, é atualmente reconhecida como
dindmico processo mal-adaptativo que envolve alteragbes mecanicas, moleculares,
imunoldgicas, isquémicas, vasculares, musculo-esqueléticas e pré-arritmicas (3, 4).

Um dos maiores passos na avaliagdo da etiologia e do prognéstico dos pacientes
surgiu com o estudo de Framinghan: dados da coorte mostraram que, um ano apds do
diagnéstico, a mortalidade entre homens era de 43% e 36% entre mulheres. Apds 5 anos, a
mortalidade entre homens era de 75% e 62% entre mulheres. O mesmo estudo apresentou a
cardiopatia isquémica como principal fator etioldgico, responsavel por 59% dos casos entre
homens e 48% entre mulheres. Um viés nestes dados decorre do fato de que a coorte de
Framinghan iniciou em 1968 e, desta forma, deixou de avaliar o impacto positivo de
diferentes terapias como os inibidores da enzima conversora da angiotensina (5). Estes
valores, contudo, ndo sdo muito diferentes de recentes dados brasileiros: um estudo
transversal que avaliou pacientes internados com o diagndstico de Insuficiéncia Cardiaca

mostrou que a cardiopatia isquémica foi o fator etiolégico mais prevalente, em 49,9% dos



homens e 31,4% das mulheres. Além disso, 0 mesmo estudo mostrou que a mortalidade

durante a internacéo foi de 19,8% e, apds um ano, a mortalidade total era de 31,9% (6).

Tabela 1 — Internagdes hospitalares no Brasil por Insuficiéncia

Cardiaca segundo o0 ano

Internacdes

Ano N° %

2000 398.489 3,3%
2001 385.758 3,3%
2002 372.594 3,2%
2003 356.785 3,1%
2004 339.770 2,9%
2005 316.386 2,8%
2006 299.438 2,6%
2007 293.759 2,6%

Fonte: Ministério da Saude - Sistema de Informagdes

Hospitalares do SUS (SIH/SUS), 2008.

Dados norte-americanos apontam para uma prevaléncia de Insuficiéncia Cardiaca de
2,5% na populagdo com mais de 20 anos e um custo anual total de 34,8 bilhdes de ddlares
com a patologia (7). Dados do Ministério da Saude brasileiro (Tabela 1) revelam que, no ano
de 2007, a IC foi responsavel por 2,6% das interna¢des hospitalares (terceira maior causa de
internacdo, ficando atras de internagbes por gravidez/parto e pneumonia). Correspondeu
também a 6,0% dos o6bitos no ano de 2007 (Tabela 2) e a um custo total de R$

233.064.862,10 (3,1% do total dos gastos com internacgoes) (8).



Tabela 2 — Obitos no Brasil por Insuficiéncia Cardiaca segundo o

ano
Obitos

Ano N° %
2000 26.368 8,3%
2001 25.511 7,9%
2002 25.982 7,7%
2003 25.684 7,4%
2004 25.639 7,1%
2005 24.041 6,5%
2006 23.913 6,4%
2007 23.442 6,0%

Fonte: Ministério da Saude - Sistema de Informacdes
Hospitalares do SUS (SIH/SUS)

1.2 FISIOPATOLOGIA E TRATAMENTO
1.2.1 Alteragdes Mecanicas e a Terapia com Inotrépicos e Diuréticos

Apods uma agressao tecidual, o miocardio responde com uma alteragdo da geometria
ventricular conhecida como remodelamento, que pode ser restrito a pequenas areas ou
envolver todo o miocardio, dependendo do fator etiolégico. A partir de uma disfungéo
sistdlica, em um processo adaptativo, ha um aumento do volume ventricular com
consequente aumento do volume diastélico final, que permite que o débito cardiaco
permanecga inalterado em estagios iniciais. Dentro deste processo, na maioria dos casos de
Insuficiéncia Cardiaca, ha uma hipertrofia inicial dos midcitos, que reduz o estresse parietal
pelo aumento da espessura a parede segundo a Lei de Laplace (3, 4).

Esta “hipotese hemodinamica”, que ficou conhecida nas décadas de 60 e 70, atribuia
ao remodelamento um processo mecanico “compensador’. Com a evolugdo do

conhecimento sobre a patologia, ficou claro que o remodelamento nao esta associado



apenas a processos mecanicos: aparecem complexas alteragées como a apoptose celular,
alteracao de expressao de genes, dissolugdo da estrutura de colageno que mantém midécitos
unidos, crescimento da matriz extracelular, bem como a ativagdo do sistema renina-
angiotensina, neuro-hormonal e inflamatério (que serédo discutidos posteriormente). Além
disso, apesar de promover uma adaptacao as alteragdes iniciais, o remodelamento leva a um
caminho de inexoravel piora da fungao ventricular (9, 10).

Fragmentos de descrigbes hipocraticas sugeriam que pacientes com “hidropsia”
deveriam “se cansar, suar, comer pao, beber pouco, lavar a cabega com agua em
abundancia, ndo quente, mas sem grande entusiasmo e evitar vinho branco e muito sono”
(1). A luz das alteragdes puramente hemodinamicas, todavia, durante muitos séculos se
preconizou, além da restricao hidrica e do consumo de sal, o repouso, na contramao do que
preconizava a terapia no tempo de Hipdcrates (11). O treinamento fisico, contudo, voltou a
aparecer como uma possibilidade terapéutica apenas na ultima década com estudos como o
Exercise in Left Ventricular Dysfunction and Chronic Heart Failure (ELVD-CHF), que
comprovaram uma reducdo do remodelamento, com redugdo do volume diastdlico final,
melhora na qualidade de vida e aumento na distancia no teste da caminhada de 6 minutos
apos 6 meses de treinamento (12). Outros tratamentos ndo-farmacolégicos que foram
historicamente utilizados durante séculos para o tratamento incluem o uso de sangrias,
sangue-sugas, e dos tubos de Southey para reduzir o edema periférico (2).

A historia do tratamento farmacolégico da Insuficiéncia Cardiaca comegou em 1785
com a publicagao do livro “William Withering’s An Account of the Foxglove, and Some of its
Medical Uses: with Practical Remarks on Dropsy, and Other Diseases” que descreveu a
experiéncia do autor com 163 pacientes durante 10 anos de estudo sobre os efeitos da
Digitalis purpurea. Whitering relatou os efeitos sobre “o aumento da diurese e o poder de
movimentar o coragdo a graus nao alcangados por outros medicamentos”, apesar de
descrever também “vémitos, vertigens, visdo confusa com objetos parecendo verdes e

amarelos, pulso tdo lento como a 35 por minuto...” como efeitos colaterais da droga.
Somente no inicio do século passado, contudo, foi descrito o real efeito inotropico positivo da
digoxina, que atua sobre a bomba de sddio-potassio-ATPase, e produz um aumento de

calcio intracelular livre para contragdo muscular (13). Em 1997, com a publicagéo do estudo



Digitalis Investigation (DIG), ficou comprovado a agao da digoxina na redugao dos sintomas e
do numero de internagdes hospitalares, sem efeitos sobre a redugédo da mortalidade e, com
uma incidéncia de toxicidade de 11,9% no brago randomizado para receber a droga (14).
Outros agentes inotrépicos surgiram com o objetivo de “aumentar a contratilidade cardiaca”.
As evidéncias, entretanto, mostraram prejuizo inequivoco destas drogas: O estudo
Prospective Randomized Milrinone Survival Evaluation (PROMISE), por exemplo, mostrou
que o milrinone administrado via oral promoveu um aumento da mortalidade de 34% quando
comparado com placebo, além de piorar a sintomatologia e aumentar o numero de
hospitalizagdes (15). Diante destes dados, diretrizes da Associagdo Americana de
Cardiologia sugerem, com base apenas na opinido de especialistas, que o uso de agentes
inotrépicos nao-digitélicos como a dobutamina s&o justificados apenas em pacientes com
Insuficiéncia Cardiaca Refrataria para alivio dos sintomas (16). Ensaios clinicos recentes
buscaram comprovar o beneficio do uso de levosimendan, um agente inotropico que
sensibiliza a troponina C ao calcio, sobre a dobutamina: apesar do estudo Levosimendan
Infusion Versus Dobutamine (LIDO), que randomizou pacientes para receber dobutamina ou
levosimendan ter demonstrado uma redug¢ao da mortalidade com a utilizagdo do ultimo, o
estudo Survival of Patients With Acute Heart Failure in Need of Intravenous Inotropic Support
(SURVIVE), que possuiu um maior poder, ndo mostrou nenhuma superioridade sobre a
dobutamina (17, 18).

A utilizagdo de diuréticos comegou a ser descrita no inicio do século passado. Em
1925 um estudo n&o controlado sobre os efeitos do novasurol, um agente organomecurial
criado para tratamento da sifilis e aplicado intramuscular, mostrou resultados surpreendentes
sobre o aumento da diurese, redugdo do edema, redugado de peso e alivio de sintomas de
pacientes com Insuficiéncia Cardiaca (11). A partir de 1958 os tiazidicos foram introduzidos
na pratica clinica e, através da agao no tubulo contorcido proximal, mostravam reducgéo do
edema em mais de 80% dos pacientes (19). Aproximadamente dez anos depois surgiram os
diuréticos de alga: um estudo n&o controlado da época relatava a superioridade dos efeitos
diuréticos da furosemida, efetiva mesmo em pacientes que nao respondiam a outros
diuréticos e que possuiam insuficiéncia renal (20). A sobrecarga de volume, que motivou a

introdugao dos diuréticos na pratica clinica a partir da década de 20, contudo, persiste como



importante causa de morbidade entre pacientes com Insuficiéncia Cardiaca. Existe, desta
forma, uma lacuna terapéutica que permanece sob investigagdo: recentemente um ensaio
clinico que avaliou a resposta ao tolvaptan, um bloqueador do receptor de arginina-
vasopressina que promove diurese sem natriurese, demonstrou uma melhora da dispnéia e
reducgdo significativa do peso, apesar de n&o reduzir mortalidade ou melhora na qualidade de
vida (21). O estudo Ultrafiltration Versus Intravenous Diuretics for Patients Hospitalized for
Acute Decompensated Heart Failure (UNLOAD), por sua vez, que comparou a ultrafiltragao
com a administracao de diuréticos de algca em pacientes com Insuficiéncia Cardiaca
descompensada, mostrou uma reducdo de 44% na re-hospitalizagcdo em 90 dias, maior

perda hidrica e de peso, apesar de ndo melhorar a dispnéia ou a qualidade de vida (22).

1.2.1.1 Alteragées Mecénicas na Insuficiéncia Cardiaca Isquémica

Além das alteragbes previamente definidas, a doencga isquémica pode manifestar
disfuncao sistdlica sob duas formas sui generis: o miocardio atordoado e o miocardio
hibernado.

O conceito de miocardio atordoado refere-se a porgdo de miocardio que apresenta
disfungao provocada por evento isquémico, apesar de restabelecido o fluxo tecidual. O
tempo de atordoamento pode variar de horas a semanas, na dependéncia do grau do insulto
isquémico inicial. O miocardio hibernado, por sua vez, refere-se a por¢cdo de miocardio com
déficit contratil persistente provocado por uma redugédo de fluxo coronariano que pode ser
restabelecido parcial ou completamente apds a corregédo do disturbio gerador da deficiéncia
de oxigénio tecidual. Aventa-se a hipétese de que o miocardio hibernado seria um processo
protetor, que reduziria o metabolismo tecidual para evitar o dano miocardico irreversivel.
Sugere-se também que o miocardio hibernado poderia ser fruto de sucessivos episodios de
atordoamento provocados por aumento da demanda de oxigénio como no exercicio ou por
reducao do fluxo como no espasmo coronariano (23).

Diferentes estudos sugerem potencias alvos terapéuticos para reduzir a incidéncia
de miocardio atordoado ou hibernado: um recente estudo que utilizou agonistas do receptor
de adenosina A,n em dose ndo-vasodilatadora mostrou uma redugdo significativa do

atordoamento (avaliado através do grau de encurtamento da parede) nas areas de isquemia



induzida em cées (24). Um ensaio clinico que utilizou infusdo de adenosina intracoronaria em
pacientes com infarto agudo do miocardio, por sua vez, promoveu uma recuperagao de areas
de dissinergia em 64% dos casos, a0 passo que no grupo controle a recuperagao ocorreu
apenas em 32%. O mesmo estudo mostrou uma redugéo significativa na incidéncia de
mortes de causa cardiovascular (25). Outro ensaio mostrou que a infusdo de adenosina na
veia cava superior no transoperatorio da cirurgia de revascularizagdo do miocardio promoveu
uma significativa melhora do indice cardiaco no pés-operatério (26). Outros ensaios clinicos
demonstraram que a adenosina reduziu a incidéncia de mionecrose em angioplastias
coronarianas eletivas e, quando aplicada endovenosa na dose de 70ug/Kg/min, reduziu
significativamente a area de infarto em pacientes com infarto agudo do miocardio, apesar de
nao mostrar redugao na incidéncia de Insuficiéncia Cardiaca. A redugéo de areas de infarto
e, potencialmente, de disfungcdo ventricular em pacientes tratados com adenosina estaria
ligada a acdo sobre diferentes receptores, além do Ayx, como o A; e As. A estimulacéo
destes promoveria o precondicionamento miocardico, reduziria o estresse oxidativo e

atenuaria a resposta inflamatdria, como sera discutido posteriormente (23, 24, 27, 28).

1.2.2 Ativagado Neuro-Hormonal e seu Tratamento
1.2.2.1 O Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

A partir do inicio da década de 80, a visao exclusivamente mecanica da Insuficiéncia
Cardiaca comegou a ser derrubada. Estudos da época sugeriram que, nos estagios inicias
ou em episodios de descompensacao da Insuficiéncia Cardiaca a hipotensao decorrente da
faléncia de bomba ativaria um mecanismo compensatorio que aumentaria a atividade da
renina plasmatica. A renina promoveria maior producdo de angiotensina Il, um potente
vasocontritor da arteriola eferente renal e da circulagdo periférica que também promoveria
maior liberagao de aldosterona. A aldosterona, por sua vez, aumentaria o volume extracelular
através da retengdo de sal e agua. Em pacientes que apresentassem um quadro
compensado, os niveis de renina plasmatica, angiotensina Il e aldosterona voltariam ao
normal. Ndo existia ainda, todavia, a visdo de que a constante ativagdo do eixo renina-
angiotensina-aldosterona apresentasse um carater mal-adaptativo e perpetuador da

disfungéo miocardica (29).



Na mesma década, entretanto, a vasoconstricao periférica passou a ser classificada
como prejudicial a fungao ventricular: o estudo Veterans Administration Cooperative Study |
(V-HeFT 1), que randomizou pacientes sintomaticos com disfungéo sistdlica para receber
hidralazina associada a nitrato, prazosin ou placebo, mostrou que aqueles que receberam
hidralazina associada a nitrato apresentaram, nos dois primeiros anos, uma mortalidade 34%
menor do que o placebo. A associagdo das duas drogas também promoveu um aumento
significativo da fragdo de ejec¢ao ventricular. O prazosin, por sua vez, ndo mostrou melhora
na mortalidade ou na fungdo ventricular (30). O ensaio clinico Cooperative North
Scandinavian Enalapril Survival Study (CONSENSUS) mostrou que a agao vasodilatadora do
enalapril, um inibidor da enzima conversora da angiotensina, reduziu em 36% a mortalidade
em um ano, além de melhorar significativamente a classe funcional de pacientes com
Insuficiéncia Cardiaca com dispnéia ao repouso, apesar do tratamento com diuréticos e
digoxina. A significativa resposta do bloqueio do sistema renina-angiotensina-aldosterona no
estudo CONSENSUS obrigou o comité de ética do estudo a suspender a randomizagéo de
novos pacientes antes do previsto e recomendar a utilizagcdo da droga a todos os que
possuiam o perfil estudado (31). No inicio da década de 90 os estudos Studies of Left
Ventricular Dysfunction (SOLVD tratamento e SOLVD preveng¢do) mostraram uma redugéo
na incidéncia de hospitalizagées dentre pacientes com disfungao sistdlica, sintomaticos ou
ndo. O brago que avaliou pacientes sintomaticos com fragdo de ejecdo reduzida mostrou
uma reducado na mortalidade de 16% quando comparado ao placebo. Entre os pacientes
assintomaticos, apesar de promover uma redugado de 37% no risco de Insuficiéncia Cardiaca
sintomatica, o enalapril ndo mostrou uma reducdo significativa da mortalidade quando
comparado ao placebo (32, 33).

Estabelecida a importancia do tratamento com vasodilatadores na Insuficiéncia
Cardiaca, o estudo Veterans Administration Cooperative Study Il (V-HeFT IlI) comparou duas
diferentes terapias: nitrato associado a hidralazina ou enalapril. Os resultados mostraram
uma superioridade no enalapril sobre a redugédo da mortalidade. A associagao de hidralazina
e nitrato, todavia, mostrou-se superior na reducdo dos sintomas e na incidéncia de efeitos
colaterais como a insuficiéncia renal. A associacdo de hidralazina e nitrato, desta forma,

aparecia como uma opg¢ao razoavel para pacientes com disfungao sistélica sintomatica que,



por algum motivo, ndo pudessem utilizar inibidores da enzima conversora da angiotensina.
Na época da publicagdo, contudo, o autor ja sugeria um potencial efeito benéfico da
associagao das trés drogas (34). Mais de uma década depois, o estudo African-American
Heart Failure Trial (A-HeFT) avaliou o efeito da associagdo de nitrato e hidralazina em
pacientes negros que recebiam a terapia padrdo para Insuficiéncia Cardiaca (que incluia
inibidores da ECA). Os resultados mostraram uma reducgao de 43% da mortalidade com a
associacao, o que obrigou o comité de seguranca a interromper o estudo antes do previsto e
sugerir a associagao terapéutica a todos os pacientes. Cogita-se que o nitrato e a hidralazina
possam melhorar a fungdo endotelial (que parece ser pior em negros). Apesar de
estabelecido o beneficio do citado tratamento em negros, ha uma lacuna sobre sua potencial
acao em outros pacientes (35).

O bloqueio do sistema renina-angiotensina-aldosterona com inibidores da ECA em
pacientes com infarto agudo do miocardio provou prevenir o remodelamento miocardico e
controlar o processo mal-adaptativo inerente a ativagcado deste sistema: o estudo Survival and
Ventricular Enlargement Trial (SAVE) mostrou que, entre pacientes com IAM, o captopril
reduziu a mortalidade por todas as causas em 19%. Reduziu também a incidéncia de infartos
recorrentes e de Insuficiéncia Cardiaca com necessidade de internagao ou uso aberto de
IECA. Nao se observou, todavia, alteragcdes na fragdo de ejegéo ventricular. O ensaio clinico
Placebo-controlled Randomized ACE Inhibitor Comparative Trial (PRACTICAL), por sua vez,
comprovou que a utilizagdo de captopril ou enalapril no pds-IAM impediu significativamente o
aumento do volume diastdlico final do ventriculo esquerdo ap6s 3 meses, quando comparado
com placebo. O beneficio observado sobre o bloqueio do remodelamento também foi
significativo mesmo em pacientes com fragéo de ejecédo preservada apos o evento isquémico
(36, 37). Outros estudos como o Trandolapril Cardiac Evaluation (TRACE) reiteram o
beneficio dos inibidores da ECA na redugdo da mortalidade e no desenvolvimento de
disfuncéo sistélica sintomatica em pacientes com |IAM (38).

O bloqueio direto do receptor de angiotensina Il AT; demonstrou resultados
importantes em diferentes ensaios clinicos: o estudo Losartan Heart Failure Survival Study I
(ELITE 1), que comparou o captopril com o losartan, mostrou que o inibidor de AT, nao

reduziu a mortalidade. Apesar de nao ser um estudo de equivalénica, os dados mostraram
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que o losartan poderia ser uma opcdo razoavel em pacientes com efeitos colaterais aos
inibidores da ECA (39). O estudo Valsartan Heart Failure Trial (Val-HeFT), por sua vez,
comparou o valsartan com placebo em pacientes recebendo a terapia padrdo para
Insuficiéncia Cardiaca, o que incluia os inibidores da ECA. Houve uma redugéo de 13% do
desfecho combinado (morte, hospitalizagdo por Insuficiéncia Cardiaca, parada cardiaca com
ressuscitagdo ou necessidade de terapia intravenosa) no grupo que utilizou o inibidor AT;.
Uma avaliacdo de subgrupos, todavia, mostrou que pacientes que recebiam inibidores da
ECA e beta-bloqueadores apresentavam uma maior mortalidade (40). O estudo Candesartan
in Heart Failure Assessment of Reduction in Mortality and Morbidity (CHARM) mostrou que o
uso de candesartan associado a terapia padrao para Insuficiéncia Cardiaca reduziu em 10%
a mortalidade por todas as causas e 13% das causas cardiovasculares. Além disso, o
candesartan reduziu o numero de hospitalizagdes e incidéncia de novos casos de diabetes.
O grupo que utilizou o citado bloqueador AT, apresentou niveis pressoricos menores, 0 que
poderia ser um dos motivos da redugao na incidéncia do desfecho primario do estudo (41).

A aldosterona promove retengédo de sédio, perda de potassio e magnésio, ativagéao
simpatica, inibicdo parassimpatica, fibrose vascular e miocardica além de alteragbes na
complacéncia arterial e disfuncdo em baroceptores. Por algum tempo acreditou-se que
haveria uma supressdo na formagdo de aldosterona por meio da inibicdo da ECA e a
utilizagdo de um bloqueador do receptor da aldosterona traria apenas mais efeitos colaterais
ao tratamento. O estudo Randomized Aldactone Evaluation Study (RALES), contudo,
mostrou que pacientes com Insuficiéncia Cardiaca submetidos ao tratamento padrdo e que
eram randomizados para receber espironolactora apresentaram uma redugdo de 30% na
mortalidade quando comparado ao placebo. Este resultado obrigou o comité de seguranca
do estudo a interrompé-lo antes de final. A espironolactona também mostrou uma reducgéo de
30% nas hospitalizagbes por causas cardiologicas e uma melhora significativa dos sintomas
(42). A partir do estudo Eplerenone Post-Acute Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy
and Survival Study (EPHESUS), ficou claro que o bloqueio da aldosterona também era
importante em pacientes pés-infarto com disfungéo sistdlica, evitando o remodelamento: o
eplerenone reduziu em 15% a mortalidade, 17% das mortes cardiovasculares e 15% das

internagdes por Insuficiéncia Cardiaca. Ao contrario da espironolactona, todavia, o
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eplerenone ndo aumentou a incidéncia e ginecomastia ou disfungéo erétil em homens (43).

1.2.2.2 O Sistema Nervoso Simpatico

Desde a década de 60 ja se descrevia o aumento da ativagdo simpatica em
pacientes com Insuficiéncia Cardiaca. Existia, todavia, a visdo de que esta ativagao fosse
apenas um processo adaptativo que buscaria a homeostase. A partir da década de 80
apareceram dados que mostraram que o aumento da estimulacdo adrenérgica contribuia
para o aumento da frequéncia cardiaca, com aumento do gasto energético, além da
promogdo de hipertrofia, isquemia, taquiarritmias e dano miocardico conseqiente a
sobrecarga de calcio ou a apoptose de midcitos. Atualmente sabe-se que o miocardio
insuficiente apresenta uma alteracdo na transdugcdo do sinal oriundo da ativacdo dos
receptores B e um efeito “downregulation” de receptores 4 consequente a hiperestimulagcéo
simpatica (10).

Apesar do conhecimento sobre a importancia do sistema nervoso simpatico, foi
apenas na década de 90 que comegaram a aparecer estudos com poder suficiente para
mostrar a importancia do bloqueio adrenérgico. Um dos primeiros estudos com este
propésito foi o Cardiac Insufficiency Bisoprolol Study | (CIBIS 1), que avaliou o bisoprolol, um
bloqueador seletivo do receptor 31, em pacientes com Insuficiéncia Cardiaca classe lll e IV.
Apesar de mostrar uma redugao na incidéncia de descompensacido que necessitasse de
internacdo, ndo houve diferenga na mortalidade entre os grupos que usaram bisoprolol e
placebo. Houve, entretanto, reducdo da mortalidade no subgrupo de pacientes sem historia
de infarto do miocardio (44). Um significativo efeito do bisoprolol sobre a redugido da
mortalidade foi demonstrado apenas com um estudo de maior poder, o Cardiac Insufficiency
Bisoprolol Study Il (CIBIS 1l). Este também comprovou que o B-bloqueador reduz a incidéncia
de morte subita, o que poderia sugerir uma agao desta droga na prevengao de episédios de
taquiarrtimias (45). O ensaio Cardiac Insufficiency Bisoprolol Study Il (CIBIS Ill) provou que
em pacientes com Insuficiéncia Cardiaca classe |l e lll a atitude de iniciar com bisoprolol para
depois adicionar o enalapril € ndo-inferior ao ato de iniciar com o inibidor da ECA para a
posterior introdugdo da terapia com o p-bloqueador. O subgrupo de pacientes com fragéo de

ejecdo menor do que 28%, entretanto, apresentou superioridade da terapia iniciada com
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bisoprolol quando comparada a iniciada com enalapril (46). O ensaio clinico U.S. Carvedilol
Heart Failure Study (US CARVEDILOL), por sua vez, avaliou o carvedilol, um antagonista
ndo-seletivo de receptores B e a4 que possui efeitos antioxidantes, em pacientes com
disfungao sistélica sintomatica. O grupo de pacientes randomizado para receber carvedilol
apresentou uma redugéo significativa de 65% no risco de mortalidade e 27% no risco de
hospitalizagdo quando comparado com o grupo placebo. O efeito do carvedilol neste estudo
foi superior em todos os subgrupos, inclusive nos pacientes com etiologia isquémica, ao
contrario do que o CIBIS havia mostrado com o bisoprolol (47). O efeito do carvedilol foi
também avaliado pelo estudo Prospective Randomized Evaluation of Carvedilol on
Symptoms and Exercise (PRECISE), que mostrou uma auséncia de alteragbes na
capacidade fisica avaliada no teste da caminhada, apesar de demonstrar que o p-bloqueador
melhorou a classe funcional e aumentou a fragado de ejegéo ventricular, independentemente
da presenga ou nao de histéria de doenga isquémica. A falta de resposta sobre a tolerancia
ao exercicio foi atribuida, no estudo, ao fato de que testes como a caminhada de 6 minutos
nao conseguem avaliar a sindrome como um todo e correspondem exclusivamente as
condi¢cdes da Insuficiéncia Cardiaca no momento do teste (48). O estudo Australia/New
Zealand Heart Failure Research (ANZ-CARVEDILOL) corroborou com os dados do US
CARVEDILOL quando comprovou um aumento da fragdo de ejegao ventricular de 5,2% e
uma redugao no volume diastélico de pacientes tratados com carvedilol, apesar de nao
promover mudangas na distdncia caminhada no teste de 6 minutos ou na classe funcional
(49). O carvedilol ainda apresentou resultados positivos no estudo Efeitos do Carvedilol na
Insuficiéncia Cardiaca por Cardiomiopatia Dilatada (CARIBE), que demonstrou uma melhora
na fragdo de ejecdo com o uso do B-bloqueador e no estudo Carvedilol Prospective
Randomized Cumulative Survival Study (COPERNICUS), que comprovou uma redugado de
35% na mortalidade de pacientes com sintomatologia mais severa (50, 51). O succinato de
metoprolol, outro antagonista seletivo dos receptores (4, foi avaliado em pacientes com
disfungao sistélica sintomatica no estudo Metoprolol CR/XL Randomised Intervention Trial in
Congestive Heart Failure (MERIT-HF). Os resultados mostraram que a droga reduziu a
mortalidade em 34%, a incidéncia de mortes subitas em 41% e o de morte por piora da

Insuficiéncia Cardiaca em 49% (52). Com os diferentes ensaios clinicos que mostravam o
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beneficio de bloqueadores adrenérgicos seletivos e nao-seletivos, restava a duvida sobre
uma possivel superioridade de algum deles. A fim de esclarecer esta duvida terapéutica, o
ensaio Carvedilol Or Metoprolol European Trial (COMET) randomizou pacientes para receber
carvedilol ou tartarato de metoprolol. Os dados mostraram que os pacientes que receberam
carvedilol apresentaram uma redugao de 17% na mortalidade quando comparado com
aqueles que receberam metoprolol. Apesar da diferencga, criticou-se o fato de que o COMET

utilizou tartarato de metoprolol € ndo o succinato, que havia sido utilizado no CIBIS (53).

1.2.3 O Eixo Inflamatério e a Hip6tese das Citocinas

As alteragdes mecénicas e neuro-hormonais ndo pareciam explicar completamente o
surgimento e evolugdo da Insuficiéncia Cardiaca. Desta forma, nas ultimas décadas, dados
da area basica e de grandes ensaios comprovaram a existéncia de um “eixo inflamatério”
que ficou conhecido como “Hipétese das Citocinas”.

As citocinas sao proteinas de pequeno peso molecular (geralmente 15 — 30 KDa)
que possuem acgao paracrina e autocrina. Ao contrario de hormoénios, entretanto, ndo séo
produzidos por um tipo celular especifico. Podem exercer suas agdes em receptores
especificos ou diretamente sobre a membrana (54).

Ainda existem muitas incertezas de como iniciaria a ativagao inflamatéria, mas
algumas hipoteses parecem bastante plausiveis: a estimulagdo antigénica (como ocorre na
miocardite e na rejeigdo a transplantes); ativagdo secundaria a injuria miocardica que poderia
“expor novos antigenos” que funcionam como alvos ao sistema imune (como ocorre com o
infarto do miocardico); ativacdo secundaria a exposi¢gdo de endotoxinas bacterianas (55).
Sugere-se que o lipopolissacarideo bacteriano (LPS) entraria na circulagdo sanglinea
através de translocagéo em intestinos edemaciados. O LPS se ligaria a proteina ligadora do
LPS (LBP) e o complexo LPS-LBP interagiria com o receptor CD14 para induzir a ativagao
inflamatéria. Esta hipétese é fortalecida com dados que mostram que ha uma correlagao
positiva entre os niveis de CD14 e LPS e que pacientes edemaciados tratados com
diuréticos apresentam uma redugédo significativa dos niveis de LPS (56). O LPS, associado

ao CD14, se ligaria ao receptor “toll-like” (TLR4) e, desta forma ativaria o Fator Nuclear B

(NF-xB), ao passo que em ceélulas ndo estimuladas o NF-kB citoplasmatico permaneceria
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ligado a proteina inibitéria I« que impede sua ac¢ao nuclear. O NF-«xB ativado transforma-se
em um promotor da transcricdo de RNA mensageiro que aumentaria a producéo de Fator de
Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) que é clivado da membrana pela Enzima Conversora de TNF-
a (TACE). O TNF-a exerce sua agao nos receptores de TNF 1 e 2 (TNFR1 e TNFR2). Os
potenciais efeitos do TNF-o sdo 0 aumento exagerado na sintese de éxido nitrico (NO) por
ativacdo da NO sintase, piora da fungdo endotelial, desacoplamento do receptor B da
adenilato ciclase, inducdo de resisténcia insulinica, aumento de apoptose em midcitos,
indugdo de remodelamento e disfungdo miocardica (57). O miocardio normal ndo produz
TNF-a, mas expressa seus receptores. Em pacientes com Insuficiéncia Cardiaca, além do
aumento de TNF-a, ha um efeito “downregulation” sobre os TNFRs (55). Estimulos com
niveis crescentes de LPS parecem promover um efeito dose-dependente no aumento final de
TNF-a. em pacientes com Insuficiéncia Cardiaca. Todavia aqueles que apresentam caquexia
parecem ter uma resposta reduzida ao fendmeno por um possivel efeito de dessensibilizacao
(Figura 1) (58).

Além do aumento de TNF-a, CD14 e TNFR1 e TNFR2, estdo descritos o
aumento nos niveis plasmaticos de proteina C-reativa e outras citocinas pré-inflamatérias
como a Endotelina 1A e B, Interleucina 1B (IL-1pB), Interleucina 2 (IL-2), Interleucina 6 (IL-6),
Interleucina 8 (IL-8), Interleucina 18 (IL-18) e seus receptores soluveis como o receptor
soluvel de IL-6 (slL-6R). A maioria dessas citocinas possui efeito sinérgico (e tém sua sintese
estimulada) pela presenga de TNF-a (55, 56, 59). Ha também um aumento de Interleucina 10
(IL-10) que possui claros efeitos antiinflamatérios e reduz significativamente a produgéo de
TNF-o induzido pelo LPS em células mononucleares de individuos com Insuficiéncia
Cardiaca (60).

As moléculas de adesado também aparecem associadas a Insuficiéncia Cardiaca: a
molécula de adeséo intracelular 1 (ICAM-1), molécula de adeséo vascular 1 (VCAM-1), L-
seletina e P-seletina aparecem em concentragdes séricas aumentadas. Estas moléculas
auxiliam no processo de marginalizagdo e rolamento leucocitario que esta relacionado ao

processo inflamatdrio (61, 62).
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Figura 1 — Esquema do estimulo inflamatdrio na Insuficiéncia Cardiaca. AT4: Receptor da
Angiotensina Il tipo 1; IL: Interleucina; LPS: Lipoporissacarideo; MMP: Matriz
Metaloproteinase; TIMP: Inibidor da MMP tecidual; NF-xB: Fator Nuclear «B;
sIL6R: Receptor Soluvel da IL-6; TACE: Enzima Conversora de TNF-a; TLR4:
Receptor “toll-like”; TNF-a: Fator de Necrose Tumoral a; TNFR: Receptor de
TNF-o.

Existe uma associagao significativa entre os percentis mais elevados de TNF-a, IL-6,
TNFR1 e TNFR2 circulantes e a maior incidéncia de mortalidade. Os niveis de TNF-q., IL-6,
receptor soluvel de IL-6, TNFR1 e TNFR2 apresentam, ainda, niveis mais elevados em
pacientes com Insuficiéncia Cardiaca de origem isquémica. Este fato sugere uma maior
associacao desta etiologia com o processo inflamatorio, que poderia estar correlacionado ao
processo de aterogénese (63).

Existe uma nitida interacdo entre o eixo inflamatério e o eixo neuro-hormonal. A
angiotensina Il, por meio do receptor AT, estimula o NF-kB, com consequiente aumento da
transcricdo e liberacdo de IL-6, IL-8 (64). E possivel que o remodelamento também tenha
uma destas vias comuns de ativagado e que citocinas como o TNF-a exercam sua atividade
também por meio de alteragdes da matriz extracelular. Estas alteragbes se manifestam com
aumento de marcadores da sintese e degradagdo do colageno como as Matriz
Metaloproteinases (MMPs), Inibidores de Matriz Metaloproteinases Teciduais (TIMPs) e de

peptideo N-terminal do colageno lll, que apresentam correlacdo negativa com a distancia

caminhada em individuos com Insuficiéncia Cardiaca (59).
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1.2.3.1 Alvos Terapéuticos Sobre o Eixo Inflamatério

Conhecida a associagdo entre a ativagcao inflamatdria e a Insuficiéncia Cardiaca,
seria logico procurar potenciais alvos terapéuticos, como aconteceu com o eixo neuro-
hormonal. Desta forma, nos ultimos cinco anos, diferentes ensaios clinicos foram
desenvolvidos com esta finalidade.

Tendo em vista o papel do TNF-a. na génese e perpetuagédo da inflamagéo, o seu
antagonismo poderia reduzir o processo de remodelamento, melhorar a fungéo ventricular e
reduzir a mortalidade. Os estudos que buscaram antagonizar o TNF-a apresentaram,
todavia, resultados desapontadores. O estudo Anti-TNF Therapy Against Congestive Heart
Failure (ATTACH) randomizou pacientes para receber placebo ou Infliximab, um anticorpo
monoclonal do TNF-o. Os pacientes que receberam o anticorpo monoclonal nao
apresentaram diferenca significativa na incidéncia do desfecho primario (um escore
composto que visava avaliar a mudanga no perfil clinico em 14 semanas). Além disso,
apesar de haver uma redugdo nos niveis de PCR e IL-6, a incidéncia de morte ou
hospitalizagdo foi significativamente maior no grupo que recebeu a terapia anti-TNF-a na
dose de 10mg/kg (65). O ensaio clinico Randomized Etanercept Worldwide Evaluation
(RENEWAL) avaliou o uso do Etanercept em dois subestudos: o Research into Etanercept
Cytokine Antagonism in Ventricular Dysfunction (RECOVER) e o Randomized Etanercept
North American Strategy to Study Antagonism of Cytokines (RENAISSANCE). O Etanercept
€ um receptor de TNF recombinante que se liga ao TNF-a e o inativa. Assim como no
ATTACH, a terapia anti-TNF-a. mostrou-se ineficaz: ndo houve diferengas significativas na
incidéncia de morte ou hospitalizagéo entre os grupos Eternacept e placebo (66). Dentre as
possiveis razbes para a falha da terapia anti-TNF-o. foram apontados: o possivel efeito toxico
direto dos antagonistas, uma possivel potencializagao do efeito do TNF-a, uma dose nao
adequada, o fato de que os antagonistas ndo conseguem bloquear completamente o
processo inflamatério ou que o aumento de citocinas poderia ser um mecanismo apenas
adaptativo (65, 66). A acdo sobre outras citocinas também apareceu em outros ensaios
clinicos como o Endoteliny Receptor Antagonist Trial in Heart Failure (EARTH), que
randomizou pacientes com Insuficiéncia Cardiaca para receber diferentes doses de

Darusentan, um antagonista da endotelinas. O Darusentan em diferentes doses, contudo,
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também ndo se mostrou melhor que o placebo quando avaliados o volume diastélico final,
melhora na distancia percorrida no teste da caminhada de 6 minutos ou classe funcional. (67)
Um outro alvo terapéutico estudado foi a inibicdo seletiva da Matriz Metaloproteinase (MMP)
com o PG-116800. Na teoria, a inibigao da MMP poderia reduzir o remodelamento ocorrido
apo6s o infarto. O estudo Prevention of Myocardial Infarction Early Remodeling (PREMIER)
mostrou, todavia, que também o PG-116800 nao alterou o curso do remodelamento no pos-
infato: apos 90 dias do evento isquémico o volume diastdlico final e a fragdo de ejecao
ventricular ndo foram significativamente diferentes do grupo que recebeu o placebo. O
inibidor da MMP, além disso, aumentou a incidéncia de dispnéia, eventos gastrointestinais e
rigidez articular. (68)

Apesar do insucesso dos grandes ensaios clinicos que avaliaram a agdo de
antagonistas especificos de diferentes passos do eixo inflamatoério, alguns pequenos estudos
que utilizaram agentes antiinflamatoérios e imunomoduladores inespecificos mostraram-se
mais promissores. Um estudo ndo controlado que avaliou a talidomida em pacientes com
Insuficiéncia Cardiaca foi um deles: conhecida por propriedades antiinflamatérias e anti-
oncogenéticas, a talidomida promoveu um aumento significativo da fracdo de ejecéo
ventricular e uma redugao significativa dos niveis de TNF-a plasmatico apds seis semanas
de tratamento (69). Um outro pequeno ensaio clinico randomizado avaliou a acdo da
pentoxifilina em pacientes com Insuficiéncia Cardiaca isquémica. Houve uma reducdo da
classe funcional e aumento significativo da fragédo de ejegao ventricular, além de redugéo dos
niveis plasmaticos de TNF-a, PCR e pr6-BNP quando comparado com o grupo que recebeu
placebo. A reducgao dos niveis de TNF-a é consequéncia de uma redugao na transcri¢gao, ao
contrario da agao direita do Etanercept ou do anticorpo monoclonal, por exemplo (70). O
metotrexato em baixas doses, por sua vez, quando utilizado em pacientes com Insuficiéncia
Cardiaca de todas as etiologias, promoveu uma redugao significativa nos niveis de TNF-q,
IL-6, ICAM-1, PCR e aumento significativo da citocina antiinflamatéria IL-10. O metotrexato
mostrou também uma melhora da classe funcional e aumento na distancia percorrida no

teste da caminhada de 6 minutos. (71)
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1.3 METOTREXATO
1.3.1 Metotrexato como Antiinflamatério

A aminopterina, um precursor do metotrexato, foi inicialmente obtida a partir do acido
pteroilglutdmico na década de 40 (72). Na mesma década surgiram descrigbes de seu uso
no tratamento da leucemia e de outros tumores, apresentando resultados animadores (73).
Além do efeito anti-neoplasico, o metotrexato mostrou beneficio clinico significativo em
diversas patologias inflamatérias: na artrite reumatéide em doses de 7,5 a 25 mg por semana
(74); na artrite reumatoide juvenil, na dose de 10 a 20 mg por metro quadrado de superficie
corporal (75); na artrite psoriatica (em doses parenterais altas) e na doenga de Crohn
refrataria, com doses de 25 mg por semana (76, 77). Ha também evidéncias de que o

metotrexato pode atuar como droga poupadora de corticdides na asma (78).

5,10-metilenotetraidrofolato

Diidrofolato I * Tetraidrofolato

’METOTREXATO
AICAR Form|l -AICAR
| \ " 2 e L L]
AMP

Acadesina

Figura 2 — Esquema da ag&o do metotrexato. Acadesina: 5-aminoimidazole-4-carboxamida
ribonucleosideo; ADA: Adenosina-deaminase; AdeneliatoDA: Adenilato-
deaminase; AICAR: 5-aminoimidazole-4-carboxamida ribonucleotideo; AMP:
Adenosina-monofosfato; IMP: Inosina-monofosfato.

Classicamente o metotrexato € um inibidor da enzima diidrofolato redutase. Com a
inibicdo desta enzima, ha um acumulo de diidrofolato (sintetizado através da timidilato

sintetase a partir de 5,10-metilenotetraidrofolato). Além disso, deixa de ser produzido o

tetraidrofolato, produto da reacao catalisada pela diidrofolato sintetase que é cofator para a
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produgcédo de purinas e pirimidinas. O acumulo de diidrofolato reconhecidamente inibe a
enzima  5-aminoimidazole-4-carboxamida  ribonucleotideo  transformilase = (AICAR
transformilase) (79). A agdo do metrotrexato sobre a diidrofolatoredutase possivelmente é
importante no tratamento do cancer, todavia ndo ha indicios de que seja realmente
importante no tratamento antiinflamatério, j& que em doses baixas n&o ha leucopenia (por
reducao da sintese de DNA) e a suplementagdo com folato ndo reduz os efeitos
antiiflamatorios (80). O metotrexato e seus metabdlitos de poliglutamato mostram-se
respectivamente como inibidor ndo competitivo e inibidor competitivo da AICAR
transformilase. Com a inibicao da AICAR transformilase, ha um acumulo de 5-aminoimidazol-
4-carboxamida ribonucleotideo (AICAR) e 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribosideo
(conhecida como acadesina, um precursor do AICAR), que deixam de ser convertidos em
formil-AICA ribonucleotideo e, por sua vez, em inosina-monofosfato (IMP). A acadesina inibe
a adenosina deaminase, que promove a conversdo de adenosina em inosina, resultando em
um acumulo de adenosina. O AICAR inibe a adenilato deaminase, que converte adenosina
monofosfato (AMP) em IMP, resultando em aumento dos niveis de AMP. (81) A AMP, por
sua vez, pode ser defosforilada em adenosina pela enzima ecto-5’-nucleotidase no meio
extracelular. Este possivelmente € o mecanismo mais importante do aumento dos niveis de
adenosina no tratamento com metotrexato (Figura 2) (82). Desta forma, a agdo da adenosina
(principalmente sobre os receptores A;) € que, em Uultima analise, promove os efeitos
antiinflamatérios do metotrexato. Estudos experimentais corroboram estes dados ao
demonstrar o aumento de liberacdo de adenosina em fibroblastos e células endoteliais
tratados com metotrexato. Além disso, ha evidéncias de que o metotrexato promova uma
redugdo da adesao neutrofilica e redugdo dos leucdcitos no exsudato por meio do aumento
de adenosina (83, 84).

Estudos demonstram que a adenosina, por sua vez, promove uma redugdo dose-
dependente da liberagdo de IL-6 e IL-8 por células endoteliais humanas expostas ao
tratamento com IL-13, TNF-a e LPS. A utilizagdo de um inibidor da adenosina-deaminase
potencializa o efeito da adenosina e, mesmo isoladamente reduz a liberagdo de IL-6 e IL-8. A
adenosina também promove uma atenuacido da expressdo de moléculas de E-seletina e

VCAM. A utilizacdo de adenosina também inibe o aumento da expresséo de ICAM e da
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liberacédo de IL-12, TNF-a e Interferon Gama (INF-y). Apesar de existir evidéncias de que a
estimulagao de receptores A, promove efeitos antiinflamatérios similares ao da adenosina, a

estimulagao de outros receptores como A, parece ter efeitos controversos (85, 86).

1.3.2 A¢oes Cardiovasculares do Metotrexato

O estudo transversal Questionnaires in Standard Monitoring Patients with
Rheumatoid Arthrits (QUEST-RA) demonstrou recentemente que pacientes com artrite
reumatoide, que receberam um ano de terapia com metotrexato, quando comparados com
aqueles que nunca usaram, apresentaram uma reducado de 15% no risco de eventos
cardiovasculares e 18% de infarto agudo do miocardio (87). No ano de 2006 um pequeno
ensaio clinico randomizado ja havia demonstrado a potencial agdo cardiovascular do
metotrexato em pacientes com insuficiéncia cardiaca de todas as etiologias: o grupo
randomizado para receber a droga apresentou uma significativa melhora da capacidade
fisica e dos marcadores inflamatorios (71).

Em humanos, a utilizagdo de 15 mg por semana de metotrexato por 12 semanas
aumenta significativamente o efeito vasodilatador promovido pela adenosina e pelo
dipiridamol. Além disso, ha uma reducgéo da atividade da adenosina deaminase linfocitaria. A
adenosina € um conhecido promotor de vasodilatagdo coronariana: quando administrada de
forma intracoronaria promove uma vasodilatacdo coronariana dose-dependente semelhante
a promovida pela papaverina, sem os mesmos efeitos colaterais. A infusdo endovenosa
também promove um aumento da velocidade de fluxo e uma redugcdo da resisténcia
coronariana de forma dose-dependente, em pacientes com ou sem lesdo coronariana. O
metotrexato, todavia, promove um aumento significativo da concentracdo sérica de
homocisteina. Este aumento estaria associado a uma interferéncia do metotrexato sobre a
remetilagdo da homocisteina dependente do folato (88, 89). O aumento da homocisteina
sérica esta associado a um aumento do dano endotelial e aumento do risco cardiovascular. A
tentativa de reduzir a homocisteina em pacientes com infarto do miocardio prévio, todavia,
mostrou-se inefetiva e pode ser inclusive prejudicial (90).

O metotrexatro, bem como seu derivado MX-68 reduzem significativamente a area

de infarto induzida experimentalmente pela ligadura da artéria descendente anterior em caes.



21

Este efeito parece permanecer mesmo apds iniciada a reperfusdo e é bloqueado com a
utilizagdo do antagonista de adenosina 8-SPT (8-sulfofenilteofilina), o que prova que a acéo
anti-isquémica do metotrexato e de seu derivado é fruto de uma acdo da adenosino-
dependente (91). Da mesma maneira, 0 pré-tratamento com acadesina (que aparece em
niveis aumentados no tratamento com metotrexato) em modelos animais promove aumento
dos niveis de adenosina no sangue venoso coronariano, aumenta o fluxo coronariano em
miocardico isquémicos de caes, reduz a incidéncia de taquicardias ventriculares, reduz o
acumulo de granulécitos. e amplia a rede colateral coronariana (92). Estudos em animais
sugerem ainda que a adenosina reduz a liberagdo de noradrenalina no miocardio isquémico
e reduz o processo tromboembdlico por inibicdo da agregagao plaquetaria. (93)

A ativagao especifica de receptores A,a iniciada no periodo de reperfusdao apods
infarto experimentalmente induzido promove o aumento do fluxo coronariano e a redugao da
massa necroética em caes (94). A acao anti-isquémica da adenosina nao parece, todavia, ser
apenas por estimulagédo do receptor Aa: a estimulagao realizada apos infarto induzido em
ratos com um analogo da adenosina e com um inibidor da sua degradacao da adenosina
(dipiridamol e 2-cloroadenosina, respectivamente) promovem uma redugdo do didmetro
diastélico do ventriculo esquerdo, aumento da fragdo de encurtamento do ventriculo
esquerdo, bloqueio da deposicdao de colageno em areas nao infartadas, redugdo da
hipertrofia de areas nao infartadas, reducdo do aumento de colageno tipo I, do Fator de
Crescimento Tumoral Beta 1 (TGF-1), MMP-2, TIMP-1 e Peptideo Natriurético tipo B (BNP).
O antagonista inespecifico da adenosina 8-SPT e o antagonista especifico do receptor Ass
(MRS1754) impedem estes efeitos, o que sugere possivel efeito protetor da estimulagdo Agg.
Desta forma, este estudo demonstrou que, em animais, a estimulagdo adenosinérgica
promove uma melhora importante de diferentes pardmetros sugestivos de remodelamento
cardiaco e de evolugdo para insuficiéncia cardiaca no pés-infarto. Estes efeitos parecem
ligados ao estimulo do receptor Az (95). Outro estudo mostra que, na reperfuséo, a ativacao
especifica de receptores A; reduz a area de infarto experimentalmente induzido em ratos. A
estimulagdo A; também promove uma redugdo da apoptose e de necrose em miécitos
isolados. Ao contrario de dados prévios, todavia, esse estudo falhou em demonstrar reducao

da area de infarto com a ativagéo do receptor Aza (96).
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1.3.3 Efeitos Colaterais da Terapia com Metotrexato

Os potenciais efeitos colaterais do metotrexato sdo importantes causas de abandono
da terapia. Dados de um ensaio clinico que avaliou pacientes com artrite reumatoide que
receberam metotrexato na dose de 7,5 a 25mg por semana associado a suplementagdo com
folato mostraram uma incidéncia de: 33% de nduseas, 27% de cefaléia, 27% de astenia, 23%
de tonturas, 20% de alteragbes dermatoldgicas, 16% de dor abdominal, 15% de estomatite,
11% de tosse, 9% de diarréia, 8% de alopécia, 4% de elevagédo dos valores de TGP. As
reacbes mais graves, como com alteragbes gastrointestinais severas, leucopenia,
plaquetopenia, pneumonite e piora da funcdo renal apresentaram incidéncias que nao
ultrapassaram 5%. Neste estudo, que avaliou 48 semanas de tratamento, a dose cumulativa
média de metotrexato foi de 656mg (97). A suplementagdo com acido félico ou acido folinico
em pacientes que recebem terapia com metotrexato & justificada pelo significativo efeito
sobre a redugéo de efeitos colaterais, como os efeitos gastrointestinais, sem alteracdo do
efeito antiiflamataério (80).

A incidéncia de eventos adversos esta bem definida, da mesma forma que a maneira
de preveni-los. Existe, contudo, poucos dados sobre esta incidéncia em tratamentos por
curto periodo de tempo e em baixas doses (como 7,5mg por semana). Um dos poucos
estudos a descrever os eventos em tal situacao foi o ensaio clinico que avaliou o metotrexato
na Insuficiéncia Cardiaca na dose de 7,5mg por semana por 12 semanas (apesar de nao
realizar a suplementagdo de folato): em doses baixas e por curto periodo de tempo, a
incidéncia de efeitos adversos é bastante inferior & encontrada em outros estudos, com 5,7%
de nauseas, 5,7% de vémitos, 5,7% de aumento moderado de TGP e 2,9% de piora da
funcdo renal. Neste ensaio clinico a dose cumulativa média de metotrexato foi de 82,5mg

(71).
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar da evolugao na terapia da Insuficiéncia Cardiaca, o numero de internagdes, a
mortalidade e os custos hospitalares persistem elevados. A cardiopatia isquémica permanece
como principal fator etiolégico (6-8).

Existem evidéncias que comprovam a presenca de alteracbes inflamatdrias na
Insuficiéncia Cardiaca (54). Grandes ensaios clinicos falharam em mostrar beneficio do
bloqueio de TNF-a. Pequenos ensaios que utilizaram outros antiinflamatérios como o
metotrexato, contudo, apresentaram resultados animadores (65, 66, 70, 71). O metotrexato
possui beneficio conhecido em diversas patologias e sua atividade antiinflamatéria é
creditada ao aumento de adenosina extracelular (73-77, 83, 84).

Tendo em vista a importancia da Insuficiéncia Cardiaca (principalmente isquémica), a
lacuna terapéutica sobre o eixo inflamatério e os potenciais beneficios do metotrexato, um
ensaio clinico randomizado que avalie esta droga em pacientes com disfungao sistélica
isquémica é imperativo. A hipétese aventada é que o metotrexato aumentaria a adenosina
extracelular que, por sua vez, reduziria a ativagao inflamatéria na Insuficiéncia Cardiaca
através da estimulagdo de diferentes receptores, com consequente redugdo do
remodelamento cardiaco e melhora clinica. Esses beneficios seriam mais evidentes na
Insuficiéncia Cardiaca Isquémica por dois motivos: a etiologia isquémica parece possuir uma
associagdo mais forte com a ativagéo inflamatéria (63); o aumento de adenosina promovido
pelo metotrexato poderia ativar receptores de adenosina que reduziriam as areas de
miocardio hibernado e atordoado, reduziria as areas de isquemia, o estresse oxidativo, a
adeséo plaquetaria e a ativagdo adrenérgica durante a isquemia (24-28, 93).

A dose de metotrexato utilizada no presente estudo foi de 7,5mg por semana por 12
semanas. Como ndo se dispde de dados claros de sua utilizacdo na disfuncdo sistdlica
isquémica, emprega-se a posologia para inicio do tratamento da artrite reumatoide (que é de
7,5 mg por semana, semelhante a dose descrita em outras patologias). Os beneficios de sua
utilizagdo comegam a surgir no periodo de 1 a 2 meses. Obviamente o metotrexato néo é
uma droga isenta de efeitos colaterais, contudo os potenciais beneficios podem suplementar
os eventos adversos. Além disso, o estudo empregara a reposigéo de folato para reduzir a

incidéncia dos mesmos (74).
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O desfecho primario avaliado no presente ensaio clinico foi a melhora no teste da
caminhada de seis minutos. Existem outras formas de mensurar a gravidade do quadro,
como a classificagcdo de New York Heart Association (NYHA). Estas s&o, entretanto,
subjetivas e imprecisas. O teste da caminhada de 6 minutos permite avaliar de forma
objetiva, facil e barata o processo de melhora ou piora da Insuficiéncia Cardiaca com uma
correlagdo negativa com a classe funcional NYHA. Além disso, permite apontar um pior
prognostico entre os pacientes que caminham menos de 340 metros (98, 99). Para evitar
potenciais vieses, utilizou-se a padronizagao para realizagdo do teste recomendada pela
Sociedade Toracica Americana (100). A avaliagdo dos desfechos secundarios como a
mudancga no escore obtido no questionario Short Form-36 (SF-36) e as alteragdes nos niveis
plasmaticos de Proteina C reativa, sdo de grande importancia tendo em vista que ambos
também s&o fatores progndsticos (101, 102).

Como forma de preservar a idoneidade do estudo, procedeu-se ao registro

internacional no ClinicalTrials.gov sob o numero NCT00759811.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Comparar a capacidade de exercicio fisico através do teste da caminhada em pacientes
com Insuficiéncia Cardiaca de etiologia isquémica submetidos ao tratamento com

metotrexato em relagcéo ao placebo por 12 semanas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar os indices de qualidade de vida na versao brasileira do questionario Short
Form-36 (SF-36) antes e apos o tratamento;

e Comparar a classe funcional (New York Heart Association) pré e pés-tratamento;

e Avaliar niveis séricos Proteina C Reativa (PCR) antes e apds o tratamento;

e Comparar a incidéncia de infarto agudo do miocardio, acidente vascular cerebral,
necessidade de revascularizagdo miocardica, necessidade de hospitalizagdo por
piora da Insuficiéncia Cardiaca ou mortalidade apds 12 semanas de tratamento;

e Avaliar a incidéncia de possiveis efeitos colaterais: alteracbes nos niveis de
hematdcrito, hemoglobina, leucécitos e plaquetas; alteragbes nos niveis de
transaminases; alteragbes nos niveis de creatinina plasmatica; efeitos
gastrointestinais (Ulceras orais, diarréia, nauseas e vbémitos); alteragdes
dermatoldgicas (rash, prurido e alopecia) e efeitos pulmonares (pneumonite e

broncoinfeccao).
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5.1 RESUMO
5.1.1 Fundamentos

A hipétese das citocinas comprovou a associagao entre a Insuficiéncia Cardiaca (IC)
e a inflamacgao e o uso de metotrexato poderia melhorar o perfil clinico de pacientes com IC
principalmente de etiologia isquémica.

5.1.2 Métodos e Resultados

Trata-se de um ensaio clinico randomizado duplo-cego que randomizou 50 pacientes
com IC isquémica para receber 7,5mg de metotrexato ou placebo associado a 5mg de acido
félico por 12 semanas. O desfecho principal foi a melhora da distancia no teste da caminhada
de 6 minutos (6MWT). Foram também avaliados a classe funcional (NYHA), a qualidade de
vida (SF-36), os niveis de proteina C reativa (PCR), a incidéncia de mortalidade, infarto do
miocardio, acidente vascular cerebral, hospitalizagdo ou necessidade de revascularizagao
miocardica (desfecho combinado) e eventos adversos.

A distdncia no 6MWT nao apresentou diferenca significativa entre os grupos:
melhora de 24,5+39,5 no grupo metotrexato e 21,3+43,7 no grupo placebo, p=0,80. A NYHA
mostrou tendéncia marginal de melhora entre aqueles que receberam metotrexato (-
0,76+0,62) quando comparado com placebo (-0,37+0,71), p=0,06. O SF-36 apresentou
melhora no dominio de saide mental no grupo placebo. Nao houve diferengas significativas
nos niveis de PCR, na incidéncia do desfecho combinado ou de eventos adversos.

5.1.3 Concluséo

Os resultados demonstram um efeito marginal na NYHA, sem alteragdes

significativas na distancia do 6MWT e sem aparecimento de efeitos adversos.

Registro no ClinicalTrials.gov sob o nimero NCT00759811.

5.1 INTRODUCAO

A Insuficiéncia Cardiaca Congestiva (IC) € um problema de saude publica que
acomete 2,5% da populagao norte-americana com mais de 20 anos (1). Apesar da evolugéo
terapéutica das ultimas décadas a mortalidade e o numero de internagbes persistem

elevados. A cardiopatia isquémica permanece como principal fator etiolégico (2).
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Existe uma ativagéo inflamatéria na IC, com aumento dos niveis plasmaticos de fator
de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina 1B (IL-1pB), IL-2, IL-6, IL-8, receptor soluvel de IL-
6, cluster de diferenciagcdo 14 (CD14), endotelinas 1A e 1B. Esta ativagao inflamatdria ficou
conhecida como a “hipétese das citocinas” (3-6). A magnitude do aumento das citocinas esta
relacionado a gravidade do quadro, sendo que a IC isquémica apresenta niveis plasmaticos
mais elevados, 0o que sugere uma maior associacdo com o processo inflamatério nesta
etiologia (7).

A hipotese das citocinas promoveu uma procura por potenciais alvos terapéuticos.
As tentativas de antagonizar o TNF-o, endotelina A e matriz metaloproteinase, todavia,
mostraram-se inefetivas ou prejudiciais (8-11). Apesar do insucesso dos grandes ensaios
clinicos, pequenos estudos mostraram resultados promissores com antiinflamatérios
inespecificos como a talidomida, pentoxifilina e o metotrexato (12-14).

O metotrexato promove sua agédo antiinflamatéria por intermédio do aumento de
adenosina (15-18). Estudos experimentais e com humanos sugerem que além de reduzir a
ativacao inflamatédria, a adenosina poderia trazer beneficio para pacientes com IC isquémica
por meio da ativagao de diferentes receptores da adenosina, com conseqliente redugao de
areas de miocardio hibernado e atordoado, reducdo de areas de isquemia, redugdao do
estresse oxidativo e da adeséao plaquetaria (19-25).

Assim, este trabalhou apresenta o objetivo de avaliar o efeito do tratamento por 12

semanas com metotrexato sobre a capacidade fisica de pacientes com IC isquémica.

5.2 METODOS
5.2.1. Desenho do Estudo e Pacientes

Este estudo (METIS) € um ensaio clinico randomizado, duplo-cego, controlado com
placebo realizado no Instituto de Cardiologia do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil no
periodo de dezembro de 2007 a novembro de 2008. O protocolo de pesquisa foi desenhado
de acordo com a Declaracdo de Helsinki e aprovado pelo Comité de Etica da instituicdo. O
termo de consentimento livre e esclarecido foi obtido de todos os pacientes antes da
randomizacao. Todos os pacientes deveriam estar sob o tratamento étimo para IC antes da

participagao.
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Os critérios de inclusdo foram: (1) idade entre 18 e 80 anos; (2) presenca de
insuficiéncia cardiaca com classe funcional Il, lll ou IV New York Heart Association (NYHA);
(3) disfungao sistdlica com fracdo de ejeg¢do inferior a 45% na cineangiocoronariografia
(realizada entre 1 e 6 meses); (4) lesao igual ou superior a 50% da luz em ao menos uma
artéria coronaria na cineangiocoronariografia (realizada entre 1 e 6 meses antes), ou
presenca de lesdo coronariana previamente revascularizada a mais de 4 meses (cirurgia de
revascularizagdo do miocardio ou angioplastia coronariana). Os critérios de exclusao foram:
(1) infarto agudo do miocardio nos ultimos 4 meses; (2) disfungéo sistélica diagnosticada
somente durante uma sindrome coronariana aguda; (3) necessidade de revascularizagédo
miocardica eletiva nas 12 semanas seguintes; (4) doencga hepatica (TGO ou TGP superiores
ao limite normal); (5) insuficiéncia renal (creatinina plasmatica superior a 2,0mg/dl); (6)
etilismo (consumo igual ou superior a 20 doses por semana); (7) uso de drogas ilicitas; (8)
artrite reumatoide ou outra doencga inflamatdria; (9) neoplasia; (10) doengas infecciosas; (11)
hematdcrito inferior a 30%; (12) uso de antiinflamatdrios no ultimo més; (13) impossibilidade
de deambulagao ou de realizar o teste da caminhada de 6 minutos; (14) impossibilidade de
compreender o questionario de qualidade de vida.

Por meio de um programa de computador, um pesquisador independente gerou uma
randomizagdo em blocos de quatro pacientes em uma taxa de 1:1 para receber, por 12
semanas, metotrexato 7,5mg por semana ou placebo equivalente na mesma posologia.
Ambos os grupos receberam 5mg de acido félico por semana, com a finalidade de reduzir
potenciais efeitos adversos do metotrexato (26). Antes de inciar o tratamento, avaliou-se
hemograma, transaminases, creatinina plasmatica, proteina C reativa (PCR), distancia no
teste da caminhada de 6 minutos em corredor de 30 metros com frases padréo de estimulo
(27), classe funcional (NYHA) e os escores de qualidade de vida (Raw Scale) segundo o
protocolo Short-Form-36 (SF-36) validado para a populagao brasileira (28). Apdés 6 semanas
realizou-se uma anamnese na busca de potenciais efeitos colaterais e reavaliou-se
hemograma, transaminases, creatinina plasmatica. O tratamento seria suspenso na presenga
de alteragdes laboratorias consideradas severas (plaquetopenia menor que 50.000,
hematdcrito inferior a 18% ou creatinina superior a 2 vezes o valor basal) ou moderadas

(TGP superior a 3 vezes o limite normal, plaquetas entre 50.000 e 100.000 ou hematdcrito de
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18 a 27%) (29). Apds o término do tratamento (12 semanas) coletaram-se novo hemograma,
transaminases, creatinina plasmatica, PCR, avaliaram-se distancia no teste da caminhada de

6 minutos, classe funcional NYHA e os escores de qualidade de vida do SF-36.

5.2.2 Desfechos

O desfecho primario do estudo foi a melhora na distancia percorrida no teste da
caminhada de 6 minutos. Os desfechos secundarios foram: melhora nos escores do SF-36;
melhora da classe funcional (NYHA); redugéo nos niveis plasmaticos de PCR; incidéncia do
evento composto por mortalidade de todas as causas, infarto agudo do miocardio, acidente
vascular cerebral, hospitalizagdo por piora da IC ou necessidade de revascularizagdo
miocardica; incidéncia de eventos adversos.

Um comité externo de seguranca realizou avaliagdo interina dos dados quando se
atingiu a randomizagcédo de metade dos pacientes, com a finalidade de detectar um possivel
aumento na incidéncia de efeitos adversos. Este comité poderia sugerir a interrupgdo do

estudo se necessario.

5.2.3 Analise Estatistica

Os pacientes foram incluidos na analise segundo o principio de intengao de tratar.
Os resultados foram apresentados como média + desvio padrao ou mediana com amplitude
interquartil quando apropriado. Variaveis continuas foram avaliadas pelo teste t de Student
para amostras pareadas para diferengas antes e apds o tratamento e pelo teste t de Student
para amostras independentes para diferencas entre os grupos. Diferencas no nivel
plasmatico de PCR e nos escores do SF-36 antes e apds o tratamento foram avaliadas pelo
teste de Wilcoxon e entre os grupos pelo teste U de Mann-Whitney. Variadveis categoricas
foram avaliadas através do teste de qui-quadrado. Consideraram-se significativos valores de
p<0,05. As analises foram realizadas pelo software SPSS para Windows versao 13.0 (SPSS
Inc., Chicago, lllinois).

O tamanho da amostra de 44 pacientes foi estimado com a finalidade de detectar
uma diferenga entre os grupos de 30 metros na distancia percorrida no teste da caminhada

de 6 minutos, com a previsdo de perda de seguimento de 10%. Utilizou-se um nivel de
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significancia de 5% e poder de 80%, para um teste t bicaudal.

5.3 RESULTADOS
5.3.1 Parametros do Estudo

Um total de 50 pacientes foram randomizados no periodo de Dezembro de 2007 e
Setembro de 2008. Ao todo, 25 foram randomizados para receber o metotrexato e 25 para
receber placebo. Foram perdidos no seguimento 3 pacientes (2 no grupo metotrexato € 1 no
placebo, p=0,55) (Figura 1). A tabela 1 apresenta as caracteristicas de base dos pacientes
incluidos no estudo. Nao houve diferengas nas caracteristicas de base dos dois grupos,
exceto pela prevaléncia de fibrilagao atrial maior no grupo metotrexato e na dose de
furosemida média, que apresentou uma tendéncia nao significativa de ser mais alta no grupo
que recebeu placebo. A duragdo média do tratamento foi de 11,5+1,9 semanas no grupo

metotrexato e 11,3+2,4 semanas no placebo (p=0,73).

5.3.2 Desfechos

O teste da caminhada de 6 minutos pdde ser realizado antes e apds o tratamento
em 21 pacientes do grupo metotrexato e em 24 do grupo placebo (2 pacientes que recebiam
metotrexato apresentaram desfechos secundarios que impediram a realizagao do teste apos
12 semanas). A distancia média caminhada apresentou melhora significativa nos dois
grupos: de 379,9+124,6m antes para 404,4+107,0m apdés 12 semanas nos pacientes que
receberam metotrexato (p=0,01) e 405,6+89,8 antes para 426,9+78,5m apds 12 semanas
nos pacientes que receberam placebo (p=0,03). As diferengas médias entre o teste da
caminhada ap6s e antes do tratamento (24,5+39,5m no grupo metotrexato e 21,3+43,7m no
grupo placebo), todavia, ndo foram significativamente diferentes (p=0,80) (Figura 2).

A avaliagédo dos diferentes dominios do SF-36 antes e apds o tratamento mostrou
que pacientes randomizados para receber placebo ou metotrexato apresentaram melhora
nos dominios de capacidade funcional e limitagdo por aspectos fisicos. Os pacientes que
receberam placebo apresentaram melhora significativa também nos dominios estado geral
de saude, vitalidade e saude mental. Quando avaliadas as diferengas entre escores apods e

antes do tratamento, observou-se um valor significativamente maior no placebo no dominio
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saude mental (Tabela 2).

A classe funcional média também melhorou em ambos os grupos: de 2,76+0,54
antes para 2,00+0,89 apds 12 semanas no grupo metotrexato (p<0,001) e 2,58+0,58 antes
para 2,21+0,83 apds 12 semanas no grupo placebo (p=0,02). As diferengcas médias entre a
classe funcional apés e antes do tratamento mostraram uma tendéncia no limite da
significAncia de melhora nos pacientes que receberam o metotrexato (-0,76+0,62) quando
comparada com os que receberam placebo (-0,37+0,71) (p=0,06) (Figura 3).

Os niveis de PCR nao apresentaram alteragao significativa em nenhum dos grupos:
medianas de 2,8mg/L (1,8 — 5,1) antes e 3,0mg/L (1,5 — 6,3) apds no grupo metotrexato
(p=0,56) e medianas de 2,6mg/L (1,4 — 8,5) antes e 2,4mg/L (0,5 — 5,5) apds no grupo
placebo (p=0,16). As diferengas entre os niveis de PCR apds e antes do tratamento também
ndo se mostraram diferentes entre os grupos: 0,031mg/L (-1,0 — 1,8) no grupo metotrexato e
0,0mg/L (-2,8 — 0,3) no grupo placebo (p=0,19).

O desfecho “combinado” ocorreu em 3 pacientes que receberam metotrexato e em
2 que receberam placebo (p=0,64). Estes desfechos foram representados por um 6bito por
disseccao de aorta abdomnal, um paciente com necessidade de cirurgia de revascularizagéo
e um paciente com internacdo por piora da IC no grupo metotrexato e 2 pacientes com
internacgao por piora da IC no grupo placebo. Os eventos adversos ocorreram em 7 pacientes
que receberam metotrexato e 9 que receberam placebo (p=0,85). Os efeitos mais relatados
foram nauseas (2 pacientes que recebiam metotrexato e 2 que recebiam placebo), tonturas e
lipotimia (1 paciente no grupo metotrexato e 2 no placebo). Houve um caso de taquicardia
ventricular sustentada sem instabilidade hemodindmica em um paciente do grupo
metotrexato. N&o ocorreram alteragdes significativas nos niveis de hematdcrito,
hemoglobina, leucoécitos, plaquetas, creatinina e transaminases (Tabela 3). Nenhum paciente

apresentou alteragdes laboratoriais que indicassem suspensao do tratamento.

5.4 DISCUSSAO
O metotrexato possui reconhecidos efeitos antiinflamatérios, exercidos através do
aumento dos niveis de adenosina, que atuam principalmente sobre os receptores de

adenosina A, (18). Existem evidéncias que sugerem o beneficio do metotrexato também na
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cardiopatia isquémica e na IC: pacientes com artrite reumatéide que receberam um ano de
terapia com metotrexato, quando comparados com aqueles que nunca usaram,
apresentaram uma redugéo de 15% no risco de eventos cardiovasculares e 18% de infarto
agudo do miocardio (30); estudos em animais demonstraram que o metotrexatro reduz a
area de infarto induzida experimentalmente. Este efeito é bloqueado com antagonismo da
adenosina. Também ha evidéncias de reducdo de miocardio necrético com a ativagao
especifica de receptores de adenosina Aya (25, 31). Sob a luz destas evidéncias, este estudo
(METIS) foi o primeiro a avaliar a agdo do metotrexato em pacientes com insuficiéncia
cardiaca isquémica. Apesar de existir dados de um estudo prévio que mostram o beneficio
de seu uso em pacientes com insuficiéncia cardiaca de todas as etiologias, na IC isquémica
nao houve beneficio significativo (14). Uma das hipdteses para o discutivel efeito do
metotrexato no presente estudo é de que, ao contrario do que aconteceu nos estudos
experimentais que demostraram seu beneficio, o inicio da terapia foi muito posterior ao
periodo de reperfusdo, quando as areas de necrose ja estavam bem estabelecidas (25).
Outra possibilidade é de que a dose de metotrexato utilizada foi insuficiente para promover
efeitos antiinflamatérios, o que poderia justificar a auséncia de alteragbes significativas nos
niveis plasmaticos de PCR. Nado se pode descartar também o efeito coadjuvante do &cido
félico: apesar de uma meta-analise mostrar que o mesmo nao altera o efeito antiinflamatério
na artrite reumatoéide, ndo ha nenhuma evidéncia de seu efeito sobre o uso de metotrexato
na insuficiéncia cardiaca isquémica (26).

O desfecho primario avaliado pela melhora no teste da caminhada de 6 minutos
permite avaliar de forma objetiva, facil e barata o processo de melhora ou piora da
Insuficiéncia Cardiaca com uma correlagao negativa com a classe funcional NYHA. Além
disso, permite apontar um pior progndstico entre os pacientes que caminham menos de 340
metros (32, 33). Entretanto, uma revisdo mostrou que a maioria dos ensaios clinicos que o
utilizaram como desfecho ndo apresentaram resultados conclusivos, mesmo quando a droga
utilizada mostrava beneficios sobre a reducao de desfechos duros. A mesma revisdo mostrou
maior presenca de efeitos positivos no teste da caminhada no grupo placebo em estudos
pequenos, como € o caso deste estudo (34).

Os desfechos secundarios, como a mudanga na classe funcional (NYHA) e no
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escore obtido no SF-36, sdo de grande importancia tendo em vista que ambos também sao
fatores prognésticos (33, 35). Este estudo mostrou uma tendéncia de melhora da classe
funcional nos pacientes que receberam metotrexato que beira a significancia e pode nao ter
sido devido ao tamanho da amostra. Nao ha explicagdo para a melhora do dominio saude
mental no SF-36 do grupo placebo.

Houve auséncia de diferencas significativas na incidéncia de efeitos colaterais nos
pacientes que receberam metotrexato, quando comparado ao placebo, o que reitera a
seguranga da droga. Assim, na IC isquémica na dose de 7,5mg por 12 semanas e associado
a reposigao de folato, esta droga se mostrou segura, com menos efeitos colaterais quando
seu emprego na artrite reumatdide em que as reagdes mais graves, como com alteragdes
gastrointestinais severas, leucopenia, plaquetopenia, pneumonite e piora da fungdo renal
apresentaram incidéncias que ndo ultrapassaram 5% (29). Neste estudo, as nauseas foram
os efeitos adversos mais relatados e apareceram apenas em 9,5% dos pacientes que
receberam metotrexato. Outros efeitos mais graves como alteragdes no hemograma ou na
fungéo renal nao foram descritas.

Este estudo apresenta algumas limitagdes: o tamanho da amostra ndo permite
verificar potenciais diferencas entre os grupos na incidéncia de desfechos duros como a
mortalidade; assim como na artrite reumatdide, a dose ideal de metotrexato deveria ser
individualizada para cada paciente, com progressivas titulagbes de doses, o0 que nao foi
realizado no presente estudo; a maior prevaléncia de fibrilagdo atrial no grupo metotrexato e
a tendéncia nao significativa de uma dose superior de furosemida no grupo placebo foram
variaveis que podem ter prejudicado a avaliagdo do tratamento com metotrexato.

Em conclusdo, ao contrario do que demonstraram estudos prévios em todas as
etiologias, o metotrexato na dose de 7,5 mg por semana associado ao acido félico 5 mg por
12 semanas apresentou apenas efeito marginal, com forte tendéncia de melhora da classe
funcional no grupo metotrexato em relacdo ao grupo placebo (p=0,06). Novos estudos
randomizados se fazem necessarios para avaliar essa tendéncia e também seu possivel

efeito em pacientes com sindrome coronariana aguda.
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5.5 FIGURAS E TABELAS

| Avaliados: 212 pacientes

Excluidos: 162
Sem critérios de inclusdo: 54
Com critérios de exclusao: 35
Recusaram o termo de consentimento: 13
Outros motivos: 60

| Randomizados: 50 pacientes |

| 25 pacientes no grupo Metotrexato | | 25 pacientes no grupo Placebo |

| 23 completaram o tratamento | | 24 completaram o tratamento |
Figura 1 — Fluxo de pacientes no estudo.
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Figura 2 — Teste da caminhada de 6 minutos antes e apds o tratamento, sem diferenca

significativa entre os grupos.
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Figura 3 — Classe funcional (NYHA) antes e depois do tratamento, com uma tendéncia

marginal de melhora no grupo metotrexato (p=0,06).

TABELA 1 — Caracteristicas de base dos pacientes randomizados:

Metotrexato Placebo p
(n=25) (n=25)

Idade (anos) 60,8+10,3 58,248,0 0,33
Sexo masculino (%) 18 (72,0) 21(85,0) 0,31
Classe NYHA (I/11I/1V) 7171 12/121 0,34
Fracdo de ejecao 34,048,9 35,617,0 0,47
indice de massa corporal 28,21+6,4 29,5%4.5 0,39
Diabetes (%) 9 (36,0) 7 (28,0) 0,54
Hipertensdo arterial sistémica (%) 18 (72) 18 (72,0) >0,99
Fibrilagao atrial (%) 2(8,0) 8(32,0) 0,03
Tabagismo ativo (%) 9 (36,0) 8 (32,0) 0,70
Infarto do miocardio prévio (%) 16 (64,0) 14 (56,0) 0,50

Doenga arterial periférica (%) 3(12,0) 3(12,0) >0,99



Angioplastia coronariana prévia (%)
Cirurgia de revascularizacao prévia (%)
Lesao coronariana > 50% (%)
Tronco de coronaria esquerda
Descendente anterior
Diagonal
Circunflexa
Ramo marginal de circunflexa
Coronéria direita
Ramo descendente posterior
Enxerto (mamaria ou safena)
Medicagdes em uso (%)
Aspirina
Beta-bloqueadores
Bloqueadores do canal de calcio
Bloqueadores do receptor AT,
Digoxina
Diuréticos
Espironolactona
Estatina
Inibidor da ECA
Nitrato

Dose de furosemida

14 (56,0)

7 (28,0)

2(8,0)
14 (56,0)
6 (24,0)
8 (32,0)
5 (20,0)
10 (36,0)
2 (8,0)

2(8,0)

25 (100,0)
21 (84,0)
4 (16,0)

1(4,0)
6 (24,0)
17 (68,0)
11 (44,0)

20 (80,0)
21 (88,0)
11 (44,0)

45,7+14,5

14 (56,0)

7 (28,0)

1(4,0)
14 (56,0)
4 (16,0)
6 (24,0)
8 (32,0)
14 (56,0)
1(4,0)

5 (20,0)

24 (96,0)
21 (84,0)
5 (20,0)
1(4,0)
7 (28,0)
20 (80,0)
9 (36,0)
17 (68,0)
20 (80,0)
13 (52,0)

69,1+£36,2

47

>0,99

>0,99

0,55
>0,99
0,48
0,53
0,33
0,26
0,55

0,22

0,31
>0,99
0,71
>0,99
0,75
0,09
0,56
0,33
0,71
0,57

0,06

Valores apresentados como médiat desvio padrao.
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TABELA 2 — SF-36 nos diferentes dominios, conforme o tratamento:

Metotrexato Placebo
Dominio Antes 12s Delta Antes 12s Delta
Capacidade 45,0 75,0* 10,0 40,0 40,0* 10,0
funcional (32,5 - (32,5 - (0,0- (25,0 - (22,5 - (0,0 -
62,5) 87,5) 22,5) 57,5) 72,5) 20,0)
Limitagdo por 0,0 25,0* 25,0 0,0 25,0* 25,0
aspectos fisicos (0,0 - (0,0 - (0,0 - (0,0 - (0,0 - (0,0 -
50,0) 100,0) 25,0) 25,0) 93,7) 68,7)
Dor 62,0 72,0 0,0 51,0 56,5 10,0
(46,5 - (55,5 - (0,0- (31,0 - (41,0 - (0,0-
72,0) 100,0) 21,5) 72,0) 90,5) 26,2)
Estado geral de 55,0 67,0 10,0 42,0 52,0* 13,5
saude (37,5- (42,0 - (-7,5- (27,5 - (35,5 - (-6,5—
64,5) 80,0) 16,5) 47,0) 67,0) 26,5)
Vitalidade 50,0 60,0 10,0 40,0 50,0* 10,0
(32,5 - (37,5 - (-5,0 - (27,5 - (41,2 - (1,2-
37,5) 70,0) 15,0) 62,5) 63,0) 27,5)
Aspectos sociais 87,5 87,5 0,0 62,5 68,7 0,0
(50,0 - (56,2 — (-12,5- (25,0 - (25,0 - (-9,4 —
87,5) 100,0) 18,7) 87,5) 87,5) 12,5)
Aspectos 33,3 66,7 0,0 0,0 50,0 0,0
emocionais (0,0 — (16,7 — (-33,3 - (0,0 - (0,0 - (0,0 -
100,0) 100,0) 33,3) 83,3) 100,0) 33,3)
Saulde mental 68,0 76,0 0,0 60,0 56,0* 8,01
(52,0 - (54,0 - (-12,0 - (30,0 - (45,0 - (4,0 -
86,0) 88,0) 10,0) 68,0) 76,0) 16,0)

Valores apresentados como medianas e percentis 25 — 75; *P<0,05 comparado com o pré-

tratamento; TP=0,33 comparado com o grupo metotrexato.



TABELA 3 — Avaliagao laboratorial antes e apds o tratamento:
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Metotrexato Placebo

Antes 12s p Antes 12s p
Hematdcrito (%) 39,743,0 38,943,6 0,36 40,0+3,5 40,5+3,6 0,37
Hemoglobina 13,1+1,0 12,9+1,2 0,48 13,3+1,3 13,4+1,2 0,54
(g/dL)
Leucdcitos 7764,0 7823,8+ 0,73 7708,0+ 7766,7+ 0,76
(/mm?®) 1944 .4 2013,2 2373,4 2012,5
Plaquetas 241440,0+ 252095,2+ 0,40 212920,0+ 217375,0+ 0,80
(/mm?®) 51285,2 51832,3 61560,2 69593,1
Creatinina 1,0£0,3 1,010,2 0,24 1,110,3 1,01£0,3 0,11
(mg/dL)
TGO (U/L) 9,614,0 9,2+2,8 0,16 10,6+7,6 10,419,5 0,80
TGP (U/L) 11,747 ,4 11,014,3 0,49 13,41£12,7 13,2+13,6 0,69

Valores apresentados como médiatdesvio padrao



50

6 ARTIGO — VERSAO EM LINGUA INGLESA
This article will be submitted to the Journal of Cardiac Failure.
Title:
METHOTREXATE THERAPY EFFECTS ON THE PHYSICAL CAPACITY OF PATIENTS
WITH ISCHEMIC HEART FAILURE: RANDOMIZED DOUBLE-BLIND, PLACEBO-
CONTROLLED TRIAL (METIS TRIAL).
Short Title:
METHOTREXATE IN THE ISCHEMIC HEART FAILURE.
Keywords:
Heart Failure; Myocardial Ischemia; Methotrexate; Inflammation.
Authors:
Daniel Medeiros Moreira*, Jefferson Luis Vieira*, Carlos Anténio Mascia Gottschallt.
* - MD - Instituto de Cardiologia do Rio Grande do Sul;
1 - PhD - Instituto de Cardiologia do Rio Grande do Sul;
Address:
Daniel Medeiros Moreira
Instituto de Cardiologia do Rio Grande do Sul — Fundag&o Universitaria de
Cardiologia;
Rua Princesa Isabel, 390, Santana
Porto Alegre, RS — Brazil CEP: 90620-001
danielmedeirosmoreira@gmail.com
Financial suport:
FAPIC — Fundagéo de Amparo a Pesquisa do Instituto de Cardiologia do Rio Grande
do Sul — Institutional financial suport.
Interest conflits:

None.



51

6.1 ABSTRACT
6.1.1 Background

The cytokine hypothesis proved the association between Chronic Heart Failure (CHF)
and inflammation. Methotrexate use could improve clinical status of patients with CHF,
especially with Ischemic etiology.

6.1.2 Methods and Results

METIS is a randomized, double-blinded trial that studied 50 patients with ischemic
CHF that received methotrexate (7.5mg) or placebo with folic acid (5mg) for 12 weeks. The
primary end-result was the improvement in the distance in the 6-minute walk test (6MWT).
We also evaluated functional class (NYHA), life quality (SF-36), C-reactive protein (CRP),
incidence of death, myocardial infarction, stroke, hospitalization or need for myocardial
revascularization (combined outcome) and adverse effects.

The distance in 6MWT showed no significant difference between groups:
improvement of 24.5+39.5 in the methotrexate group and 21.31+43.7 in the placebo group,
p=0.80. The NYHA showed marginal trend of improvement among patients who received
methotrexate (-0.76+0.62) compared with placebo (-0.37+0.71), p=0.06. The SF-36 showed
improvement in the mental health scores in the placebo group. There were no significant
differences in levels of CRP, incidence of combined outcome and adverse events.

6.1.3 Conclusion

The results show a marginal effect in NYHA without significant changes in the 6MWT

distance without difference in adverse effects incidence.

Registration at ClinicalTrials.gov under number NCT00759811.

6.1 INTRODUCTION

Heart Failure (HF) is a public health problem that has affected 2.5% of the U.S.
population over the last 20 years (1). Despite the developments in therapy in the last
decades, the mortality rate and number of admissions remains high. Ischemic heart disease
remains the main etiological factor (2).

There is an inflammatory activation in HF, with increased plasma levels of tumor

necrosis factor a (TNF-a), interleukin 1B (IL-1B), IL-2, IL-6, IL-8, soluble receptor of IL-6,
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cluster of differentiation 14 (CD14), endothelin 1A and 1B. This inflammatory activation was
known as the "hypothesis of cytokines" (3-6). The magnitude of the increase in cytokines is
related to the severity of the condition, and the Ischemic HF presents higher plasma levels,
suggesting a greater association with the inflammatory process in this etiology (7).

The hypothesis of cytokines promoted a search for potential therapeutic targets.
Attempts to antagonize the TNF-a, endothelin A and matrix metalloproteinase, however, were
ineffective or harmful (8-11). Despite the failure of extensive clinical trials, lesser studies have
shown promising results with nonspecific anti-inflammatory drugs such as thalidomide,
pentoxifylline and methotrexate (12-14).

The methotrexate promotes its anti-inflammatory action through the increase of
adenosine (15-18). Experimental studies and human studies suggest that besides reducing
the inflammatory activation, the adenosine could bring benefit to patients with Ichemic HF
through the activation of different adenosine receptors, with consequent reduction of
hibernating and stunned myocardium areas, reduction of Ischemia areas, reduction of
oxidative stress and platelet adhesion (19-25).

Then, we did the METIS trial to evaluate methotrexate therapy effects on the physical

capacity of patients with ischemic heart failure.

6.2 METHODS
6.2.1. Design and Patients

This study (METIS) is a randomized, double-blind, placebo-controlled study
conducted at the Instituto de Cardiologia do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil in the
period from December 2007 to November 2008. The research protocol was designed in
accordance with the Helsinki Declaration and approved by the Ethics Committee of the
institution. Prior consent was obtained from all patients before randomization. All patients
should be under the optimal treatment for HF before participation.

The inclusion criteria were: (1) age between 18 and 80 years, (2) presence of heart
failure with functional class Il, 1ll or IV New York Heart Association (NYHA), (3) systolic
dysfunction with ejection fraction less than 45% in coronary angiography (held between 1 and

6 months), (4) lesion equal or above 50% of the light in at least one coronary artery on
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coronary angiography (held between 1 and 6 months) or presence of coronary lesion
previously revascularized within the previous 4 months (coronary artery bypass grafting or
coronary angioplasty). The exclusion criteria were: (1) acute myocardial infarction in the last 4
months, (2) systolic dysfunction diagnosed only during an acute coronary syndrome, (3) the
need for elective coronary artery bypass surgery within 12 weeks following, (4) liver disease
(AST and ALT above the normal limit), (5) renal failure (plasma creatinine greater than 2.0
mg/dl), (6) drinking (consuming more than 20 doses per week), (7) use of illicit drugs; (8)
rheumatoid arthritis and other inflammatory disease, (9) cancer, (10) infectious diseases; (11)
hematocrit less than 30%; (12) use of anti-inflammatory drugs in the last month; (13) inability
to walk or to do the 6-minute walk test (6MWT); (14) inability to understand the SF-36
questionnaire.

Through a computer program, an independent researcher has created a
randomization in blocks of four patients at a rate of 1:1 to receive methotrexate 7.5 mg orally
per week or the equivalent dosage in placebo for 12 weeks. Both groups received folic acid
(5mg per week), aiming at reducing potential methotrexate adverse effects (26). Before the
research treatment, we evaluated hemogram, transaminases, plasma creatinine, C-reactive
protein (CRP), distance walked in 6MWT in a corridor of 30 meters with standard
encouragement phrases (27), functional class (NYHA) and scoring of quality of life (Raw
Scale) according to the Short-Form 36 protocol (SF-36) validated for the Brazilian population
(28). After 6 weeks we conducted a clinical history in search of potential side effects and re-
assessed hemogram, transaminases, plasma creatinine. We would have stopped the
treatment if there were changes in the exams that we considered severe (thrombocytopenia
less than 50,000, hematocrit less than 18% or creatinine more than twice the baseline) or
moderate (ALT more than 3 times the normal limit, between 50,000 and 100,000 platelets or
hematocrit of 18 to 27%) (29). After the end of treatment (12 weeks) we collected new
hemogram, transaminases, plasma creatinine, CRP, we evaluated the distance on the

6MWT, NYHA functional class and then scored on quality of life of the SF-36.

6.2.2 End-points

The initial outcome of the study was the improvement in 6MWT distance. The
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secondary outcomes were: improvement in SF-36; improvement in functional class (NYHA);
reduction in plasma CRP levels; impact of the composed event of death from all causes,
myocardial infarction, stroke, hospitalization for heart failure worsening or need for coronary
revascularization and also in adverse events incidences.

An external security committee held interim data evaluation where we reached the
randomization of half of the patients, to detect a possible increase in the adverse effects

incidence. This committee could have suggested if interruption of the study was necessary.

6.2.3 Statistical Analysis

Patients were included in the analysis with the intention principally to be treated. The
results were presented as mean * standard deviation or median with interquartile range when
appropriate. Continuous variables were analyzed by Student t test for paired samples for
differences before and after treatment and the Student t test for independent samples for
differences between the groups. Differences in the plasma level of CRP and the scores of the
SF-36 before and after treatment were evaluated by the Wilcoxon test and between groups by
the Mann-Whitney U test. Categorical variables were evaluated through the test of chi-
squared. We considered significant values of p<0.05. The tests were performed using
Windows SPSS software, version 13.0 (SPSS Inc. Chicago, lllinois).

Sample sizes of 44 patients were estimated to detect a difference between groups of
30 meters in 6MWT distance and estimating a follow-up loss of 10%. We used a significance

level of 5% and power of 80% for a 2-tailed t test.

6.3 RESULTS
6.3.1 Baseline

A total of 50 patients were randomized in the period from December 2007 to
September 2008. In total, 25 were randomized to receive methotrexate and 25 to receive
placebo. We were unable to complete the follow up of 3 patients (2 in the methotrexate group
and 1 in placebo, p=0.55). (Figure 1). Table 1 shows the basic characteristics of the patients
enrolled in the study. There were no differences in the basal characteristics of the two groups,

except for the higher atrial fibrillation presence in the methotrexate group and the mean dose
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of furosemide, which was not significantly higher in the placebo group. The mean duration of
treatment was 11.51£1.9 weeks in the methotrexate group and 11.3+2.4 weeks in the placebo

(p =0.73).

6.3.2 End-points

The 6MWT could be performed before and after treatment by 21 patients in the
methotrexate group and 24 in the placebo group (2 patients who received methotrexate
showed secondary outcomes that prevented the test after 12 weeks). The mean walked
distance showed significant improvement in both groups: from 379.9+124.6m before to
404.4+107.0m after 12 weeks in patients who received methotrexate (p=0.01) and 405.6+89.8
prior to 426.9+78.5m after 12 weeks in patients who received placebo (p=0.03). The mean
differences between the 6BMWT before and after treatment (24.5£39.5m in the methotrexate
group and 21.3343.7m in the placebo group), however, were not significantly different
(p=0.80) (Figure 2).

The evaluation of the different SF-36 scores before and after treatment showed that
patients randomized to receive placebo or methotrexate had some improvement in the
physical functioning and role-physical scales. The patients who received placebo also showed
significant improvement in the general health, vitality and mental health scores. When
evaluated the differences between scores before and after treatment, we observed a
significantly higher value in the placebo group with regard to mental health scores (Table 2).

The mean functional class also improved in both groups: from 2.76+0.54 before to
2.00+0.89 after 12 weeks in the methotrexate group (p<0001) and 2.58+0.58 prior to
2.21+0.83 after 12 weeks in the placebo group (p=0.02). The mean differences between the
functional class before and after treatment showed a trend within the limits of the significance
of improvement in patients who received methotrexate (-0.76+0.62) when compared with
those who received placebo (-0.37+0.71) (p=0.06) (Figure 3).

The CRP levels showed no significant change in either of the groups: median of
2.8mg/L (1.8 - 5.1) before and 3.0mg/L (1.5 - 6.3) after in the methotrexate group (p=0.56)
and medians of 2.6mg/L (1.4 - 8.5) before and 2.4mg/L (0.5 - 5.5) after in the placebo group

(p=0.16). Differences between the levels of CRP before and after treatment also were not
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different between the groups: 0.031mg/L (-1.0 - 1.8) in the methotrexate group and 0.0mg/L (-
2.8 - 0.3) in the placebo group (p=0.19).

The "combined" outcome occurred in 3 patients who received methotrexate and 2
who received placebo (p=0.64). These outcomes were represented by a death (abdominal
aorta dissection), one patient needed surgery for revascularization, and a patient needed to
be hospitalized with worsening HF in the methotrexate group, also 2 patients were
hospitalized for worsening HF in the placebo group. Adverse events occurred in 7 patients
who received methotrexate and 9 who received placebo (p=0.85). The most common adverse
effects were nausea (2 patients who received methotrexate and 2 who received placebo),
dizziness and lipothymia (1 patient in the methotrexate group and 2 in placebo). There was a
case of sustained ventricular tachycardia without hemodynamic instability in one patient from
the methotrexate group. There were no significant changes in the hematocrit, hemoglobin,
white blood cells, platelets, creatinine and transaminases levels (Table 3). There were no

laboratorial changes that could have indicated treatment cessation.

6.4 DISCUSSION

Methotrexate has recognized anti-inflammatory effects, exercised through increased
adenosine levels, which act mainly on adenosine A, receptors (18). There is evidence that
also suggests methotrexate benefit in Ischemic heart disease and HF: patients with
rheumatoid arthritis who received one year of treatment with methotrexate, compared with
those who had never used it, showed a 15% reduction in risk of cardiovascular events and
18% reduction of acute myocardial infarction (30); Animal studies have shown that
methotrexate reduces the experimentally induced infarction area. This effect is blocked with
adenosine antagonism. There is also evidence of necrotic myocardium reduction with the
activation of adenosine A,x specific receptors (25, 31). Under the light of this evidence, this
study (METIS) was the first to evaluate the methotrexate effect in patients with Ischemic heart
failure. Although there is data from an earlier study showing its use benefit in patients in all
etiologies heart failures, in Ischemic HF there was no significant benefit (14). One of the
hypotheses for the questionable methotrexate action in this study is that, unlike what

happened in experimental studies that demonstrated their benefit, the therapy was started
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long after the reperfusion period, when the necrosis areas were already well established (25).
Another possibility is that the methotrexate dose was not enough to promote anti-
inflammatory effects, which could justify the absence of significant changes in plasma levels
of CRP. We can also not discard the adjuvant folic acid effect: despite a meta-analysis
showing that it does not alter the anti-inflammatory effect on rheumatoid arthritis, there is no
evidence of their effect on methotrexate use in Ischemic HF (26).

The primary outcome measured by improvement in the 6MWT is an objective, easy
and inexpensive way to evaluate the process of improvement or worsening of heart failure
with a negative correlation with NYHA functional class. It also allows detection of a worse
prognosis among patients who walk less than 340 meters (32, 33). However, a review
showed that the majority of clinical trials that used 6MWT as an outcome showed no
conclusive results, even when the drugs used showed benefits in the reduction of severe
outcomes. The same review showed greater presence of positive effects in the 6MWT in the
placebo group in minor studies, as is the case of this study (34).

The secondary outcomes, such as change in functional class (NYHA) and the SF-36
scores, are of great importance in view of the fact that both are also prognostic factors (33,
35). This study showed an improvement trend in functional class in patients who received
methotrexate close to the significance, and that may not have been due to the size of the
sample. There is no explanation for the SF-36 mental health scale improvement in the
placebo group.

There were no significant differences in the side effects incidences in patients who
received methotrexate, compared to placebo, which reaffirms the drugs safety. Thus, in
Ischemic HF at a dose of 7.5 mg for 12 weeks with replacement of folate, the drug was safe,
with fewer side effects when used for rheumatoid arthritis, this is when there are the most
severe reactions, such changes as with severe gastrointestinal, leukopenia,
thrombocytopenia, pneumonia and worsening renal function had effects that did not exceed
5% (29). In this study, nausea was the most common adverse effect and appeared in only
9.5% of patients who received methotrexate. Other more serious changes, such as
hemogram or kidney function were not present during our study.

This study has some limitations: the sample size does not determine potential
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differences between the groups in the incidence of conclusive outcomes such as mortality; as
well as in rheumatoid arthritis, the optimal dose of methotrexate should be individualized for
each patient, with progressive-dose fitrations, which was not done in this study; the higher
atrial fibrillation prevalence in the methotrexate group and a non significant trend of a higher
dose of furosemide in the placebo group were variables that may have hampered the
evaluation of treatment with methotrexate.

In conclusion, contrary to previous studies that showed in all etiologies, methotrexate
at a dose of 7.5 mg per week associated with folic acid 5 mg for 12 weeks showed only
marginal effect, with a strong improvement trend in functional class in the methotrexate group
compared with the placebo group (p = 0.06). New randomized studies are needed to evaluate

this trend and its possible effect on patients with acute coronary syndrome.



6.5 FIGURES AND TABLES

| Assessed for Elegibility: 212 patients |

Excluded: 162
Not meeting inclusion criteria: 54
Exclusion criteria: 35
Refused to participate: 13
Other reasons: 60

| Randomized: 50 patients |

59

| 25 patients in Methotrexate group | | 25 patients in Placebo group |

| Analysed: 23 | | Analysed: 24
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Figure 2 — 6MWT before and after treatment, without significant difference.
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Figure 3 — NYHA before and after treatment, with an improvement trend in the methotrexate

group (p=0.06).

TABLE 1 — Baseline Characteristics of the Patients:

Methotrexate Placebo p

(n=25) (n=25) value
Age (years) 60.8+10.3 58.2+8.0 0.33
Male sex (%) 18 (72.0) 21(85.0) 0.31
NYHA class (II/lII/IV) 71171 12/12/1 0.34
Left ventricular ejection fraction 34.0+£8.9 35.6+7.0 0.47
Body mass index 28.216.4 29.514.5 0.39
Diabetes (%) 9 (36.0) 7 (28.0) 0.54
Hypertension (%) 18 (72) 18 (72.0) >0.99
Atrial fibrillation (%) 2 (8.0) 8 (32.0) 0.03
Active smokers (%) 9 (36.0) 8 (32.0) 0.70
Prior myocardial Infarction (%) 16 (64.0) 14 (56.0) 0.50
Peripheral arterial disease (%) 3(12.0) 3(12.0) >0.99



Prior percutaneous transluminal coronary
angioplasty (%)
Prior CAGB (%)
Coronary lesion > 50% (%)
Left coronary artery
Anterior descending artery
Diagonal coronary artery
Circumflex coronary artery
Oblique marginal coronary artery
Right coronary artery
Poterior descending coronary artery
Bypass
Medications (%)
Aspirine
Beta-blockers
Calcium channel blockers
Angiotensin-receptor blocker
Digoxin
Diuretics
Spironolactone
Statin
ACE inhibitor
Nitrate

Furosemide dose

14 (56.0)

7 (28.0)

2 (8.0)
14 (56.0)
6 (24.0)
8 (32.0)
5 (20.0)
10 (36.0)
2 (8.0)

2 (8.0)

25 (100.0)
21 (84.0)
4 (16.0)

1(4.0)
6 (24.0)
17 (68.0)
11 (44.0)

20 (80.0)
21 (88.0)
11 (44.0)

45.7+14.5

14 (56.0)

7 (28.0)

1(4.0)
14 (56.0)
4 (16.0)
6 (24.0)
8 (32.0)
14 (56.0)
1(4.0)

5 (20.0)

24 (96.0)
21(84.0)
5 (20.0)
1(4.0)
7 (28.0)
20 (80.0)
9 (36.0)
17 (68.0)
20 (80.0)
13 (52.0)

69.1+£36.2

61

>0.99

>0.99

0.55

>0.99

0.48

0.53

0.33

0.26

0.55

0.22

0.31

>0.99

0.71

>0.99

0.75

0.09

0.56

0.33

0.71

0.57

0.06

Values presented as meanz SD.
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TABLE 2 — SF-36 scores in methotrexate e placebo groups:

Methotrexate Placebo
Scales Before After Delta Before After Delta
Physical 45.0 75.0* 10.0 40.0 40.0* 10.0
functioning (32.5 - (32.5 - (0.0- (25.0 - (22.5- (0.0 -
62.5) 87.5) 22.5) 57.5) 72.5) 20.0)
Role-physical 0.0 25.0* 25.0 0.0 25.0* 25.0
(0.0- (0.0 - (0.0- (0.0- (0.0 — (0.0-
50.0) 100.0) 25.0) 25.0) 93.7) 68.7)
Bodily pain 62.0 72.0 0.0 51.0 56.5 10.0
(46.5 - (55.5— (0.0 - (31.0- (41.0- (0.0-
72.0) 100.0) 21.5) 72.0) 90.5) 26.2)
General health 55.0 67.0 10.0 42.0 52.0* 13.5
(37.5- (42.0 - (-7.5- (27.5 - (35.5 - (-6.5—
64.5) 80.0) 16.5) 47.0) 67.0) 26.5)
Vitality 50.0 60.0 10.0 40.0 50.0* 10.0
(32.5- (37.5- (-5.0 - (27.5 - (41.2 - (1.2-
37.5) 70.0) 15.0) 62.5) 63.0) 27.5)
Social functioning 87.5 87.5 0.0 62.5 68.7 0.0
(50.0 - (56.2 — (-12.5- (25.0 - (25.0 - (-9.4 -
87.5) 100.0) 18.7) 87.5) 87.5) 12.5)
Role-emotional 33.3 66.7 0.0 0.0 50.0 0.0
(0.0 - (16.7 — (-33.3-— (0.0 - (0.0 - (0.0 -
100.0) 100.0) 33.3) 83.3) 100.0) 33.3)
Mental health 68.0 76.0 0.0 60.0 56.0* 8.0t
(52.0 - (54.0 - (-12.0 - (30.0 - (45.0 - (4.0 -
86.0) 88.0) 10.0) 68.0) 76.0) 16.0)

Values presented as median and percentiles 25 — 75; *P<0.05 compared with before the

treatment; 1P=0.33 compared with the methotrexate group.
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TABLE 3 — Laboratorial evaluation before and after treatment:

Methotrexate Placebo

Before After p Before After p

Hematocrit (%) 39.7+£3.0 38.9+£3.6 0.36 40.0+£3.5 40.5+3.6 0.37

Hemoglobin 13.1£1.0 12.9+1.2 0.48 13.3%£1.3 13.4+1.2 0.54
(g/dL)

Leukocytes 7764.0% 7823.8+ 0.73 7708.0% 7766.7+ 0.76
(/mm?®) 1944 .4 2013.2 2373.4 2012.5

Platelets (/mm®)  241440.0+ 252095.2+ 0.40 212920.0+ 217375.0+ 0.80

51285.2 51832.3 61560.2 69593.1
Creatinine 1.0+0.3 1.0+0.2 0.24 1.1+0.3 1.0+0.3 0.11
(mg/dL)
AST (U/L) 9.614.0 9.2+2.8 0.16 10.6+7.6 10.419.5 0.80
ALT (U/L) 11.74£7.4 11.04.3 0.49 13.41£12.7 13.2+13.6 0.69

Values presented as meanzx SD.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do voluntario: Idade RG

Titulo do estudo: Efeitos da Terapia com Metotrexato sobre a Capacidade Fisica de
Pacientes com Insuficiéncia Cardiaca Isquémica: Estudo Randomizado, Duplo-Cego,
Controlado com Placebo.

Pesquisadores responsavel(is): Daniel Medeiros Moreira, Carlos Anténio Mascia Gottschall
Instituicdo: Instituto de Cardiologia do Rio Grande do Sul - FUC

Telefone para contato: 8107-3114

1 — Essas informacgoes estdo sendo fornecidas para sua participagao voluntaria neste estudo,
que visa avaliar os efeitos da medicagdo metotrexato na insuficiéncia cardiaca de origem
isquémica;

2 — Serao formados dois grupos de pacientes com insuficiéncia cardiaca isquémica. Através
de sorteio alguns receberdo metotrexato com acido félico e o outros placebo com acido
félico, que serado utilizados uma vez por semana por 12 semanas. O pesquisador, assim
como o paciente, nao sabe quem recebeu placebo ou metotrexato até o final da coleta de
dados, para que possa comparar os dados imparcialmente;

3 — Seréo realizados coleta de sangue para exames através de punc¢ao no brago (creatinina,
TP, TGO, TGP, PCR e hemograma) antes do estudo e apds 6 e 12 semanas; Também sera
realizado um questionario de qualidade de vida e o teste da caminhada durante 6 minutos
antes do tratamento e apos 12 semanas;

4 — Usuarios de metotrexato podem apresentar: nauseas (33%), dor de cabeca (27%),
cansaco (27%), tonturas (23%), alteracdes de pele (20%), dor abdominal (16%), infecgdo em
boca (15%), tosse (11%), diarréia (9%), queda de cabelo (8%), alteragdes no figado (4%),
alteracdes intestinais mais sérias (5%), leucopenia (3%) e plaquetopenia leve (3%)
(alteragcdes no sangue), pneumonite (0,7%) (alteracdo pulmonar) e piora da funcédo renal
(0,7%). A pungéo no brago pode provocar hematoma local; O teste da caminhada pode, em
casos excepcionais, provocar angina em pacientes com lesdo coronariana severa.

5 — Os possiveis beneficios do estudo sdo na melhora clinica, com maior tolerancia ao
exercicio e significativa melhora da qualidade de vida com o uso do metotrexato (conforme
mostram estudos anteriores).

6 — Nao havera mudanga na medicagdo de uso prévio. Nao ha, portanto procedimentos
alternativos que possam ser mais vantajosos;

7 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicéo;
8 — Direito de confidencialidade — As informagbes obtidas serdo analisadas em conjunto com
outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificagao de nenhum paciente;

9 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em
estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

10 — Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também nao ha compensagdo financeira relacionada a sua
participagdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da
pesquisa.

11 — Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos
propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento
médico na Instituicdo, bem como as indenizag¢des legalmente estabelecidas.

12 - Compromisso do pesquisador de utilizar dados e materiais coletados somente para esta
pesquisa.

Eu, , RG , fui
informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o
estudo "Efeitos da Terapia com Metotrexato sobre a Capacidade Fisica de Pacientes com
Insuficiéncia Cardiaca Isquémica: Estudo Randomizado, Duplo-Cego, Controlado com
Placebo”. Discuti com o Dr. Daniel Medeiros Moreira sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados,
seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacao é isenta de despesas e que tenho
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garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente
em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes
ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu
possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Porto Alegre, / /

Assinatura do sujeito de pesquisa

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste sujeito de pesquisa ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Porto Alegre, / /

Daniel Medeiros Moreira
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Dados — DO
Identificagdo Paciente N° |
Nome: Data: |
Nasc: | Sexo: | Prontudrio:
Fones: Fones (familiar):
Peso Altura:
Cineangiocoronariografia
Data: | | Fragdo de ejegdo: |
LesoOes descritas
TCE LI % MgCx LI % PS LI %
bA [ % CD L % PS A
Dg L % DP O % Outra:
cx [ % MaM L] % L %
Histéria Pregressa
ACTP prévias:
Data: Lesdes: Data: Lesdes:
Data: Lesdes: Data: Lesobes:
CRM prévias:
Data: | | Pontes: | | Data: | | Pontes: |
Comorbidades:
ACFA L] Etilismo L] IRC L]
DM ] HAS ] Tabagismo ]
Dislipidemia O] Histéria Familiar ] Outros
Medicacgao
AAS L] Diurético (outro) L]
Ant. agreg. plag. (outro) ] Espironolactona O]
Anticoagulante oral ] Estatina O]
Betabloqueador ] Furosemida O] Dose/dia:
Blog. Canal Calcio ] IECA O]
BRA L] Nitrato L]
Digoxina ] Outros:
Exames
Laboratério:
Leucécitos Y%: Eos: Basof: Bast: Segm: Linf: Mono:
Ht Hb Plaquetas
Creatinina TGO TGP
PCR
Dispnéia, Angina, Exame Fisico

NYHA: L1l LIl T IV
Angina CF: LI LI LIn Y
Duplo produto: | PA | | FC: |

Teste da Caminhada
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Distancia:

Tempo (se incompleto):

Borg antes:

Borg depois:




Dados — Semana 6

73

Identificacdo

Paciente N° |

Nome: Data: |
Tempo de tratamento: Completo [] Incompleto L] dias

Efeitos Adversos
Morte L] Dermatoldgicos L]
IAM ] Hematologicos ]
AVC ] Hepaticos ]
ACTP ] Gastrointestinais ]
CRM ] Outros:

Exames
Laboratério:
Leucécitos Y%: Eos: Basof: Bast: Segm: Linf: Mono:
Ht Hb Plaquetas
Creatinina TGO TGP
Dados — Semana 12
Identificagio | Paciente N° |

Tempo de tratamento: Completo L] Incompleto [] dias
Peso: Altura:

Efeitos Adversos
Morte L] Dermatoldgicos L]
IAM ] Hematologicos ]
AVC ] Hepaticos ]
ACTP ] Gastrointestinais L]
CRM O] Outros:

Medicacgao
AAS L] Diurético (outro) L]
Ant. agreg. plag. (outro) L] Espironolactona L]
Anticoagulante oral ] Estatina O]
Betabloqueador ] Furosemida ] Dose/dia:
Blog. Canal Calcio O] IECA Ol
BRA L] Nitrato L]
Digoxina L] Outros:
Exames

Laboratério:
Leucdcitos Y: Eos: Basof: Bast: Segm: Linf: Mono:
Ht Hb | Plaquetas |
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TP | TGO | | TGP |

Creatinina

Dispnéia, Angina, Exame Fisico
NYHA: L1 LI LI v
Angina CF: L] LN LIni Y

Duplo produto: | PA | | FC: |
Teste da Caminhada
Distancia: Tempo (se incompleto):
Borg antes: Borg depois:
SF-36/D-0 I Nome: | I Nimero: |
1- Em geral vocé diria que sua saude é:
Excelente(1) | Muito Boa(2) | Boa(3) [ Ruim(4) | Muito Ruim(5) |
2- Comparada ha um ano, como vocé classificaria sua saude em geral, agora?
Muito Melhor(1) | Um Pouco Melhor(2) | QuaseaMesma(3) | Um Pouco Pior(4) | Muito Pior(5) |

3- Os seguintes itens s&o sobre atividades que vocé poderia fazer atualmente durante um dia comum. De acordo com a sua saude, vocé teria
dificuldade para fazer estas atividades? Neste caso, quando?

. Sim, muita Sim, um pouco de o
Atividades dificuldade dificul%ade Sem dificuldade

a) Atividades vigorosas, que exigem muito esforgo, tais como correr, 1 2 3
levantar objetos pesados, participar em esportes intensos.
b) Atividades moderadas, tais como mover uma mesa, passar aspirador de 1 2 3
po, jogar bola, varrer a casa.
c) Levantar ou carregar mantimentos 1 2 3
d) Subir varios lances de escada 1 2 3
e) Subir um lance de escada 1 2 3
f) Curvar-se, ajoelhar-se ou dobrar-se 1 2 3
g) Andar mais de 1 Km 1 2 3
h) Andar varios quarteirbes 1 2 3
i) Andar um quarteirdo 1 2 3
j) Tomar banho ou vestir-se 1 2 3

4- Durante as ultimas 4 semanas, voceé teve algum dos seguintes problemas no seu trabalho ou com alguma atividade regular, como consequiénc
de sua saude fisica?

a

Sim Nao
a) Vocé diminui a quantidade de tempo que se dedicava ao seu trabalho ou a outras atividades? 1 2
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1 2
c) Esteve limitado no seu tipo de trabalho ou a outras atividades? 1 2
d) Teve dificuldade de executar seu trabalho ou outras atividades (p. ex. necessitou de um esforgo extra)? 1 2

5- Durante as Ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu trabalho ou outra atividade regular diaria, como consequéncia
de algum problema emocional (como sentir-se deprimido ou ansioso)?

Sim Nao
a) Vocé diminui a quantidade de tempo que dedicava-se ao seu trabalho ou a outras atividades? 1 2
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1 2
¢) Nao realizou ou fez qualquer das atividades com tanto cuidado como geralmente faz. 1 2

6- Durante as ultimas 4 semanas, de que maneira sua saude fisica ou problemas emocionais interferiram nas suas atividades sociais normais, em
relacéo a familia, amigos ou em grupo?

De forma nenhuma(1) | Ligeiramente(2?) | Moderadamente(3) | Bastante(d) | Extremamente (5) |
7- Quanta dor no corpo vocé teve durante as Ultimas 4 semanas?
Nenhuma(1) | Muito Leve(2) | Leve(3) | Moderada(4) | Grave(5) | Muito Grave(6) |
8- Durante as ultimas 4 semanas, quanto a dor interferiu com seu trabalho normal (incluindo o trabalho dentro de casa)?
De maneira alguma(1) | Um pouco(2) | Moderadamente(3) | Bastante(4) | Extremamente(5) |
9- Para cada questao abaixo, por favor dé uma resposta que mais se aproxime da maneira como vocé se sente, em relagdo as ultimas 4 semanas.
A maior parte Boa parte do As Poucas
Sempre do t t veze
o tempo empo S vezes
a) Por quanto tempo vocé se sente cheio de vigor, forca, e animado? 1 2 3 4 5
b) Por quanto tempo se sente nervosa(o)? 1 2 3 4 5
c) Por quanto tempo se sente tdo deprimido que nada pode anima-lo? 1 2 3 4 5
d) Por quanto tempo se sente calmo ou tranquilo? 1 2 3 4 5
e) Por quanto tempo se sente com muita energia? 1 2 3 4 5
f) Por quanto tempo se sente desanimado ou abatido? 1 2 3 4 5
g) Por quanto tempo se sente esgotado? 1 2 3 4 5
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h) Por quanto tempo se sente uma pessoa feliz? 1 2 3 4 5

i) Por quanto tempo se sente cansado? 1 2 3 4 5

10- Durante as Ultimas 4 semanas, por quanto tempo a sua saude fisica ou problemas emocionais interferiram em suas atividades sociais (como
visitar amigos, parentes, etc)?

Sempre(1) | A maior parte do tempo (2) | Boa parte do tempo (3) | Poucas vezes(4) | Nunca(5) |
11- O quanto verdadeiro ou falso é cada uma das afirmagées para vocé?
Definitivamente A maioria das Nao A maioria das N
. - : Definitivamente falso
verdadeiro vezes verdadeiro sei vezes falso
a) Eu costumo adoecer um pouco mais
- 1 2 3 4 5
facilmente que as outras pessoas
b) Eu sou tdo saudavel quanto qualquer 1
pessoa que eu conhecga
c¢) Eu acho que a minha saude vai piorar 1 2 3 4 5
d) Minha saude é excelente 1 2 3 4 5
SF-36/12s I Nome: | I Numero: |
1- Em geral vocé diria que sua saude é:
Excelente(1) | Muito Boa(2) | Boa(3) | Ruim(4) | Muito Ruim(5) |
2- Comparada ha um ano, como vocé classificaria sua saude em geral, agora?
Muito Melhor(1) | Um Pouco Melhor(2) | QuaseaMesma(3) | Um Pouco Pior(4) | Muito Pior(5) |

3- Os seguintes itens s&o sobre atividades que vocé poderia fazer atualmente durante um dia comum. De acordo com a sua saude, vocé teria
dificuldade para fazer estas atividades? Neste caso, quando?

. Sim, muita Sim, um pouco de .
Atividades dificuldade dificuIF::lade Sem dificuldade
a) Atividades vigorosas, que exigem muito esforgo, tais como correr, 1 2 3
levantar objetos pesados, participar em esportes intensos.
b) Atividades moderadas, tais como mover uma mesa, passar aspirador de 1 2 3
po, jogar bola, varrer a casa.
c) Levantar ou carregar mantimentos 1 2 3
d) Subir varios lances de escada 1 2 3
e) Subir um lance de escada 1 2 3
f) Curvar-se, ajoelhar-se ou dobrar-se 1 2 3
g) Andar mais de 1 Km 1 2 3
h) Andar varios quarteirdes 1 2 3
i) Andar um quarteirdo 1 2 3
j) Tomar banho ou vestir-se 1 2 3
4- Durante as Ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas no seu trabalho ou com alguma atividade regular, como consequéncia
de sua saude fisica?
Sim Nao

a) Vocé diminui a quantidade de tempo que se dedicava ao seu trabalho ou a outras atividades? 1 2
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1 2
c) Esteve limitado no seu tipo de trabalho ou a outras atividades? 1 2
d) Teve dificuldade de executar seu trabalho ou outras atividades (p. ex. necessitou de um esforgo extra)? 1 2

5- Durante as ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu trabalho ou outra atividade regular diaria, como consequéncia
de algum problema emocional (como sentir-se deprimido ou ansioso)?

Sim Nao
a) Vocé diminui a quantidade de tempo que dedicava-se ao seu trabalho ou a outras atividades? 1 2
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1 2
c) No realizou ou fez qualquer das atividades com tanto cuidado como geralmente faz. 1 2

6- Durante as ultimas 4 semanas, de que maneira sua saude fisica ou problemas emocionais interferiram nas suas atividades sociais normais, em
relagéo a familia, amigos ou em grupo?

De forma nenhuma(1) [ Ligeiramente(2) | Moderadamente(3) | Bastante(d) | Extremamente (5) |
7- Quanta dor no corpo vocé teve durante as Ultimas 4 semanas?
Nenhuma(1) [ Muito Leve(2) | Leve(3) | Moderada(4) | Grave(5) | Muito Grave(6) |
8- Durante as ultimas 4 semanas, quanto a dor interferiu com seu trabalho normal (incluindo o trabalho dentro de casa)?
De maneira alguma(1) | Um pouco(2) | Moderadamente(3) | Bastante(4) | Extremamente(5) |
9- Para cada questé&o abaixo, por favor dé uma resposta que mais se aproxime da maneira como vocé se sente, em relagéo as ultimas 4 semanas.
s A maior parte Boa parte do As Poucas
empre veze
do tempo tempo s vezes
a) Por quanto tempo vocé se sente cheio de vigor, forga, e animado? 1 2 3 4 5
b) Por quanto tempo se sente nervosa(o)? 1 2 3 4 5
c¢) Por quanto tempo se sente tdo deprimido que nada pode anima-lo? 1 2 3 4 5
d) Por quanto tempo se sente calmo ou tranquilo? 1 2 3 4 5
e) Por quanto tempo se sente com muita energia? 1 2 3 4 5
f) Por quanto tempo se sente desanimado ou abatido? 1 2 3 4 5
g) Por quanto tempo se sente esgotado? 1 2 3 4 5
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h) Por quanto tempo se sente uma pessoa feliz?

1

2

3

4 5

i) Por quanto tempo se sente cansado?

1

2

3

4 5

10- Durante as Ultimas 4 semanas, por quanto tempo a sua saude fisica ou problemas emocionais interferiram em suas atividades sociais (como

visitar amigos, parentes, etc)?

Sempre(1) | A maior parte do tempo (2) |

Boa parte do tempo (3)

Poucas vezes(4)

| Nunca(5) |

11- O quanto verdadeiro ou falso é cada uma das afirmagées para vocé?

Definitivamente A maioria das Nao A maioria das N
. - : Definitivamente falso
verdadeiro vezes verdadeiro sei vezes falso

a) Eu costumo adoecer um pouco mais

- 1 2 3 4 5
facilmente que as outras pessoas
b) Eu sou tdo saudavel quanto qualquer 1
pessoa que eu conhecga
c¢) Eu acho que a minha saude vai piorar 1 2 3 4 5
d) Minha saude é excelente 1 2 3 4 5
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CONTROLE DA QUALIDADE

| Certificado de Anilise - Nimero: MEDIC 3816/08-00 |

Insumo: Cépsulas de metotrexato — 7,5 mg. Lote: 25549,
Cliente: Bioférmula Farmécia de Manipulagio Ltda — | Classe terapéutica: Antincoplasico. <ﬂ
ME.

End.: Avenida Aniceto Zacchi, 645 - Loja 02 - Ponte
do Imaruim - Palhoga — SC.

Fabricacio: 28/05/2008, Validade: 24/11/2008.
Quantidade de amostra: 40 cépsulas. Embalagem: Pote plastico.

-~
v

N (

Dados da Matéria-Prima
Fornecedor: Nio consta. Lote: Ndo consta.
Fabricacdo: Nio consta. Validade: Néo consta.

Anlise Fisico-quimica

Ensaio ___ Especificacio Resultado
Cipsulas até 300 mg podem apresentar um limite de variagio
i de + 10.0% e cépsulas acima de 300 mg podem apresentar um De acordo.
Peso médio - 5 i :
foontetide) limite de .i _7.5 %. Po_de-se tolerar o méximo, duas upldades 172,72 mg.
fora dos limites especificados, porém nenhuma podera estar| (C.V.=2,04%).
acima ou abaixo do dobro das porcentagens indicadas.
Identificagiio Espectrofotometria UV/Visivel. De acordo.
Teor De 90,0% a 110,0% do valor rotulado. 92.03%.
Conservacio

Em recipientes bem fechados, ao abrigo da luz e umidade.

Referéncia bibliografica
Farmacopéia Brasileira [V, V.1.1.2.; British Pharmacopoeia 1993 Volume 11, p. 1005.

Comentirios
Os resultados encontrados somente se referem aos itens ensaiados e sdo restritos a amostra recebida na
Ortofarma. A reprodugao deste documento somente podera ser feita integralmente e com a aprovagio prévia
e por escrito da mesma. A definicdo do ponto de coleta/plano de amostragem € de exclusiva
responsabilidade do cliente.

Parecer
A amostra analisada atende as especificagdes acima descritas.

Matias Barbosa, 12 de junho de 2008.
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A Randomization Plan - Daniel Medeiros Moreira
100 subjects randomized into 25 blocks
To reproduce this plan, use the seed 11561
Randomization plan created on domingo, 9 de dezembro de 2007 18:54:41

1. Metotrexato 34. Metotrexato 67. Placebo
2.  Placebo 35. Placebo 68. Metotrexato
3. Placebo 36. Metotrexato 69. Placebo
4. Metotrexato 37. Placebo 70. Placebo
5. Placebo 38. Placebo 71. Metotrexato
6. Metotrexato 39. Metotrexato 72. Metotrexato
7. Metotrexato 40. Metotrexato 73. Placebo
8. Placebo 41. Placebo 74. Placebo
9. Metotrexato 42. Metotrexato 75. Metotrexato
10. Metotrexato 43. Metotrexato 76. Metotrexato
11. Placebo 44. Placebo 77. Placebo
12. Placebo 45. Metotrexato 78. Metotrexato
13. Placebo 46. Placebo 79. Metotrexato
14. Metotrexato 47. Placebo 80. Placebo
15. Placebo 48. Metotrexato 81. Placebo
16. Metotrexato 49. Metotrexato 82. Metotrexato
17. Placebo 50. Placebo 83. Placebo
18. Metotrexato 51. Metotrexato 84. Metotrexato
19. Metotrexato 52. Placebo 85. Placebo
20. Placebo 53. Placebo 86. Metotrexato
21. Metotrexato 54. Metotrexato 87. Placebo
22. Metotrexato 55. Metotrexato 88. Metotrexato
23. Placebo 56. Placebo 89. Metotrexato
24. Placebo 57. Placebo 90. Metotrexato
25. Metotrexato 58. Placebo 91. Placebo
26. Placebo 59. Metotrexato 92. Placebo
27. Metotrexato 60. Metotrexato 93. Placebo
28. Placebo 61. Placebo 94. Metotrexato
29. Metotrexato 62. Placebo 95. Placebo
30. Placebo 63. Metotrexato 96. Metotrexato
31. Metotrexato 64. Metotrexato 97. Metotrexato
32. Placebo 65. Placebo 98. Placebo

33. Placebo 66. Metotrexato 99. Placebo
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