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Resumo

Contexto: A heparina tem sido estudada como uma possivel opcao terapéutica
antiviral para o tratamento de infec¢des por coronavirus. Neste estudo,
investigamos o uso da heparina de alto peso molecular (HAPM) por via inalatéria
para o tratamento de pacientes com COVID-19. Objetivos: O objetivo geral foi
avaliar a seguranga e os efeitos terapéuticos da HAPM inalatoria em pacientes com
COVID-19. Os objetivos especificos foram investigar a agdo antiviral e anti-
inflamatoéria da HAPM inalatdria, bem como sua influéncia nos pardmetros clinicos
e laboratoriais. Métodos: Realizamos um ensaio clinico de fase I/Il, randomizado,
controlado por placebo, com participantes distribuidos aleatoriamente em grupos
de tratamento (placebo ou HAPM). A inalagdo de HAPM ocorreu a cada 4 horas
durante 7 dias. Avaliamos a seguranca, os parametros clinicos, 0s exames
laboratoriais e de imagem dos pacientes. Resultados: Dos 27 pacientes que
concluiram o estudo, ndo foram observadas alteragdes nos parametros de
coagula¢do sanguinea, indicando a seguranca do uso da HAPM inalatoria. O grupo
que recebeu HAPM apresentou redugdo significativa na necessidade de
oxigenoterapia suplementar e melhoria nos pardmetros respiratorios, como a
relagdo PaO2/Fi02. Além disso, observou-se diminuicdo da inflamagao,
evidenciada pela queda dos niveis de IL-6 e pela diminui¢@o da congestdao pulmonar
na tomografia. Conclusdes: A administragdo inalatéria da HAPM mostrou-se
segura, sem impacto na coagula¢do sanguinea, e apresentou beneficios terapéuticos
potenciais para pacientes com COVID-19. Houve melhoria nos parametros
respiratérios e reducdo da inflamagdo. Esses resultados promissores justificam a
continuac¢do do estudo para a proxima fase, a fase II/I1I, a fim de avaliar ainda mais
a eficacia terapéutica da HAPM inalatoria no tratamento da pneumonia viral
associada a COVID-19.

Palavras-chaves: COVID-19, Heparina, Antiviral, Ensaio Clinico.
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Abstract

Background: Heparin has been studied as a potential antiviral therapeutic option
for the treatment of coronavirus infections. In this study, we investigated the use of
high molecular weight heparin (HMWH) via inhalation for the treatment of
COVID-19 patients. Objectives: The overall objective was to evaluate the safety
and therapeutic effects of inhaled HAPM in patients with COVID-19. The specific
objectives were to investigate the antiviral and anti-inflammatory actions of inhaled
HAPM, as well as its influence on clinical and laboratory parameters. Methods:
We conducted a randomized, placebo-controlled Phase I/II clinical trial with
participants randomly assigned to treatment groups (placebo or HAPM). Inhalation
of HAPM occurred every 4 hours for 7 days. We assessed safety, clinical
parameters, laboratory tests, and imaging findings of the patients. Results: Among
the 27 patients who completed the study, no changes in blood coagulation
parameters were observed, indicating the safety of inhaled HAPM. The group
receiving HAPM showed a significant reduction in the need for supplemental
oxygen and improvement in respiratory parameters, such as the PaO2/FiO2 ratio.
Furthermore, a decrease in inflammation was observed, evidenced by a decrease in
IL-6 levels and reduced pulmonary congestion on tomography. Conclusions:
Inhalation of HAPM demonstrated safety, with no impact on blood coagulation,
and showed potential therapeutic benefits for COVID-19 patients. There were
improvements in respiratory parameters and a reduction in inflammation. These
promising results justify the continuation of the study to the next phase, Phase II/I11,
to further evaluate the therapeutic efficacy of inhaled HAPM in the treatment of
COVID-19-associated viral pneumonia.

Keywords: COVID-19, Heparin, Antiviral, Clinical Trial.
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1. INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, foram identificados os primeiros casos de
pneumonia de origem desconhecida em Wuhan, capital da provincia de Hubei, na
China. Tal doen¢a foi denominada Coronavirus 2019 (COVID-19), tendo como
patdgeno responsavel um novo membro da familia de betacoronavirus de acido
ribonucleico (RNA) envelopado intitulado como Coronavirus 2 da Sindrome
Respiratoria Aguda Grave (SARS-CoV-2).!

Essa doenga viral altamente contagiosa rapidamente se disseminou e a
Organiza¢ao Mundial da Saude (OMS) a declarou como uma pandemia global em
margo de 2020. Desde entdo, devastou e sobrecarregou muitos servigos de satde ao
redor do mundo.? Embora haja esfor¢os globais conjuntos para o desenvolvimento
e vacinacdo em massa, 0 SARS-CoV-2, como outros virus de RNA, se adapta e
pode desenvolver mutagdes ameagadoras que contribuem para a sua propagagio.?

A infec¢do pode acometer pessoas de qualquer idade, porém, pacientes
acima de 60 anos, com comorbidades e aqueles que ndo completaram o esquema de
vacinagdo tem maior risco de desenvolver a forma grave da doenga. A percentagem
de pacientes que necessitam de hospitalizacdo e a taxa de mortalidade ¢ maior nos
pacientes com comorbidades do que naqueles previamente higidos, 45,4% vs. 7,6%
e 19,5% vs. 1,6%, respectivamente.’

Estima-se que 17,9% a 33,3% dos pacientes infectados permanecerdao
assintomaticos e a maioria dos sintomas tem baixa precisdo diagnodstica, portanto,
a presenca ou nao de sintomas ndo ¢ suficiente para confirmar ou descartar a
infec¢do.*% Os sintomas mais frequentes sdo febre, fadiga, tosse seca, mialgia e
dispneia, além de outros menos comuns como cefaleia, tontura, dor abdominal,
diarreia, nausea e vOomito’. Dentre os pacientes sintomaticos, 70% apresentaram
febre, tosse e falta de ar, 36% relataram mialgia e 34% relataram cefaleia.’

No inicio da pandemia, a gravidade clinica do COVID-19 variava de leve,
atingindo em torno de 80% dos casos, até pneumonia hipoxemica, a principal causa

811

de hospitalizacdo e mortalidade.®*' Devido a insuficiéncia respiratoria, quase um
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quarto dos pacientes hospitalizados evoluiram com necessidade de ventilagdo
mecanica assistida.’

Com relagdo ao quadro clinico, os pacientes foram classificados em cinco
grupos: 1) Assintomaticos; 2) Doenga leve: com sintomas, porém sem dispneia e
com exames de imagem toracica normais; 3) Doen¢a moderada: sintomas clinicos
ou evidéncia radioldgica de doenga pulmonar com saturagdo periférica de oxigénio
(Sp0O2) > 94% em ar ambiente; 4) Doenca grave: insuficiéncia respiratoéria com
Sp0O2 < 94% em ar ambiente, relagdo entre pressao parcial de oxigénio arterial e
fracdo inspirada de oxigénio (PaO2/FiO2) entre 200-300mmHg, com taquipneia
(frequéncia respiratéria >30 respiracdes/min) ou infiltrados pulmonares
acometendo mais de 50% do térax; 5) Doenga critica: insuficiéncia respiratoria
aguda grave, choque séptico e/ou disfungdo de multiplos drgdos.?

Com relagdo as alteragdes laboratoriais, a maioria dos pacientes internados
na fase critica da pandemia, apresentava contagem normal de leucécitos (64,7%) e
niveis elevados de proteina C reativa (65,9%). De forma menos frequente estavam
presentes a linfopenia (47,6%), niveis anormais de enzimas miocardicas (49,4%),
alteracdo da fungdo hepatica (26,4%), leucopenia (23,5%), dimero D elevado
(20,4%), leucocitose (9,9%), procalcitonina elevada (16,7%) e funcdo renal
anormal (10,9%).!2

O SARS-CoV-2 ¢ um virus do subgénero Sarbecovirus da familia
Coronaviridae, que ¢ constituido por quatro proteinas estruturantes principais
(glicoproteina spike, envelope, nucleocapsideo e membrana capsular), 16 proteinas
ndo estruturais € 5 a 8 proteinas acessorias.!> A glicoproteina spike esta localizada
na capsula viral e apresenta uma cabeca trimérica (subunidade A, B e C) que pode
estar na conformacdo aberta ou fechada. Cada subunidade é composta por dois
dominios, S1 e S2, conectados pela jungdo S1/S2. Quando estd na conformacao
aberta, o dominio de ligagdo ao receptor (RBD, em inglés receptor binding domain)
¢ exposto € pode se ligar a célula do hospedeiro. '*13
Para que a fase infecciosa da COVID-19 se inicie, o RBD da glicoproteina

spike da capsula viral se liga ao receptor da enzima conversora da angiotensina 2
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(ECA-2) da célula hospedeira. Esta ligac¢do ¢ a primeira etapa da infec¢ao, porém a
adsorcdo do virus na célula depende da clivagem das subunidades S1/S2 pelas
proteases do hospedeiro, principalmente a furina, o que expde S2 para fusdo a
membrana celular (Figura 1a)."

Existem duas fases relacionadas a infec¢do. Na fase inicial ha replicacdo
viral e dano tecidual direto, enquanto na fase tardia, ha uma resposta imune com
recrutamento de linfocitos T, mondcitos e neutréfilos com liberagao de citocinas
como fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-1p, IL-8,
IL-12 e interferon-y (IFN-y). Na forma grave da doenca, ha superativacdo
imunoldgica que resulta em uma "tempestade de citocinas", caracterizada
principalmente pela libera¢do de altos niveis de IL-6 e TNF-a, causando uma
resposta inflamatoria local e sistémica.!®17

O swab nasofaringeo foi o primeiro teste de coleta de secrecdes do trato
respiratdrio para a identificagdo do RNA do SARS-CoV-2, submetendo a amostra
ao ensaio de reacdao em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR), considerado
teste padrdo para o diagndstico da doenga. A especificidade da maioria dos ensaios
comerciais aprovados de RT-PCR SARS-CoV-2 ¢ de quase 100%, desde que ndo
haja contaminagdo cruzada durante o processamento da amostra, erro de coleta ou
coleta em momentos inadequados, como antes da viremia ou apds o processo de
cura infecciosa.!'®

O método de imagem diagnostica de escolha para os casos com
comprometimento respiratério ou evolucdo clinica desfavoravel ¢ a tomografia
computadorizada (TC) de torax, particularmente a de alta resolugdo, que € utilizada
principalmente para a identificagdo do acometimento pulmonar. Os achados
tomograficos mais comuns da infec¢do por SARS-CoV-2 sdo areas multifocais
bilaterais em "vidro fosco", associadas a areas de consolidagdo com distribuigdo
irregular, principalmente periférica, além de maior envolvimento dos lobos
inferiores da regido posterior.?

Na pior fase da pandemia, o tratamento de suporte padrdo utilizado para os

pacientes ambulatoriais foi conservador, com uso de sintomaticos e analgésicos.
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Entretanto, para pacientes em regime hospitalar, varios esquemas foram
empregados visando diminuir a progressdo da insuficiéncia respiratoria e suas
complicacdes, incluindo oxigenioterapia suplementar, analgesia, antitérmicos,
broncodilatadores, anticoagulantes, antibioticoterapia quando na presenga de
agentes bacterianos associados, glicocorticoides, quando indicados e, nos quadros
mais graves, tratamento em UTI com intubagdo orotraqueal e ventilagdo mecanica.

Durante o primeiro ano da pandemia, uma revisdo sistematica foi conduzida
para avaliar o impacto clinico de diversas terapias antivirais para COVID-19 e
identificar a melhor abordagem terapéutica para a doenca. A revisdo destacou que,
além da terapia de suporte, trés medicamentos deveriam ser utilizados em diferentes
etapas da doenca. Na primeira fase da doenga, a terapia incluiria uma dose de ataque
de 200mg de remdesivir no primeiro dia seguida por 100mg/dia. Na segunda fase,
a combina¢do de dexametasona 6mg/dia e baricitinibe 4mg/dia foi recomendada
para combater a desregulagdo imunologica desencadeada pela infecgdo pelo SARS-
CoV-2.7

Em 2021, a Sociedade Europeia de Microbiologia Clinica e Doencas
Infecciosas divulgou suas diretrizes para o tratamento da COVID-19, indicando que
o uso de hidroxicloroquina, invermectina, azitromicina, colchicina, interfeon -la e
antibioticoterapia de rotina deve ser evitado, enquanto o uso de anticorpos
monoclonais e remdesevir ¢ recomendado para pacientes ambulatoriais de alto risco
com COVID-19 leve e moderado. Para casos graves, recomenda-se a utilizacao de
tocilizumabe e corticoides.?’ No entanto, uma revisdo sistematica mais recente de
2022 observou que embora antivirais selecionados tenham demonstrado eficacia
para melhorar os resultados clinicos em pacientes com COVID-19, nenhum
demonstrou eficacia na redug¢do da mortalidade.?!

A infecgdo por SARS-CoV-2 estd associada a um risco aumentado de
complica¢des cardiovasculares, especialmente tromboembolismo venoso. Em
pacientes hospitalizados com COVID-19, observa-se uma alta taxa de
tromboembolismo, com uma prevaléncia geral estimada de 14,1% e uma incidéncia

de 22,7% naqueles em regime de terapia intensiva. A gestdo das complicagdes
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tromboembolicas em pacientes com COVID-19 ¢ controversa, incluindo questdes
sobre a dosagem profilatica e a duragdo adequada do tratamento anticoagulante,
com diferentes abordagens de heparina. No entanto, ndo se observam diferengas
significativas na mortalidade entre doses padrdo e elevadas de profilaxia, embora a
ultima aumente o risco de sangramento.??*

A descoberta de McLean ha mais de 90 anos sobre as propriedades
anticoagulantes da heparina continua a ser relevante até hoje.”> A heparina é
composta por moléculas longas e lineares de sulfato de heparano, que sdo
purificadas principalmente a partir do processamento de intestinos de suinos. Sua
carga negativa extremamente alta permite que ela se ligue seletivamente a uma
ampla variedade de proteinas, incluindo a antitrombina-III (AT3), que ¢ responsavel
pela atividade anticoagulante da heparina. A interagdo de heparina com outras
proteinas também pode levar a efeitos positivos e negativos, o que ¢ clinicamente
relevante. O reconhecimento de um grande niimero de interagdes heparina-proteina
biologicamente relevantes destaca a complexidade do papel da heparina na
fisiologia e doenga, e sua importancia clinica.?®%’

A heparina ndo fracionada (HNF) consiste em uma mistura heterogénea de
moléculas que variam em peso molecular de 3.000 a 30.000Da, apresentando uma
média de 15.000Da. Por sua vez, a heparina de baixo peso molecular (HBPM) ¢
derivada da HNF por meio de processos de despolimerizacdo quimica ou
enzimatica, apresentando cerca de um ter¢co do peso molecular da HNF, com valor
médio de 4.000 a 5.000Da.?

A heparina ¢ amplamente estudada por sua potencial acdo antiviral, que
promove a inibi¢do de diferentes virus envelopados, incluindo os coronavirus.?®
Conzelmann et al. (2020)*® observaram que a heparina reduziu em cinco vezes a
infecgdo por virus em células epiteliais bronquicas humanas primarias e suprimiu a
replicagdo viral do SARS-CoV-2 em 60% em células VERO E6, enquanto Mycroft-
West et al. (2020)% relataram essa inibigdo em até 80%. Além disso, a heparina
apresenta importante a¢do anti-inflamatdria, inibindo as interagdes da proteina

nuclear HMGB1-lipopolissacarideos e impedindo a degradagao do glicocélice pela
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heparinase de macrofagos.’® Estudos comparativos entre a HNF ¢ a HBPM
mostraram que a HNF apresenta atividade antiviral significativamente mais efetiva
contra 0 SARS-CoV-2 em células VERO E6, sendo 150 vezes mais potente.®! Esses
resultados sugerem que a heparina e seus derivados, principalmente as moléculas
de maior peso molecular, tém o potencial de serem usados como terapéuticas no
combate a0 SARS-CoV-2.293233

A heparina possui trés mecanismos de atividade antiviral contra o SARS-
CoV-2: 1) estabiliza a glicoproteina spike na conformagdo fechada (Figura 1b); 2)
oculta o local de clivagem das subunidades S1/S2 (Figura 1d e le); e 3) evita a

clivagem no local do pico S1/S2 pela furina (Figura 1c).!*

Infecgao SARS-CoV-2 : Tratamento Heparina (HAPM)
Agao

Spike

Proteina

Proteina H
Furina :

(c)

Proteina
Furina

Proteina
Furina

Figura 1. Modelo esquematico da interagdo da heparina, proteina spike e enzima conversora da angiotensina 2.
a) ligagdo da proteina spike com o receptor da enzima conversora de angiotensina 2; b-¢) mecanismo de agao
da heparina. ACE-2: angiotensin converting enzyme 2; HAPM: heparina de alto peso molecular; a, b e ¢
(subunidades); S1 e S2 (dominios); RBD receptor binding domain. Autor: Grillo VTRS, 2023.

Embora a heparina seja amplamente utilizada na pratica médica e
considerada benéfica, ¢ importante destacar que ela pode causar efeitos adversos,

sendo o sangramento o mais comum.** Estudos mostram que a incidéncia de
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sangramento associado a doses terapéuticas de heparina e antagonistas da vitamina
K ¢ de 2 a 5% ao ano para sangramento maior e 0,5 a 1% por ano para sangramento
fatal.*>

Devido a capacidade do virus de sofrer constantes mutacdes, ndo ¢ possivel
garantir que as vacinas existentes sejam eficazes contra todas as novas variantes do
SARS-CoV-2. Por esse motivo, ¢ fundamental o desenvolvimento de terapias
medicamentosas especificas ou coadjuvantes para o tratamento da COVID-19, com
o objetivo de prevenir e tratar as graves complicacdes da doenca. Apesar de a
pesquisa cientifica estar em constante evolugdo, atualmente ainda ha uma caréncia
de tratamentos eficazes baseados em evidéncias cientificas para a COVID-19,
reforgando a necessidade de esfor¢os continuos nessa area.?33

Embora o COVID-19 afete principalmente os pulmdes, at¢ o momento
nenhum medicamento inalado foi aprovado para o tratamento da doenga.® A
administracdo de farmacos por via pulmonar inalatoria oferece a vantagem de
entregar a medicacdo diretamente no local de acdo, resultando em um rapido inicio
de atividade, menores doses administradas e concentra¢cdes mais altas no tecido
pulmonar. Além disso, a biodisponibilidade sistémica ¢ reduzida, o que pode
diminuir a incidéncia potencial de toxicidade e eventos adversos sistémicos.

A heparina ndo fracionada de alto peso molecular (HAPM) foi objeto de duas
patentes de processo depositadas pelo orientador desta tese, o Dr. Matheus
Bertanha. Uma delas, intitulada “Processo de desenvolvimento de heparina ndo
fracionada de alto peso molecular” (BR 102014027804-4 A2), foi concedida pelo
Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI). A outra, intitulada
“Composicao de heparina ndo fracionada de alto peso molecular para agdo antiviral”
(BR 102020011964-8), foi depositada no INP1.37-38

A HAPM ¢ uma solu¢do tamponada livre de moléculas de baixo peso,
composta por 97% de moléculas com peso molecular superior a 10.000Da. Ela ¢
obtida em ambiente estéril através do processo de ultrafiltragdo com o filtro para
centrifuga Amicon Ultra - 10kDa® (Merck Millipore™ Merck, Burlington,

Massachusetts, Estados Unidos da América), seguindo as recomendagdes do
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fabricante, a partir da HNF comercial (heparina sddica, solucdo injetdvel

5.000UI/mL HEMAPAX® - Blau Farmacéutica™ - Sao Paulo, Brasil). A solucao

final para uso € rica em moléculas de alto peso molecular, com pH estavel de 7, livre
de contaminantes prejudiciais e com alto grau de pureza.

A HAPM apresentou acdo antiviral em protocolos in vitro utilizando
linhagem celular VERO, oriunda de rim de macaco-verde africano (Cercopithecus
aethiops) infectadas com cepa brasileira de SARS-CoV-2/SP02/humano/2020/BRA
(Acesso GenBank n® MT126808.1). Utilizando a dose de 12,5mg de HAPM, foi
observada uma diminui¢do varidvel da carga viral (de at¢ 90%), sem causar
citotoxicidade (Figura 2; Anexo 1). Esse resultado sugere que a HAPM pode ter um
potencial alvo terapéutico com dupla funcdo antiviral e antitrombdtica. Embora o
mecanismo de acdo farmacologico da HAPM ainda ndo esteja completamente
elucidado, acredita-se que ela possa ter agdo em proteinas de adesdo ou clivagem

viral, impedindo a replicagdo viral.
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Figura 2. Placa de cultura aderente de 96 pogos semeada com 5x10* células/mL de VERO CCL-81 (células de
rim de macaco-verde africano). Mantida em meio de cultura aditivado com 2% de soro fetal bovino por 24-28h
até alcangarem uma confluéncia de 80-90%. Fonte: Bertanha, Matheus. Composi¢do de heparina ndo
fracionada de alto peso molecular para agdo antiviral. Depositante: Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho. BR 102020011964-8. Depésito: 2020.
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8. CONCLUSAO

A utilizagdo da heparina de alto peso molecular por via inalatdria para o
tratamento de SARS-CoV-2 demonstrou que:

e FE uma medicacio segura, pois ndo alterou significativamente exames
laboratoriais da coagulacdo e nem foi observada a ocorréncia de eventos
adversos hemorragicos;

e Houve queda significativa da necessidade de oxigenioterapia suplementar;

e Houve aumento significativo e precoce da relagdo PaO2/FiOg;

e Houve queda significativa da IL-6;

e Nao houve diferenca na evolugao clinica dos sintomas apresentados pelos
pacientes;

e Naio houve diferenca na carga viral do SARS-CoV-2;

e Houve diminui¢@o da congestdo pulmonar evidenciada pela tomografia de

torax.
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