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RESUMO

Genestreti PRR, MD. Uso do inibidor da DPP4 em pacientes portadores de diabetes tipo 2
com infarto agudo do miocardio:efeitos na fungédo plaquetaria [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2022.

Introducgéao: O tratamento do infarto agudo do miocardio (IAM) apresenta uma série
de desafios em pacientes com diabetes, entre eles o alto risco de eventos trombdticos
recorrentes,a hiperglicemia e o risco de insuficiéncia cardiaca (IC). O objetivo do
nosso estudo foi avaliar os efeitos dos inibidores da DPP4 (i-DPP4) utilizando
biomarcadores da fung&o plaquetaria (objetivo principal) e de risco cardiovascular
(objetivos secundarios). Métodos: Realizamos um estudo randomizado duplo-cego
em centro unico. Um total de 70 pacientes com diabetes tipo 2 (DMT2) com IAM Killip
< 2 em uso de dupla anti-agregacao plaquetaria (aspirina mais clopidogrel) foram
randomizados para sitagliptina 100 mg ou saxagliptina 5 mg ou placebo
correspondente. Agregabilidade plaquetaria foi avaliada no momento basal, aos 4 dias
(objetivo primario) e 30 dias (objetivo secundaio) apdés randomizagéo, utilizando o
teste VerifyNow Aspirin™, sendo expressa em Aspirin Reaction Units (ARU); peptideo
natriurético tipo-B (BNP) expresso em pg/mL foi avaliado no tempo basal e 30 dias
apo6s randomizagao(objetivo secundario). Resultados: A idade média dos pacientes
foi de 62.6+ 8.8 anos, 45 (64.3%) eram do sexo masculino, e 52 (74.3%) dos pacientes
apresentavam um IAM com elevacao do segmento ST. Para o objetivo primario,néo
observamos diferencgas significativas na agregabilidade plaquetaria (p=0.51), entre o
grupo i-DPP4 (8.00 {- 65.00; 63.00}) e o grupo placebo (-14.00 {- 77.00; 52.00}), assim
como nos valores do BNP (p=0.14) entre o grupo i-DPP4 (- 36.00 {- 110.00 ; 15.00})
e o grupo placebo (- 13.00 {- 50.00 ; 27.00}). Nao houve diferenca entre os grupos em
relagdo ao eventos adversos cardiacos e incidéncia de hipoglicemia. Conclusao: Os
inibidores da DPP4 nao reduziram a agregabilidade plaquetaria em pacientes com
diabetes tipo 2 hospitalizados com IAM. Além disso, o uso de i-DPP4 ndo mostrou
aumento nos niveis de BNP e na incidéncia de eventos adversos cardiacos e
hipoglicémicos. Esses achados sugerem que os inibidores da DPP-4 podem ser uma
opgao para o tratamento de pacientes com DMT2 e infarto agudo do miocardio.

Descritores: Infarto Agudo do Miocardio. Biomarcadores. Inibidores da Dipeptidil
Peptidase IV. Plaquetas. Agregacgao Plaquetaria. Diabetes tipo 2.



ABSTRACT

Genestreti PRR, MD. DPP-4 inhibitors in patients with type 2 diabetes and Acute Myocardial
Infarction: Effects on platelet function. [Thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sio Paulo; 2022.

Background: The management of Acute Myocardial Infarction (AMI) presents several
challenges in patients with diabetes, among them the higher rate of recurrent
thrombotic events, hyperglycemia and risk of subsequent heart failure (HF).The
objective of our study was to evaluate effects of DPP-4 inhibitors (DPP-4i) using
biomarkers of platelet (main objective) and cardiac risk markers (secondary
objectives). Methods: We performed a single-center double-blind randomized trial. A
total of 70 patients with type 2 diabetes (T2DM) with AMI Killip < 2 on dual antiplatelet
therapy (aspirin plus clopidogrel) were randomized to receive sitagliptin 100 mg or
saxagliptin 5 mg daily or matching placebo. Changes on platelet aggregability was
assessed at baseline, 4 days (primary endpoint) and 30 days (secondary endpoint)
after randomization, using VerifyNow Aspirin™ assay, expressed in Aspirin Reaction
Units (ARU); B-type natriuretic peptide (BNP) in pg/mL was assessed at baseline and
30 days after(secondary endpoint). Results: Mean age was 62.6+ 8.8 years, 45
(64.3%) male, and 52 (74.3%) of patients presented with ST-segment elevation M.
For primary endpoint, there were no significant differences in platelet aggregability
(p=0.51), between DPP-4i (8.00 {- 65.00; 63.00}) and placebo groups (- 14.00 {- 77.00;
52.00}), as well in BNP levels (p=0.14) between DPP-4i (- 36.00 {- 110.00 ; 15.00})
and placebo groups (- 13.00 {- 50.00 ; 27.00}). There was no difference between
groups in cardiac adverse events. Conclusion: DPP4 inhibitor did not reduce platelet
aggregability among patients with type 2 diabetes hospitalized with AMI. Moreover,
DPP-4i use showed no increase in levels of BNP or in the incidence of cardiac adverse
and hypoglicemic events. These findings suggests that DPP-4i could be an option for
the management of T2DM patients with acute MI.

Keywords: Acute myocardial infarction. Biomarkers. Dipeptidil Peptidase IV inhibitor.
Platelets. Platelet aggregability. Type 2 diabetes.



16

1. INTRODUGAO

1.1 Epidemiologia do Diabetes Mellitus e sua associacao com a doenca arterial
coronaria

Diabetes Mellitus (DM) é uma doencga crdnica de alta prevaléncia global cuja
incidéncia deve aumentar de forma importante nas proximas décadas, estimando-se
um crescimento dos atuais 430 milhdes para 700 milhdes de pessoas até 2045." Cerca
de 90% dos casos de DM sao de Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2), forma clinica
frequentemente associada a comorbidades como hipertensao arterial sistémica,
dislipidemia e obesidade. Essa associacdo aumenta ainda mais o risco de doenca
cardiovascular (DCV), sendo que de uma forma geral individuos portadores de
diabetes, em comparacao a nao-diabéticos, apresentam duas a quatro vezes maior
risco de desenvolverem DCV.23

Por outro lado, aproximadamente dois tercos das mortes na populagdo
diabética se deve a DCV, sendo a incidéncia anual de eventos cardiovasculares na
populacéo de 50 a 69 anos de 4,7%, com aproximadamente metade dos eventos
atribuidos a doenca arterial coronaria (DAC).3 A incidéncia de DM em pacientes com
diagnostico de coronariopatia aguda varia entre 22 a 40%,*’ e a presenga de DM e,
principalmente, a hiperglicemia na admisséo, sdo preditores de piores desfechos no
curto e longo prazos.® Esse risco significativamente maior de novos eventos
independe da forma de apresentacdo do quadro agudo, seja com ou sem elevacao do
segmento ST, bem como do procedimento de revascularizagdo adotado (fibrinolitico

ou intervengdo coronaria percutanea).®'2

1.2 O impacto clinico do Diabetes Mellitus e da hiperglicemia na doenga arterial
coronaria aguda

A via final comum do DM ¢é a hiperglicemia, e na vigéncia de um evento de
coronariopatia aguda, a hiperglicemia se associa a maior morbimortalidade.® Em
relagao as diferengas de sexo, meta-analise com 10 milhées de individuos observou
que em comparagao aos homens diabéticos, as mulheres com diabetes tém risco 40%
maior de apresentar um evento de doenga coronaria aguda, e 20% maior de
apresentar um evento fatal.’® Por outro lado, o impacto da hiperglicemia como fator
de risco para mortalidade intra-hospitalar ndo € homogéneo entre as diferentes faixas
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etarias. Em analise retrospectiva, a comparacgao entre pacientes hospitalizados por
IAM com ou sem hiperglicemia, mostrou maior impacto na populagdo mais jovem
(odds ratio: 7,57 p=0,004 no grupo <50 anos, 3,21 p=0,046 no grupo >49 e <60 anos,
3,50 p=0,003 no grupo >59 e <70 anos, 3,20 p<0,001 no grupo >69 e <80 anos, e 2,16
p=0,021 no grupo >79 anos).'

Diferentes desfechos, bem como diferentes formas de avaliagdo da
hiperglicemia, sdo descritas para demonstrar a influéncia da glicemia na doenga
coronaria aguda.

Varios estudos analisaram o papel da primeira glicemia aferida durante a
hospitalizagdo. Em pacientes com primo Infarto Agudo do Miocardio (IAM) com
elevagdo do segmento ST de parede anterior, a presenca de hiperglicemia na
admissao se correlacionou de forma independente e significativa (p<0,001) com pior
remodelamento ventricular esquerdo.’ A hiperglicemia na admissdo também se
correlacionou de forma significativa e independente (p<0,001) com mortalidade
hospitalar em pacientes com IAM, mas ndo teve qualquer impacto na evolucédo de
longo prazo (seguimento de até 11,7 anos) dos sobreviventes a fase intra-hospitalar.’®
Por outro lado, estudo retrospectivo em pacientes com IAM demonstrou que a média
glicémica durante a hospitalizagdo € um preditor de mortalidade hospitalar mais
impactante do que a glicemia obtida a admissao. Ademais, demonstraram que existe
uma curva em “J”, com nitido aumento de mortalidade quando da presenca de
hiperglicemia maior que 110 mg/dL (odds ratio 2,0 95% IC 1,55-2,58) ou de
hipoglicemia, independente da presenga ou ndo de DM prévio."” A variabilidade
glicémica representada pela amplitude média de excursbes glicEmicas (mean
amplitude of glycemic excursions-MAGE), também foi identificada como preditor
independente de mortalidade em 222 pacientes com IAM seguidos por 1 ano apdés o
episddio agudo (hazard ratio 2,41 95% IC 1,27-9,10 p = 0,017).%®

A hemoglobina glicada (HbA1c) é considerada o padréo-ouro para avaliar o
grau de controle do DM no longo prazo, pois reflete a média glicémica nas ultimas 8-
12 semanas; entretanto, sua aplicagdo como marcador progndstico em pacientes com
IAM é controverso. Estudo de meta-analise observou que valores elevados de HbA1c
se associam de forma significativa com maior risco de revascularizagao de artéria ja
tratada apds intervengao coronaria percutanea (odds ratio=1,36, 95% IC 1,03-1,82) e
IAM-nao fatal (odds ratio=2,47, 95% IC 1,38-4,44), mas ndo com mortalidade total e
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cardiovascular.’ Nesse sentido, estudo prospectivo observacional avaliou em
pacientes com coronariopatia aguda, o Iimpacto da relagdo glicemia de
entrada/glicemia crénica (avaliada pela HbA1c) nos desfechos intra-hospitalares.
Concluiram que, em comparacgdo a glicemia de admissédo, a relagdo foi preditora
independente de mortalidade intra-hospitalar, edema agudo de pulmao e choque
cardiogénico.?°

Portanto, apesar de ndo haver um consenso sobre qual o melhor indicador
para avaliagdo da hiperglicemia (glicemia da admissdo, maior valor durante a
internacdo, média durante a internagao, variabilidade glicémica, HbA1c) existe forte
correlagao entre hiperglicemia e pior prognostico em pacientes com doenca arterial

coronaria aguda, independentemente da presenca de DM.2"22

1.3 Fisiopatologia do Diabetes Mellitus Tipo 2 na doencga arterial coronaria
cronica e aguda

A fisiopatologia do DMT2 & complexa e multifatorial, envolvendo entre outros
mecanismos a resisténcia insulinica (Rl) e a disfungdo progressiva da célula
pancreatica.?® Inicialmente ocorre um aumento na resisténcia a insulina, e uma
hiperinsulinemia compensatoéria. Com a evolugao da doenga, ocorre perda de massa
e fungao de célula B com menor producgao de insulina, e por perda do efeito paracrino
inibitério ha aumento da secregéo de glucagon pela célula a.?* Resisténcia insulinica
€ a condicdo encontrada quando um ou mais pontos das vias de sinalizagdo de
insulina é alterado com consequente interrupgcdo dos processos fisioldgicos. Na
génese da RI estdo implicados varios fatores, entre eles predisposicdo genética,
obesidade e distribuicdo da gordura corporal com predominio central, inflamagéo e
microbiota intestinal. A resisténcia insulinica, que pode estar presente antes do
diagndstico do DM, e posterior hiperglicemia, estao relacionadas a varios processos
que culminam com a formacao e instabilizacdo da placa ateroesclerética. Esse
ambiente propicia maior produgdo de acidos graxos livres (AGL), formacédo dos
produtos finais de glicagdo avancgada (advanced glycation end products-AGEs), e
utilizagdo de vias glicoliticas nao oxidativas (non-oxidative glucose pathways -
NOGPs), como a proteina kinase C (PKC). Essa série de processos ativa fatores de
transcricdo inflamatérios como NF-kB (nuclear fator - kappa beta), e também a

producéo de espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species - ROS). O



19

estresse oxidativo resultante leva a um quadro inflamatério com consequente dano
celular. A fungao endotelial também é comprometida na presenga de hiperglicemia,
ocorrendo maior produgao de endotelina-1 e angiotensina Il, e pela Rl no endotélio
ocorre menor producao de oxido nitrico (NO) pela menor ativagdo da NO sintase. Por
outro lado, a hiperinsulinemia ativa a via da MAPK endotelial (mitogen-activated-
protein-kinase), a qual também estimula o desenvolvimento e progressao da placa.
Ocorre maior migracdo de mondcitos e macrofagos, bem como de outras células
inflamatdrias, e ativacdo de citoquinas como interleucina 1B, interleucina-6, NF-K,
TNF-a (tumor necrosis factor-a), que facilitam a instalacéo e instabilizacdo da placa
ateroesclerdtica.?>26

Durante um evento de coronariopatia aguda, a hiperglicemia € agravada pela
resposta ao estresse agudo, que inclui disfungdo de célula a pancreatica,
hiperatividade do sistema nervoso simpatico e do eixo adrenal-hipofisario. Isso
acarreta maior secrecdo de glucagon, catecolaminas e corticdide, com impacto
desfavoravel nessa populagdo, independente da presenga ou ndo de DM.?7-30 Esta
hiperestimulagdo neuro-humoral esta relacionada a dano miocardico, disfungéo
endotelial e inflamacao. Alteragcoes dinamicas da resisténcia a insulina foram descritas
durante um evento agudo da doenca arteral coronaria. Em estudo prospectivo
observacional, foi demonstrado que a relagao entre as variagdes na sensibilidade a
insulina (A HOMA-2S-Homeostasis Model Assessment) e eventos cardiovasculares é
representada por uma curva em “U”, na qual pacientes com menor variacdo e também
pacientes com grande incremento na sensibilidade a insulina tiveram pior progndéstico
intra-hospitalar.3

Como se sabe, o quadro clinico da doenga coronaria aguda (com ou sem
elevagdo do segmento ST) € geralmente desencadeado por ruptura ou erosédo da
placa aterosclerdtica. Apds a exposicao do endotélio lesado, ocorre contato das
proteinas da matrix extracelular (colageno, fator de von Willebrand, fibrinogénio,
fibronectina, laminina, entre outras) e do fator tecidual liberado pelos macréfagos com
a circulacdo, o que desencadeia uma série de eventos deletérios. Essas proteinas
pro-trombogénicas se ligam a receptores plaquetarios, entre eles as glicoproteinas
VI/Ib/IX/V e outras moléculas de adesao na superficie plaquetaria como P-selectina,
integrinas e cadherina-6, iniciando a resposta plaquetaria. O fator tecidual por sua vez

ativa os fatores VII, IX, X e inicia a cascata de coagulagdo com consequente formagéao
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de trombina que, além de converter o fibrinogénio em fibrina, € um potente ativador
plaquetario.3?

Na hiperglicemia, ocorre aumento do inibidor do ativador do plasminogénio
tipo 1 (PAIl-1-plasminogen activator inhibitor), reduzindo a fibrindlise endogena.
Simultaneamente, diversos fatores que atuam como anticoagulantes enddgenos
(antitrombina IIl e proteina C) tém seus niveis diminuidos, ao passo que fatores de
coagulagao (ll, V, VII, VIII e X) se elevam, o que agrava ainda mais o quadro
fisiopatoldgico. Além disso, a hiperglicemia causa uma série de alteragdes nas
plaquetas, alteragbes essas que levam a um quadro de hiperagregabilidade
plaquetaria. Como resultado, essa cadeia de eventos associada a outros fatores como
resposta imune e inflamatdria, pode culminar com a oclusdo da luz arterial como
observada na maioria dos quadros de infarto agudo do miocardio.

Em resumo, na doenga coronaria aguda, o cenario pro-inflamatorio e proé-
ateroesclerodtico encontrado cronicamente no DM € potencializado por diversos
mecanismos relacionados a hiperglicemia e a RI, o que piora o quadro fisiopatoldgico
e anatdmico por um lado, diminuindo por outro lado a resposta a determinados
medicamentos como, por exemplo, os antiplaquetarios, comprovadamente uteis

nessa situagao clinica.3334

1.4 Fisiologia das plaquetas

Plaquetas sdo células anucleadas encontradas na circulagcao, e apresentam
vida média de 7 a 10 dias. Sua producao (trombopoiese) ocorre na medula dssea,
iniciando-se pela diferenciacao de células-tronco hematopoiéticas em megacariécitos
que contém varias protusdes, sendo chamados de megacaridcitos poliploides ou pré-
plaquetas. O controle da sintese de plaquetas a partir das pro-plaquetas € influenciada
por varios fatores, entre eles: agao da tromboetina hepatica em receptor especifico no
megacariécito, numero de plaquetas circulantes e velocidade de apoptose de
plaquetas.3> Além disso, existem diferencas estruturais nas plaquetas como tamanho,
idade, densidade de organelas e expressao de receptores de membrana, e essas
alteragbes levam a maior variabilidade das fungbes plaquetarias.?® Em condigdes
fisiolégicas, as plaquetas circulam em estado quiescente no qual diversos
mecanismos inibem uma excessiva ativagao plaquetaria. Desse modo, os fatores

inibidores se sobrepbem aos fatores pro-trombaticos, o que representa um estado de
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equilibrio. Porém, quando ocorre injuria vascular, tal efeito inibitério é reduzido, dando
inicio a adesao, seguida de agregacao plaquetaria, fenbmenos importantes seja na
hemostasia quanto no processo aterotrombatico.

Uma vez expostas a circulagdo, as proteinas da matrix extracelular do
endotélio facilitam a adesao de plaquetas na parede vascular, onde por meio da agéo
em proteinas de superficie plaquetaria ocorrem mudangas na morfologia da plaqueta
e formacao de pseuddpodes. Integrina allbBlll plaquetaria, uma proteina de superficie,
se liga ao fibrinogénio plasmatico que atua como uma ponte facilitando a agregacéo.
Em seguida, ocorre a fase de ativagdo na qual os granulos plaquetarios liberam
epinefrina, serotonina, trombina, adenosina difosfato (ADP) e tromboxano A2 (TXA2),
que atuam como agonistas da resposta plaquetaria. Cada agonista ativa receptores
especificos na superficie das plaquetas estimulando vias de sinalizagao intracelular
que induzem a mobilizagao de calcio intracelular atuando como segundo mensageiro,
amplificando desse modo a resposta plaquetaria. Além disso, as plaquetas ativadas
apresentam uma superficie reativa que interage com fatores de coagulagéo e geragéo
de trombina, com consequente aumento na formacéo de fibrina. Essa fibrina cria uma
rede em volta do agregado de plaquetas impedindo seu deslocamento pelo fluxo
sanguineo. Desse modo, as plaquetas sao elementos-chave no processo de
aterotrombose, o que faz com que os antiplaquetarios sejam fundamentais no
tratamento das sindromes isquémicas miocardicas instaveis (SIMI). A dupla
antiagregacao plaquetaria com acido acetil salicilico (AAS) bloqueando a via do TXAZ2,
associado a um inibidor do receptor do ADP, é recomendada em recentes diretrizes.3"”
39 Por outro lado, individuos portadores de diabetes, em comparagdo com nao
diabéticos, apresentam resposta inadequada aos agentes antiplaquetarios, o que
pode ser explicada pelas alteragdes causadas pela hiperglicemia, como sera visto na

sequéncia.

1.5 A “plaqueta diabética”

Dados de literatura descrevem que a funcado plaquetaria em individuos
diabéticos apresenta resposta hiper-reativa devido a alteragdes em diferentes vias de
sinalizagdo. As principais sao descritas abaixo:

a) glicagao néo enzimatica de moléculas de adesao plaquetaria (glico-proteinas llullla,

integrinas a2B1e allbBlll e P-selectina);
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b) peroxidagao de acido araquidénico com maior produg¢ao de tromboxano Az;

c) maior ativagédo da via do receptor P2Y12 0 qual se liga ao ADP;

d) aumento do ‘“turnover” plaquetario com a presenga de plaquetas jovens, que
apresentam maior volume e maior capacidade agregaddgena;

e) aumento do calcio intracelular pela maior atividade da calcio ATPases;

f) ativacdo da proteina kinase C (PKC), um mediador da ativagao plaquetaria.

A hiperglicemia isoladamente aumenta a concentragdo de fatores de
coagulagao e, pelo aumento do PAI-1, inibe a fibrindlise. A glicacdo n&o enzimatica
de proteinas de superficie das plaquetas causa modificagdes na forma plaquetaria o
que também facilita a adesdo. Resisténcia a insulina é outro fator envolvido na
fisiopatologia do DM e na disfuncdo plaquetaria. A Rl nas plaquetas tem como
consequéncia menor sensibilidade para NO e PGl2, maior expressao do receptor
P2Y12, aumento do calcio intraplaquetario com maior liberagdo de agonistas pelos
granulos, e consequentemente maior agregabilidade. Aumento da expressédo de
proteinas transmembrana como CD-40 e CD-36 (encontradas em plaquetas e
macrofagos respectivamente), que correlacionam inflamagdo com maior
agregabilidade plaquetaria, também é descrito em pacientes com DM. Obesidade,
condicao frequentemente encontrada no DMT2, também esta associada a R,
inflamacao, dislipidemia e maior turnover plaquetario, situagdes essas que levam a
maior agregabilidade plaquetaria. Adicionalmente, a hiperglicemia aumenta a
expressdo de LOX-1 (lectin-like oxidized low density lipoprotein receptor-1) na
membrana plaquetaria, responsavel pela captacdo de particulas de LDL oxidadas
pelas plaquetas, ativando varias vias de sinalizagédo de agregabilidade.40-45

Essas alteragbes estdo inter-relacionadas com a propria fisiopatologia do

DMT2, e resultam em um fendtipo pro-trombético.4647

1.6 O problema da ma resposta aos antiplaquetarios no Diabetes Mellitus
Apesar da recomendacao de diretrizes para o uso de dupla antiagregagao
plaquetaria (DAPT-dual anti platelet therapy) na prevencédo secundaria de novos e
recorrentes eventos isquémicos, ainda existe um alto risco residual. Isto ocorre em
especial na populagdo diabética e esta associado a maior incidéncia de eventos
tromboticos.*® Como ja descrito, a hiperglicemia e a Rl se correlacionam com a

disfungao plaquetaria, porém estudos que investigaram a relagdo entre o controle
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glicémico e a reatividade das plaquetas mostraram resultados heterogéneos.*%-5
Além disso, faz-se necessaria a diferenciagdo entre ma resposta ou resisténcia
farmacoldgica (falha do agente antiplaquetario em alcangar um determinado grau de
inibicdo), resisténcia clinica (quando o agente é incapaz de reduzir o risco de evento
cardiovascular) e alta agregabilidade plaquetaria residual (AAPR, quando a
reatividade plaquetaria se encontra acima de um valor de corte, o qual se correlaciona
com eventos clinicos).*® Como sabemos, além da prépria fungdo plaquetaria, existe
uma grande variabilidade intra e interindividual na resposta aos agentes
antiplaquetarios, onde fatores bioldgicos, genéticos e adeséo ao tratamento também
podem influenciar essa resposta e ter impacto nos eventos clinicos.

Os motivos aventados para explicar a resisténcia ao tratamento

antiplaquetario serdo descritos a seguir.

1.7 Uso de AAS (aspirina®) na DAC: mecanismos de agio

Em meados do século XVIII foi descrito o efeito analgésico da salicilina e, em
1897, a aspirina® passou a ser produzida de forma industrial como analgésico e anti-
inflamatoério. Somente em 1950 tem inicio os relatos de seu efeito antitrombatico, 5253
e desde entdo vem sendo utilizada em diversos estudos clinicos de prevengao
primaria e secundaria da DCV. Meta-analise com 17 mil pacientes de alto risco
cardiovascular, avaliou a eficacia do tratamento antiplaquetario na reducao de eventos
cardiovasculares (composto por IAM nao fatal, acidente vascular encefélico nao fatal
e morte cardiovascular). Demonstrou-se que pacientes que receberam tratamento
antiplaquetario tiveram uma redugao significativa de cerca de 20% no risco relativo do
desfecho combinado.5* Desse modo, o estudo reforga o uso de aspirina® na prevencao
secundaria, o que foi também incorporado em diretriz especifica para o tratamento do
diabetes.>

O efeito da aspirina® como antiagregante plaquetario ocorre devido a sua agao
inibitéria sobre a familia de enzimas COX (cyclo-oxygenase 1 e 2), que converte o
acido araquidénico em prostaglandina H2 (PGHz). Em especial a COX-1, presente
constitutivamente nas plaquetas, é responsavel pela formacdo de TXA2 a partir da
PGHz2 via tromboxane sintase (Figura 1). Esse efeito inibidor da aspirina® ocorre pela
acetilacdo do grupo hidroxil do residuo serina (SERs29) da COX-1 de maneira

irreversivel. Devido ao fato das plaquetas serem anucleadas e, portanto, incapazes
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de ressintetizar nova COX-1, o bloqueio da ativagdo e agregacgao plaquetaria pela
aspirina® se da pela ndo formagdo do complexo TXA:2 - receptor plaquetario, com
duragdo de aproximadamente 7 a 10 dias, ou seja, a duragdo de sobrevida da

plaqueta.®

Figura 1 - Efeito da aspirina®

PLAQUETA

Acido
Aracddnico
S —

COX-1: ciclooxigenase-1;AAS: acido acetil salicilico
PGHa2: prostaglandina Hz; TXA2: tromboxano A2
Créditos: Dra Marianna D. Andrade

A aspirina® tem também efeito na COX-2, isoforma presente em
megacariécitos, monocitos, macrogafos e plaquetas recém-formadas (imaturas),
porém em doses habitualmente utilizadas para prevencdo secundaria de doencga
ateroesclerética (75-100 mg/dia), o efeito na COX-2 é cerca de 170 vezes menor do
que o efeito sobre a COX-1. Em condicdes normais menos de 10% das plaquetas
circulantes sdo plaquetas imaturas, com baixa expressdo de COX-2. Mas em
situagdes como diabetes e nas SIMI ha um aumento do “turnover’ plaquetario com
maior liberacdo de plaquetas jovens para a circulagdo e maior expressao de COX-
2.47.57 Apesar de nao ser claro o papel da COX-2 na fungéo plaquetaria, ela nio
influencia o efeito da aspirina® quando em baixa expresséo.3* Aspirina® tem também
efeitos anti-inflamatdrios, melhora a disfungado endotelial e aumenta a sintese de 6xido

nitrico.%®

1.8 Uso de aspirina®: farmacocinética e farmacodindmica
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As formulagbes convencionais de aspirina® (ndo entérica ou nao revestidas)
sao rapidamente absorvidas pelo estbmago e primeira porgdo duodenal, atingindo o
pico maximo de concentracdo sérica apos 40 minutos. Apresenta uma
biodisponibilidade aproximada de 50% devido a passagem hepatica onde
carboxiestearases fazem a clivagem do AAS em acetil e salicilato. A partir desse
ponto, alcanga a circulagdo sistémica apresentando meia-vida plasmatica de
aproximadamente 20 minutos. Apesar da curta meia-vida, o bloqueio irreversivel da
COX-1 permite que seja administrado a cada 24 horas.®® A inibigdo plaquetaria ocorre
desde a absorcéo no sistema digestorio e também apdos a primeira passagem pelo
figado, ao passo que o bloqueio plaquetario das plaquetas jovens nos megacariocitos

se da pela presencga do AAS intacto na circulagéo sistémica.®®

1.9 Mecanismos de resisténcia ao uso de aspirina® em individuos com Diabetes
Mellitus

As diversas anormalidades plaquetarias ja descritas em pacientes portadores
de DM contribuem para uma porcentagem de nao respondedores que inclui a
verdadeira resisténcia avaliada em testes especificos para o alvo (COX-1 ou produgao
de tromboxano B2) e pacientes com AAPR. Dependendo da definigdo da resisténcia,
essa porcentagem pode variar de 6% (resisténcia farmacolégica) até 32% quando
avaliado a AAPR, com diferengas durante a fase aguda e cronica.?'62

Alteragdes na farmacocinética como menor absorg¢ao e/ou maior metabolismo
hepatico sdo observadas na obesidade, frequentemente associada ao DM, e reduzem
a inibicao plaquetaria. O maior “turnover” de plaquetas com COX 1 e 2 nao acetiladas
pode afetar a farmacodinamica da aspirina®. Por outro lado, em individuos diabéticos
baixas doses de aspirina® (75-100 mg) administradas duas vezes ao dia em
comparagdo com dose diaria, € superior em inibir a agregacao plaquetaria®”-63 A
producao de TXA2 também pode ser originada de mondcitos e macrofagos via COX-
2, condigdo aumentada em processos inflamatorios agudos e crénicos. Estresse
oxidativo em decorréncia da hiperglicemia causa maior sintese de isoprostanos, os
quais se ligam ao receptor de TXA2 promovendo ativagdo plaquetaria.*” Além disso, a
hiperglicemia e subsequente glicacdo de proteinas da superficie das plaquetas, reduz
o processo de acetilacdo da COX-1 e, consequentemente, ocasiona menor efeito

antiplaquetario.t
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Se a resisténcia a aspirina® é capaz de influenciar desfechos clinicos ainda é

motivo de debate, com publicagdes mostrando resultados antagdnicos.6%66

1.10 Mecanismo de agao e resisténcia ao uso de inibidores do receptor P2Y12em
individuos com Diabetes Mellitus

Plaquetas ativadas liberam ADP que se liga ao receptor plaquetario P2Y12com
consequente agregacado plaquetaria e estabilidade do trombo pela ativagdo da
glicoproteina lIb/llla. Entre as moléculas dessa classe (inibidores do receptor P2Y120u
anti-ADP) destaca-se o clopidogrel, antagonista irreversivel do receptor, sendo o
inibidor mais utilizado no tratamento das SIMI. Entretanto, sua resposta como agente
antiplaquetario é variavel, sendo a prevaléncia de resposta inadequada maior na
populacdo diabética, comparada com a ndo diabética. Diversos mecanismos estao
envolvidos na variabilidade do efeito antiplaquetario: menor absorcdo, interagdes
medicamentosas, obesidade, polimorfismo do receptor P2Y12, € polimorfismo do CYP
hepatico.” Mais importante, a presencga de polimorfismo 2C19 e uso de inibidores de
bomba de préton tém sido associados a pior prognostico em pacientes tratados com
clopidogrel.68-70

Em resumo, pelos mecanismos fisiopatoldgicos descritos acima, maior
agregabilidade plaquetaria é frequente em individuos com DM, em especial em
pacientes com SIMI. Sendo a resposta plaquetaria um fator decisivo na génese e
perpetuacao do processo aterotrombético, e levando em conta que a recorréncia de
eventos trombadticos no més subsequente as SIMI é quatro vezes maior na populagao
diabética em relagéo a nao diabética,”! faz-se necessario a otimizagdo do tratamento
com novos agentes antiplaquetarios (ticagrelor e prasugrel sado claramente superiores
ao clopidogrel)’?"3 e/lou com medicamentos que atuem de maneira sinérgica com eles.
Nesse sentido, efeitos pleiotropicos relacionados a farmacos anti-hiperglicemiantes,
principalmente agdes anti-inflamatérias e antiagregantes plaquetarias tém sido
descritos, em especial na classe das incretinas (analogos do receptor do GLP-1 e

inibidores da dipeptidil peptidase 4).7

1.11 As incretinas
Incretinas sdo hormonios secretados pelas células enddcrinas localizadas no

epitélio do intestino proximal e distal (células K e L respectivamente), entre os quais o
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GLP-1 (Glucagon-Like Peptide1) e GIP (Glucose-dependent insulinotropic
Polypeptide), que estimulam a sintese de insulina e diminuem a secrec¢ao de glucagon
de maneira glicose-dependente. Esse “efeito incretina” (INtestin seCRETion INsulin)
ocorre poucos minutos apos a ingesta oral, e além dos efeitos na reducao da glicemia,
tem também agao na motilidade do sistema digestério, metabolismo lipidico, resposta
imune, apetite e peso corporal. A principal forma ativa liberada é o GLP-1 que, uma
vez liberada na circulagdo, tem uma vida média de aproximadamente 2 minutos
devido a sua rapida clivagem pela DPP4.7> Deficiéncia na secregdo e/ou agéo dos
horménios incretinicos € um dos componentes da fisiopatologia do DMT2, o que levou
ao desenvolvimento de novas terapéuticas, em especial os analogos do receptor do

GLP-1 e os inibidores da dipeptidil peptidase 4.23.76

1.12 Dipeptidil peptidase 4 e seus substratos

A dipeptidil peptidase 4 (DPP4) ou CD 26 descrita inicialmente em 1966, é
uma glicoproteina transmembrana do tipo Il contendo 766 aminoacidos. E
amplamente distribuida em diversos tipos celulares (endotélio vascular, fibroblastos,
linfocitos T, hepatdcito, rins, adipdcitos, tubo digestorio distal) e também em forma
soluvel na circulacdo. A DPP4 interage com diversas proteinas de forma nao catalitica
por meio da regidao rica em cisteina. Sdo descritas interacbes com adenosina
desaminase (ADA), responsavel entre outras ag¢des por ativagdo de plasminogénio,
respostas humoral, celular e inflamatéria e controle glicémico, e também interagdo da
DPP4 com proteinas da matrix extracelular como fibronectina e colageno. Além disso,
sendo uma exopeptidase (familia serina S9B), a DPP4 tem acgado na clivagem de
diversos peptideos, inativando essas moléculas e/ou originado novos substratos
ativos. Diversos peptideos sofrem agéo ezimatica da DPP4, em especial os horménios
incretinicos (GLP-1 e GIP), SDF-1a (Stromal cell derived factor), NPY (Neuropeptide
Y) e BNP (Brain natriuretic peptide).”’8

Condi¢des como processos inflamatdrios, insuficiéncia cardiaca, neoplasias,
obesidade e diabetes estdo associadas a maior expressdao da enzima, portanto a
DDP4 e os seus inibidores tém participacdo ndo apenas no tratamento do diabetes

tipo 2, mas também em diversos outros processos biologicos.
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1.13 Inibidores da dipeptidil peptidase 4: farmacocinética e farmacodinamica
O uso dos inibidores da DPP4 (i-DPP4) no tratamento do DMT2 tem como
objetivo 0 aumento dos niveis de GLP-1, prolongando sua vida-média e seu efeito em
aumentar a producao de insulina. Apesar de tempos de vida-média diferentes, apds
24 h de sua administracéo oral os i-DPP4 reduzem a atividade da DPP4 entre 80 e
95%. Atualmente no Brasil sdo comercialmente disponiveis cinco moléculas de i-
DPP4 que podem ser divididas em duas classes: peptideos-miméticos, isto &,
semelhantes a estrutura da DPP4 - sitagliptina, vildagliptina e saxagliptina; e nao-
peptideos-miméticos - alogliptina e linagliptina. Possuem rapida absor¢ao oral com
biodisponibilidade variando entre 67% para saxagliptina e 87% para sitaglitpina, e uma
vez na circulagao se ligam fracamente as proteinas, alcangando altas concentragdes
no intestino, rins e figado. S&o altamente seletivas em inibir a DPP4 (em especial a
sitagliptina), com praticamente nenhum efeito sobre outras proteases como DPP8/9.
O mecanismo inibitério ocorre por meio de uma ligagao néao covalente com a enzima,
como € o caso da sitagliptina, ou pela formagdo de um complexo covalente enzima-
inibidor com tempo de dissociagéo tardio, como observado com a saxagliptina. Em
relacdo ao metabolismo, a saxagliptina tem metabolizagcao hepatica pelo CYP 3A4/5
originando a 5-OH-saxaglitina, que apresenta também efeito inibitério sobre a DPP4,
porém com 50% de atividade da molécula original. Por outro lado, o metabolismo da
sitagliptina € minimo, sendo que 80% do composto original é eliminado pelos rins. A
excrecado dos i-DPP4 ocorre por via renal, com excec¢do da linagliptina, que tem
excregao principalmente biliar. A eliminacdo renal da saxagliptina envolve tanto a
molécula original quanto o seu metabolito. Sendo assim, exceto para linagliptina, na
presenca de disfungdo renal moderada (taxa de filtragdo glomerular abaixo de 50
ml/min/SC), & necessario ajuste de doses dos i-DPP4. Finalmente, os i-DPP4 nao
interagem com medicamentos de uso cardiovascular comumente prescritos
(anticoagulantes, antiplaquetarios, anti-hipertensivos, estatinas), podendo ser
utilizados com qualquer classe de anti-hiperglicemiante oral, bem como associados a

insulina.”

1.14 Inibidores da dipeptidil peptidase 4: efeitos glicémicos e extraglicémicos
Em relagdo aos anti-hiperglicemiantes orais, a classe dos inibidores da

dipeptidil-peptidase 4 é capaz de reduzir a hemoglobina glicada em 0.5-1% em média,
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dependendo das medicagdes concomitantes, da populagdo estudada e do controle
glicémico prévio. Assim, apresentam perfil adequado para o tratamento de pacientes
com DMT2, em monoterapia ou terapia combinada, independente da fase da doenca,
e com perfil de seguranga e tolerabilidade comparavel ao placebo, sem aumentar o
risco de hipoglicemia e sem ocasionar ganho de peso.?? A atividade da DPP4 se
correlaciona inversamente com o grau de controle glicémico e, positivamente, com o
indice de massa corporal (IMC), quantidade de gordura visceral e inflamagdo. Além
dos efeitos glicémicos ja descritos, os i-DPP4 mostraram beneficios na progressao da
doencga ateroesclerdtica. Estudos clinicos randomizados e controlados em pacientes
com DMT2, utilizando a espessura médio-intimal (IMT) da carétida como um marcador
substituto de doenca ateroesclerética, mostraram redugdo da sua progress&o.?'-83

Esses resultados, apesar de ndo uniformes entre os diferentes i-DPP4, podem
ser atribuidos em parte pela inibicdo da maior atividade da DPP4 e consequentes
efeitos antiaterogénicos: 848°
a) reducao da migragdo de mondcitos para placa ateroesclerética;

b) melhor controle glicémico e menor variabilidade glicémica;

c) reducao da lipemia pos-prandial;

d) aumento do SDF-1 promovendo neovascularizagao;

e) inibicao da proliferacao de células musculares lisas do endotélio;

f) reducgéo do estresse oxidativo;

g) aumento da expressao de adipocinas anti-inflamatdrias (adiponectina).

O processo inflamatério esta associado tanto a fisiopatologia do diabetes tipo 2
quanto a doenca ateroesclerética, no qual diferentes vias de sinalizagdo estao
presentes na génese e na instabilidade de placa ateroesclerética. Na vigéncia do IAM,
o estresse agudo é capaz de ampliar a resposta inflamatéria. Por outro lado, sabe-se
que existe associagcao entre hiperglicemia e inflamacao, e que ambas as variaveis
pioram o prognostico nessa populagdo. Além disso, existe uma associagao entre o
processo inflamatoério ndo apenas com a ruptura ou erosao da placa ateroesclerdtica,
mas também com o desenvolvimento da IC.

A DPP4 é uma enzima que tem papel de mediadora das vias de sinalizacao
inflamatadrias, e que tais processos podem ser abolidos ao se utilizar um i-DPP4. Nao
existe consenso na literatura sobre se esse efeito anti-inflamatério seria ou néo

dependente do GLP-1, mas diferentes mecanismos moleculares podem estar
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envolvidos no efeito anti-inflamatdrio das incretinas. O efeito das incretinas favorece
a normalizagdo do metabolismo glicidico e lipidico reduzindo a inflamacéo.
Adicionalmente, citoquinas como interleucinas (IL-6,IL1B), proteinas de adesao como
E-selectina, bem como fatores de transcrigdo como NF-kB, TNFa, proteina indutora
de migragdo de mondécitos-CCL2 e quinases como a MAPK tém sua expressao
aumentada no processo inflamatorio. Diversos estudos observaram que os i-DPP4 e
analogos do receptor do GLP-1 provocam menor migragéo leucocitaria e consequente
menor resposta inflamataria.

E importante ressaltar que o processo inflamatério per se estimula as células
L (enterécitos) para produgdo de GLP-1 enddgeno, o qual se liga a receptores nos
linfocitos epiteliais intestinais com potencial efeito anti-inflamatério local e sistémico, o

qual pode ser potencializado pelo uso dos i-DPP4.7°

1.15 Sitagliptina e saxagliptina: seguranca e eficacia cardiovascular

A sitagliptina foi avaliada em estudo clinico prospectivo de seguranca
cardiovascular (TECOS), no qual cerca de 14,700 pacientes diabéticos tipo 2 com
doencga cardiovascular pré-estabelecida utilizaram, de modo duplo-cego, sitagliptina
ou placebo.

Demonstrou-se, neste estudo, que a sitagliptina foi tdo segura quanto o
placebo. Além disso, seus resultados relacionados ao desfecho de eficacia composto
de o6bito cardiovascular, infarto e acidente vascular cerebral, demonstraram que
sitagliptina foi ndo inferior ao placebo, do mesmo modo ao que foi demonstrado para
saxagliptina, testada no estudo SAVOR com mais de 16000 pacientes.®” Entretanto,
ao contrario do que ocorreu no SAVOR, no TECOS nao foi observado aumento na
taxa de hospitalizagao por insuficiéncia cardiaca (HIC).

Analises pré-especificadas de subgrupos para avaliar a associagdo de
sitagliptina e hospitalizagao por insuficiéncia cardiaca ajustadas para IC prévia, |IAM
prévio, obstrucdo coronariana > 50% e outras variaveis de interesse, nao encontrou
heterogeneidade do efeito da sitagliptina.®® J4 no estudo SAVOR, detectou-se que
pacientes com histéria prévia de insuficiéncia cardiaca, doenca renal cronica e niveis
elevados de NT-pr6-BNP na randomizacdo apresentavam maior chance de HIC

(fundamentalmente no primeiro ano de seguimento) apesar de que, ao menos para o
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NT-pro-BNP (referido no estudo), andlise estatistica de possivel interagado entre os

niveis do biomarcador e o desfecho,ndo se mostrou significativa.8®
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2. ARRAZOADO DO ESTUDO

A hiperglicemia é fator causal de uma série de efeitos deletérios, o que faz
com que o paciente portador de diabetes com IAM tenha maior morbimortalidade
quando comparado aos individuos sem diabetes. Por outro lado, pacientes com
diabetes (e aqueles com hiperglicemia de fase aguda, independentemente de ser ou
nao portador de DM), apresentam maior agregabilidade plaquetaria e mortalidade
intra-hospitalar.

Os resultados dos estudos com desfechos cardiovasculares “duros” (6bito
cardiovasclular, infarto e AVC) dos i-DPP4 (sitagliptina e saxagliptina) em pacientes
diabéticos tipo 2 e doencga arterial coronariana crénica, reforgam a seguranga do seu
uso. Entretanto, apesar do efeito neutro dos i-DPP4 na redugao de eventos e
mortalidade cardiovascular, nao se pode afastar outros beneficios, seja em pacientes
de baixo risco, seja naqueles de alto risco como, por exemplo, portadores de
coronariopatia aguda.

O uso de i-DPP4 em ambiente hospitalar ainda € controverso, em especial em
pacientes hospitalizados em unidades de cuidados intensivos, com poucos dados na
literatura.?%-%4 Ademais, estudos em modelo animal e humanos in vitro e ex vivo, bem
como em individuos com DM,®% demonstraram que agonistas do receptor de GLP-1
e inibidores da DPP4 tém potencial para reduzir agregabilidade plaquetaria, efeito que,
se presente, poderia alterar de forma significativa o prognéstico de pacientes com
IAM.

Do que seja do nosso conhecimento, ndo existem estudos testando de forma
randomizada a utilizacdo de i-DPP4 isoladamente em pacientes com diabetes
hospitalizados com IAM, bem como seu efeito na funcédo plaquetaria nesse cenario,

objetivo principal do presente estudo.
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3. OBJETIVOS DO ESTUDO

3.1 Objetivo primario

Comparar a agregabilidade plaquetaria nos grupos i-DPP4 e placebo pelo teste
VerifyNow Aspirin® em pacientes diabéticos tipo 2 hospitalizados com diagndstico de
IAM, em uso de dupla antiagregacao plaquetaria com AAS e anti-ADP, 4 (+ 2) dias

apo6s a randomizagao.

3.2 Objetivo secundario principal

- Avaliar pelo teste VerifyNow Aspirina® a variagdo da agregabilidade plaquetaria
dosada apds a randomizacado imediatamente antes do inicio do tratamento com i-
DPP4/placebo, com os valores obtidos aos 30 (£ 5) dias ap6s o inicio dos tratamento
com i-DPP4 ou placebo.

- Realizar as mesmas analises descritas anteriormente com teste VerifyNow Aspirina®,

utilizando os testes Multiplate® ADP e Multiplate® aspirina.

3.3 Outros objetivos secundarios

3.3.1 Comparar os grupos i-DPP4 vs. placebo em relagdo aos seguintes
parametros:

a) controle glicémico a partir do inicio da terapéutica testada, avaliado pelo:

- calculo da média (ou mediana, dependendo da distribuicdo ser normal ou n&o)
glicémica dos exames de glicemia capilar (testes laboratoriais remotos) realizados
durante o periodo de internacéao (até 7 dias);

- calculo da MAGE (Mean Amplitude of Glycemic Excursions-amplitude média das
excursées glicémicas), obtidas por meio de monitorizagao continua de glicose (MCG),
realizada durante o minimo de 48 horas apés o inicio do tratamento (até 6 dias);

b) incidéncia de hipoglicemia (glicemia menor que 70 mg/dl) e hipoglicemia grave
(glicemia menor que 40 mg/dl) durante a hospitalizagao;

c) dose total diaria (DTD) de insulina de correcgéao utilizada;

d) incidéncia do desfecho composto de obito cardiovascular, re-infarto, AVC,
hospitalizagdo por insuficiéncia cardiaca, angina instavel ou revascularizagdo

miocardica 30 dias apds a randomizacéo de acordo com dados do prontuario;
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e) niveis de proteina C-reativa ultrassensivel (PCR-us), analisados nos mesmos
intervalos do VerifyNow Aspirina®;

f) Amilase, Lipase, Alanina Amino Transferase, Peptideo Natriurético tipo B (BNP),
analisados imediatamente apds a randomizacgao e antes do inicio do tratamento com
i-DPP4/placebo, e 30 dias apds a randomizagao;

g) tamanho do IAM avaliado pelo pico de CK-MB massa.

3.3.2 Analisar o objetivo primario do estudo nos seguintes subgrupos:
a) obesos (IMC = 30 Kg/m?) e ndo obesos;
b

C

)
) sexo masculino e feminino;

) idosos (= 65 anos) e n&o idosos;

d) fumantes e ndo fumantes;

e) tempo de diagnéstico de diabetes (de acordo com a mediana dos pacientes
randomizados);

f) glicemia basal = 125 mg/dL e < 125 mg/dL;

g) hemoglobina glicada (HbA1c) £9,0 % e > 9,0 %;

h) tratamento realizado para o evento coronariano agudo: intervengcao coronaria
percutanea, cirurgia de revascularizagdo miocardica ou tratamento clinico de acordo
com dados do prontuario;

i) uso de saxagliptina ou sitagliptina.



35

4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Ensaio clinico unicéntrico, duplo-cego, randomizado, avaliando os efeitos do
i-DPP4 na agregacao plaquetaria e outros biomarcadores. Todos os pacientes foram
recrutados no Instituto do Coragéo (InCor), do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (HCFMUSP), e todos os pacientes elegiveis
foram avaliados para randomizagao durante a internagcao por IAM. Apds a assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), foram realizados os
procedimentos e coletados testes laboratoriais especificados nos objetivos descritos
acima (primeira visita ou baseline). Os pacientes foram randomizados para o uso de
um i-DPP4 ou placebo de forma duplo-cega. Em relagcéo ao i-DPP4, inicialmente foi
utilizada saxagliptina, porém, durante o periodo de recrutamento, dados do estudo de
desfecho cardiovascular com sitagliptina mostraram segurangca em relagdo ao
desfecho da internagado por insuficiéncia cardiaca. Devido a isso, em novembro de
2017 foi feita uma emenda ao protocolo para mudanca do medicamento de estudo,
porém da mesma classe terapéutica (emenda n.° 2395.697, de 23/11/2017). Essa
mudanca foi feita apds aprovacdo do Comité de Etica Institucional e Pesquisa da
Universidade de Sao Paulo (CAPPesq-USP), sem abertura de dados ou qualquer

alteracao nos desfechos primarios e de seguranca.

4.2 Procedimentos do estudo
4.2 .1 Inclusao, randomizagao e visitas subsequentes

Uma vez preenchidos os critérios de elegibilidade, o paciente era convidado
a participar do estudo. Aceitando, era randomizado na proporg¢ao 1:1 para i-DPP4 ou
placebo pelo programa Graphipad® com distribuigdo de frascos numerados contendo
a medicacao do estudo: saxagliptina 5 ou 2,5 mg ou sitagliptina 100 mg ou 50 mg,
com placebo correspondente.Esse programa cria uma tabela de numeros
randomizados que permite uma alocacdo balanceada, a qual foi realizada pela
Farmacia do Instituto Central do HCFMUSP. Ambas as doses de medicacao ativa e
placebo foram encapsuladas por terceiros sem contato com investigadores ou com os
sujeitos de pesquisa. Essas capsulas tinham a mesma cor,tamanho e formato. Além

disso,0 controle do numero do frasco e medicagdao do estudo eram guardados em
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envelopes lacrados e, somente abertos ao término do estudo para garantir o
mascaramento .

A distribuicdo do frasco indicado para cada paciente, bem como a
administracdo do medicamento era feita pelo investigador do estudo.Para pacientes
com taxa de filtragdo glomerular estimada (TFG-e) < 50 ml/min/1,73 m?, a dose de
saxagliptina utilizada foi de 2,5 mg e a dose de sitagliptina de 50 mg ou placebo
equivalente 1x/dia. Em pacientes com TFG-e > 50 ml/min/1,73 m2, foi utilizada a dose
de 5 mg de saxagliptina ou 100 mg de sitagliptina ou placebo equivalente também
1x/dia, que era ingerida todos os dias no mesmo horario, com ou sem alimento. Apds
a randomizacgao (primeira visita), os participantes foram avaliados apés 4 + 2 dias para
analise do objetivo primario (segunda visita). Na alta hospitalar, os participantes
recebiam uma quantidade suficiente da medicacdo de estudo que foi mantida até a
avaliacao final agendada para 30 = 5 dias apdés a randomizacao (terceira visita ou
visita final). O numero do frasco, bem como a taxa de adesao, foi registrado no
prontuario clinico do estudo. Avaliagdes clinicas foram realizadas na randomizacéo,

segunda e ultima visita. A Figura 2 resume o desenho de estudo.



Figura 2 — Desenho do estudo

Pacientes portadores de DMT2 e IAM <72 h de evolucio em uso de AAS+clopidogrel

1

Randomizacio duplo-cega (1:1) para inibidor da DPP4 ou Placebo (V1)

4 £ 2 dias (V2)

30 + 5 dias a partir da
randomizacao (V3 ou final)

*Agregabilidade plaquetaria avaliada por VerifyNow aspirin® (desfecho primario aos 4 dias e
secundario aos 30 dias); Multiplate aspirina e ADP® (desfechos secundarios)

**MCG: monitoramento continuo de glicemia

***Analises de seguranca: BNP, testes de fungao pancreatica e hepatica

DMT2: diabetes tipo 2; IAM: infarto agudo do miocardio; DAPT: dupla antiagregacgao plaquetaria
BNP: peptideo natriurético tipo B

Visita 1 (V1:inclusédo e randomizacgao):

Avaliagdo dos critérios de elegibilidade.

Esclarecimentos e aplicagdo do TCLE.

Randomizacgao.

Coleta de dados demogréficos, histéria médica pregressa, fatores de risco cardiovascular,
medicagdes prévias, dados sobre o evento-indice.

Coleta para testes de agregacgao plaquetaria.

37
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Coleta para testes laboratoriais pré-especificados.

Instalagdo do MCG.

Visita 2 (V2: 412 dias ap6s a V1):

Anamnese e exame fisico.

Avaliagéo de eventos adversos.

Revisao de medicagcbes concomitantes e tratamento do evento-indice realizado.

Revis&o do controle glicémico.

Coleta para testes de agregacgao plaquetaria.

Coleta para testes laboratoriais pré-especificados.

Retirada do MCG.

Fornecimento da medicagao do estudo para alta hospitalar.

Orientagdes sobre mudancgas de estilo de vida, ajuste de medicacdes anti-hiperglicémicas e sobre
consulta de retorno.

Visita final (V3: 305 dias ap6s randomizagéo):

Anamnese e exame fisico.

Avaliagédo de eventos adversos.

Revisdao de medicagbes concomitantes.

Coleta para testes de agregacgéao plaquetaria.

Coleta para testes laboratoriais pré-especificados.

Orientagdes sobre mudancgas de estilo de vida e ajuste de medicacgdes anti-hiperglicémicas.

4.2.2 Controle glicémico

ApoOs os participantes elegiveis terem sido randomizados para receber
medicagao de estudo ou placebo, o controle glicémico era realizado de acordo com o
protocolo institucional utilizando o software insulinaapp.®” Dentro dos cuidados da
unidade de tratamento intensivo, eram realizadas afericbes da GC antes do cafe,
almocgo, jantar e ceia durante o periodo de hospitalizagdo.Para avaliagao inicial,ambos
os grupos de pacientes recebiam bolus correcional de insulina regular SC seguindo
uma escala de acordo com o peso e fatores agravantes, para manter os valores da
GC entre 70-180 mg/dL(Figura 3a). No seguimento,se a glicemia capilar se
mantivesse acima do limite superior em dois dias consecutivos, o uso de insulina basal
NPH poderia ser instituido com dose inicial de 0,2 U/kg(Figuras 3b e 3c). Todas as
outras medicagdes anti-hiperglicémicas de uso prévio foram interrompidas na
internacao hospitalar,com excecado da medicacdo do estudo. Adicionalmente, a GC
também era medida se o paciente apresentasse sinais e/ou sintomas de hipoglicemia,
e caso identificada era tratada seguindo um protocolo padrao(Figura 3d). Apés a alta

hospitalar, a realizagao das GC nao era obrigatério para os pacientes.
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Figura 3a — Controle glicémico: avaliagdo inicial®’

Prescricdo da Avaliacdo Inicial

Gerenciar Meus Pacientes

Tela inicial

Cadastrar novo paciente

Avaliagio Inicial
Seguimento
Plano de Alta Hospitalar

utl

Monitorizacdo até a alta
(Reavaliar se paciente iniciar jejum)

1. Glicemia capilar antes das refeicoes (café, almogo e jantar) e as 22 horas

Insulinoterapia
(Reavaliar se paciente iniciar jejum)

1. Insulina Regular, antes do café, almogo e jantar, SC, conforme tabela de glicemia
capilar:

ATENCAO: NAQ usar esta tabela: para corrigir glicemia as 22 horas OU caso o
paciente entrar em jejum

Menor que 70: Protocolo de Hipoglicemia

Aviso de Uso
70-100:3 Ul
101 - 140: 4 Ul
Grupo de Estudo 141-210:5 Ul
. 211-280:6 Ul
Justificativa 281-350: 7 Ul

Gerenciar Meus Pacientes

Tela inicial

Cadastrar novo paciente
Avaliacio Inicial
Seguimento

Plano de Alta Hospitalar

umi

Aviso de Uso

Grupo de Estudo

Justificativa

Créditos do autor

Figura 3b — Controle glicémico: seguimento®’

Seguimento

Fatores modificadores da dose de Insulina:

Piora da funcéo renal

Sim Nao

NOVO uso de altas doses de corticosteroides

Sim Nao

Considerar sim somente nos pacientes que ndo estavam usando na avaliacdo anterior.

Dados da prescrigdo atual do paciente:

Primeira REAVALIACAO do paciente apés inicio do protocolo?
Néo

Glicemias capilares pré-prandiais ou 6/6h das tltimas 24 a 48h (em mg/dL).

Créditos do autor
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Figura 3c — Controle glicémico: seguimento com insulina basal®”

Seguimento

Conhega o Aplicativo

Gerenciar Meus Pacientes

Tela inicial

Cadastrar novo paciente

Avaliagdo Inicial

Seguimento

Plano de Alta Hospitalar

uTl

Dados da prescricao atual do paciente:

Primeira REAVALIAU\O do paciente apés inicio do protocolo?

Sim Nao

Prescriciio de insulina NPH

Sim Nio

Ultima categoria de dose de Insulina:

Peso atual do paciente (kg)

Glicemias capilares pré-prandiais ou 6/6h das tltimas 24 a 48h (em mg/dL).

1
Aviso de Uso
2
Grupo de Estudo
3
Justificativa
Hipoglicemia? Nio

Referéncias do Protocolo

Média glicémica (mg/dL): -

Termos e Condicdes Orientagdes de ajuste da Insulinoterapia:

Créditos do autor

Figura 3d — Controle glicémico:tratamento da hipoglicemia®’

X

1) Se paciente estiver CONSCIENTE e ALIMENTANDO-SE (ORAL ou SNE ou gastrostomia):
Conduta: G50% 30mL em agua filtrada ou uma colher de sopa de aclicar (ou equivalente a 15g de
carhoidrato de rapida absorgéo) em agua filtrada por hoca (ou SNF ou gastrostomia). Repetir

glicemia capilar ap6s 15min. Repetir o processo, se mantiver hipoglicemia.

2) Se paciente estiver INCONSCIENTE e COM ACESSO VENOSO:

Conduta: Realizar G50% 40mL por via endovenosa. Repetir glicemia capilar apds 5min e checar
nivel de consciéncia. Ao acordar, oferecer alimento (se possivel). Se n&o recobrar o nivel de
consciéncia, repetir o processo.

3) Se paciente estiver INCONSCIENTE e SEM ACESSO VENOSO:
Conduta: Glucagon 1 ampola IM ou SC. Repetir glicemia capilar apds 15min e checar nivel de
consciéncia. Ao acordar, oferecer alimento (se possivel). Se ndo recobrar o nivel de consciéncia,

Créditos do autor

4.3 Populagao do estudo

O recrutamento dos participantes comecou em fevereiro de 2017 e terminou
em fevereiro de 2020. Todos os pacientes foram admitidos na Unidade Clinica de
Coronariopatia Aguda do InCor-FMUSP com diagndstico de I1AM,com inclusédo e

alocagao para os grupos de tratamento realizada seguindo o fluxograma CONSORT.%
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Os dados obtidos foram armazenados em banco de dados especifico da instituicao

com a utilizagdo do sistema REDCap (Research Electronic Data Capture).®®

4.4 Critérios de elegibilidade
4.4.1 Critérios de inclusao

1) Homens e mulheres com idade = 18 anos (mulheres tinham de ser pods-
menopausadas ou esterilizadas cirurgicamente). O critério de inclusdo para o sexo
feminino € um critério de seguranca, ja que a medicacgao de estudo é contraindicada
para mulheres em idade fértil.

2) Uso rotineiro de dupla antiagregacao plaquetaria com AAS e um antagonista do
receptor de ADP, de acordo com as rotinas institucionais.

3) Diagnostico prévio de Diabetes Mellitus Tipo 2, de acordo com os critérios da
Associacdo Americana de Diabetes vigentes na randomizagéo e atualizados durante
o estudo:glicemia de jejum = 126 mg/dL ou hemoglobina glicada = 6.5% ou glicemia
> 200 mg/dL no tempo 120 minutos durante o teste de tolerdncia a glicose.’%0
Pacientes poderiam estar em uso crénico de qualquer classe terapéutica de anti-
hiperglicémicos (exceto as descritas nos critérios de exclus&o).

4) Pacientes sem diagndstico anterior de diabetes, mas com hemoglobina glicada =
6.5% na internacao atual.

5) Infarto agudo do miocardio, com ou sem supra desnivel do segmento ST
(IAMCSST/IAMSSSTT) de acordo com a Definicao Universal de Infarto Agudo do
Miocardio vigentes na randomizacao e atualizada durante o estudo,isto é infarto do
miocardio relacionado a ruptura,ulceragao,erosao ou fissura de placa ateroesclerdtica
que resulta em formacdo de trombo intraluminal em uma ou mais artérias
coronarias.'%" Pacientes devem ser incluidos com até 72 horas de evolugéo a partir do
inicio dos sintomas ou alteragdes eletrocardiograficas associadas a alteragbes
dindmicas dos niveis de Troponina.

6) Assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

4.4.2 Critérios de exclusao

1) Taxa de filtragdo glomerular estimada (TGFe) < 30 ml/min, calculado pelo MDRD,
ou transplantado renal.

2) indice de massa corporal (IMC) = 50 Kg/m?2.

3) Uso atual de corticoterapia ou nos 14 dias prévios a internagao.
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4) Classificagao clinica de Killip > 2 por ocasido da randomizagao.

5) Choque séptico ou descompensagao glicémica grave que necessite 0 uso de
insulina EV no momento da randomizacao.

6) Qualquer das condigdes cardiovasculares abaixo em até 12 semanas antes da
hospitalizacdo atual: IAM, ICC classe funcional NYHA > 2, intervengao coronaria
percutanea (ICP), cirurgia de revascularizagdo miocardica, AVC.

7) Uso de nutricado enteral ou parenteral por ocasido da randomizagao.

8) Utilizagdo nos ultimos 6 meses de analogos do receptor de GLP1 (exenatide,
liraglutide, dulaglutide ou semaglutide) ou de inibidores da DPP4 (saxagliptina,
vildagliptina, linagliptina, alogliptina ou sitagliptina).

9) Uso prévio dos seguintes inibidores da CYP P450 3A4 e 3A5 por ocasido da
randomizacao: Cetoconazol, Itraconazol, Atazanavir, Claritromicina, Indinavir,
Nefazodona, Nelfinavir, Ritonavir, Saquinavir, Telitromicina.

10) Diagnéstico prévio de pancreatite de qualquer etiologia e a qualquer tempo.

11) Cirurgia bariatrica nos ultimos 2 anos e/ou outras cirurgias gastrointestinais que
induzam ma-absorgéo crénica no mesmo periodo.

12) Discrasias sanguineas ou qualquer transtorno que cause hemdlise, previamente
conhecidas.

13) Trombofilias ou trombocitose conhecida.

14) Hematocrito > 50% ou < 30%.

15) Qualquer condigdo médica que na opinido do investigador apresente risco
significativo ao paciente ou interfira na interpretagdo dos dados de seguranca e
eficacia.

16) Participagado em outro estudo clinico concomitante.

4.5 Casuistica

Para o calculo do tamanho amostral as seguintes premissas foram levadas
em consideragao:
a) Agregabilidade de 504 + 72 ARU (Unidades de Reac&o a Aspirina) no grupo
controle; dados obtidos em estudo clinico do nosso grupo, em populacao similar ao
grupo controle do presente estudo.®?
b) Estimativa de diferenca de 10% de redugao no nivel de agregabilidade plaquetaria

no grupo i-DPP4 (454 + 72 ARU) em relagao ao placebo.
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c) Alfa bicaudal de 0,05 e poder estatistico de 80%.

Baseado nessas informacdes, o tamanho amostral foi calculado em 66
pacientes para analise adequada da meta principal, com um total de incluséo de 74
pacientes para compensar uma perda de seguimento estimada em 10%. Ao final
foram incluidos 70 pacientes pois a perda observada foi menor do que a esperada

(apenas 4 pacientes).

4.6 Analise estatistica

Variaveis categéricas estdo apresentadas como numero (%) e comparadas
por meio do teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher quando indicado. As
variaveis continuas foram avaliadas quanto a distribuicdo Gaussiana ou nao
Gaussiana de acordo com o teste Shapiro-Wilks. Variaveis continuas sao
apresentadas como médias + desvio padrao (SD) se distribuicdo normal (Gaussiana),
ou como mediana e percentis (p?®7%) ou interquartis(llQ) se distribuicdo nao
Gaussiana, e comparadas por meio do teste de Mann-Whitney (distribuicdo nao
Gaussiana) ou teste-t de Student (distribuicdo Gaussiana). Na avaliagdo da correlagéo
entre diferentes variaveis com agregabilidade plaquetaria foi realizado teste de
correlagao de Pearson com determinacao do coeficiente de correlagao de Pearson (r)
ou o teste de correlacdo de Spearman com determinagao do coeficiente de correlagao
de Spearman (rs) quando indicado. Para analise das diferengas de comportamento
da agregabilidade durante o seguimento entre os grupos (basal e até 30 dias) foi
utilizado o teste de ANOVA para medidas repetidas. Adicionalmente, foram avaliadas
as diferengas absolutas e relativas (delta percentual) entre os grupos, nos tempos pré-
especificados (randomizagao ou baseline, 4 dias, 30 dias). As analises secundarias
de subgrupos utilizaram o teste ANOVA para avaliagdo de eventuais diferengas entre
cada grupo de interesse e o desfecho primario do estudo. Os resultados foram
analisados utilizando o principio de intengao de tratamento. Todos os testes foram bi-
caudais , e foram considerados estatisticamente significativos resultados com valor de
p inferior a 0,05.Devido a natureza exploratoria e mecanistica do estudo, ndo foram
realizados testes hierarquicos ou ajustes para multiplicidades. Para as analises, foi
utilizado o programa estatistico SPSS versao 26.
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4.7 Descricao da metodologia aplicada nos testes laboratoriais
4.7.1 Coletas de sangue

Todas as coletas sanguineas para as dosagens laboratoriais citadas nos
objetivos do estudo foram realizadas de acordo com a seguinte rotina:

a) pungao venosa a vacuo em veia periférica, preferencialmente veia antecubital,
com tempo de garroteamento inferior a 1 minuto, exceto para analise de
agregabilidade onde ndo se executava garroteamento;

b) preenchimento dos tubos até a marcagdo limite, que depois eram
cuidadosamente invertidos cinco vezes para completa mistura com o
anticoagulante;

c) andlises de agregabilidade plaquetaria foram realizadas pelo proprio
investigador entre 30 minutos e 3:30 horas apos a coleta da amostra conforme
recomendacgao dos fabricantes;

d) as coletas de sangue para analises laboratoriais foram realizadas em tempos
simultdneos com as coletas para agregabilidade plaquetaria,
independentemente do jejum, mas de acordo com os tempos pré-especificados

para as analises dos objetivos primarios e secundarios.

4.7.2 Avaliagao da agregacgao plaquetaria

A avaliagéo da agregabilidade plaquetaria foi feita por dois métodos diferentes,
ambos point-of-care, utilizando sangue total: VerifyNow Aspirin® (Figura 4) para
analise do objetivo primario e Multiplate® Aspirina e ADP para analises secundarias
(Figura 5).192-104 O teste VerifyNow Aspirin® (Werfen, San Diego, CA, USA) é um teste
funcional COX-1 especifico para medir a agregabilidade plaquetaria com base na
detecgdo de luminosidade. A amostra de sangue foi coletada em tubos de 2,0 ml
contendo citrato de sodio 3,2% (Vacutainer®) e transferida para recipientes com
fibrinogénio e acido araquidonico (AA), onde foi feita a andlise da resposta a Aspirina®.
A medida que ocorre a agregabilidade plaquetaria , o sistema converte a luminosidade
transmitida em Unidades de Reagao de Aspirina (ARU). Quanto maior a agregacao,
maior o valor em ARU (Figura 6). No teste Multiplate® Aspirina e ADP (Roche
Diagnostics, Rotkreuz, Suiga), a amostra de sangue é coletada em tubos de 3,0 ml
contendo hirudina. A avaliagado da agregabilidade é feita por impedancia elétrica entre

dois eletrodos imersos no sangue total 6 minutos apds a adicdo do agonista. O
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aumento da impedancia correlaciona-se com a quantidade de agregados de plaquetas
que sdo depositados nos eletrodos apés a adicdo do agonista (Figura 7). Acido
araquidénico e ADP foram usados como agonistas para avaliar o efeito,
respectivamente, da Aspirina® e do inibidor do receptor P2Y12. A medida que a reacao
ocorre, um grafico de impedancia elétrica € desenhado de acordo com o tempo de
reagcao, de modo que a agregometria € avaliada pela area sob a curva (AUC ou
AU*min), onde quanto maior o AUC, maior a agregabilidade para o reagente utilizado
(Figura 8). Amostras de sangue foram coletadas da veia antecubital em posicéo
supina utilizando tubos de vacuo, com agulha 19G e sem estase ou traumas repetidos.
Os testes de fungao plaquetaria foram realizados entre 2 a 24 horas apds a ultima
ingestdo de aspirina (antes da proxima administragcdo do medicamento).Todos os
testes foram realizados pelo investigador do estudo mantendo o cegamento da

randomizacgao.

Figura 4 - Sistema VerifyNow'%3

Figura 5 - Sistema Multiplate%4
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Figura 6 — Agregabilidade pelo Sistema VerifyNow"%3

Agregados de plaquetas aumentam a luminosidade

SRR
Y U

A resisténcia elétrica (impedancia) é proporcional a agregagéo

Figura 8: Exemplo de grafico de agregabilidade pelo Sistema Multiplate04

L~

NS

Eu-—u




47

4.7.3 Outras analises laboratoriais

Plaquetas reticuladas: analisadas pelo Sysmex XN-2000, medida da fragéao
de plaquetas com alta intensidade de fluorescéncia ou imatura (/PF - immature platelet
fraction) no canal reticulécito/plaqueta por citometria de fluxo por meio de corante
contendo polimetano e oxazine, o qual penetra na membrana celular e cora o RNA
das plaquetas imaturas. As células marcadas passam por um cilindro de laser-diodo
semicondutor que mede a dispersao (volume celular) e a intensidade da fluorescéncia
(conteudo de RNA). Valor normal 1.6 a 7.9%.

Volume plaquetario médio (VPM): A contagem por impedancia é baseada na
analise dimensional, na qual as plaquetas sao identificadas por seu tamanho. As
plaquetas sequencialmente passam uma apos outra através de um orificio aberto;
porém, ao passar pelo orificio, modificam uma corrente elétrica que resulta em um
sinal. O numero de pulsos é proporcional ao de células contadas. O tamanho do pulso
elétrico é diretamente proporcional ao tamanho (volume) da célula, o que permite a
discriminagao especifica do tipo de célula com o uso de circuitos threshold. O
histograma plaquetario € uma curva em que cada plaqueta é classificada e distribuida
de acordo com seu tamanho. O VPM é diretamente derivado da analise dessa curva,
sendo obtido pela divisdo do plaquetdcrito (volume ocupado pelas plaquetas em
relacdo a um determinado volume sanguineo) pelo numero de plaquetas. Valor normal
7.2-11.11L.

Glicose: dosada por método enzimatico automatizado, utilizando-se kit
especifico para o equipamento automatizado Dimension RXL, Siemens Healthcare
(Newark, USA). Valores de referéncia: 70-99 mg/dL.

Colesterol total: Dosado por método Colorimétrico enzimatico, utilizando-se o
kit FlexR reagente cartridge, equipamento DimensionRXL, Siemens Healthcare
(Newark, USA). Valor de referéncia: < 200 mg/dL.

HDL Colesterol: Dosado por método Colorimétrico enzimatico homogéneo,
utilizando-se o kit FlexR reagente cartridge, equipamento Dimension RXL, Siemens
Healthcare (Newark, USA). Valor de referéncia: = 40 mg/dL.

LDL Colesterol: O LDL é estimado pela equacao de Friedewald. Valores de
referéncia: <100 mg/dL — Otimo; 100-129 mg/dL — Desejavel; 130-159 mg/dL —
Limitrofe; 160-189 mg/dL — Alto; >=190mg/dL — Muito alto.
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Triglicérides: Dosado por método Colorimétrico enzimatico, utilizando-se o kit
FlexR reagente cartridge, equipamento Dimension RXL, Siemens Healthcare
(Newark, USA). Valores de referéncia:<150 mg/dL — Otimo; 150-199 mg/dL -
Limitrofe; 200-499 mg/dL — Alto; >=500 mg/dL — Muito alto.

Teste da transferéncia de lipideos da nanoemulsao artificial para a HDL.:
As amostras de plasma com EDTA em um volume de 200 uL séo incubadas com 50
ML de nanoemulséo artificial em 3H-colesterilesteres e 14C-fosfolipides ou com 14C-
colesterol livre e 3H- triglicerides. Apds 1h em agitagao do banho a 37 °C, o reagente
de precipitagcado que consiste em 250 yL da solu¢ado com 0,02% de sulfato de dextran
(50.000 MW) e 0,3 mol/L de MgCI2 que € adicionado a incubacdo, sendo entao
misturado por 30 segundos e centrifugado por 10 minutos (3000g). Finalmente, 250uL
do sobrenadante sao transferidos para frascos de contagem contendo 5uL de solugéo
de cintilacdo (Packard BioScience, Groeningen, Holanda) e a radioatividade € medida
com um analisador de cintilacdo liquida modelo TR 1600 Packard (Palo Alto, CA). A
transferéncia do colesterol esterificado (EC) e néo esterificado (NEC) para o HDL &
medida in vitro pela incubagdo com emulsao lipidica radioativamente marcada com
EC ou NEC. Os resultados de transferéncia radioativa da nanoemulsao para HDL sao
expressos como % da radioatividade total encontrada no sobrenadante contendo
HDL.

Hemoglobina Glicada: Dosada por método Imunoturbidimétrico, certificado
pelo NGSP (National Glycohemoglobin Standardization Program), utilizando-se o kit
Flex reagente cartridge, equipamento Dimension RXL, Siemens Healthcare (Newark,
USA). Valores de referéncia: 4,8 - 6,0%.

PCR ultrassensivel (PCR-us): Determinada por meio de anticorpos
monoclonais por imunonefelometria, desenvolvido para uso com o analisador
automatizado para a determinacao quantitativa de PCR-us no soro (Sistema
Cardiophase hs-CRP, Siemens Healthcare Diagnostics Newark, USA). Valor de
referéncia < 5,0 mgl/L.

Peptideo natriurético tipo B (BNP): A concentracédo plasmatica de BNP é
obtida por meio de um imunoensaio tipo sanduiche de duas etapas que utiliza
tecnologia quimioluminescente direta e quantidades constantes de dois anticorpos

monoclonais. Para isso, € utilizado o kit comercial ADVIA Centaur (Siemens
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Healthcare Diagnostics Newark, USA), sendo os resultados expressos em pg/mL.
Valor de referéncia < 100 pg/mL.

Creatinina: Quantificada por método colorimétrico CREA, utilizado no sistema
de quimica clinica Dimension® (Siemens Healthcare Dianostics, Newark, USA). O
método da creatinina emprega uma modificagdo da reagao cinética de Jaffe. O
intervalo de referéncia é de 0.8-1.3 mg/dL para homens e 0.6-1.0 mg/dL para
mulheres.

Ureia: A determinagao quantitativa da ureia é realizada por método enzimatico.
O ensaio é realizado no sistema de quimica clinica Dimension® (Siemens Healthcare
Diagnostics, Newark, USA), utilizando kit da mesma marca. O intervalo de referéncia
para uréia € de 15 a 39 mg/dL.

Coagulograma: As amostras sao coletadas em tubos de citrato de sodio a
3,8% e centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos. O teste é realizado por método
coagulométrico em equipamento TcoagDestinyMax e kit especifico (TcoagCLOT). O
coagulograma consiste nos testes de Tempo de Protrombina (TP), Tempo de
Tromboplastina parcial ativado (TTPA) e Tempo de Trombina (TT). Os resultados do
TP sao expressos em segundos, atividade da protrombina e relacdo normatizada
internacional (RNI). O calculo do RNI é obtido através da divisdao do TP do paciente
pelo TP do controle normal, elevado ao ISI (indice de Normatizagao Internacional). Os
resultados de TTPA sdo expressos em segundos e relagéo (TTPA do paciente pelo
TTPA do controle normal). E resultados de TT sao avaliados em segundos.

Hemograma e plaquetas: Para o exame de Hemograma completo com
contagem de plaquetas, a coleta é feita em tubo de EDTA (sangue total). O método
utilizado é por contador eletrénico automatizado, ADVIA 120 (Siemens Healthcare
Diagnostics, Newark, USA), que utiliza reagbes quimicas (colorimétrica) e
citoquimicas.

A anadlise de todos os parametros é feita por laser (dispersao de luz), e para a
analise diferencial de leucdécitos, sdo usadas duas metodologias diferentes:
- Método de analise da peroxidase.
- Método basofilar ou basolobularidade.

CK-MB massa: A determinagao quantitativa de CKMB — massa é obtida por
meio de um imunoensaio tipo sanduiche efetuado em dois locais com uso de

tecnologia quimioluminométrica direta, a qual utiliza quantidades constantes de dois
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anticorpos. Para isso, usamos o kit comercial ADVIA Centaur® CKMB (Siemens
Healthcare Diagnostics, Newark, USA) em equipamento automatizado da mesma
marca. Valor de referéncia < 4,4 ng/mL.

Amilase: A determinagdo quantitativa da amilase é realizada por método
cinético colorimétrico automatizado. O ensaio é realizado no sistema de quimica
clinica Dimension® (Siemens Healthcare Diagnostics, Newark, USA), utilizando kit da
mesma marca. O intervalo de referéncia para amilase € de 25 a 115 UJ/L.

Lipase: A determinacdo quantitativa da lipase € realizada pelo método LIPL
colorimétrico no sistema de quimica clinica Dimension® (Siemens Healthcare
Diagnostics, Newark, USA), utilizando kit da mesma marca. O intervalo de referéncia
para lipase € de 61 a 254 U/L.

TGO/AST (Aspartato Amino Transferase): A determinacao quantitativa da TGO
€ realizada pelo método cinético automatizado. O ensaio é realizado no sistema de
quimica clinica Dimension® (Siemens Healthcare Diagnostics, Newark, USA),
utilizando kit da mesma marca. O intervalo de referéncia para TGO € de 15 a 37 U/L.

TGP/ALT (Alanina Amino Transferase): A determinagéo quantitativa da TGP é
realizada pelo método cinético automatizado. O ensaio é realizado no sistema de
quimica clinica Dimension® (Siemens Healthcare Diagnostics, Newark, USA),

utilizando kit da mesma marca. O intervalo de referéncia para TGP é de 12 a 78 U/L.

4.7.4 Teste laboratorial remoto (TLR) da glicemia

A glicemia capilar foi avaliada utilizando-se o glicosimetro modelo Accu-Check
Active® (Hoffmann-La Roche, Basel, Swiss), o qual utiliza a determinagao fotométrica
da glicose por meio da reagdo com a enzima glicose desidrogenase, sendo capaz de
detectar valores de glicemia entre 10 e 600 mg/dL. Foram realizados testes pré-
prandiais e calculado a média e o desvio padrao,ou mediana e IIQ se distribuigdo nao-

Gaussiana.

4.7.5 Monitorizagao continua de glicose (MCG)

De acordo com a disponibilidade do equipamento, um subgrupo de pacientes
foi submetido a avaliagéo da variabilidade glicémica utilizando o gravador IPro-2® e o
sensor Enlite® (Medtronic, Minneapolis MN, EUA), propiciando nesse subgrupo um

monitoramento "cego" de glicemia durante pelo menos 48 horas apdés a
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randomizac3o.'% Esse sistema consiste de um dispositivo de gravagao conectado a
um sensor implantado em tecido adiposo subcutaneo na regido abdominal, onde a
glicose intersticial € medida por um ensaio eletroquimico (288 medidas por dia). A
cada dez segundos é feita uma medi¢ao de glicose, e a cada 5 minutos, um valor
médio é registrado na memoaria do dispositivo (Figura 9). Sdo necessarias ao menos
quatro afericées diarias de glicemia capilar para calibragao do aparelho de MCG. As
métricas de glicose s&o entdo obtidas off-line na alta hospitalar, quando o dispositivo
€ removido e os dados transferidos para um computador que utiliza o software Care
Link IPro®. Posteriormente, estes dados s&o apresentados em forma de graficos e/ou
tabelas para as analises pré-especificadas (média, desvio-padrdo, MAGE, eventos

hipoglicémicos). (Figura 10).

Figura 9 — Gravador IPRO-2

Fonte: créditos do autor
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Figura 10 - Exemplo de grafico de MCG

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N 12 1B 14 15 16 17 18 19 20 1 2 B 0

my/dL| Avg 154 mg/dL | 146 mg/dL 143 mg/dL 179 mg/dL 144 mg/dL 142 mg/dL 159 mg/dL 140 mg/dL
2400

350
300
Bn/\

200 ~

- E s TN
------- S~ /’ \.—{*—J\ /—\Jﬁ'-""{;\\/—/--

150 yas TEra == == ;:‘::---'-"/ "'"—"-'s_\-.-.___._z_g_.".'.-.,_.. 7, T ‘\,& —’--—'-. 15
100

70
<40

Thu 11/04 Fri12/04 Sat13/04 Sun 14/04 Mon 15/04 AVG

Fonte: créditos do autor

4.8 Consideragoes éticas e utilizagcao de recursos

Este protocolo é um estudo clinico de fase 3, unicéntrico, randomizado, duplo-
cego e controlado por placebo. O estudo, bem como o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE), foi registrado no Comité de Etica Institucional e Pesquisa da
Universidade de Sado Paulo (CAPPesq-USP) sob numero CAAE
35079514.8.0000.0068; SDC 4086/14/066, e aprovado pelo parecer 816.692 de
02/10/2014.

O estudo foi também registrado na plataforma clinicaltrials.gov em 3 de margo
de 2015 (NCT 02377388), e iniciou a inclusdo de pacientes em 7 de fevereiro de 2017.

O protocolo foi modificado com emendas aprovadas pela CAPPesq-USP com
0s seguintes numeros de parecer: 2395.697 de 23/11/2017; 3849.131 de 19/02/2020
e 3906.081 de 09/03/2020. Todos os pacientes assinaram o TCLE, e nenhum
procedimento foi realizado antes da assinatura do mesmo. Todos os métodos e
procedimentos foram realizados de acordo com as diretrizes e regulamentos vigentes,
seguindo a Declaracao de Helsinque.

Este estudo foi financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado
de Sao Paulo (FAPESP n° 2014/01021-4), e o fornecimento de equipamentos e
materiais de consumo para analise de MCG foi feito pelo Laboratério Grupo Fleury
(numero de registro NP-066 POP M004C014001/PDI/C003). Ambas as fontes de
financiamento n&o tiveram papel na concepcdo deste estudo ou durante sua

execucao, analise, interpretacao de dados e publicacao.
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5. RESULTADOS

5.1.1 Fluxograma do estudo

Foram avaliados 351 pacientes admitidos na Unidade Clinica de
Coronariopatia Aguda do InCor-FMUSP com diagndstico de IAM com ou sem
elevagao do segmento ST e portadores de DM tipo 2. Destes, duzentos e setenta e
sete pacientes ndo eram elegiveis para o protocolo, sendo que 81(29,2%) deles por
tempo de inicio do IAM maior que 72 horas e 54(19,4%) por apresentagéao clinica em
Killip l1I/1V. Setenta e quatro pacientes atenderam aos critérios de elegibilidade e foram
randomizados. Foram alocados 36 pacientes no grupo controle e 38 pacientes no
grupo intervengéo. Desse total, quatro pacientes ndo completaram a analise primaria
sendo um por retirada do TCLE e trés por falhas no recrutamento, assim, considerou-
se para as analises do objetivo principal do estudo os 70 pacientes que concluiram o
seguimento intra-hospitalar (35 pacientes no grupo controle e 35 pacientes no grupo
intervencdo). No seguimento pds-hospitalar ocorreram trés perdas, sendo um
paciente no grupo placebo e dois pacientes no grupo intervengdo. Em relagéo a
analise do objetivo secundario na visita final, a mesma nao foi realizada em dois
pacientes (um de cada grupo) por motivos técnicos com o aparelho. Portanto, foram
considerados para as analises secundarias (comportamento da agregabilidade
plaquetaria nos diferentes momentos de tempo), os 65 pacientes que concluiram o
seguimento e realizaram todos os testes de agregabilidade plaquetaria (33 pacientes
no grupo controle e 32 pacientes no grupo intervencgao).

O numero de pacientes que interromperam precocemente a medicagao do
estudo, mas que retornaram na visita final foi 0 mesmo (2 por eventos adversos e um
por retirada do TCLE em cada grupo). O fluxograma CONSORT, é retratado na Figura
11.



Figura 11 - Fluxograma de pacientes
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Excluidos (n=277)

e  IAM >72 horas de evolugdo (n=81)

e Killip >2 (n=54)

e Qualquer condi¢do médica que represente risco
para o paciente ou afete a analise de dados (n=33)

e TFG estimada < 30 ml/min/1.73 m? calculada pela
formula Modification of Diet in Renal Disease
(MDRD) (n=30)

e  Naio utilizagdo de dupla antiagregacdo plaquetaria -
DAPT (n=30)

e  Pacientes incluidos em outro estudo clinico (n=20)

e  Uso de qualquer agonista do receptor de GLP-1 ou
inibidores DPP4 (n=7)

e  Hematocrito > 50% or < 30% (n=5)

e  Diagnostico prévio de pancreatite (n=5)

e Uso de corticodide (n=5)

e IMC>50Kg/m? (n=4)

e Uso de inibidores do CYP P450 3A4 or 3A5 (n=2)

e  Pré-diabetes (n=1)

Randomizados (n=74)

[ Alocacao-fase hospitalar ]

Grupo inibidor da DPP4 (n=38)
e  Receberam a intervengao (n=38)
e  Completaram a analise primaria (n=35)
e  Nao completaram analise primdria (n=3) **

Grupo placebo (n=36)
e  Receberam a intervengdo (n=36)
e Completaram a analise primaria (n=35)
e N&o completaram analise primaria (n=1) *

l [ Seguimento 30 dias -fase pds-hospitalar ] l

Descontinuaram a intervencao apos analise
primaria (n=5 )"
Nao retornaram para visita final(n=2)

Descontinuaram a intervencao apos
analise primaria (n=4 )"
Nao retornaram para visita final(n=1)

Alocagéo (n): * falha no recrutamento

** retirada do TCLE (1); falha no recrutamento (2)

Perda de seguimento na Visita final:
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01 obito e 01 retirada do TCLE no grupo i-DPP4 (1)) e 1 paciente no grupo placebo por evento
adverso leve (1))

Descontinuagao da intervengao na Visita final:

91 eventos adversos (2); retirada do TCLE (1)

I eventos adversos (2); retirada do TCLE (1)
IMC: indice de massa corporea

DAPT: dupla antiagregacao plaquetaria

TCLE: termo de consentimento livre e esclarecido
TFG-e: taxa de filtragao glomerular estimada

5.1.2 Caracteristicas demograficas da populagcao do estudo

A média de idade dos pacientes incluidos foi de 62,6+ 8,9 anos, sendo a
maioria do sexo masculino (45 pacientes,64,3%); o fator de risco cardiovascular mais
prevalente foi a hipertensao arterial em 59 pacientes(84,3%), seguido de dislipidemia
em 31 pacientes(44,3%). Doenca renal Crénica(definida como TFG-e < 60
ml/min/1.73 m?) foi observada em 36 pacientes (51,4%), e destes pacientes, TFG-e <
50 ml/min/1.73 m? foi encontrada em 22 pacientes(61,1%), sendo 11 pacientes em
cada grupo. A mediana de tempo de diagndstico do DMT2 foi de 9 anos (IQR 3,7-
13,0) e a de hemoglobina glicada foi de 7,8% (IQR 6,8-9,2).

Todas as caracteristicas basais eram balanceadas entre os grupos,exceto em
relacdo a presencga de insuficiéncia cardiaca (IC) e uso de diurético previamente a
randomizagao. As caracteristicas basais dos participantes do estudo estdo detalhadas
nas Tabelas 1 e 2.

O tipo de tratamento realizado para o IAM, bem como medicacbes
coadjuvantes cardiovasculares utilizadas durante a internacdo hospitalar sao
detalhadas nas Tabelas 3 e 4. Observa-se que o0 grupo placebo teve, de forma
significativa, maior utilizagcdo de ranitidina. O grupo placebo apresenta %
significativamente maior de casos com uso deste medicamento quando comparado
ao grupo i-DPP4. Nao observamos diferenga significativa entre os grupos nas demais
medicagdes. No grupo i-DPP4, 15 (42,9%) pacientes utilizaram saxagliptina e 20
(57,1%) sitagliptina.

A Tabela 5 detalha as variaveis obtidas durante a evolugao do projeto.

A Tabela 6 relaciona os resultados laboratoriais obtidos logo apds a
randomizagao. Como se observa,todas as variaveis estavam balanceadas entre os

grupos,exceto em relacdo ao LDL-colesterol, colesterol ndo-HDL e Triglicérides.
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Grupo

Amostra Placebo i-DPP4
Variavel (n=70) (n=35) (n=35) p
Idade, anos (médiazDP) 62,64 + 8,86 61,77 £9,47 63,51 £ 8,25 0,415
Sexo masculino, n(%) 45 (64,3%) 21 (60,0%) 24 (68,6%) 0,454
Caucasiano, n(%) 71 (87,1%) 29 (82,9%) 32 (91,4%) 0,477®)
Peso (kg) (média+DP) 76,59 + 14,57 78,17 + 14,42 75,00 + 14,76 0,367
IMC (kg/m?) (médiazDP) 28,02 + 5,14 28,95 + 6,08 27,10 + 3,85 0,133M
IAM com supra SST, n(%) 52 (74,3%) 24 (68,6%) 28 (80,0%) 0,274
IAM Killip 1, n(%) 58 (82,8%) 29 (82,8%) 29 (82,8%) 1,000)
Delta de inclusdo em horas 56,50 62,00 55,00
(mediana, p>75) (37,00; 68,00) (36,00; 70,0) (37,00; 65,00) 0,247
Comorbidades
Tabagismo atual, n(%) 22 (31,4%) 10 (28,6%) 12 (34,3%) 0,607®@
HAS prévia, n(%) 59 (84,3%) 31 (88,6%) 28 (80,0%) 0,325(
Dislipidemia prévia, n(%) 31 (44,3%) 17 (48,6%) 14 (40,0%) 0,470
IAM prévio, n(%) 21 (30,0%) 13 (37,1%) 8 (22,9%) 0,192
AVC prévio, n(%) 3 (4,3%) 0 (0,0%) 3 (8,6%) 0,239
IC prévia, n(%) 6 (8,6%) 6 (17,1%) 0 (0,0%) 0,025
ICP prévia, n(%) 17 (24,3%) 11 (31,4%) 6 (17,1%) 0,163@
CRM prévia, n(%) 3 (4,3%) 3 (8,6%) 0 (0,0%) 0,239®)
Doenca arterial periférica,
n(%) 3 (4,3%) 1(2,9%) 2 (5,7%) 1,0009)
DM2 conhecido, n(%) 65 (92,9%) 33 (94,3%) 32 (91,4%) 1,000@)
Tempo de diagnéstico do 9,00 5,00(3,00;
DM2, anos (mediana, p?75)  (4,00;13,00) 10,00(4,00;13,00)  12,00) 0,579

(1) Teste t de Student

(2) Teste do qui-quadrado
(3) Teste exato de Fisher
(4) Teste de Mann-Whitney

IMC = indice de massa corporal

IAM = infarto agudo do miocardio

HAS = hipertensao arterial sistémica

ICP = intervengao coronaria percutanea

AVC = acidente vascular encefalico

IC = insuficiéncia cardiaca

CRM = cirurgia de revascularizagdo miocardica
DM2 = diabetes tipo 2
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Amostra Placebo i-DPP4 p
(n=70) (n=35) (n=35)
Medicagoes: n(%)
Sulfoniluréias 27 (38,6%) 17 (48,6%) 10 (28,6%) 0,086("
Metformina 57 (81,4%) 28 (80,0%) 29 (82,9%) 0,759
i-SGLT2 4 (5,7%) 3 (8,6%) 1(2,9%) 0,614@
TZD 1(1,4%) 0 (0,0%) 1(2,9%) 1,000
Insulina basal 15 (21,4%) 6 (17,1%) 9 (25,7%) 0,382(1
BRA/ieca 44 (62,9%) 23 (65,7%) 21 (60,0%) 0,621
Estatinas 31 (44,9%) 17 (48,6%) 14 (41,2%) 0,537(1
AAS 24 (34,8%) 12 (34,3%) 12 (35,3%) 0,930("
Beta-bloqueador 24 (34,8%) 15 (42,9%) 9 (26,5%) 0,153
Clopidogrel 6 (8,6%) 4 (11,4%) 2 (5,7%) 0,673
Diurético 14 (20,0%) 11 (31,4%) 3(8,6%) 0,017
Espironolactona 1(1,4%) 1(2,9%) 0 (0,0%) 1,000
Bloqueador de calcio 14 (20,0%) 8 (22,9%) 6 (17,1%) 0,550
Fibrato 1(1,4%) 0 (0,0%) 1(2,9%) 1,000@
(1) Teste qui-quadrado
(2) Teste exato de Fisher
i-SGLT2 = inibidor do co-transportador de sédio-glicose tipo 2
TZD = pioglitazona
BRA = bloqueador do receptor de angiotensina
IECA = inibidor da enzima conversora de angiotensina
AAS = acido acetil salicilico
Tabela 3 - Tratamento do IAM durante a hospitalizagéo
Grupo
Amostra Placebo i-DPP4
(n=70) (n=35) (n=35) p
Tratamento do
IAM:n(%) 1,000(")
ICP isolada 37 (52,9%) 19 (54,2%) 18 (51,4%)
Fibrinolitico isolado 2 (2,9%) 1(2,9%) 1(2,9%)
Clinico isolado 3(4,2%) 1(2,9%) 2 (5,7%)

Combinado 28 (40,0%) 14 (40,0%) 14 (40,0%)

(1) Teste exato de Fisher

IAM = infarto agudo do miocardio ICP = intervengao coronaria percutanea
Combinado: ICP+fibrinolitico
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Grupo
Amostra Placebo i-DPP4
(n=70) (n=35) (n=35) p
Medicago6es:n(%)
IECA 55 (78,6%) 29 (82,9%) 26 (74,3%) 0,382M
BRA 11 (15,7%) 5 (14,3%) 6 (17,1%) 0,743
Espironolactona 14 (20,0%) 7 (20,0%) 7 (20,0%) 1,000
Estatina 70 (100,0%) 35 (100,0%) 35 (100,0%) -
Beta bloqueador 56 (80,0%) 28 (80,0%) 28 (80,0%) 1,000
Inib H» 50 (71,4%) 29 (82,9%) 21 (60,0%) 0,034M
IBP 18 (25,7%) 6 (17,1%) 12 (34,3%) 0,101M
HBPM 69 (98,6%) 34 (97,1%) 35 (100,0%) 1,000@
Nitrato 8 (11,4%) 4 (11,4%) 4 (11,4%) 1,000
Bloqueador de calcio 5 (7,1%) 3(8,6%) 2 (5,7%) 1,000@
Uso de inibidor
GPIIb/llla,n(%) 6 (8,6%) 5 (14,3%) 1(2,9%) 0,198@
(1) Teste qui-quadrado
(2) Teste exato de Fisher
Inib H2 = inibidor do receptor H2
IBP = inibidor de bomba de prétons
HBPM = heparina de baixo peso molecular
BRA = bloqueador do receptor de angiotensina
IECA = inibidor da enzima conversora de angiotensina
Tabela 5 - Variaveis obtidas durante a evolug¢édo do projeto
Grupo
Amostra Placebo i-DPP4
(n=70) (n=35) (n=35) p
Delta mediano de
inclusdo em horas (Q1; 56,50 62,00 55,00
Q3) (37,00; 68,00) (36,00; 70,0) (37,00; 65,00) 0,247M
Delta Mediano Visita 1 e 3,00 3,00 3,00
2 (Q1; Q3) (dias) (2,00; 3,00) (2,00; 3,00) (2,00; 4,00) 0,764
Delta Mediano visita 1 e 29,00 29,00 29,00
final (Q1; Q3) (28,00; 30,00) (28,00; 30,00)  (28,00; 30,00) 0,898("
Tempo de internacéo 5,00 5,00 5,00
mediano (Q1; Q3) (dias) (4,00; 7,00) (4,00; 700) (4,00; 7,00) 0,886M
Descontinuidade do
tratamento 9 (12,9%) 4 (11,4%) 5 (14,3%) 1,000
Tratamento do IAM
entre V1-V2 (ICP em
coronaria nao culpada) 7 (10,0%) 2 (5,7%) 5 (14,3%) 0,428®@
FEVE(%) (médiatDP) 50,29 + 8,63 51,46 + 8,99 49,11 + 8,21 0,259®)
Pico de CK-MB
ng/mL(*) 104,92 + 112,01 81,51 +£4,15 128,32 £ 124,38 0,1100

) Teste t de Student

~ o~~~

1) Teste de Mann-Whitney
2) Teste exato de Fisher
3

*) variavel analisada por transformacéo logaritmica
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FEVE = fragdo de ejecdo do VE

CKMB = creatinafosfoquinase MB massa
IAM = infarto agudo do miocardio

ICP = intervengéo coronaria percutanea
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V1 = visita 1
V2 = visita 2
Tabela 6 - Exames laboratoriais obtidos na randomizagao
Grupo
Amostra Placebo
(n=70) (n=35) i-DPP4 (n=35) p
HbA1c (%) 8,10 + 1,61 7,99 + 1,62 8,20 + 1,62 0,586M
Glicemia (mg/dL) 215,09 + 86,15 205,11 + 94,37 225,06 + 77,14 0,337M
Ureia(mg/dL) 41,27 + 16,00 41,54 + 15,32 41,00 + 16,87 0,888M
TFG-e (mI/min/1 73 m2) 61,89 + 18,67 61,06 + 17,78 62,71 + 19,74 0,713M
Colesterol T(mg/dL) 175,94 + 42,61 162,94 + 39,38 188,94 +42,26 0,010M
HDL-col(mg/dL) 41,33 + 10,73 43,06 + 11,06 39,60 + 10,26 0,180M
LDL-col(mg/dL) 104,54 + 35,86 93,69 + 32,48 115,40 + 36,22 0,010M
Col-nao HDL(mg/dL) 134,61 + 43,27 119,89 + 37,24 149,34 + 44,34 0,004
TGL(mg/dL) 157,10+103,87 130,97 + 63,37 183,23+128,35 0,017M
Transf. lipides- ce p/
HDL(%) 2,90 + 0,50 2,84 + 0,44 2,96 + 0,56 0,383 ™M
Transf. lipides- col ndo
est. (%) 3,17 + 0,65 3,17 + 0,60 3,16 + 0,71 0,956("
VPM(fl) 10,83 + 0,80 10,93 + 0,80 10,73 + 0,80 0,286(M
FPI(%) 6,08 + 3,03 6,28 + 2,63 5,88+ 3,42 0,590M
Plaquetas(uL) 224,60 + 53,12 221,80 + 59,79 227,40+46,22 0,663
TP(seq) 10,84 + 3,73 11,57 + 2,86 10,14 + 4,33 0,111
TTPa(seg) 29,20 29,50 28,40
(Q1;Q3) (26,50; 32,45) (27,30; 32,80) (25,00; 32,20) 0,155@
Hb(g/dL) 13,38 + 1,83 13,29 + 1,82 13,47 + 1,86 0,693M
Ht(%) 39,31 + 5,09 39,40 + 5,11 39,23 +5,15 0,889M
Leucdcitos(uL) 9,72 + 3,15 9,68 + 3,37 9,76 + 2,96 0,912
PCR-us (*)(mg/L) 39,91 + 48,46 29,78 + 42,95 50,04 + 52,05 0,102
BNP(pg/mL) 168 (68; 291) 148 (58; 297) 176 (83; 291) 0,978®@

(1) Teste t de Student
(2) Teste de Mann-Whitney
(*) variavel analisada por meio de transformacao logaritmica

HbA1c = Hemoglobina glicada

TFG-e (MDRD): taxa de filtragdo glomerular estimada pela formula Modification of Diet in Renal Disase
Colesterol T= colesterol total

HDL-col = HDL- colesterol

LDL-col = LDL- colesterol

Col-ndo HDL = colesterol ndo-HDL

TGL = triglicérides

Transf. lipides - ce p/ HDL = transferéncia de lipides do colesterol esterificado para HDL
Transf. lipides-col nao est = transferéncia de lipides do colesterol nao-esterificado para HDL
VPM = volume plaquetario médio

FPI = fracao de plaquetas imaturas

Plaquetas
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TP = tempo de protrombina
TTPa = tempo de tromboplastina parcial ativado
Hb= hemoglobina

Ht = hematécrito
PCR-us = proteina C reativa ultrassensivel
BNP= peptideo natriurético tipo B

5.2 Agregabilidade plaquetaria entre os grupos i-DPP4 e placebo pelo teste
VerifyNow Aspirina® - objetivo primario (4 dias pés-randomizagio) e objetivo

secundario principal (30 dias de seguimento).

Como se nota na figura 12, n&o houve diferengas significativas entre os grupos

no seguimento de até 30 dias.

Figura 12 - Média e desvio-padréo da agregabilidade (em ARU) pelo VerifyNow Aspirina® segundo os
momentos de avaliagdo e o grupo de estudo.
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* Teste de ANOVA

A Tabela 7 e Figura 13 mostram os deltas respectivos (visita 2 - visita 1, objetivo
primario, e visita final - visita 1, objetivo secundario). Nado houve diferencas
significativas entre os grupos na analise de 4 dias (objetivo primario) ou na analise de
30 dias (objetivo secundario). Em modelos ajustados para variaveis que mostraram
diferenga significativa entre os grupos na randomizagéao (colesterol total, LDL-col e

TGL), também ndo observamos diferengas na agregabilidade plaquetaria.
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Tabela 7 — Delta dos valores de agregabilidade plaquetaria (11Q) pelo VerifyNow Aspirina® entre os

momentos avaliados

Grupo
Delta Placebo i-DPP4 p*

-14,00 8,00 0,518
a\/isita 2 — Visita 1 (-77,00; 52,00) (-65,00; 63,00)

-16,00 1,50 0,555
b\/isita final — Visita 1 (-56,00; 18,00) (-68,50; 36,50)

0,00 -13,00 0,48

Visita final — Visita 2 (-68,00; 35,00) (-68,00; 19,50)

(*) Teste de Mann-Whitney
Diferengas = visita 2 — visita 1
a = objetivo primario
b = objetivo secundario

Figura 13 - Box-plot do delta na agregabilidade plaquetaria pelo VerifyNow Aspirina®
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5.3 Agregabilidade plaquetaria entre os grupos i-DPP4 e placebo nos mesmos
tempos do objetivo primario e aos 30 dias pelo teste Multiplate Aspirina® e

Multiplate® ADP (objetivos secundarios).

As Figuras 14 e 15 mostram o comportamento da agregabiliade plaquetaria
ao longo do tempo de seguimento avaliada pelo Multiplate® Aspirina e ADP. Como se

observa, nao houve diferenga entre os grupos no acompanhamento de 30 dias.

Figura 14 - Média e desvio-padréo da agregabilidade (em AUC) pelo Multiplate Aspirina® segundo os
momentos de avaliagédo e o grupo de estudo.
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Figura 15 - Média e desvio-padréo da agregabilidade (em AUC) pelo Multiplate ADP® segundo os
momentos de avaliacédo e o grupo de estudo.
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Nas tabelas 8 e 9 e figura 16 e 17 sao descritos os deltas obtidos para cada
grupo nos acompanhamentos de 4 e 30 dias. Como se pode notar,houve auséncia de

diferencgas significativas entre os grupos placebo e i-DPP4 em ambos os periodos de

tempo analisados.

Tabela 8 — Delta dos valores de agregabilidade plaquetaria (11Q) pelo Multiplate Aspirina® entre os
momentos avaliados

Grupo
Delta Placebo i-DPP4 p*

10,00 -3,00 0,030
Visita 2 — Visita 1 (5,00; 16,00) (-17,00; 12,00)

4,50 1,00 0,363
Visita final — Visita 1 (-1,00; 11,50) (-12,00; 12,00)

-3,00 2,00 0,313

Visita final — Visita 2 (-10,00; 7,00) (-6,00; 8,00)
(*) Teste de Mann-Whitney

Figura 16 - Box-plot do delta na agregabilidade plaquetaria pelo Mulitplate Aspirina®
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Tabela 9 - Delta dos valores de agregabilidade plaquetaria(llQ) pelo Multiplate ADP® entre os
momentos avaliados

Grupo
Delta Placebo i-DPP4 p*

12,00 3,50 0,275
Visita 2 — Visita 1 (0,00; 20,00) (-7,00; 12,00)

15,00 10,00 0,150
Visita final — Visita 1 (1,00; 27,00) (-3,00; 18,00)

4,50 9,00 0,546

Visita final — Visita 2 (-7,00; 13,00) (-6,00; 18,00)
(*) Teste de Mann-Whitney

Figura 17 - Box-plot do delta na agregabilidade plaquetaria pelo Multiplate ADP®
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5.4 Outros objetivos secundarios
5.4.1 Comparar os grupos i-DPP4 e placebo em relagdao aos seguintes

parametros:
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Controle glicémico a partir do inicio da terapéutica testada, avaliado pelo:
a) Caélculo da média glicémica (+ DP) dos exames de glicemia capilar-GC (testes
laboratoriais remotos) durante o periodo de internacéo (até 7 dias).
b) Incidéncia de hipoglicemia (glicemia menor que 70 mg/dl) e hipoglicemia grave
(glicemia menor que 40 mg/dl) durante a hospitalizacao.
c) Dose total diaria (DTD) de insulina de corregao utilizada.
d) Calculo da MAGE (Mean Amplitude of Glycemic Excursions), obtidas por meio de
monitorizagéo continua de glicose (MCG), realizada durante o periodo minimo de 48
horas até 6 dias apods o inicio do tratamento.

Na Tabela 10 s&o apresentadas a glicemia média medida por GC, incidéncia
de eventos de hipoglicemia < 70 mg/dL e o uso de insulina durante o estudo. N&o
observamos diferengas significativas entre os grupos em relagdo as variaveis

avaliadas. Nao foram identificados eventos de hipoglicemia < 40 mg/dL.

Tabela 10 — Média de glicemia capilar e uso de insulina durante a hospitalizagao.

Grupo
Amostra Placebo i-DPP4
(n=70) (n=35) (n=35) p
Média de Glicemia
Capilar* 181,81+ 46,35 179,03 + 44,75 184,59 + 48,39  0,619()
Num. episédios de
hipoglicemia < 70,n(%) 4 (5,7%) 1(2,9%) 3(8,6%) 0,614®
Uso de insulina
suplementar SC,n(%) 58 (82,9%) 27 (77,1%) 31(88,6%) 0,205@
Dose de insulina
suplementar SC 16,00 16,00 18,00
(Uh(Mediana,llQ) (4,00; 26,00) (0,00; 26,00) (4,00; 34,00) 0,4124
Pac. c/uso de Insulina
Basal, n(%) 17 (24,3%) 9 (25,7%) 8 (22,9%) 0,781@

(1) Teste t de Student

(2) Teste qui-quadrado

(3) Teste exato de Fisher

(4) Teste de Mann-Whitney
*(médiatDP) em mg/dL

Para analise do controle glicémico pelo MCG, foram utilizados 40 sensores,
porém devido ao numero de perdas maior que o esperado (4 pacientes que nao
completaram a meta primaria, 4 com leituras < 48 horas e 5 com erros de leitura) vinte
e sete pacientes foram incluidos nessa avaliagao, sendo 12 no grupo i-DPP4 e 15 no
grupo controle. Em relagdo ao controle glicémico avaliado por MCG, também néo

foram observadas diferengas significativas entre os grupos em relagdo as diversas
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analises realizadas, conforme demonstrado na Tabela 11.

Tabela 11 — Analise do controle glicémico por monitoramento continuo (MCG)

Grupo
Amostra Placebo i-DPP4
(n=27) (n=15) (n=12) p
Média mg/dL 162,74 + 45,53 167,90 + 45,00 156,30 + 47,34 0,521
Mediana mg/dL 159,00 + 46,73 164,53 + 44,88 151,45 + 50,30 0,492
CV,% 21,94 + 7,79 20,65 + 7,44 23,70 + 8,25 0,333("
% TIR> 180 mg/dL 16,83 34,89 15,92
(Mediana ,I1Q) (2,63; 61,21) (1,04; 62,41) (4,72; 36,80) 0,856
% TIR < 70 mg/dL 0,00 0,00 0,00
(Mediana, 11Q) (0,00; 0,77) (0,00; 0,77) (0,00; 1,36) 0,953()
MAGE, mg/dL (mediana, 110,53 101,57 120,68
11Q) (64,38; 140,89) (63,22; 133,63) (84,89; 175,87) 0,421

(1) Teste t de Student

(2) Teste de Mann-Whitney

MAGE = amplitude média das excursdes glicémicas
TIR = “time-in range” (tempo na meta)
CV = coeficiente de variagao fornecido pelo aparelho de MCG

Comparando a média da glicemia dos 27 pacientes com MCG com a média

por GC nos mesmos 27 pacientes, nao se observam diferengas significativas entre os

grupos. Na tabela 12 estao os valores descritivos.

Tabela 12 — Comparagédo das médias de glicemia obtidas por glicemia capilar(GC) e monitoramento
continuo de glicemia(MCG)

Grupo
Amostra Placebo i-DPP4
(n=27) (n=15) (n=12) p
MEDIA GC 169,78 + 50,04 174,86 + 48,96 163,43 + 52,80 0,566"
MEDIA MCG 162,74 + 4553 167,90 + 45,00 156,30 + 47,34 0,521

(1)Teste t de Student

*Valores expressos em mg/dL

Pelo coeficiente de correlagao de Pearson observa-se correlagao positiva e

significativa entre a média aferida pelo MCG e a média medida por GC nos dois grupos
avaliados (Placebo: r=0,966; p<0,001 e i-DDP4: r=0,991, p< 0,001).

Em relagdo a glicemia plasmatica, por Analise de Varidncia com medidas

repetidas, observa-se que os grupos nao apresentam diferenga significativa de

comportamento (p=0,560) ao longo do tempo de seguimento. Por outro lado, observa-
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se diminuigdo significativa e semelhante entre os grupos no que se refere aos valores
meédios obtidos a partir da visita 2, quando comparados a visita 1. A Tabela 13

apresenta os valores descritivos da glicemia plasmatica.

Tabela 13 - Média* da glicemia plasmatica segundo os momentos de avaliagcdo e o grupo de estudo.

Grupo
Glicemia Placebo (n=34)  i-DPP4 (n=33)
Visita 1 208,62 + 93,45 224,76 + 79,02
0001 p=0,022 Visita 2 183,85 + 61,53 209,24 + 85,77
: Visita final 148,59 + 62,59 152,88 + 51,32
p=0,560

*Valores expressos em mg/dL

5.4.2 Comparar os grupos i-DPP4 e placebo em relacao aos seguintes
biomarcadores:

a) Niveis de proteina C-reativa ultrassensivel (PCR-us), analisados nos mesmos
intervalos do VerifyNow Aspirina®.

Na Tabela 14 pode ser observado que os grupos nao apresentam diferengas
significativas de comportamento em relagdo a PCR-us (p=0,098). No entanto, ha
diminuicao significativa ao longo das avaliacbes para os dois grupos do estudo
(p<0,001).

Tabela 14 - Média* da PCR-us segundo os momentos de avaliagdo e o grupo de estudo.

Grupo
PCR-us* Placebo (n=34)  i-DPP4 (n=33)
Visita 1 29,79 + 43,59 52,43 + 52,68
P<0,001 { Visita final 3,54 + 3,89 4,10 + 9,63
p=0,098

(*) Variavel analisada por meio de transformagé&o logaritmica
Teste de Analise de Variancia com medidas repetidas
* Valores expressos em mg/L

Quando se analisa os deltas da PCR-us obtidos na comparacédo entre os
grupos(Tabela 15 e Figura 18), observa-se uma redugcao 4 vezes maior a favor do
grupo i-DPP4 aos 30 dias (p=0,053). Excluindo-se os outliers (3 no grupo placebo e 2

no grupo i-DPP4, a diferenga entre os grupos atinge significancia estatistica (p=0,020).
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Tabela 15 — Delta dos valores da PCR-us(llQ) entre os momentos avaliados

Grupo
Delta Placebo i-DPP4 p*
-10,26 -42,88 0,053 8

Visita final — Visita 1 (-26,99; -4,70) (-63,60; -4,56)

(*) Teste de Mann-Whitney
§ Diferencas (delta) excluindo outliers p=0,020 (diferencas de — 8,62 (1IQ 16,69 — 4,64) no grupo
placebo e de — 25,96 (11Q 50,65-3,94) no grupo i-DPP4)

Figura 18 - Box-plot do delta da PCR-us entre os momentos avaliados.
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b) Peptideo Natriurético tipo B (BNP), Amilase, Lipase, Aspartato Amino
Transferase(TGO) e Alanina Amino Transferase(TGP), analisados imediatamente
apos a randomizacgao e antes do inicio do tratamento com i-IDPP4/placebo, e 30 dias

apos o inicio dos sintomas relacionados ao evento agudo.
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b.1 - BNP: como se nota na tabela 16, ndo houve diferencas significativas entre os
grupos quando comparados os valores iniciais em relagdo aos obtidos no final do
seguimento (p=0,526). Por outro lado, os niveis médios de BNP diminuiram

significativamente ao longo do tempo (p=0,030), de forma similar nos dois grupos.

Tabela 16 — Média do BNP segundo os momentos de avaliagédo e o grupo de estudo.

Grupo
BNP* Placebo (n=34) i-DPP4 (n=33)
p=0,030 Visita 1 194,12 + 197,81 208,21 + 172,26
’ Visita final 180,03 + 161,11 179,58 + 239,71
p=0,526

Andlise de Variancia com medidas repetidas
(*) variavel analisada por meio de transformacao logaritmica
Valores expressos em pg/mL

A tabela 17 e Figura 19 demonstram os deltas de variacdo do BNP durante o
seguimento. Nao houve diferengas significativas entre os grupo, apesar de um

decréscimo trés vezes maior no grupo i-DPP4, em relagdo ao grupo placebo.

Tabela 17 — Delta dos valores do BNP entre os momentos avaliados

Grupo
A BNP Placebo i-DPP4 p*
-13,00 -36,00 0,147
Visita final — Visita 1 (-50,00; 27,00) (-110,00; 15,00)
(*) Teste de Mann-Whitney
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Figura 19 - Box-plot do delta do BNP entre os momentos avaliados.
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A tabela 18 mostra os valores de BNP obtidos de acordo com o i-DPP4

utilizado (saxagliptina ou sitagliptina). Como se nota, houve consisténcia dos

resultados anteriormente demonstrados com ambos os medicamentos.

Tabela 18 - Média do BNP segundo os momentos de avaliagcéo e o subgrupo de i-DPP4 utilizado no

p=0,020

estudo.
Grupo
BNP* Placebo (n=34)  Sitagliptina(n=19)  Saxagliptina (n=14)
Visita 1 194,12 + 197,81 156,00 + 144,33 279,07 + 186,53
Visita final 180,03 + 161,11 124,74 + 81,66 254,00 + 349,07
p=0,548

(*) Variavel analisada por meio de transformagé&o logaritmica
Analise de Variancia com medidas repetidas
Valores expressos em pg/mL
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b.2 — Demais parametros de seguranga pré-especificados nos objetivos secundarios
(funcao hepatica e pancreatica): em relacao a lipase, nao houve diferenca significativa
entre os grupos, notando-se aumento significativo e similar entre os grupos ao longo
do seguimento (Tabela 19); em relagdo a amilase, tampouco se notou diferengas
significativas entre os grupos, com aumento significativo e similar entre os grupos ao
longo do seguimento (Tabela 20); em relagao a TGO e TGP, ndo houve diferencas
significativas entre os grupos, ocorrendo diminuicdo significativa e similar entre os
grupos ao longo do seuimento para ambas as variaveis (Tabelas 21 e 22). N&o

ocorreu nenhum evento adverso de hepatite ou pancreatite durante o estudo.

Tabela 19 - Média da Lipase segundo os momentos de avaliagao e o grupo de estudo.

Grupo
Lipase* Placebo (n=34) i-DPP4 (n=33)
Visita 1 142,47 + 64,90 155,18 + 111,20
Visita final 209,85 + 106,57 211,05 + 139,69

p=0,564

Andlise de Variancia com medidas repetidas
(*) Variavel analisada por meio de transformacao logaritmica
Valores expressos em U/L

Tabela 20 - Média da Amilase segundo os momentos de avaliagdo e o grupo de estudo.

Grupo
Amilase Placebo (n=34) i-DPP4 (n=33)
Visita 1 56,35 + 24,14 50,64 + 19,53
Visita final 68,35 + 23,10 70,30 + 25,60
p=0,110

Analise de Variancia com medidas repetidas
(*) Variavel analisada por meio de transformacéao logaritmica
Valores expressos em U/L

Tabela 21 - Média de TGO segundo os momentos de avaliagdo e o grupo de estudo.

Grupo
TGO* Placebo (n=33) i-DPP4 (n=33)
Visita 1 113,35 + 150,07 149,09 + 170,62
Visita final 24,06 + 11,68 22,03 + 8,56
p=0,159

Analise de Variancia com medidas repetidas
(*) Variavel analisada por meio de transformacao logaritmica
Valores expressos em U/L
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Tabela 22 - Média de TGP segundo os momentos de avaliagdo e o grupo de estudo.

Grupo
TGP* Placebo (n=33) i-DPP4 (n=33)
Visita 1 48,91 £ 20,27 52,76 + 39,56
Visita final 35,64 + 26,53 34,94 + 20,18

p=0,820

Analise de Variancia com medidas repetidas
(*) Variavel analisada por meio de transformacéo logaritmica
Valores expressos em U/L

c) Tamanho do IAM avaliado pelo pico de CK-MB massa: nao foi observada

diferencga significativa entre os grupos, conforme ja descrito na Tabela 5.

d) Incidéncia do desfecho composto de Oobito cardiovascular, reinfarto, AVC,
hospitalizagdo por insuficiéncia cardiaca, angina instavel ou revascularizagao
miocardica 30 dias apos o inicio dos sintomas relacionados ao evento agudo:
resultados apresentados na Tabela 23. Como se nota, ndo foram observadas

diferencgas significativas entre os grupos analisados.

Tabela 23 - Incidéncia de desfecho composto segundo o grupo de estudo.

Grupo
Amostra Placebo i-DPP4

Variavel (n=70) (n=35) (n=35) P
Desfecho
composto 7(10,0%) 3(8,7%) 4(11,4%) 1,000

IAM 1 0 1

HIC 1 0 1

Al 2 2 0

Obito 1 0 1

CRM 2 1 1

(1) Teste exato de Fisher

Desfecho composto:
IAM = infarto agudo do miocardio

HIC = hospitalizagéo por insuficiéncia cardiaca
Al = angina instavel
CRM = cirurgia de revascularizagdo miocardica

5.4.3 Analisar o objetivo primario do estudo em subgrupos:
Foram realizadas analises pré-especificadas considerando-se os seguintes

subgrupos: IMC< 30 ou = 30 kg/ m?; sexo masculino ou feminino; idade < 65 ou = 65
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anos; tabagismo atual ou ndo tabagismo; tempo de diagnostico do diabetes <9 ou >
9 anos; glicemia na randomizagdo <125 ou 2125 mg/dL; HbA1c < 9 ou > 9% e
tratamento do IAM com intervengcdo coronario percutanea ou clinico. Ndo foi
demonstrada diferenga significativa entre a meta primaria do estudo com nenhum dos

subgrupos avaliados. A Tabela 24 apresenta os resultados.

Tabela 24: Média (desvio-padrao) da agregabilidade plaquetaria pelo VerifyNow Aspirina® nos grupos

placebo e i-DPP4 nos diferentes subgrupos.

Grupo
Subgrupo Visita 1 Visita 2 p
IMC < 30 Placebo (n=21) 493,05 (63,62) 464,57 (61,11) 0,581
i-DPP4 (n=29)
472,14 (72,49) 457,10 (54,90)
IMC = 30 Placebo (n=14) 475 07 (52,34) 476,93 (69,80) 0,099
I-DPP4 (n=6) 435 50 (34,70) 501,50 (38,57)
Feminino Placebo (n=14) 482 14 (66,18) 467,29 (64,42) 0,793
i-DPP4 (n=11)
469,18 (68,24) 464,00 (52,52)
Masculino Placebo (n=21) 4gg 33 (55,68) 471,00 (65,28) 0,470
I-DPP4 (n=24) 464 33 (70,12) 465,04 (56,74)
Idade < 65 Placebo (n=22) 4g9 82 (59,40) 480,23 (69,18) 0,644
I-DPP4 (n=22) 454 77 (61,87) 457,59 (59,13)
Idade 65 Placebo (n=13) 479 15 (60,72) 451,38 (51,62) 0,529
i-DPP4 (n=13)
484,62 (77,54) 476,77 (45,83)
Nao tabagista Placebo (n=25) 479 36 (58,70) 476,08 (64,39) 0,967
I-DPP4 (n=23) 461,96 (60,10) 459,70 (61,84)
Tabagista Placebo (n=10) 502 10 (60,43) 453,10 (63,25) 0,169
I-DPP4 (n=12) 473 33 (84,92) 474,33 (37,94)
Tempode DM <9 FPlacebo (n=18) 495 50 (55 76) 467,44 (72,36) 0,151
i-DPP4 (n=16) 476 19 (75,31) 496,13 (43,88)
Tempode DMz 9 Placebo (n=17) 47g 85 (63,62) 471,71 (55,97) 0,656
-DPP4 (n=19) 457 16 (63,07) 438,26 (49,26)
Glicemia< 125  Placebo (n=8) 478 o5 (56 13) 523,88 (56,08) -
i-DPP4 (n=1) _ )
Glicemia> 125  Placebo (n=27) 4g3 11 (60,96) 453,41 (57,73) 0,106
I-DPP4 (n=34) 465 06 (69,42) 464,91 (55,49)
HbA1c <9 Placebo (n=9) 487 00 (67,60) 476,33 (71,79) 0,790
I-DPP4 (n=10) 458 00 (62,45) 458,90 (71,25)
HbA1c= 9 Placebo (n=26) 4g5 46 (57,51) 467,15 (62,45) 0,485
I-DPP4 (n=25) 469 00 (71,83) 467,04 (48,08)
Tto IAM Placebo (n=34) 437 g3 (58,87) 471,65 (63,69) 0,308
Intervengao I-DPP4 (n=33) 457 61 (61,36) 462,35 (55,31)
Tto IAM Clinico ~ Placebo (n=1) - -
i-DPP4 (n=2) )

(*) Analise de Variancia com medidas repetidas.
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Adicionalmente, analisamos o objetivo primario do estudo de acordo com o

subgrupo de i-DPP4 utilizado. Como se observa na Tabela 25, ndo encontramos

diferengas significativas no comportamento da agregabilidade plaquetaria entre os

grupos.

Tabela 25: Média da agregabilidade plaquetaria pelo VerifyNow Aspirina® segundo os momentos de
avaliagao e o subgrupo de i-DPP4 utilizado no estudo.

Grupo
Saxagliptina
Momento Placebo (n=34) Sitagliptina(n=19) (n=14)
0=0,885 Visita 1 486,45 + 61,00 463,79 + 65,59 454,77 + 69,45
’ Visita 2 469,94 + 65,77 455,68 + 49,36 474,38 + 66,54
Vista Final 459,27 + 54,50 440,89 + 46,04 440,54 + 70,57

Analise de Variancia com medidas repetidas
Valores expressos em ARU

5.5 Eventos Adversos

p=0,802

Na Tabela 26 estdo apresentados os eventos adversos no estudo. Como se

nota, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos em relagéo a

eventos adversos em geral, ou eventos adversos sérios observados aos 30 dias de

seguimento. Eventos adversos sérios foram definidos como fatais ou potencialmente

fatais, e dentre os eventos adversos nao sérios 0 mais prevalente foi queixas

gastrintestinais (38,2%), seguida de dispneia (14,7%).

(1)
()

Tabela 26 - Incidéncia de eventos adversos segundo o grupo de estudo.

Grupo

Amostra Placebo i-DPP4
Variavel (n=70) (n=35) (n=35) P
Evento Adverso —
global 34 (48,6%) 19 (54,3%) 15 (42,9%) 0,339
Evento adverso sérios 5 (7,1 %) 2 (5,7%) 3 (8,6%) 1,000@
IAM 1 0 1
HIC 1 0 1
Al 2 2 0
Obito 1 0 1

teste qui-quadrado
teste exato de Fisher

IAM = infarto agudo do miocardio
HIC = hospitalizagcéo por insuficiéncia cardiaca
Al = angina instavel
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6. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que os inibidores da DPP4 ndo tém acéao
significativa sobre a agregabilidade plaquetaria em pacientes diabéticos com infarto
agudo do miocardio em uso de dupla antiagregagao plaquetaria aos 4 dias pos-
randomizacgao (objetivo principal) ou aos 30 dias (objetivo secundario). Isso pode estar
relacionado ao fato de que pacientes com coronariopatia aguda apresentam elevagao
da agregabilidade plaquetaria mesmo em fases mais tardias do evento®2106
Importante salientar que analises de banco de dados com pacientes pés-ICP e
implante de stent farmacoldgico, maior agregabilidade plaquetaria em resposta a
aspirina® nido se associou a desfechos clinicos (IAM e trombose de stent);
contrariamente, maior agregabilidade plaquetaria em resposta ao clopidogrel se
associou de forma significativa a eventos clinicos no seguimento de 30 dias e 2
anos. 67,107,108

Do que seja do nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que avaliou de
forma prospectiva e randomizada o efeito do i-DPP4 na funcéo plaquetaria em uma
populacao diabética na vigéncia de um infarto agudo do miocardio.

No presente estudo, quando se avaliou a diferenga absoluta (delta) da
agregabilidade plaquetaria, seja pelo VerifyNow Aspirina®, seja pelo Multiplate
Aspirina e ADP®, ndo foram observadas diferengas entre os grupos. Tampouco foram
observadas diferengas nas analises dos subgrupos pré-especificados. Em modelos
ajustados para variaveis que mostraram diferenca significativa entre os grupos na
randomizacao (colesterol total, LDL-col e TGL), os resultados também nao se
modificaram.Finalmente ndo observamos correlagdo significativa entre o delta da
agregabilidade do objetivo primario com a hemoglobina glicada ou com a média da
glicemia. Os resultados encontrados nao confirmam os achados do estudo de Gupta
e col%, que encontraram menor agregabilidade plaquetaria em pacientes tratados com
sitagliptina. Essas diferengas podem ser explicadas, ao menos parcialmente, pelas
diferengas populacionais e metodoldgicas entre os estudos, em especial o fato
daquele ser um estudo tipo caso-controle e incluir pacientes diabéticos sem doenca
cardiovascular que usaram sitagliptina por trés meses. Além disso,ndo analisou a
possivel correlagado entre niveis de GLP-1 e agregabilidade plaquetaria. Cameron-

Vendrig e col®® em estudo in vitro e ex vivo identificou de maneira indireta o receptor
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do GLP-1 em megacaridcitos e plaquetas humanas, e demonstrou que a exenatide,
um analogo do receptor do GLP1, tem efeito inibidor na agregabilidade plaquetaria
induzida por trombina e ADP. Em nosso estudo n&o foi dosado o GLP-1 sérico por
dificuldades técnicas ja descritas na literatura com ensaios de baixa especificidade e
sensibilidade’®, bem como ndo foi medida a atividade da DPP4. Desse modo, pode-
se hipotetizar que a auséncia de efeito do i-DPP4 nas plaquetas, no presente estudo,
estaria relacionado ao fato que o aumento farmacologico do GLP-1 pelo i-DPP4 n&o
foi suficiente para reduzir a agregabilidade, ou o possivel efeito pleiotrépico do i-DPP4
na plaqueta seja independente do GLP-1'%°, Qutras razdes também poderiam explicar
nossos resultados. Inicialmente, pelo perfil farmacocinético e farmacodinamico do i-
DPP4, 24 horas apds a administragédo do inibidor, a atividade da DPP4 é reduzida em
aproximadamente 70 a 80%, e esse efeito € mantido por semanas’1°. E possivel
que o aumento da atividade da DPP4 encontrado em individuos diabéticos no cenario
agudo, como em nosso estudo, tenha excedido a capacidade de inibicao da
medicacao testada.

Em relagado aos indices hematoldgicos, as plaquetas do paciente portador de
diabetes tém maior reatividade mesmo em uso de agentes antiagregantes, e uma das
causas seria ao maior turnover plaquetario*®45. O volume plaquetario médio (VPM) e
a fracao de plaquetas imaturas (FPI) sdo dois biomarcadores da atividade plaquetaria
e expressam de forma indireta o maior turnover celular. Essa maior renovagao
plaquetaria aumenta o nimero de plaquetas ndo expostas ao efeito da aspirina® ou
clopidogrel®. Este fato estd em concordancia com o observado em pacientes com
doenca arterial crénica e aguda’'-''4, Porém, em nossa populagdo exclusivamente
de pacientes diabéticos, isso nao foi observado em nenhum dos métodos testados.
Esse achado esta de acordo com Verdoia e col, que observaram em pacientes com
diabetes em uso de dupla antiagregacao plaquetaria para SIMI ou pos ICP eletiva,
que os niveis de FPI ndo se associaram a maior agregabilidade plaquetaria®3.

A associagado entre LDL-colesterol e agregabilidade plaquetaria descrita na
literatura''® também foi avaliada no presente estudo, ndo se observando em nenhum
dos grupos de tratamento correlagéo entre o delta medido pelo VerifyNow Aspirina®
com colesterol total e suas fragdes e triglicérides. A maior agregabilidade plaquetaria
e nao resposta ao i-DPP4 poderia ser explicado pelos altos niveis de LDL oxidadas,

porém, essa analise nao foi realizada no presente estudo.
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Outra variavel que deve ser considerada para explicar a ndo resposta ao i-
DPP4 é o peso e o indice de massa corporal. Apesar de ndo encontrarmos diferencas
nas caracteristicas basais, nossa populacdo era composta de individuos com
sobrepeso (peso médio 76,59 Kg e IMC médio 28,02 Kg/m?). Assim, a maior
agregabilidade plaquetaria encontrada em nosso estudo, isto €, as alteracbes
farmacodindmicas na resposta a aspirina® em pacientes obesos com SIMI, esta em
acordo com a literatura'6.117.

Especificamente em pacientes com IAM, Vivas e col®’ demonstraram que o
controle intensivo da glicemia (meta 80 a 120 mg/dL com uso de insulina endovenosa)
em pacientes com |IAM reduziu agregabilidade plaquetaria avaliada pela via do P2Y 12,
ao contrario do demonstrado no presente estudo. Novamente as diferengas entre os
estudos podem ser explicadas por diferengas metodoldgicas, ja que todos 0s nossos
pacientes eram diabéticos, a média glicEmica durante o seguimento foi 181,81+ 46,35
mg/dL, o uso de insulina endovenosa na randomizagao era critério de exclusao, e a
funcdo plaquetaria era avaliada apés ICP, o que por si s6 aumenta a agregabilidade

plaquetaria.

6.1 Efeito do i-DPP4 sobre a glicemia

Ao final de nosso seguimento, ndo observamos diferencas significativas entre
0s grupos em relagdo ao controle glicémico (expresso pela média da glicemia)
avaliado por MCG bem como medida por GC. Também n&o encontramos diferencas
significativas entre os grupos em relagao a incidéncia de eventos de hipoglicemia <70
mg/dL aferida por GC, necessidade de uso de insulina basal ou de corre¢ao, e dose
de insulina de corregao utilizada durante o estudo. Em relagéo ao controle glicémico
avaliado por MCG, também nao observamos diferencas significativas entre os grupos
em relagcdo as métricas de variabilidade glicémica (MAGE e CV), assim como da
porcentagem de tempo acima da meta de controle glicémico (TIR: time-in-range).
Apesar de nao identificarmos eventos de hipoglicemia < 40 mg/dL nas afericbes de
GC, foram identificados pelo MCG dois eventos de hipoglicemia (< 54 mg/dL, noturnas
e assintomaticas), ambas no grupo i-DPP4, sendo um deles em uso de insulina basal.
Em estudo com populacéao similar a nossa, Sampaio e col também demonstraram que
o MCG é capaz de identificar hipoglicemias ndo detectadas pela GC em pacientes

com IAM em uso de insulina'®. Ndo encontramos correlagdo da média glicémica com
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os outros métodos de avaliagao plaquetaria, bem como ndo encontramos correlagao
com o delta entre as visitas 1 e 2 e a MAGE, talvez devido ao pequeno numero de
pacientes incluidos nessa analise. A observagéo de controle glicémico similar entre
0s grupos de tratamento foi importante para nossa analise, pois desse modo um
possivel efeito do i-DPP4 sobre a agregabilidade plaquetaria seria independente da
glicemia. Diferentemente de publicagbes prévias®-%, o i-DPP4 no presente estudo foi
testado no cenario de IAM, com rotinas institucionais para controle glicémico bem
estabelecidas. Se por um lado esses resultados s&o oriundos de analises
exploratdrias, ja que o estudo foi desenhado para analisar o papel dos i-DPP4 sobre
a agregabilidade plaquetaria, por outro lado estdo de acordo com dados de literatura
em pacientes cronicos, nos quais tampouco se demonstrou impacto significativo do
uso do iDPP4 sobre os niveis glicémicos.86:87

Em revisédo sistematica de estudos com utilizagdo do i-DPP4 em ambiente
hospitalar, foi observado que o uso do i-DPP4 isoladamente ou associado a insulina
basal alcanga um controle glicémico ndo-inferior quando comparado ao esquema de
insulina basal-bolus.""® Devido ao perfil de seguranca sugerido pelos nossos
resultados, o i-DPP4 poderia ser usado nas fases iniciais do IAM em associagao com
insulina, podendo substituir a utilizagdo do esquema padréo de insulina basal-bolus,
desse modo simplificando o manejo da hiperglicemia também para esse perfil de

pacientes hospitalizados.

6.2 Efeito do i-DPP4 sobre inflamagao
A proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us), uma proteina da fase aguda
secretada pelo figado com comprovado valor progndstico, foi o marcardor inflamatério
escolhido no presente estudo’%12'. Apesar das diferengas entre os grupos nao terem
atingido significancia estatistica, nota-se diminuicbes numericamente e consistente-
mente maiores da PCR-us no grupo i-DPP4 nos tempos analisados, com valores de
p proximos a significancia entre visita 1 e final (p=0,053). Adicionalmente, excluindo-
se os oultliers a diferenga entre os grupos mostra valor de p=0,02.
Na vigéncia de um IAM,o tratamento com reperfusao é capaz de limitar a area
de necrose, porém nao interrompe a resposta inflamatéria. Para avaliar se medica-
mentos com acgbes anti-inflamatérias teriam efeitos cardiovasculares, estudos

testaram o uso de inibidores de interleucinas IL-1B e IL-6 em pacientes com doencga
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coronaria crbnica e aguda respectivamente. Ao final os autores demonstraram
redugoes significativas da PCR, reducao de eventos cardiovasculares e da progressao
da obstrugdo microvascular.22:123

Portanto, nosso estudo sugere um efeito anti-inflamatoério do i-DPP4 com
potenciais beneficios, ja que a inflamagao ndo é apenas um marcador de gravidade e

desfechos, mas também um fator de risco nesses pacientes. 24134

6.3 Efeito do i-DPP4 sobre o BNP

O presente estudo mostrou resultados neutros do iDPP4 em relagdo ao BNP,
notando-se diminuicées significativas desse biomarcador durante o tempo de
seguimento em ambos os grupos de forma similar.

O uso do i-DPP4 em individuos diabéticos com DCV mostrou resultados
conflitantes no desfecho fungao ventricular e risco de hospitalizagao por insuficiéncia
cardiaca em estudos prospectivos. A saxagliptina foi associada a significativo
aumento do risco relativo (27%) de hospitalizagéo por IC e a alogliptina apresentou
risco 19% maior, porém nao significativo.8”-13 Em contraste, sitagliptina e linagliptina
nao foram associadas a aumento no risco desse desfecho, e vildagliptina em
pacientes com |IC prévia apresentou efeito neutro na fracdo de ejecao
ventricular.88136.137 Se tais achados s&o um efeito de classe ou exclusivo de algumas
moléculas, se as diferencas nas caracteristicas basais das populacdes estudadas
podem ter influenciado, ou se podem ter sido causados por artefatos estatisticos ainda
é controverso.'¥ Porém, € bem conhecida a associagdo entre DM e IC, agravada pelo
ambiente metabdlico e comorbidades com por exemplo doencga arterial coronaria.?®

O BNP1,32 €& um peptideo produzido nos ventriculos a partir do pré-BNP1,10s em
resposta ao aumento de distensibilidade das camaras cardiacas, e liberado para a
circulagdo em quantidades equimolares com o NT-pré BNP1,76 esse ultimo com maior
vida média. Ambos os peptideos s&o utilizados como biomarcadores progndsticos da
IC cronica, aguda e no IAM."3° Nossos resultados de diminuig&o significativa do BNP
ao longo do tempo de forma similar entre os grupos iDPP4 e placebo vao de encontro
ao demonstrado por Jarolim e col.'0 Avaliando diabéticos tipo 2 randomizados para
alogliptina ou placebo entre 15 a 90 dias apds um evento de coronariopatia aguda,

aos 6 meses de seguimento esses autores também encontraram diminuigdes
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significativas nos valores de NT-pré6 BNP e do BNP de forma similar entre os grupos
analisados.

O nédo aumento do BNP em relagdo ao placebo observado em nossos
pacientes pode sugerir um perfil de seguranga salutar dessa classe em pacientes com

coronariopatia aguda.

6.4 Efeito do i-DPP4 sobre demais parametros de segurancga

Além da ja demonstrada seguranga no controle glicémico sem aumento da
incidéncia de eventos de hipoglicemia, bem como auséncia de diferenga no
comportamento dos valores de BNP entre os grupos, outros biomarcadores de
seguranga também foram avaliados. A fungéo hepatica medida pelos valores de TGO
e TGP, e a fungao pancreatica pelos valores de amilase e lipase, demonstraram um
perfil de seguranca do i-DPP4 similar ao placebo na populacéo estudada. Além disso,
nao observarmos nenhum caso de pancreatite em nossa casuistica, o que corrobora
0 observado por Dicembrini e col em meta-analise de estudos randomizados

(incluindo estudos de desfechos cardiovasculares)'#'.

6.5 Limitagoes

Em primeiro lugar, os tempos escolhidos para analise (4 e 30 dias) podem ter
influenciado os resultados, ja que com tempos mais longos de seguimento eventual-
mente os efeitos do i-DPP4 sobre a agregabilidade plaquetaria poderiam ser mais
evidentes. Em segundo lugar, a agregabilidade plaquetaria foi avaliada apenas pelas
vias do acido araquidénico e do ADP, deixando de analisar outras vias como trombina
e GP Il / llla, por exemplo, apesar de que as vias escolhidas em nosso estudo
representam os efeitos de dois anti-plaquetarios mais utilizados no tratamento do IAM,
notadamente aspirina e inibidores do receptor P2Y12. Finalmente, conforme descrito
em metodologia, houve a decisdo de mudancga do i-DPP4 durante o desenvolvimento
do estudo (emenda n.° 2395.697, de 23/11/2017); entretanto, analises do efeito
isolado de cada um dos iDPP4 testados sobre a agregabilidade plaquetaria nao

mostrou diferenga significativa entre ambos.
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7. CONCLUSOES

Em pacientes portadores de DM 2 e infarto agudo do miocardio, o uso do
inibidor da DPP4 em comparagdo ao placebo tem efeito neutro na agregacao
plaquetaria induzida pelo acido araquidénico ou ADP.

Metas secundarias pré-especificadas sugerem efeito neutro dos i-DPP4 sobre

o0 BNP, e beneficio em relagao aos niveis de PCR-us.
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