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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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2. JUSTIFICATIVA

A pandemia da COVID-19 tem gerado uma crise de saide publica sem
precedentes, com impactos significativos na economia e na sociedade. A alta
infectividade e morbimortalidade associadas ao SARS-CoV-2 destacam a
necessidade de estratégias terapéuticas efetivas. Embora a vacina¢do tenha se
mostrado uma ferramenta promissora na preven¢do da doenca, o tratamento
especifico para pacientes que ja contrairam o virus ainda ¢ um desafio. Nesse
sentido, a investigacdo de fArmacos com atividade antiviral torna-se crucial, a fim
de fornecer alternativas terapéuticas seguras e efetivas para a populacao.

A heparina ¢ uma classe de farmacos comprovadamente eficaz no
tratamento de disturbios tromboembolicos. Além disso, estudos prévios
demonstraram o potencial antiviral da heparina em diferentes cepas virais, incluindo
0 SARS-CoV. Nesse contexto, a HAPM surge como uma opg¢ao promissora para o
tratamento da COVID-19, uma vez que sua estrutura molecular pode interferir na
entrada e replicacdo do virus nas células hospedeiras, além de apresentar
propriedades anti-inflamatdrias.

Os protocolos de estudo em andamento para a HAPM concentram-se
principalmente em seus efeitos antitrombdticos. No entanto, o presente estudo
propde uma abordagem diferente, com foco na a¢do antiviral e anti-inflamatdria da
HAPM inalatdria nos alvéolos pulmonares, local principal da infec¢do pelo SARS-
CoV-2. Assim, a andlise da seguranga e eficacia da HAPM inalatoria em pacientes
com COVID-19 pode fornecer evidéncias para o desenvolvimento de uma nova
estratégia terapéutica contra a doenga, bem como contribuir para o avango do

conhecimento na area de tratamento antiviral.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a seguranga do uso da HAPM de
forma inalatdria em pacientes com SARS-CoV-2 mediante pardmetros laboratoriais

da coagulacdo e auséncia de eventos adversos graves.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a eficacia do tratamento proposto frente aos parametros do sistema
respiratorio;

e Avaliar a evolugdo clinica dos participantes;

e Avaliar a carga viral (SARS-CoV-2) mediante coleta de swab nasofaringeo;

e Avaliar o perfil infeccioso e parametros laboratoriais séricos;

e Avaliar o perfil inflamatdrio sérico através da dosagem de citocinas
inflamatorias;

e Avaliar parametros do sistema respiratorio através da tomografia

computadorizada de térax, gasometria e perfil de saturacao.
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4. METODOLOGIA
4.1 Etica

Este estudo foi realizado em conformidade com as leis e regulamentagdes
nacionais brasileiras aplicaveis e as diretrizes internacionais, seguindo os principios
éticos estabelecidos na 18* Assembleia Médica Mundial de Helsinki, em 1964, e
suas emendas posteriores. O Comité de Etica em Pesquisa avaliou e aprovou o
estudo (CAAE 39872920.0.0000.5411) (Anexo 2). Todos os participantes ou seus
representantes legais foram plenamente informados sobre os objetivos € os riscos

do estudo e forneceram seu consentimento informado por escrito (Anexo 3).
4.2 Desenho do Estudo

Foi realizado um estudo clinico fase I/Il, unicéntrico, randomizado, triplo
cego e controlado por placebo no periodo de maio a agosto de 2021 no Hospital das
Clinicas e na Unidade de Pesquisa Clinica (UPECLIN), ambos da Faculdade de
Medicina de Botucatu da UNESP.

4.3 Critérios de Elegibilidade
4.3.1 Critérios de Inclusao

Para serem elegiveis para participar do estudo, os participantes devem

atender aos seguintes critérios de inclusao:

J Ter assinado e concordado com o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE);

J Ter idade entre 18 e 90 anos, independentemente de sua origem étnica ou
género;

J Ter sido diagnosticado com COVID-19 confirmado por RT-PCR de swab
nasofaringeo;

o Ter apresentado os sintomas da COVID-19 por um periodo menor que 14
dias antes da inclusdo no estudo;

o Estar em regime de tratamento hospitalar com relagdo de troca gasosa
(PaO2/Fi0,) acima de 200.
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4.3.2 Critérios de Exclusao

Os participantes serdo excluidos do estudo se atenderem a um ou mais dos
seguintes critérios:
o Nao concordar com o TCLE;
o Estarem gravidas ou em periodo de puerpério;
J Terem apresentado evolugao clinica desfavoravel com necessidade de

intubacdo orotraqueal em até 48 horas apds a inclusdo no estudo;

o Serem portadores de doengas hematologicas que causam disturbios da
coagulagdo;

J Estarem em uso de anticoagulantes em dose terapéutica;

o Terem alergia a heparina ou histdrico de plaquetopenia induzida por

heparina, plaquetopenia com contagem inferior a 50.000 plaquetas/mm3.
4.4 Randomizacio e Cegamento

A randomizagdo foi elaborada por um técnico, utilizando o programa de
construgdo de tabelas numéricas aleatorias Stat Trek (Stat Trek LLC, versdo 5.1,
disponivel em https://stattrek.com). Foram sorteadas 40 posi¢des, sendo fixado o
nimero 1 para o Grupo 1 (placebo) e o nimero 2 para o Grupo 2 (heparina), de
forma aleatoria e consecutiva. O envelope contendo a randomizagdo ficou em posse
de um profissional independente, sem conhecimento dos membros da equipe do
estudo.

O ensaio clinico foi conduzido seguindo um protocolo triplo-cego. Nenhum
dos participantes, investigadores ou analistas teve acesso aos dados da pesquisa
durante o estudo. A randomizagdo esteve em posse de um integrante da equipe, que
ndo participou da execucdo do estudo nem do processamento dos dados. As
solucdes apresentavam caracteristicas idénticas, sendo os frascos do placebo e da
heparina visualmente indistinguiveis. Foram preparadas pela equipe de laboratorio
do HC-FMB e rotuladas por um funcionario que ndo participou do estudo.
Pacientes, investigadores e analistas permaneceram cegos quanto a randomizagao

até a analise final dos resultados.
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4.5 Intervencao
4.5.1 Grupos de Estudo

Os participantes foram distribuidos aleatoriamente em uma propor¢ao de
1:1 para o grupo placebo ou grupo heparina. O grupo 1 (placebo) recebeu inalagdo
com 5SmL de soro fisiologico 0,9%, enquanto o grupo 2 (heparina) recebeu inalagao
de 12,5mg de HAPM diluido em 5ml de soro fisiologico 0,9%. Ambos os grupos
receberam a dose inalatdria a cada 4 horas, exceto a dose da madrugada (8h, 12h,
16h, 20h e 00h), durante o periodo de 7 dias, totalizando 5 doses diarias e 35 doses
durante o estudo.

Durante o estudo, todos os pacientes foram submetidos ao tratamento de
suporte padrdo conduzido pela equipe assistente, que ndo participou do desenho do
estudo ou do processo de randomizag¢do. Foi fornecida oxigenioterapia
suplementar, glicocorticoides, analgésicos e antitérmicos, além de antibidticos
quando houve presenga ou suspeita de agentes bacterianos associados. Todos os
pacientes receberam dose profilatica de 40mg diaria de enoxaparina por via
subcutanea. Nos casos mais graves, os pacientes foram transferidos para a UTI,
onde receberam tratamento intensivo, incluindo intubagdo orotraqueal e ventilagdo

mecanica.
4.5.2 Preparo e Procedimento de Administracio da Medicacao

Frascos estéreis individuais contendo 5SmL de HAPM (2,5mg/mL) ou
placebo foram preparados pelo farmacéutico, armazenados em freezer a -30°C e
entregues a equipe de pesquisa em carater cego. O frasco, contendo HAPM ou
placebo, foi inserido no copo do nebulizador e administrado pela equipe de
enfermagem em fonte de oxigénio (5 L/min ou conforme a necessidade do paciente)
em quartos isolados, seguindo estritamente os protocolos de seguranga e isolamento
recomendados pela Comissdo de Controle de Infec¢dao Relacionada a Assisténcia a
Satde (CCIRAS) do HC-FMB. O tempo de nebulizacdo foi de aproximadamente
15 minutos, respeitando-se as medidas de precaucdo para minimizar o risco de

disseminagao do virus SARS-CoV-2.
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4.5.3 Critérios de Descontinuidade do Estudo

Os critérios de descontinuidade do estudo foram estabelecidos de acordo

com as seguintes condicdes:

Retirada voluntdria do consentimento por parte do participante,
independentemente do motivo;

Perda de seguimento, por qualquer motivo, durante o estudo;

Ocorréncia de eventos adversos graves, definidos de acordo com as normas

da quinta versao do Common Terminology Criteria for Adverse Events

(CTCAE).*

4.6 Desfechos

4.6.1 Desfechos Primarios

Seguranga do uso de HAPM de forma inalatoria em pacientes com SARS-
CoV-2: avaliagdo de eventos hemorragicos de qualquer natureza, alteragdo do
teste de coagulacdo, como alteragdo do teste de coagulacao refletido em TTPa
>1,5, trombocitopenia induzida por heparina e morte;

Avaliagdo de eventos adversos locais e sistémicos, definidos pelo CTCAE. *°

4.6.2 Desfechos Secundarios

Avaliagdo da eficacia do tratamento por meio da analise da carga viral do virus

SARS-CoV-2 nos participantes tratados;

Avaliagdo do perfil inflamatorio por meio da dosagem de citocinas séricas e

elevagdo do teste de proteina C reativa (PCR) (>3mg/L);

Avaliacao do perfil infeccioso por meio do hemograma: aumento da contagem

de leucdcitos (>10.000 células/mm3);

Ocorréncia de pancreatite caracterizada por aumento da amilase >200 U/L;
Deterioragao da relagdo paO2/pFiO2 da gasometria arterial (<200);

Desenvolvimento de insuficiéncia renal avaliada pelo aumento de ureia e

creatinina;
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e Avaliagdo da evolugdo respiratoria por meio de imagem radioldgica
tomografica: piora da area pulmonar acometida (%);

e Avaliagdo da evolugdo respiratéria por meio de pardmetros clinicos:

necessidade de oxigenoterapia suplementar e perfil de saturagao.
4.7 Acompanhamento clinico e laboratorial
4.7.1 Momentos de Avaliacao

O cronograma de visitas e avaliagdes ¢ apresentado na tabela 1. Os
participantes foram acompanhados por 8 dias, sendo 7 dias de tratamento com
HAPM ou placebo (35 doses de inala¢do), durante os quais foram avaliados
clinicamente diariamente, mediante realizacdo de anamnese e exame fisico,
obtencdo dos sinais vitais, pesquisa de eventuais eventos adversos e checagem das
embalagens para confirmacao da realizagdo das inalagdes. A obten¢do do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) ocorreu antes da inclusdo dos pacientes
no estudo (D0). As informagdes foram coletadas diariamente pelos pesquisadores e
inseridas nos formularios e fichas de avaliag¢des, incluindo dados de antecedentes
epidemioldgicos e pessoais (Anexo 4), avaliagdo clinica e exame fisico (Anexo 5),
achados laboratoriais e tomograficos (Anexo 6) e eventos adversos (Anexo 7).

As citocinas inflamatdrias e a tomografia computadorizada de térax foram
realizadas em dois momentos: no dia da inclusdo do paciente no estudo (DO0) e ao
final do tratamento (D7). A andlise da carga viral pelo RT-PCR por swab
nasofaringeo e a coleta de exames laboratoriais de hemograma, D dimero,
coagulograma, ureia, creatinina, proteinas totais e fracdes, glicemia, proteina C
reativa, gasometria e amilase foram realizadas nos dias D0, D2, D5 e D7.

Ao final do tratamento e apds a alta hospitalar, os pacientes foram
encaminhados e acompanhados no ambulatério de COVID-19 do servico de

Infectologia do HC-FMB, seguindo o protocolo do hospital.
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Vi V2 V3 V4 V5 Vé V7 A&}
Procedimentos
DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
Termo de consentimento X
livre e esclarecido
Avaliagdo dos critérios de X
inclusdo e exclusio
Visita médica X X X X X X X X
Avaliagao da carga viral para
X X X X
Covid- 19 por RT-qPCR
Coleta dos exames
X X X X
laboratoriais
Coleta das citocinas
X X
inflamatorias
Tomografia de pulmio X X
Entrega da medicagao teste X X X X X X X
Avaliagdo do uso da
medicagdo (checagem de X X X X X X X
embalagem)
Avaliagdo dos eventos
X X X X X X X X
adversos
Critérios de descontinuagio X X X X X X X X
Finalizagdo do tratamento do X
estudo

V: Visita; D: Dia do acompanhamento.

4.7.2.1 Hemograma

4.7.2 Exames Complementares

As amostras sanguineas foram analisadas pelos métodos de citometria de

fluxo, impedancia, espectrofotometria e parametros calculados pelo analisador
hematologico Yumizen H2500 (Horiba, Kyoto, Japao). Foram considerados como
valores de normalidade: hemoglobina de 13,5 a 17,5 g/dL, hematocrito de 41 a 53%,
VCM de 80 a 98 pmm3, RDW de 10 a 20%, plaquetas de 140 a 440 x103/mm3,
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leucocitos (globulos brancos) de 4 a 11 x103/mm3, linfocitos de 23 a 33% e

neutrdfilos de 53 a 67%.
4.7.2.2 Coagulograma

Foram utilizados os métodos de andlise de coagulacdo do analisador Destiny
Max (Tcoag, Irlanda) para determinar os niveis de razdo de TTPa e INR. O valor

considerado normal para TTPa foi < 1,25 e para INR < 1,2.
4.7.2.3 D-Dimero

A quantificagdo do d-dimero sanguineo foi realizada utilizando o analisador
automatizado CS2500 (Sysmex Corporation, Kobe, Japao), seguindo as normas
estabelecidas pelo fabricante. O valor de normalidade utilizado para a interpretacao

dos resultados foi de < 500 ng/dL.
4.7.2.4 Gasometria

As amostras de sangue foram coletadas por meio de aspiracdo manual e
armazenadas em seringas de 1 mL. Os pardmetros oximétricos foram avaliados em
sangue total utilizando um analisador RAPIDPoint® 500 (Siemens, Erlangen,
Alemanha). Para a interpretagdo dos resultados, foram utilizados os valores de
referéncia para pH entre 7,35-7,45, pO2 80-100mmHg, pCO2 35-45mmHg e
bicarbonato entre 22-26 mEq/L.

4.7.2.5 Exames bioquimicos

Foram realizadas anélises bioquimicas de amostras séricas para determinar
os niveis de ureia, creatinina, proteina C reativa, amilase, proteinas totais e suas
fragdes (albumina e globulina). A quantificacdo dos analitos foi realizada
utilizando-se métodos colorimétricos e potenciométricos em um analisador
bioquimico automatizado VITROS® XT 7600 (Ortho Clinical Diagnostics, Nova
Iorque, Estados Unidos da América). As referéncias adotadas para os valores dos
analitos foram: ureia (19 a 42 mg/dL), creatinina (0,66 a 1,25 mg/dL), proteina C
reativa (< 1 mg/dL), proteinas totais (6,3 a 8,3 g/dL), albumina (3,5 a 5,0 g/dL) e
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amilase (25 a 125 U/L).

4.7.2.6 Swab nasofaringeo com RT-PCR para COVID-19

As amostras foram coletadas da nasofaringe dos pacientes com a utilizagdo
de swab. O RNA foi extraido do swab e o rRT-PCR foi realizado pelo sistema
Applied biosystems 7500 Real Time PCR (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
EUA) para deteccao do RNA viral do SARS-CoV-2. A quantifica¢do da carga viral
foi realizada utilizando o kit TagMan™ SARS-CoV-2 Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EUA), que segue a metodologia de amplificacdo
quantitativa em tempo real (QPCR) e possui um limite de deteccao de 10 copias/mL.
Os resultados foram expressos em termos de positividade ou negatividade e a carga
viral foi quantificada através da comparacdo com um padrio de calibragdo de RNA
sintético, utilizando a curva padrdo gerada pelo fabricante. Os resultados de carga
viral foram expressos em copias/mL, e posteriormente transformados em logaritmo

para andlise estatistica.
4.7.2.7 Citocinas inflamatorias

As citocinas foram quantificadas por meio da utilizagdo de um kit comercial
denominado LEGENDplex TM COVID 19 Cytokine Storm Panel 1 (14-plex), que
permite a quantifica¢do simultanea de 14 citocinas diferentes, incluindo IL-6, MCP-
1 (CCL2), G-CSF, IFN-a2, IL-2, IFN-y, IL-7, IL-1RA, IL-8 (CXCLS), TNF-a, IP-
10 (CXCL10), MIP-1a (CCL3), RANTES (CCL5) e IL-10. Os reagentes, a curva
padrdo e a solugdo tampao de lavagem foram preparados seguindo as instrugdes do
fabricante. As amostras de plasma foram previamente diluidas (1:2) em Assay
Buffer. Em microplacas de 96 pogos, foram adicionados 25uL das amostras ou de
cada ponto da curva padrdo, juntamente com 25uL de Assay Buffer nos pocos das
amostras, e 25ul. de Matrix B nos pogos da curva padrao. Em seguida, o mix de
beads de captura (25uL) foi adicionado a todos os pogos. As placas foram seladas
e protegidas da luz para incubagdo sob leve agitacdo, por 2h em temperatura
ambiente. Posteriormente, foram centrifugadas por 5 minutos a 250Xg, e invertidas

para retirada do sobrenadante, adicionando-se 200uL. de Wash Buffer (1X) em cada
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poco, seguido de incubagdo sob agitacdo por 1 minuto para repetir o processb de
lavagem. Apos duas lavagens, adicionou-se 25ul do anticorpo de deteccdo em
todos os pogos, as placas foram seladas e protegidas da luz para incubagao sob leve
agitacdo durante lh em temperatura ambiente. ApoOs este periodo, foram
adicionados 25uL do reagente SA-PE em cada poco e incubado por 30 minutos em
temperatura ambiente, sob leve agitacdo, protegida da luz. O processo de
centrifugacdo e retirada do sobrenadante foi repetido, adicionando em seguida
200uL de Wash Buffer em cada pogo incubando por 1 minuto, realizando duas
etapas processo de lavagem. As amostras foram ressuspensas em 150uL de tampao
e transferidas da placa para tubos Falcon para leitura no citdmetro FACSCalibur-4
cores (Becton Dickinson). A média de intensidade de fluorescéncia de cada analito
¢ diretamente proporcional a concentracdo de citocina e os resultados foram
expressos em pg/mL. Os dados foram analisados com o uso do software

LEGENDPIex v8.0.
4.7.2.8 Tomografia Computadorizada de Torax

Para a realizagdo da tomografia computadorizada de térax foi utilizado o
tomografo Toshiba Activion 16 (Toshiba Medical Systems Corporation, Tochigi,
Japdo) com protocolo de avaliagdo pulmonar especifico para pacientes com suspeita
ou confirmagdo de COVID-19, que incluiu cortes axiais finos de 1 mm, sem
contraste, do apice dos pulmdes até as bases, com reconstru¢do multiplanar nas
projecdes axial, coronal e sagital. As imagens foram analisadas por um tUnico
radiologista especializado.

Na avaliacdo da tomografia de torax, foram considerados os parametros
radioldgicos de presenga ou auséncia de vidro fosco, consolidagdo, opacidades
lineares e congestdo. Além disso, foi utilizado um escore de percentual (0 a 4) para
mensurar o comprometimento pulmonar em relagdo as areas anormais, sendo: 0 —
auséncia de comprometimento pulmonar; 1 — menos de 25% da area pulmonar
comprometida; 2 — entre 25% e 50%; 3 — entre 50% e 75%; e 4 — acima de 75% da

area pulmonar comprometida.
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4.8 Estatistica
4.8.1 Calculo Amostral

A prevaléncia de sangramentos clinicamente significativos decorrente da
nebulizagdo com heparina é estimada em 3%.%° Dessa forma, o calculo amostral foi
de 24 participantes (12 para cada grupo), levando-se em consideracdo duas amostras
independentes com o objetivo principal de avaliar a seguranca do tratamento, com
nivel de confianca de 95% e taxa de erro de 10%. Estimando-se uma taxa de perda

superior a 50%, a amostra total inicialmente proposta foi de 40 participantes.
4.8.2 Analise Estatistica

Para analisar os dados de dois grupos foram utilizados métodos estatisticos
descritivos e inferenciais. As variaveis qualitativas foram apresentadas por meio de
distribui¢do de frequéncias absolutas e relativas. As varidveis quantitativas foram
descritas por medidas de tendéncia central e de variagdo, e a normalidade foi
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Na andlise inferencial, os seguintes métodos
foram aplicados:

o Para comparar a distribuicdo das variaveis qualitativas entre os grupos
Placebo e Heparina, foi utilizado o teste Exato de Fisher;

o Para comparar as varidveis quantitativas entre os grupos Placebo e Heparina,
foi aplicado o teste t de Student. No caso de distribuigdes ndo gaussianas ou
heterocedésticas, foi utilizado o teste U de Mann-Whitney.

o Para realizar analise longitudinal comparando os momentos D0, D2, D5 e D7
em relagdo as variaveis quantitativas, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo pds-teste de Dunn.

Foi estabelecido previamente um nivel de significancia (erro alfa) de 5%
para a rejeicao da hipdtese nula. O processamento estatistico dos dados foi realizado

utilizando os programas BioEstat versao 5.3 e SPSS versao 27.
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4.9 Financiamento

O estudo foi realizado com os recursos provenientes da FAPESP/PPSUS,

namero do processo 2020/12165-8 (Anexo 8).
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5. RESULTADOS
5.1 Recrutamento e Inclusao

Setenta pacientes foram selecionados durante a triagem, 33 foram excluidos
por ndo se enquadrarem nos critérios de elegibilidade. Assim, foram incluidos 37
pacientes (18 do grupo placebo e 19 do grupo heparina) e, destes, 27 concluiram o
acompanhamento de 7 dias, dos quais 14 pertenciam ao grupo placebo e 13 ao grupo
heparina. Dois pacientes (1 de cada grupo) evoluiram com melhora clinica evidente
e receberam alta da equipe assistente no terceiro dia de acompanhamento, sem
comunicar a equipe do estudo. Oito pacientes apresentaram evolucao desfavoravel
rapida do quadro respiratorio no dia do recrutamento (em menos de 24h da
inclusdo), necessitando de maiores doses de oxigénio, transferéncia para unidade de
terapia intensiva (UTI) e intubagdo orotraqueal, o que impediu o seguimento por
impossibilidade de receber o tratamento proposto (inaloterapia), sendo 3

participantes do grupo placebo e 5 participantes do grupo heparina (Figura 3).
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Triagem de elegibilidade

Calculo amostral
(n=70)

(n=24)

=

Excluidos (n=33)

Nao preencheram os critérios de inclusdo
(alta precoce, diagnostico incorreto, piora
clinica precoce)

Randomizag¢ao (n=37)

A 4 [
8

Grupo Placebo (n=18): inalacio nebulizada

Distribuicao J

Grupo Heparina (n=19): inalagdo

com 5mL de Solugdo Fisioldgica 0,9% de
4/4h (5 inalagdes por dia) por 7 dias, exceto a
dose da madrugada

nebulizada com SmL de Solugdo Fisioldgica
0,9% acrescida de 2,5mg/mL de Heparina de
Alto Peso Molecular de 4/4h (5 inalagdes por
dia) por 7 dias, exceto a dose da madrugada

b

Seguimento

j ‘L

Perda de seguimento (n=4): uma alta
precoce ¢ trés pacientes com piora clinica e
necessidade de tratamento intensivo.

Perda de seguimento (n=6): uma alta
precoce e cinco pacientes com piora clinica e
necessidade de tratamento intensivo.

v

|

Analise

] I

Analisado para eficicia e seguranca do
tratamento: n= 14

Analisado para eficacia e seguranca do
tratamento: n=13

Figura 3. Fluxograma de recrutamento de pacientes de acordo com o protocolo CONSORT.

5.2 Dados Epidemioldgicos

Vinte e sete participantes completaram o estudo, sendo 51,8% mulheres
(14/27) e 48,2% homens (13/27). O grupo placebo representou 51,8% (14/27), com
idade média de 55 anos e desvio padrdo de 16,06, enquanto o grupo heparina
representou 48,2% (13/27), com idade média de 50 anos e desvio padrdo de 12,57.
Os dados epidemioldgicos analisados demonstraram que os grupos foram

homogéneos (Tabela 2).
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Tabela 2. Dados epidemiologicos e antecedentes pessoais da populagio estudada.

@é)’/é/fd{/@’

Grupo Placebo Grupo Heparina
Variavel p-valor
(n=14) (n=13)
Idade (anos) * 55+16,06 50+12,57 0.4667 *
Altura (cm) * 167+11,23 162+11,98 0.4375 *
Peso (kg) * 90,57+16,66 79,85+24,14 0.3440 *
IMC (kg/m?) * 32,80+7,41 29,62+7,26 0,3958 *
Sexo Masculino ° 57,1 38,5
0.4495 *
Sexo Feminino ° 429 61,5
Etnia Branca ° 85,7 100
0.4815*
Etnia Negra ° 14,3 0
Hipertensio arterial sistémica ® 64.3 46.2 0.4495*
Doenga cardiaca coronariana ® 14.3 15.4 0.9999 #
Doenga cardiaca nio coronariana ° 14.3 7.7 0.9999 #
Dislipidemia 35.7 76.9 0.0542 *
Sedentarismo ° 85.7 76.9 0.6483 *
Tabagismo ° 7.1 15.4 0.5956 *
Ex-tabagismo ° 143 30.8 0.3845
Alcoolismo * 0.0 15.4 0.9999 #
Eventos isquémicos
7.1 7.7 0.9999 *
cerebrovasculares °
Neoplasia ° 0.0 0.0 0.9999 *
Transplante renal ou
21.4 23.1 0.9999 *
imunossupressio "
Doenga Auto-Imune ® 0.0 7.7 0.4815*
Pneumopatia ° 7.1 15.4 0.5956 *
Hipotireoidismo ° 0.0 15.4 0.2222#
Depressio ° 14.3 0.0 0.4815*

a: dados expressos em média + desvio padrdo; b: dados expressos em %; *: p-valor associado

ao teste U de Mann-Whitney; *: p-valor associado ao teste Exato de Fisher.
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5.3 Evoluc¢ao Clinica

A Tabela 3 apresenta a incidéncia dos sintomas desde o inicio do quadro até
a entrada do paciente no estudo, para cada um dos grupos, bem como a evolugio
dos sintomas associados a COVID-19 durante o estudo (entre DO e D7). A primeira
coluna de cada grupo mostra a incidéncia do sintoma desde o inicio do quadro, antes
da inclusdo no estudo (até 14 dias). As colunas subsequentes apresentam o nlimero
de pacientes com esses sintomas no inicio (D0) e no final do estudo (D7).

O sintoma mais comum relatado foi tosse seca, presente em 96% dos
pacientes. Além disso, 74% dos pacientes mencionaram cansago, dor osteomuscular
e dispneia. Outros sintomas que afetaram mais da metade dos pacientes foram febre
(67%) e hiporexia (52%).

Observou-se que a maioria dos sintomas ja havia desaparecido antes da
inclusdo dos pacientes no estudo e, dos que permaneceram sintomaticos em D0, a
grande maioria dos sinais e sintomas desapareceram até o final do tratamento (D7).
Houve uma diminui¢do significativa da tosse seca e da dispneia ao longo do
tratamento, sem diferengas entre os grupos.

E importante ressaltar que nenhum caso de sangramento foi observado

durante o periodo do estudo.

Tabela 3. Sinais e sintomas apresentados nos grupos placebo e tratamento.

Sintoma Grupo Incidéncia DO D7 p-valor

Placebo 14 (100%) 8 (57%) 1(7%) 0.015
Tosse Seca Hoparina 12 (92%) 8 (62%) 1 (8%) 0.015
Placebo 12 (85%) 7(50%) 1.(7%) 0.031

Disonei
o Heparina 8 (62%) 7 (54%) 0 (0%) 0.015
Placebo 12 (86%) 2 (14%) 1.(7%) 0.99

Asteni
- Heparina 8 (62%) 4 (31%) 0 (0%) 0.125
Placebo 13 (93%) 4(29%) 0 (0%) 0.99

Mialgi
- Heparina 7 (54%) 3(23%) 0 (0%) 0.25
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Feb Placebo 11 (79%) 1 (7%) 0 (0%) 0.99
o Heparina 7 (54%) 2 (15%) 0 (0%) 0.50
. ) Placebo 6 (43%) 3(21%) 0 (0%) 0.99
e Heparina 8 (62%) 2 (15%) 0 (0%) 0.50
. Placebo 4 (29%) 0 (0%) 0 (0%) 0.99
Cefaleia Hoparina 8 (62%) 5 (38%) 1 (8%) 0.125
Placebo 5 (36%) 1(7%) 0 (0%) 0.99

Diarrei
o Heparina 4 (31%) 1 (8%) 0 (0%) 0.99
) Placebo 4 (29%) 0 (0%) 0 (0%) 0.99
Anosmia Hoparina 4 (31%) 0 (0%) 0 (0%) 0.99
Avousi Placebo 4 (29%) 0 (0%) 0 (0%) 0.99
o Heparina 4 (31%) 0 (0%) 0 (0%) 0.99
» Placebo 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0.99
Dor Toracica Hoparina 4 (31%) 0 (0%) 2 (15%) 0.50
_ , Placebo 2 (14%) 0 (0%) 0 (0%) 0.99
. Heparina 1 (8%) 0 (0%) 0 (0%) 0.99
Placebo 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0.99

t

e Heparina 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0.99

Dados expressos em nimero absoluto ¢ (%); p-valor associado ao teste de McNemar.
5.4 Exames Laboratoriais

Os exames laboratoriais séricos coletados nos dias D0, D2, D5 e D7 estao
apresentados na Tabela 4. Houve diferenca significativa, com aumento de
leucocitos e amilase entre DO e D7 para o grupo heparina, porém sem relevancia
clinica, pois mantiveram-se dentro dos padrdes de normalidade. Com relagdo a
Proteina C Reativa (PCR), houve queda significativa em ambos os grupos no
decorrer dos dias de tratamento. Nota-se que os niveis de dimero D mantiveram-se
alterados em todas as dosagens para ambos os grupos, sem diferenca significativa
no decorrer do tratamento.

Ressalta-se que, para os parametros de seguranga relacionados a coagulagdo
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sanguinea, ndo houve alteracdes significativas tanto na razdo do Tempo de
Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa) quanto na Raz3o Normalizada

Internacional (RNI).

Tabela 4. Exames laboratoriais dos grupos placebo e tratamento.

Exame Grupo DO D2 D5 D7 p-valor®
Placebo 12.9+1.7 13£1.8 13.3£1.7 13.2+1.5 0.6564
Hemoglobina -
Heparina 13+£2.8 12.943.3 1342.7 13.4+2.8 0.9793
g/dL
p-valor* 0.5124 0.5542 0.8852 0.4628
Placebo 9.5+4 9.2+43 10.5+£3.2 12.243.5 0.6141
Leucocitos
p— Heparina 8+3.4 7.3+2.8 10.3£3.6 11.5+8.2 0.0097
‘mm
p-valor* 0.4375 0.1292 0.8625 0.1654
Placebo 11.9+7.3 17£7.4 17.5£9.4 16.6+6.5 0.4332
Linfocitos
I Heparina 22+15.8 28.4+17.1 23.8+12.3 25.4+17 0.1104
‘mm
p-valor* 0.0369 0.0350 0.1842 0.0502
Placebo 79.1+10.2 73.449 74.4+11.4 75.446.1 0.2101
Neutroéfilos -
I Heparina 68+17 61.7+17 68.7+8.9 67+17.6 0.0810
‘mm
p-valor* 0.0523 0.0449 0.2040 0.0727
Placebo 225.9+65.9 273.4+109.3 285.1+106.1 329.6+153.3 0.3565
Plaquetas
o (x/1000) Heparina 258.2+113.7 330.3+141 352.7+151.7 369.1+146.1 0.3177
mm° (x
p-valor* 0.4667 0.1228 0.1659 0.3841
Placebo 1.2+0.1 1.2+0.1 1.240.2 1.1£0.1 0.2847
INR Heparina 1.1£0.2 1.2+0.2 1.1£0.1 1.1+0.2 0.4584
p-valor* 0.3520 0.3226 0.1877 0.9783
Placebo 0.9+0.2 1£0.1 1£0.3 1.2+0.8 0.5432
Razdo TTPa Heparina 1.1+£0.2 1.1+£0.3 1.1+£0.3 1.1£0.2 0.6711
p-valor* 0.0221 0.0905 0.5561 0.1086
Placebo 26.7+5 27.743.1 29.9+7.9 33.6+23.1 0.6231
TTPa seg Heparina 30.5+6.2 32.548.5 31.3£8.8 32.24+6.8 0.5380
p-valor* 0.0236 0.1029 0.5561 0.1147
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Placebo 949.8+464.2 | 1091.1+415.7 1353+1435.7 1132+1160.3 0.8236
Dimero
Heparina 923.2+536.5 | 1016.6+1089.2 | 982.2+1008.2 | 1000.5+1229.6 0.6830
ng/mL
p-valor* 0.9769 0.0940 0.2689 0.2040
Placebo 11.2+7.4 4.5£5.5 3.6+£6.4 2.6£5.7 0.0001
Proteina C
Reativa Heparina 9.3+6.8 3.34+2.5 2.844.7 3.6+8.9 0.0003
mg/dL
p-valor* 0.5441 0.4715 0.3299 0.8651
Placebo 60.4+37.1 53.9+19.3 46.2+24 47.1£20.4 0.2353
Ureia mg/dL Heparina 33.14£7.1 34.5+10.2 38.3+11.8 43.8+15.2 0.1305
p-valor* <0.0001 0.0076 0.3693 0.9227
Placebo 1.4£1.9 1.1£0.9 0.9+£0.6 1.1£0.7 0.4637
Creatinina
Heparina 1+1.3 0.9+0.8 1+0.8 1+0.9 0.3697
mg/dL
p-valor* 0.6275 0.2968 0.9795 0.6104
Placebo 104.5+63 108.4+47.8 103.5+56.6 115.7+62.5 0.9323
Amilase g/dL Heparina 59.8+£27.6 714254 79.54+28.9 92.9+39.8 0.0239
p-valor* 0.0153 0.0193 0.4173 0.4375
Placebo 6.3+£0.4 6.2+0.6 6.3£0.6 6.5+£0.6 0.4377
Proteinas
) Heparina 6.5+0.7 6.5+0.6 6.4+0.4 6.8+0.4 0.3299
Totais g/dL
p-valor* 0.5112 0.1711 0.7857 0.1649
Placebo 3.340.3 3.2+40.4 3.240.5 3.3+£0.4 0.6474
Albumina
Heparina 3.240.4 3.240.4 3.3£0.3 3.5+£0.4 0.8454
g/dL
p-valor* 0.9563 0.8267 0.0004 0.3159
Placebo 1.9+0.1 1.9+£0.2 2+0.1 2+0.2 0.7676
Globulina -
Heparina 2+0.3 2.1+£0.3 2+0.2 2+0.2 0.8284
g/dL
p-valor* 0.7843 0.2284 0.4303 0.7773
Placebo 39.4+5.4 39.34£5.3 40.5+£5.2 40.4+4.5 0.7464
Hematocrito
o Heparina 39.3£7.9 39.849.6 39.8+7.6 41.8+8.2 0.9950
0
p-valor* 0.7524 0.5203 0.9540 0.3143
Placebo 88.2+4 88.1+4.3 88+4.3 88.3+3.9 0.4536
VCM f/L Heparina 85.5+8.3 85.3+7.5 85.7+£7.9 85.247.1 0.7739
p-valor* 0.4375 0.4404 0.6442 0.2109
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Placebo 13.5¢1.2 13.5+1 13.5+1 13.5+£0.8 0.5353
RDW % Heparina 14.4£3.7 14.54¢3.5 14.6+3.2 15.4+5 0.7959
p-valor* 0.7896 0.9590 0.6442 <0.0001

Dados expressos em média + desvio padrio; *Teste de Kruskal-Wallis; *Teste U de Mann-Whitney.

5.5 Citocinas

O perfil inflamatorio avaliado pela analise de citocinas séricas demonstrou
alta variabilidade numérica, o que dificultou a observagdo de diferengas entre os
grupos (Tabela 6). Entretanto, podemos destacar que houve diminui¢ao significativa
da IL-6 e aumento significativo da IL-2 para o grupo tratado com HAPM inalatoria.
A CXCL10 apresentou queda significativa entre os dias de tratamento para ambos
os grupos. As demais interleucinas ndo apresentaram diferenca estatisticamente

significativa no decorrer do tratamento.

Tabela 5. Avaliacdo de marcadores inflamatérios em DO e D7.

Marcador Grupo DO D7 p-valor”
Placebo 33+46.6 17.9426.9 0.0541
IL-6 (1M) Heparina 30.8+£28.4 9.948.6 0.0049
p-valor* 0.8312 0.5184
Placebo 192.4+78.2 171.9+60.1 0.4322
MCP-1(CCL2) (IM) Heparina 131+45.3 143.5+46.5 0.4728
p-valor* 0.0184 0.3692
Placebo 115.4+67.4 138.4+69.2 0.3288
G-CSF (IM) Heparina 160.6+105.4 110.5+£77.7 0.2265
p-valor* 0.4808 0.3291
Placebo 9+3 8.549.1 0.7112
IFN-a2 (1M) Heparina 6.9+7.2 6.445.5 0.9025
p-valor* 0.2170 0.7576
RANTES(CCLS) Placebo 17283£647.3 |  1436.3£760.6 0.3299
(IM) Heparina 1285.32490.8 1518.6£660.9 0.2648
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p-valor* 0.1096 0.5820

Placebo 4.943.5 3.7£1.5 0.8598

IL-2 (1IM) Heparina 3+1.4 6+4.3 0.0346
p-valor* 0.1914 0.2545

Placebo 18.3+12.4 10.9£9.6 0.5444

IL-7 (1M) Heparina 17.3+14.6 17.3+11.5 0.6261
p-valor* 0.5981 0.0721

Placebo 599+323.4 724.6+598 0.6464

IL-1RA (1M) Heparina 685.9+357.8 756.1+356.4 0.898
p-valor* 0.4382 0.5820

Placebo 639.6+218.7 307.3+149 0.0019

CXCL10(IP-10) (1M) Heparina 729.7+398 294+141.5 0.0035
p-valor* 0.6642 0.5149

Dados expressos em média + desvio padrdo; *Teste de Kruskal-Wallis; #Teste U de Mann-Whitney.

5.6 Avaliacio de Parametros Respiratérios

Para andlise dos parametros respiratorios foram obtidos os sinais vitais,
incluindo saturagdo periférica de oxigénio, necessidade de oxigenoterapia
suplementar e analise da gasometria arterial. Os sinais vitais e a oxigenoterapia
suplementar foram avaliados em todos os dias do acompanhamento (D0 a D7) e a
gasometria arterial foi realizada em 4 momentos (D0, D2, D5 e D7).

Nao houve diferenga da evolucdo dos sinais vitais para ambos 0s grupos,
que mantiveram-se estaveis durante o acompanhamento, porém, os pacientes que
receberam a inalacdo com heparina, apresentaram diminui¢do significativa da
necessidade de oxigenoterapia suplementar quando comparados aos do grupo
placebo (p=0,0031).

Quanto aos achados da gasometria apresentados, nota-se que os pacientes

do grupo heparina apresentaram aumento significativo da relacdo PaO2/Fi02
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grupo placebo (p=0,0316).

Tabela 6. Resultados de gasometria dos grupos placebo e tratamento.

)
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atingindo valores de normalidade de forma mais precoce do que os pacientes do

Variavel Grupo DO D2 D5 D7 p-valor*
Placebo 7.4£0.1 7.4+0 7.5+£0 7.5+0 0.4343
pH Heparina 7.4+0.1 7.4+0 7.4£0 7.4+0.1 0.3479
p-valor* 0.3477 0.5006 0.1358 0.0200
Placebo 33.7+6.7 34.8+3.7 34+2.4 32.844.3 0.0646
pCO2 -
(mmHg) Heparina 35.9+£8.2 36.242.4 36.6+4.7 33+7.6 0.3607
mmHg
p-valor* 0.2057 0.1939 0.0833 0.7440
Placebo 69.2+12.3 77.9£16.6 72.5+£8.2 84+27.9 0.4333
pO2 (mmHg) Heparina 81.8+23.2 76.9+18.6 76.7£26.7 77.7£11.9 0.4580
p-valor* 0.1416 0.3359 0.8474 0.5403
Placebo 242+52.4 252.6+112.7 257.5£96.6 351.8+171.5 0.3302
Pa02/FiO2 Heparina 271.8+£73.1 292+98.1 333+144.4 353.9+62.4 0.0316
p-valor* 0.1914 0.3865 0.2898 0.4624
Placebo 93.3£3.3 94.7£2.5 94+1 95.4+2.6 0.4313
S02 (%) Heparina 95.1£3.3 94.3£2.9 93.8+3.7 9542.2 0.3633
p-valor* 0.0942 0.5637 0.5966 0.8703
Placebo 1.8+0.5 1.6+0.5 1.9+0.4 1.8+0.5 0.5435
Lactato Heparina 1.6£0.5 1.7+£0.5 2+0.6 1.9+0.5 0.3160
p-valor* 0.2885 0.3606 0.4134 0.8703
Placebo 21.946.2 23.243.5 23.5+1.8 22.1£2.9 0.2561
HCO3 -
(mEq/L) Heparina 23.5+7.3 24.3£2.9 24.3+3 21.1£5.6 0.1443
mEq
p-valor* 0.1651 0.3123 0.2898 0.9674
Placebo -1.946.1 -0.5+3.5 0.2+1.5 -1.242.6 0.4334
BE (Base
E ) Heparina -0.7£7.4 0.5+3.1 0.5+2.8 -2.7£5.6 0.1402
XCess
p-valor* 0.3272 0.3123 0.3606 0.9349
Suporte de 02 Placebo 2.6+1.1 1.842.3 2+4 1.5+4.1 0.5917
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0.0031

(litros/min) Heparina 2.9+1.4 1713 0.3£0.4 0.30.6

p-valor* 0.3958 0.4667 0.1907 0.9420

Dados expressos em média + desvio padrio; *Teste de Kruskal-Wallis; *Teste U de Mann-Whitney.

5.7 Carga viral

A carga viral foi analisada através da técnica de RT-PCR da amostra de swab
nasofaringeo coletada em D0, D2, D5 e D7. Apesar da notavel diminuicao da carga
viral em relagdo ao tempo para os dois grupos, nao houve diferenca estatisticamente

significativa.

Tabela 7. Resultados quantitativos de carga viral em avaliagdo longitudinal.

Variavel Grupo DO D2 D5 D7 p-valor*
Placebo 5.1+1.4 2.2+42.1 2.4+1.9 2.4+1.9 0.4343
Carga Viral Heparina 3.7+1.9 242.1 2.3+2.1 2.3+2.1 0.0995
p-valor* 0.0523 0.7896 0.8083 0.8083

Dados expressos em média + desvio padrio; *Teste de Kruskal-Wallis; *Teste U de Mann-Whitney.
5.8 Analise da Tomografia Computadorizada de Torax

Os resultados da avaliagdo estdo apresentados na Tabela 8 e foi observado que
os pacientes tratados com HAPM inalatdria apresentaram diminuicdo significativa
da congestdo pulmonar, quando comparados com os pacientes do grupo placebo.
Quanto a analise dos escores de acometimento pulmonar, houve diminui¢do

significativa entre o DO e D7, porém sem diferenga entre os grupos.

Tabela 8. Alteracdes tomograficas e escore de acometimento pulmonar em DO e D7.

Placebo (n=14) Heparina (n=13)
Alteracées
DO D7 p-valor* DO D7 p-valor*
Vidro fosco 14 (100%) 14 (100%) 0.9999 13 (100%) 13 (100%) 0.9999
Consolidagoes 7 (50%) 3 (21,4%) 0.2188 5(38,5%) 2 (15,4%) 0.4531
Opacidades Lineares 14 (100%) 13 (92,9%) 0.9999 12 (92,3%) 12 (92,3%) 0.9999
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Congestio Pulmonar 10 (71,4%) | 4 (28,6%) 0.0703 12 (92,3%) 3(23,1%) 0.0039
Escore de Acometimento Pulmonar
Escore 0: Sem alteracao 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(7,7%)
Escore 1: < 25% 1(7,1%) 7 (50%) 2 (15,4%) 8 (61,5%)
Escore 2: 25% a 50% 7 (50%) 5(35,7%) 0.0003" 6 (46,1%) 4 (30,8%) 0.0005"
Escore 3: 50% a 75% 5(35,7%) 0 (0%) 5(38,5%) 0 (0%)
Escore 4: >75% 1(7,1%) 2 (14,3%) 0 (0%) 0 (0%)

Dados expressos em niimero absoluto e (%); *Teste McNemar; “Teste de Qui-Quadrado de Independéncia.
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E F

Figura 4. Resultados tomograficos do padrdo de acometimento pulmonar. Paciente 7 — A: Pré-tratamento com
escore 3; B: Pos-tratamento com escore 1; Paciente 12 — C: Pré-tratamento com escore 2; D: Pds-tratamento
com escore 1; Paciente 23 — E: Pré-tratamento com escore 3; F: Pos-tratamento com escore 1. Autor: Grillo
VTRS, 2023.
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6. DISCUSSAO

A HNF possui propriedades antivirais, anti-inflamatodrias e anticoagulantes
relevantes e que foram recentemente avaliadas para a infecgdo por SARS-CoV-2.4!

Em ensaios clinicos pré-pandemia, realizados em diversas situagdes
clinicas, incluindo injuria pulmonar de grandes queimados, por vezes, em
associagdo com outros medicamentos (n-acetilcisteina e salbutamol), foi
demonstrado que a heparina inalatoria reduz a coagulopatia pulmonar, diminuindo
o risco de eventos trombdticos microvasculares, além da associacdo com a melhora
do suporte ventilatério, diminuicdo de atelectasias, otimiza¢do da eliminagdo de
C02.42’43

Phelps et al. (2020)* realizaram revisdo sistematica sobre o uso de HNF
inalatoria para o tratamento de lesdo inalatoria em queimados e observaram a
diminui¢do do tempo de ventilagdo mecanica, sem aumento do risco de
sangramento, porém, sem diminui¢do de mortalidade.

No presente estudo, a utilizagdo de HAPM inalatéria ndo alterou
significativamente os exames de coagulograma na compara¢do com O grupo
controle, assim como ndo foi observado qualquer evento adverso hemorragico,
indicando que possa ser uma medicagdo segura nas condi¢des empregadas.

Um estudo randomizado e controlado por placebo incluiu 60 pacientes com
SDRA grave, que foram divididos para utilizacgdo de HNF inalatoria,
estreptoquinase ou placebo, e ndo observou nenhum efeito sobre marcadores de
coagulagdo sistémica.* Recentemente, uma série de casos retrospectiva avaliou a
HNF inalatéria em 98 paciente e observou que, embora ocorresse alteracao
estatisticamente significativa nos valores de coagulograma, ndo produziu um
aumento clinicamente relevante (valores dentro da faixa de normalidade),
corroborando com nossas observagdes a respeito da seguranga da medicagio.*!

Em nosso estudo, exceto pelo aumento da amilase e dos leucécitos, que ndo
apresentaram relevancia clinica, ndo foram observadas diferencas na avaliacdo dos

exames laboratoriais entre os grupos do estudo. Isso sugere que ndo houve absor¢ao
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sistémica significativa do medicamento e que nenhum efeitos colateral foi
observado nos demais sistemas do organismo, o que também corrobora com a
seguran¢a da HAPM inalatoria.

Quanto aos parametros respiratorios, um ensaio clinico recente controlado
por placebo foi realizado para investigar o uso de heparina de baixo peso molecular
(HBPM) inalatéria no tratamento da hipoxemia em pacientes com COVID-19. Os
resultados desse estudo demonstraram uma melhora significativa nos casos de
hipoxemia grave e uma redu¢@o na necessidade de tratamento com oxigénio ao final
do periodo de tratamento de 10 dias.*®

Outro estudo multicéntrico, randomizado e controlado avaliou a
administracio de HNF por meio de um nebulizador acoplado ao ventilador
mecanico de pacientes intubados, durante um periodo de 10 dias, com o objetivo de
observacdo a recuperagao fisica de pacientes com hipoxemia grave, a longo prazo.
Os resultados mostraram que, embora ndo tenha sido observada melhora no
desempenho de atividades fisicas didrias ap6s o periodo de intubagdo, a terapia foi
bem tolerada. Além disso, os resultados sugeriram que houve uma menor
progressdo da lesdo pulmonar para fibrose e alta hospitalar mais precoce.*

No presente ensaio clinico, foi observado diminuigdo precoce e
significativamente relevante na necessidade de oxigenioterapia suplementar para o
grupo tratado com HAPM inalatéria. Além disso, houve aumento
significativamente relevante da relagdo PaO2/FiO2 de forma precoce no grupo
tratado com HAPM, o que pode indicar um efeito anti-inflamatorio/antitrombotico
no tecido e na vascularizagdo pulmonar.

Quanto a evolugao clinica dos portadores de COVID-19, os sintomas mais
comumente relatados na literatura incluem a tosse seca, dispneia, astenia e febre, o
que também foi observado em nossa amostra. * Na evolugdo do tratamento, houve
diminui¢do significativa de tosse seca e dispneia para ambos os grupos,
representando a evolucdo natural dos doentes que foram corretamente tratados e nao
apresentaram evolugdo rapidamente desfavoravel por fatores apresentarem fatores

de risco ou susceptibilidade constitucional. Entretanto, foi possivel observar em
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nossa amostra que, para a maioria dos parametros clinicos, houve melhora
importante apos o periodo de internagdo de 7 dias, o que corrobora com achados de
literatura em que o tratamento clinico de suporte, associado com o uso de
glicocorticoides e oxigenoterapia suplementar, além de antibioticoterapia quando
necessaria, sao os grandes responsaveis por promover a maior parte do processo de
controle da doenga.”#8

Com base na auséncia de alteracdes clinicamente significativas nos exames
laboratoriais € na ndo ocorréncia de sangramentos ao longo do presente estudo,
podemos considerar que a administra¢do inalatéria da HAPM ¢ segura.

Quanto a avaliagdo do processo inflamatorio provocado pela COVID-19,
nosso estudo observou os valores de PCR, marcador do processo inflamatério de
fase aguda, amplamente utilizada no contexto de infeccdo da COVID-19 devido a
sua correlacio com a inflamagdo. Ha, na literatura cientifica, correlagdo
estabelecida entre niveis elevados de PCR e maior taxa de mortalidade.*® No
presente estudo, houve queda significativa da PCR em ambos os grupos, sugerindo
diminui¢do da inflamag¢do no decorrer dos dias de internacdo, o que poderia ser
justificado pelo tratamento suporte com glicocorticoides e/ou a evolugao natural de
cura da doenga.

Em investigacdes prévias dos valores das citocinas inflamatorias, envolvidas
com manifestagdes graves de infecgdes por outros tipos de coronavirus, foram
observados aumentos nos niveis de varias citocinas inflamatérias como: IL-2; IL-6;
TNF-a; e MCP-1. Portadores de formas graves de COVID-19 também apresentam
altas taxas de citocinas inflamatorias no plasma e no lavado broncoalveolar.*! Tal
processo, também conhecido como “tempestade de citocinas”, foi responsabilizado
por grande parte do desenvolvimento das complicagdes respiratorias da SARS
provocada pela COVID-19. Estudos realizados em modelos de células alveolares
humanas constataram que a HNF inibe a via NF-kB, promovendo a diminui¢ao
significativa de IL-6, TNF-a ¢ MCP-1, o que poderia influenciar no controle dos
eventos de agravamento da doenga.>%!

Pacientes internados devido a forma grave de COVID-19 apresentam niveis
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séricos elevados de IL-2, IL-7, IL-10, G-CSF, TNF, CXCL10, MCP1 ¢ MIPl1o.
Dentre esses mediadores, destaca-se que os niveis de IL-6 sdo significativamente
mais altos em pacientes que evoluiram com Obito pela doenca, além de estarem
diretamente associados a necessidade de ventilagdo mecanica.

A interleucina-6 (IL-6) ¢ uma citocina que desempenha um papel crucial na
resposta imune inata e adaptativa. E produzida por varias células, incluindo
mondcitos, células endoteliais e fibroblastos, em resposta a presenca de
microrganismos. A IL-6 ¢ normalmente expressa em niveis baixos, exceto durante
infecgdes, traumas ou outros eventos estressantes e sua elevagdo estd associada a
processos inflamatorios, podendo desempenhar um papel significativo na regulagao
imunolodgica.> Niveis elevados de IL-6 foram associados a gravidade da COVID-
19, sendo que o seu monitoramento pode ajudar na deteccdo precoce da evolugao
desfavoravel.>

Um estudo avaliou a utilizagdo do inibidor do receptor de IL-6 para o
tratamento de pacientes graves com COVID-19 e observou menor mortalidade dos
pacientes quando utilizadas de forma precoce.’* Nosso estudo evidenciou
diminuicdo significativa de IL-6 para os pacientes que utilizaram HAPM inalatoria,
o que pode ser um resultado bastante promissor para o controle da resposta
inflamatoria em pacientes com COVID-19.

Nesse estudo, também se observou diferenga significativa da IL-2 entre os
grupos durante o tratamento, sendo que aumentou nos pacientes tratados com a
HAPM inalatéria em relag@o ao controle. Apesar de ser uma citocina inflamatoria,
a IL-2 ¢ uma mediadora importante da ativacdo de linfocitos T e B, que
desempenham um papel fundamental na resposta imune antiviral. O aumento da IL-
2 sugere que a HAPM pode estar estimulando a resposta linfocitaria de defesa contra
o virus e pode indicar um processo positivo que precisa ser melhor elucidado.

Os niveis de CXCL10 reduziram significativamente nos dois grupos ao
longo do tratamento, o que se relaciona a evolucgao favoravel dos doentes, de forma
geral. As demais citocinas avaliadas ndo apresentaram resultados suficientes

andlise, o que pode ser justificado pela labilidade molecular e rapida degradacao nas
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amostras.

Em relagcdo a carga viral, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa na comparacdo entre os grupos, porém houve uma reducdo
significativa ao longo do tempo de tratamento nos dois grupos. Esses resultados
sugerem que o tratamento padrdo atualmente utilizado ¢ eficaz na obteng¢do de uma
boa resposta clinica, mesmo sem a administragdo de terapéutica antiviral
direcionada. A redu¢do da carga viral ao longo do tempo indica que o proprio
sistema imunolédgico do paciente, juntamente com o tratamento de suporte, pode ser
eficiente no controle da infecgdo viral, tendo em vista que os valores observados
nessa fase tardia da doenca ja sdo praticamente indetectaveis e ndo sdo tdo
responsaveis pela gravidade tardia da doenca.

A andlise dos escores de acometimento pulmonar através da TC pulmonar
revelou uma melhora significativa em ambos os grupos, durante a intermacao. No
entanto, uma observagdo importante foi feita em relacdo aos pacientes tratados com
HAPM inalatoria, os quais apresentaram uma diminuicao significativa da congestao
pulmonar em comparagdo com os pacientes do grupo placebo. Essa descoberta
sugere que a HAPM pode desempenhar um papel relevante no rearranjo da
arquitetura pulmonar, especialmente na reducdo do processo inflamatério. Essa
melhora deve ser atribuida as propriedades especificas das heparinas na formagao

da fibrina e representa um achado bastante significativo desse estudo.
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7. LIMITACOES

Este estudo apresenta algumas limitagdes que devem ser consideradas.
Primeiramente, a quantidade de participantes incluidos foi afetada pela
concorréncia com outros projetos financiados pela industria farmacéutica, o que
dificultou a inclusdo de um niimero maior de participantes, apesar de atingir o
calculo amostral previsto para andlise de seguranca. Além disso, a gravidade da
doenca levou a exclusdo precoce de alguns participantes, o que pode ter impactado
nos resultados de alguns dos pardmetros investigados.

Dois participantes foram excluidos devido a alta precoce, por decisdo da
equipe assistente que ndo seguiu o protocolo do estudo, interferindo no estudo.
Além disso, o atraso na data prevista para o inicio do estudo, devido a problemas
burocraticos locais, afetou a inclusdo de participantes durante boa parte do pico da
segunda onda da pandemia e diminuiu a probabilidade de inclusdo de participantes.

E importante destacar que a efetiva vacinacdo em massa na cidade de
Botucatu, onde o estudo foi realizado, resultou, de forma muito positiva, na redugao
de pacientes internados. Entretanto, isso diminuiu o nimero de pacientes que

poderiam ser incluidos no estudo, apds agosto de 2021.%
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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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10. ANEXOS
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“COMPOSICAO DE HEPARINA NAO FRACIONADA DE ALTO PESO MOLECULAR PARA
ACAO ANTIVIRAL E RESPECTIVO USO".

CAMPO TECNICO DA INVENCAO

[001] A presente patente de invengdo trata de compaosigdo de heparina ndo fracionada
de alto peso malecular para agdo antiviral, especficamente, no tratamento da COVID-
15 cnde no presente invento, é aplicada como segundo uso, uma vez que, demostra ndo
56 novidade, inventividade decorrente de indmeras pesqusas ¢ testes, bem como
aplicagdo industrial, como efeito antiviral asscciado a efeito antitrombético e baxa
ctotowcidade as céulas humanas.

HISTORICO DA INVENCAO

[002] Como é de conhecimento, as composigdes de heparina de alto peso molecular j3
estio descritas na Meratura como wislumbrado no documento de nf. BR
10.2014.027804-4 que trata de processo de desermvolvimento de heparina ndo
fracionada de alto peso molecular, heparina ndo fraconada de alto peso molecular
usos da mesma, produzida por filtragdo por peso malecular em tubo de concentragdo e
purificacBes maleculares utilizando heparina nio funcionada (MNF) que possui um
*pool™ de moléculas de variados pesos moleculares (5000 a 33000 0a) e entdo elimina a
fragio de baxo peso, pois o filtro elimina as moléculas mencres que 1000003, restando
heparina de alto peso malecular. Supradtado documento refata o novo uso da mesma
para tratamento, controle, e prevengdo de cincer metastitico.

[003] No artige ‘Capiia |, Linhardt R). Heparin-protein interoctions. Angew Chem Int £d
Engl’ 2002; 41:391-412. é apresentada todas as interagles entre heparinas e heparan
sulfato com as células e seu potencial antiviral, inibidor de adesdo celular, regulador de
indmeras fungdes celulares. H3 evidénoas recentes de que o tratamento com hepanna
reduz as metdstases tumorats em camundongos, indbindo as interagBes das plaguetas
mediadas por P-selectina com lbgantes de mucina nas superficies celulares do
carcinoma.

[004] Mo artigo de Catani R., Bertini Jinior A, Pessa CIN, Gomes W), Lourengo DM,
Nader HB, Dietrich CP, Branco JNR, Buffolo E. - “Migh molecular weight heporin. An
alternagtive in extracorporeal circuiation surgery: an expenimental study” - Ver. Bras. Cir.

Pt o SORNTINN de |98 2000, pig. 1424
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Cardiovasc 2001; 16:160-170 é refatado que isclou-se uma heparina de alto peso
malecular (HAPM - peso modal de 25.000 Da), com 11 % de fragBes de HBPM (< 7.000
Daltors), para experiéncias “in witro" e “in wwo", e comparou-se seu resultado como
anticoagulante com a HNF [peso modal de 15.000 Daltons), com 21% de fragdes de
HBPM. Os resultados mostraram atividade especifica anticoagulante, por massa,
superior quando comparada com a HNF tanto "in vitro”, 273 u/mg contra 181 ui/mg e
TTPA mais elevado nas viarias diluigBes, como "o vivo®, em cles, durante CEC,
comprovado pelo TCA, TTPA e heparinemia. A vida méda da HNF foi de 60 minutos e
aoma de 90 minutos para 2 HAPM, na situagdo de experimentagdo. Condui-se que a
HAPM possa ser utilizada em seres humanos, para avenguagdo da sua melhor
neutralizagio pela protamina e mencr incidénoca de hemorragia intraoperatéria.

[005]) No artigo "Pourianfar HR, Poh CL, Fecondo J, Groflo L. In witro evaluation of the
antivirafl activity of heparan sulfate mimetic compounds against Enterovius 71.° Virus
Res 2012; 165:22-29, revela que o enterovirus 71 (EV71) é o agente causador da febre
aftosa (HFMD) e também pede causar complicagdes neuroldgicas fatais para as quais
atualmente ndo hi vacina cu medicamento antiviral aprovado. Apesar das sugesties de
que os compostos do tipo sulfato de heparano (HS) sejam antivirais eficazes contra
vanas virus, nenhuma pesquisa foi realizada para examinar seus efeitos no EV71.
Portanto, este estudo teve como objetivo investigar o efeito anti-EV71 in vitro de
méiméticos do HS [heparina, sulfato de heparano e polissulfato de pentosano). Os
resultados revelaram gue todas os compostos exibiram agBes antivirais significativas (p
<0,05) contra 0 EV71 em concentragBes infericres a 250 pg/ml, em comparagio 20
controle de virus e controle pasitivo, ribavirina. Entre os compostos, a hepanna exbiu a
atridade antiviral mais patente, pois 7,81 pg/mL impediram a infecgio em mais de 90%
[p <0,05). Os ensaios para estudar o modo de agio revelaram que todes os compostos
eram capazes de exercer ativdade antivral através do impedimento da ligagdo viral as
céulas. Além disso, alguns dos compostos podem inibir a replicagdo viral guando
adicionados as células 1 h antes da infecgdo, mas nenhum reduziu significativamente a
penetragdo viral. No geral, esta pesquisa revelou que os compostos miméticos do HS
podem indbir a infecgdo pelo EV71 e gue o HS pode estar erwohado nas interagdes das

Prtiy o STUOONTINN. de | SOM 20N pig. 1824

76



3/e

céulas hospedeiras do EV71, pois a ligagdo do virus as células haspedeiras foi
signficativamente prejudicada pelos compostos do tipo HS, mas ndo pela nbavinna.
Assim, sdo necessdrias investigagdes adicionais para descobrir os mecanismos
maleculares subjacentes 3 agio ant-EV71 de compostos do tipo HS. Nossos
experimentos também corroboram com essa hipétese.

[006] Com © advento da pandeméa de COVID-19 gue @ causou mihies de casos
confirmados e dbitos em todo o mundo, autdpsias de padentes com COVID-19
revelaram trombos na microvasculatura, sugerindo coagulagdo intravascular como uma
caracteristica proeminente da faléncia de érgdos nesses pacientes. Cunasamente, no
COVID-19, a complacéncia pulmonar é preservada, apesar da hipoxemia grave,
corroborando a hipétese de que 2 incompatibididade da perfusio pode desempenhar
um papel significativo no desenvohwmento de insufioénoa respiratoria ‘Meparin therapy
improving hypowia i COVID-1S8 patients - o cose series. preprint  doi:
hitpz//doi.org/10.1101/2020 04,15 20067017 .

[007] O dimere D elevado é um preditor de gravidade e mortalidade em pacientes com
COVID-19 e o uso de heparina (Meparina de Baxo Peso Molecular — Enoxaparina
0,5mg/kg 2 cada 24h em casos moderadas e 0,5mg/kg de 12/12h em casos com piora
dinka ou graves) durante 2 internagdo hospetalar tem sido associado 3 diminuigdo da
martalidade. Este estudo brasilesro foi realizado com uma série de 27 casos consecutivos
de padentes com Cowvid-19 em $30 Paulo - Brasil (ndo é um estudo controfado).
Resultadas: A relagio Pa02 / FIO2 aumentou significativamente nas 72 horas apés o
inioo da anticoagulagio, de 254 (¢ 50) para 325 (2 80), p = 0,013, ¢ mais da metade dos
pacientes receberam alta em casa em um tempo médio de 7,3 (£ 4,0) dias. Metade dos
pacientes sob ventilagdo mecinica for extubada em 10,3 (¢ 1.5) dias. Os demais
pacientes apresentaram melhora progressiva e nio houve complicagdes hemorrdgicas
ou eventos fatais.

[008] Da mesma forma no artigo 'COVID-19 aond Thrombotic or Thromboembolic
Diseose: Implications for Prevention, Antithrombotic Theropy, and Follow-up’. JAC 27284
DON: https://doiorg/10.1016/].jacc. 2020.04.031. (Paper] € possivel vislumbrar que a
doenga de coronavirus 2018 (COVID-19), uma doenga respiraténa viral causada pela
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grave sindrome respiratoria aguda coronavirus 2 (SARS-CoV-2), pode predispor
pacientes 3 trombase, tanto arterial guanto venosa, isso devido a inflamagdo excessiva,
ativagio plaquetidria, disfungio endotelial e estase. Além disso, pacientes portadores de
doenca tromboembdlica arterial ou venosa podem se contaminar com COVID-19, o que
pode requerer manutengio ou implementagdo de terapia antitrombética, o que leva a
escolha dos melhores anticoagulantes nesta situagdo. Esta revisio sobre patogénese,
epidemiolegia, manejo e resultados de pacientes com COVID-19 gue desenvolvem
trombose wvenosa ou arterial ¢ com doengas trombdticas preexstentes gue
desenvolveram COVID-19 ou mesmo aqueles que precisam de prevencdo ou tratamento
de sua doenga trombética durante a pandemia de COVID-19.

[009] Em suma, no artigo ‘Lang J, Yang N, Deng J, et al. inhibition of SARS pseudowirus
cell entry by loctofernn binding to heporan sulfate proteoglycans. PloS One'.
2011;6(8):223710. doi:10.1371/journal.pone.0023710 foi relatado que a lactoferrina
(LF) partkipa da resposta imune do hospedeiro contra a invasdo do Coronavirus da
Sindrome Respiratdria Aguda Grave (SARS-CoV), aumentando a atividade das células NK
e estimulando a agregagdo e adesio de neutrdfilos. Investiga ainda o papel do LF na
entrada do pseudavirus SARS nas células HEK293E / ACE2-Myc. Os resultados revelam
que 2 LF inibe a infecgdo por pseudowirus por SARS de maneira dependente da dose.
Anilises posteriores sugeriram que o LF foi capaz de bloquear a bigagio da proteina spike
as cédulas hospedeiras a4 * €, indicando gue o LF exercia sua fungdo inibidora no estigo
de bgacdo viral. No entanto, a LF ndo interrompeu a interagdo da proteina spike com a
enzima conversara de angiotensina 2 [ACE2), o receptor funcional da SARS-CoV. Estudos
anteriores mostraram que a LF se coloca com os proteoglicanos de heparan sulfato de
superficie celular amplamente distribuidos [H$PGs). O tratamento das células com
heparinase cu heparina exdgena impediu a Igagio da proteina spke as células
hospedeiras e inibw a infecgdo por pseudovirus SARS, demonstrando gue os HSPGs
fornecem os locais de ligagio para invasio de SARS-CoV na fase inidal de insergdo.
[010] Diante de levantamentas do histérico de efeitos técnikcos encontrados em
heparinas de alto peso molecular e estado da técnica das composides para tratamento
de COVID-19, nio foram encontrados documentos que descrevem as hepannas de alto
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peso molecular para tal aplicagdo, tampouco com os resultades obtidos nos estudos
supractados.

TESTES IN VITRO’ PARA O ESTABELECIMENTO DA ACAO ANTIVIRAL DA HEPARINA DE
ALTO PESO MOLECULAR

[011] Técnica ‘in witro® padronizada para o estabeledmento da agio antiviral de
potenciais medicamentos contra SARS-CoV-2.

[012] Inicalmente, uma placa de cultura aderente de 96 pogos (ver figura 1) é semeada
com Sx10* células/mL de Vero CCL-81, gue consiste de uma linhagem onunda de células
de rim de macaco-verde africano (Cercopithecus aethiops), sendo a mesma amplamente
utilizada para ensaics ‘in vitro” com SARS-CoV-2. As células sio mantidas em meio de
cultura DMEM aditivado com 2% de soro fetal bovino (SF8) por 24-48h até akangarem
uma confluéncia de 80-90%.

[013] Neste momento, a placa de cultura estd pronta para a infecgdo viral.
Inicialmente, as células hospedeiras s30 incubadas com o medicamento {neste caso, a
heparina de alto peso molecular em varias concentragdes) por 1 hora. Em seguida é
aplicada na mesma proporgdo (1:1) solugdo de virus com MOI 0,02 por pego utiizando
a cepa SARS-CoV-2/SPO2/human/2020/8RA (MT350282). A mesma é mantida em
incubagdo (adsorgdo viral) por 1 hora a 37°C e 5% de CO;. Apés a incubagio, o
sobrenadante € descartado e a solugio teste contendo DMEM suplementado com $F8
2% sem medicamento [controle] € com medicamento (no caso, heparina de alto peso
malecular em vdrias concentragdes) é colocado no pogo de cultura (100 el por pego).
Ressalta-se que, seguindo as recomendagBes da OMS, todas as etapas envolvendo a
manipulagio do SARS-CoV-2 foram realizadas no laboratdrio de biosseguranga nivel 3
[NB2+), localizado nas dependéncias do Instituo de Cénoas Biomédicas Il da
Universidade de S3o Paulo (ICB-USP).

[014] Teste piloto “in vitro®.

[015] A heparina de alto peso molecular apresentou agdo antivral em um protocolo
“in vitra” como teste de avaliacio de fundamentagio para a teoria de que as heparinas,
incluindo esta deste estudo, apresentam papel modulador na infecgdo por SARS-CoN-2.
Os resultados prebminares apontaram uma redugio da carga viral em tomo de 90%
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neste modelo.

[016] O estudo utbzou placa de cultura celular com células de linhagem VERO
infectadas com COVID-19 cepa brasileira, e tratadas com heparina ndo fraconada de
alto peso malecular (100ug/mL) em comparagio com heparina de baixo peso molecular
{100ug/mL) por 3 dias. O ensaio foi realizado em duplicata uma dnica vez. Foi utilizado
coma contrele meio de cultura sem o medicamento.

[017]) Aa final do experimento cbservou-se que ndo occorreu mortalidade das células
hospedeiras apds coloragio com azul de tripano. Observa-se grande diferenca wisual
entre os dois tratamentos, podendo-se inferir alguma atividade antiviral. Confirmacio
por RT-PCR demonstrou dferenga de 50 a 100% de carga viral entre o grupo tratado
com o medicamento heparina ndo fraconada de alto peso molecular em comparagio
com o grupo controle e com o grupo tratado com heparina de baixo pese molecular.
[018) Apds 72h da infegdo com a carga viral de controle com 10° copias virais/mi, os
resuftados obtidos foram os seguintes:

() heparina de alto peso molecular 250pg/mi com carga viral de 3,6 x 10° cépias
virais/mlL;

(i)  heparina de alto peso molecular 125pg/mL com carga viral de 2,4 x 10" cépias
wirais/mi; e

{iii)  heparina de alto peso molecular 62,5ul/mL com carga viral de 3,2 x 10* cépias
virais/mL

[019] Ffoi representada uma redugio comparativa com o controle de 3 logs ou 9.9 &t
(eycile threshald).

OBJETIVOS DA INVENCAO

[020] Diante do exposto, é objetivo desta invergdo apresentar a composigio de
heparina de alto peso molecular, mais espeoficamente voltada a seu segundo uso, em
espeocal 3 agdo antiviral contra cepa brasdeira do virus causador da doenga COVID-19.
assocada a efeito antitrombdtico e baixa dtotoxickdade as células humanas, sendo,
assim, uma importante solugcdo médica suplementar para o controle de dbitos durante
a pandemia.

DESCRICAD DAS FIGURAS
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[021) A complementar a2 presente descricdo de modo 2 obter uma melhor
compreersio das caracteristicas do presente invento, acompanha a descrigio, em
anexo, uma imagem fotogrifica, onde, de maneira exemplficada, embora nio
limitativa, se representou:

[022] a figura 1 representa uma imagem fotogrifica e em wista superior da placa de
cultura aderente.

DESCRICAO DA INVENGAO

[023] A presente patente de invengdo se refere 3 “COMPOSICAD DE HEPARINA NAO
FRACIONADA DE ALTO PESO MOLECULAR PARA ACAD ANTIVIRAL E RESPECTIVO USO",
foi especialmente desenvolvida para atuar no efeito técrico terapéutico contra o COVID-
15. O uso da compasicdo de heparina nie fracicnada de alto peso melecular da presente
invergio apresenta diminuicdo da carga viral de S0 a 100% sem promover
ctotowcidade, podendo apontar para um possivel alvo terapéutico com dupla fungdo,
antiviral e antitrombdtica. O mecanismo farmacolégico de funcicnamento do alcance
de heparina de alto peso molecular contra o coronawirus 2019, ora desenvolvido,
apresentou agdo em proteinas de adesdo ou chvagem viral

[024] Tomando por base apds 72h da infegio com a carga viral de controle com 108
cdpias virais/mL, os resultados obtidos foram os seguintes:

- Heparina de alto peso molecular 250pg/mL com carga wral de 3,6 x 10° copias
virais/mlL;

- Heparina de alto peso molecular 125pg/mL com carga wiral de 2,4 x 10° copias
virais/mlL;

- Heparina de alto peso molecular 62,5ug/mL com carga viral de 3,2 x 10° cépias
virais/mi.

[025] Adicionalmente, informa-se que foram realizados levantamentos do histdrico de
cfeitas técnicos encontrados em heparinas de alto peso molecular e estado da técrica
das compesigdes para tratamento de COVID19 e nio foram encontrados documentos
que descrevem as heparinas de alto peso molecular para tal aplcagdo, tampouco com
os resultados cbtides no deservolvimento supraotado.

[026) £ certo que quando o presente invento for colocado em pritica, poderdo ser
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intredundas modificagdes, sem que isso impligue afastarse dos principios
fundamentais que estdo claramente substanciadas no quadro rewvindicatério, ficando
assim entendido que a terminologia empregada nio teve a finalidade de bmitagdo.
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REIVINDICAGOES

1) *COMPOSICAO DE HEPARINA NAO FRACIONADA DE ALTO PESO MOLECULAR
PARA ACAO ANTIVIRAL®, cargcterizado por mecanismo farmacolégico do alcance da
heparina nio fraconada de alto peso molecular compreender um agente modulador na
infecgio por SARS-CoV-2 tendo acdo em proteinas de adesdo e inibindo a clivagem viral.
2) *COMPOSICAO DE HEPARINA NAO FRACIONADA DE ALTO PESO MOLECULAR
PARA ACAO ANTIVIRAL", de acordo com a reivindicagio 1, cargcterizado por agdo em
proteinas de adesio pela heparina ndo fraconada de alto peso molecular apresentar
diminugio da carga viral na faixa de 90 a 100% em cdpias wais/ml causadoras da
doenga COVID-19.

3) “COMPOSICAO DE HEPARINA NAO FRACIONADA DE ALTO PESO MOLECULAR
PARA ACAO ANTIVIRAL", de acordo com a reivindicagdo 1, coracterizado por heparina
de alto peso molecular de 250ug/mL apresentar carga viral de 3,6 x 10° copias virais/mL.
4) *COMPOSICAO DE HEPARINA NAO FRACIONADA DE ALTO PESO MOLECULAR
PARA ACAO ANTIVIRAL", de acordo com a reivindicagdo 1, coracterizado por heparina
de alto peso molecular de 125pg/mL apresentar carga wal de 2,4 x 10° copias virais/mL.
5) *COMPOSICAO DE HEPARINA NAO FRACIONADA DE ALTO PESO MOLECULAR
PARA ACAO ANTIVIRAL", de acordo com a reivindicagdo 1, cargcterizado por heparina
de alto peso molecular de 62,5ug/mL apresentar carga viral de 3,2 x 10* cépias virais/mL.
6) *USO DA HEPARINA NAO FRACIONADA DE ALTO PESO MOLECULAR®, de acorda
com a reivindicagdes 1 e 2, caracterizade por uso da heparina nio fracionada de alto
peso malecular prever agio antiviral no tratamento da COVID-19 assodado ao efeito
antitrombdtico e baba citotoxicidade 3s células humanas.
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RESUMO

“COMPOSICAO DE HEPARINA NAO FRACIONADA DE ALTO PESO MOLECULAR PARA
ACAO ANTIVIRAL".

Trata-se de composicdo de heparina nio fracionada de alto peso molecdar cupo
mecanismo farmacolégico compreende um agente modulador na infecgdo por SARS-
CoV-2 tendo a¢ic em proteinas de adesio e inibinde a clivagem viral. O uso da
compoesido de heparina nio fracionada de alto peso molecular compde a diminuigio
da carga viral entre 90 a 100% em cdpéas virais/mlL.
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10.2 Anexo 2: Aprovaciao pelo Comité de Etica em Pesquisa (CAAE
39872920.0.0000.5411).

e £ A AT I
PRI P

é@ UNESP -FACULDADE DE
B MEDICINA DE BOTUCATU W

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: HEPARINA DE ALTO PESO MOLECULAR POR VIA INALATORIA PARA O
TRATAMENTO DE SARS-COV-2

Pesquisador: Maneus Bartanha

Area Tamatica:

Versao: 3

CAAE: 33872920.0.0000.5411

Instituig30 Proponents: Depariameanto de Clrurgla e Ortopeda

Pafrocinador Principal: Financiamanto Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: £.973.70<

Apresantagio do Projeto:
Trata-se 02 emenda para andise de proposta oe agequacdes 30 projetd o pesquisa.

Objstivo da Pesquisa:
Indterados & avalados amenomente.

Avallagao dos Riscos 8 Beneficios:

Indterados e avalados aneromente.

Comentarios 8 Conslderagdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de emenda para andlise d2 Inclus3o de Novos Mambros 30 projeto de pesquisa.

", apresentar 3s retficagdes realzadas no projeto de pesquisa “Heparina de alto peso molecular por via
Inalatora para o tratamento de SARS-COV-2°, CAEE: 39372920.0.0000.5411 (Piataforma Erasll) e protocolo
SIPE 391/2020, para 3provagao da emenda Junio 30 Comite de tica em pesquisa. Tals modifiicagdes foam

Necessanas para A0equacio Na equips de pasquisadonss, INCuImos 0 Pasquisador Vinldlus Tadeu Ramas
da SIva Grillo, portador do CPF 528.530.772-87, que vem desenvolvendo papel fundamental na pesquisa

juntamente com o r2sto 43 equipe”

Eaderego: Chbcera Balgnol | an

Bairro: Rutido Juser CEP: 188518070
UF. =0 Musicipla:  BOTUCATU
Telelone: | 14)3880-1600 E-malt  cop@Qimb unesp e
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Consideragdes sobra o8 Termos de apresentagao obrigatoria:
Aprasentou 05 seguintes documeantos:
OFICIC_CEP_DOCUMENTOS_EMENDAA.paf

Recomendagles:

N&oha

Conclusdas ou Pendéncias & Lista de Inadequagdes:

O Comite de &tica em Pesquisa da Faculoade ge Madicing d2 Botucatu manifesta-se pela aprovagdo da
prasents Emenda.

Conslideragdes Finals a critério do CEP:

O Comié de £tica em Pesquisa da Faculdade de Medaina de Botucatu, em reunido dia 16092021,
manifasta-se pela aprovagdo 0a presente Emeanda.

O presants projeto, segulu nesta data para anallse da CONEP e 80 tem o seu Iniclo autorizado apos a

aprovaglo psla meema.
Eafs parscsr fol slaborado bassado nos documentos abalxo relacionados:

Tipo Documento Amuivo Postagem Autor SHUICI0
[TNomMaghes Basicas | FE_INFORMWMAG U= S_BASICAS_ 151 TO0A2021 ACET0 |
goProleto IS E4par | 1501345 _

Qutros OFICIO_CEP_DOCUMENTOS_EMEND| 1009722021 | Matheus Beranha AcEito
Adpar 15:11:52
Projeto Detaihado /| |HEPARINA_PROUETO_HUMANO _CZP| 25062021 | Matheus Beranha AcEito
Brochura _REDLINE_EMENDA3__ 24 06_2021.p 1216:42
[Investigador  faf 1 _
Projeto Detanaco | |HEPARINA_PROJETO_HUMANO_CZP| 2506/2021 | Mameus beranha | A
Brochura _EMENDA3_24_06_2021.paf 1216:33
|Investigagor {
Qutros OFICIO_CEP_DOCUMENTOS_EMEND| 2506722021 | Matheus Beranha Acsito
A3 24 06 2021 par 12:16:19
Projeo Detanaco | |HEPARINA_PROJETO_HUMANO_CZP| 2506/2021 |Mameus beranha | A
Brochura _24 05_2021.padf 1215:13
[Investigador
Qutros OFICIO_CEP_DOCUMENTOS_Emenay 120472021 | Lenize da Siiva Aceito
_2_pdf | 18:25:25 | Rodriques
Projeto Detahado /| |[Emenda_2 HEPARINA_PROJETO_HU| 1204722021 |Lenize da Siiva Acsito
Brochura MANO_CEP_red_lin2.pdr 18:25:54 | Rodrigues
linvestigador
Projeto Detaihado /| |[Emenda_2 HEPARINA _PROJETO_HU| 1204722021 | Lenize da Siiva Acsito
Brochura MANO_CEP.par 18:25.44 | Rodrigues
| Investigador
Eaderega: Chbcers Balignol | e
Bairro: Rubtilo Jumer CEP. 18818070
UF. = Musiciplo: BOTUCATU
Teletone: |[14)3680-1600 E-malt  cop@ieb uneso b
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10.3 Anexo 3: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
RESOLUCAO 466/2012

CONVIDO, o Senhor (a) para participar do Projeto de Pesquisa intitulado
“HEPARINA DE ALTO PESO MOLECULAR POR VIA INALATORIA PARA O
TRATAMENTO DE SARS-COV-2”, que sera desenvolvido por mim Professor Dr.
Matheus Bertanha, (Médico Cirurgido Vascular) e Professor Dr. Carlos Magno
Castelo Branco Fortaleza, ambos da Faculdade de Medicina de Botucatu —UNESP.

Estou estudando adoenga SARS-COV-2, também conhecida como
coronavirus, com o objetivo de encontrar um novo tratamento efetivo para a mesma.
Para que eu possa ter um resultado nesse momento preciso realizar exames
laboratoriais com a coleta de amostras de 10ml do seu sangue que sera realizado os
seguintes exames (Hemograma Completo, Dimero-D, Coagulograma, Ur¢ia,
Creatinina, Proteinas totais e fragdes, Glicemia, Proteina C Reativa), além de
realizarmos teste rapido para COVID-19 (IgG e IgM) através da coleta de uma gota
de sangue da ponta do dedo, Teste de RT-qPCR necessitando de coleta de swab nasal
e tomografia computadorizada (sem contraste). O risco com a coleta de sangue e
dos demais exames serdo minimos, podendo aparecer uma manchinha roxa no local
da pungdo, que desaparecera bem rapidamente.

Solicito seu consentimento para consultar seu prontudrio médico
para coletar outras informagdes 14 contidas como (Exames laboratoriais € imagem)
referentes a consultas feitas anteriormente pelo (a) Senhor (a). Além disso o(a)
Senhor (a) respondera um questiondrio que levard uns 15 minutos de duragao.

Os pacientes serdo divididos em dois grupos, um dos grupos receberd o
tratamento proposto por nosso grupo de pesquisa, com a medicagdo “Heparina de
Alto Peso Molecular” por via inalatéria, enquanto que o outro grupo recebera
inalagdo de soro fisiologico, apenas, também conhecido como “grupo controle”,
esse soro fisioldgico, ndo apresentara qualquer efeito negativo ao paciente.

A doenga SARS-COV-2, “coronavirus”, pode evoluir para formas graves,
mesmo em vigéncia dos melhores tratamentos existentes, incluindo os tratamentos
propostos aos participantes do presente estudo. Qualquer sintoma de agravamento
da doenga sera devidamente avaliado pelos profissonais de saide do Hospital das
Clinicas de Botucatu, onde recebera todo o suporte necessario de acordo com as
procolos de tratamento vigentes para as formas graves da infec¢ao.

Seu beneficio em participar serd a possibilidade de receber um novo
tratamento promissor para SARS-COV-2, por via inalatoria. Sendo que neste
momento, por tratar-se de uma doenca recente, ainda ndo hd um tratamento eficaz
ou métodos alternativos bem estabelecidos e este tratamento podera ajudar o senhor
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(a) e outras pessoas no futuro. Esperamos, com a pesquisa, estabelecer a seguranca
e efetividade deste novo tratamento como beneficio para sociedade.

Fique ciente de que sua participagdo neste estudo ¢ voluntaria e que mesmo
apos ter dado seu consentimento para participar da pesquisa, vocé podera retira-lo
a qualquer momento, sem qualquer prejuizo na continuidade do seu tratamento.

Serd garantido o direito a assisténcia integral e gratuita a vocé em caso de
quaisquer danos decorrentes da participagdo nessa pesquisa e pelo tempo que for
necessario, inclusive ap6s o término do estudo, com acompanhamento via
ambulatorio de infectologia até a cura e remissdo total dos sintomas. Vocé tem
direito de buscar indenizagao diante de eventuais danos decorrentes desta pesquisa.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 vias
de igual teor, o qual 01 via sera entregue ao Senhor (a) devidamente rubricada, sendo
fundamental que a guarde em seus arquivos, com a garantia de que uma nova copia
serd enviada pelos ao participante, caso solicitado, e a outra via serd arquivada e
mantida pelos pesquisadores por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.
Todas as informacdes pessoais serdo sigilosas e a privacidade do participante sera
garantida.

Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de
Etica em Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona
de 2% a 6° feira das 8:00 as 12.00 e das 13.30 as 17horas, na Chécara Butignolli s/n°
em Rubido Junior — Botucatu - S3ao Paulo. Os dados de localizacdo dos
pesquisadores estdo abaixo descritos:

Ap6s terem sido sanadas todas minhas dividas a respeito deste estudo,
CONCORDO em participar de forma voluntaria, estando ciente que todos os meus
dados estardo resguardos através do sigilo que os pesquisadores se comprometeram.
Estou ciente que os resultados desse estudo poderdo ser publicados e revistas
cientificas.

Botucatu, /1

Pesquisador: Matheus Bertanha Participante da Pesquisa

Nome: Matheus Bertanha

Endereco: Av. Prof. Mério Rubens Guimaraes Montenegro, s/n - UNESP - Campus
de Botucatu - Botucatu/SP - CEP 18618687

Telefone: 14 3880-1444

E-mail: matheus.bertanha@unesp.br

Nome: Carlos Magno Castelo Branco Fortaleza

Endereco: Av. Prof. Mério Rubens Guimaraes Montenegro, s/n - UNESP - Campus
de Botucatu - Botucatu/SP - CEP 18618687

Telefone: 14 3880-1444

E-mail: carlos.fortaleza@unesp.br
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10.4 Anexo 4: Formulario de antecedentes epidemiologicos e pessoais com base

na epidemiologia brasileira.

Epidemiological and personal antecedents form

Form Number: Date:
Sex FO (MO
Age (in years)
Lir  leelEdiniei) - (Letiology White | Black [ Indigeno | Brow | Asian
used by the Brazilian Institute of O O O O O
Geography and Statistics) us n
Residency Urban | Rural
O O
Height (m)
Weight (kg)
Abdominal circumference (cm)
Diabetes Yes
No
O O
Hypertension Y
yp i es No O
O
Heart disease Yes No O
O (0]
Dyslipidemia Y
yslipi i es No O
O
Obesity Yes
No
O O
Sedentary lifestyle Yes
Yy Yy No O
O
Smoking Yes
No
O O
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If smoker, smoking load (pack-year)

INCCD)

Alcoholism Yes No O
0
O
Previous cardiovascular  ischemic | Yes
events O No O
Previous cerebrovascular ischemic | Yes
events O No O
Previous venous thrombosis or | Yes
pulmonary thromboembolism O No O
Neoplasia under treatment (<5 years) | Yes
No O
O
Acquired immunodeficiency syndrome | Yes
No O
O
Autoimmune disease Yes
O No O

Other diseases (report)
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10.5 Anexo 5: Formulario de avaliacdo clinica e exame fisico com base nos

sintomas mais prevalentes de SARS-CoV-2.

Clinical assessment and physical examination form

Form Number: Date:
Diagnosis day
Time elapsed since diagnosis (days)
Time elapsed since start of treatment (days)
Time elapsed since start of symptoms (days)
Hospitalization unit Nursery O ICU
O
Patient status In Hospital Death
Treatmen Discharge O O
tO
Correct use of inhalation treatment Ye | No
s 1O
O
Symptomatic medications use Ye | No
s 1O
O
Supplementary oxygen use Ye | No
s 1O
O
Non-invasive ventilation use Ye | No
s 1O
O
Mechanical ventilation use Ye | No
s 1O
O
Bleeding Ye | No
s 1O
O
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Type of bleeding (epistaxis, hematuria, upper /
lower digestive hemorrhage, others)

INCCD)

Bleeding start date (blank if not present)

Bleeding end date (blank if still present)

Fever Ye | No
s |O
O

Fever start date (blank if not present)

Fever end date (blank if still present)

Dry cough Ye | No
s O
O

Dry cough start date (blank if not present)

Dry cough end date (blank if still present)

Tiredness Ye [ No
s O
O

Tiredness start date (blank if not present)

Tiredness end date (blank if still present)

Osteomuscular aching and pain Ye | No
s O
O

Osteomuscular aching and pain start date (blank if

not present)

Osteomuscular aching and pain end date (blank if

still present)

Sore throat Ye | No
s O
O

Sore throat start date (blank if not present)
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Sore throat end date (blank if still present)
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Diarrhea Ye | No
s 1O
O

Diarrhea start date (blank if not present)

Diarrhea end date (blank if still present)

Conjunctivitis Ye | No
s 1O
O

Conjunctivitis start date (blank if not present)

Conjunctivitis end date (blank if still present)

Headache Ye | No
s 1O
O

Headache start date (blank if not present)

Headache end date (blank if still present)

Loss of smell Ye | No
s 1O
O

Loss of smell start date (blank if not present)

Loss of smell end date (blank if still present)

Loss of taste Ye | No
s 1O
O

Loss of taste start date (blank if not present)

Loss of taste end date (blank if still present)

Cutaneous rash Ye | No
s 1O
O

Cutaneous rash start date (blank if not present)
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Cutaneous rash end date (blank if still present)
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Cutaneous pallor Ye | No
s 1O
O

Cutaneous pallor start date (blank if not present)

Cutaneous pallor end date (blank if still present)

Cutaneous cyanosis Ye | No
s 1O
O

Cutaneous cyanosis start date (blank if not present)

Cutaneous cyanosis end date (blank if still present)

Dyspnea Ye | No
s 1O
O

Dyspnea start date (blank if not present)

Dyspnea end date (blank if still present)

Chest pain Ye | No
s 1O
O

Chest pain start date (blank if not present)

Chest pain end date (blank if still present)

Aphasia Ye | No
s 1O
O

Aphasia start date (blank if not present)

Aphasia end date (blank if still present)

Hyporexia Ye | No
s 1O
O

Hyporexia start date (blank if not present)
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Hyporexia end date (blank if still present)
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Heart rate (BPM)

Brachial systolic pressure (mmHg)

Brachial diastolic pressure (mmHg)

Peripheral oxygen saturation (%)

Axillary temperature (Celsius)

Paleness Nor | 1+/4 |2+/4 | 3+/4 | 4+/4+
mal |+ [+O |+O | O
O

Cyanosis Nor | 1+/4 | 2+/4 | 3+/4 | 4+/4+
mal |+ [+O |+O | O
O

Oral cavity Norm | Altere
alQ |dO

Description

Pulmonary auscultation Norm | Altere
alQ |dO

Description

Cardiac auscultation Norm | Altere
alQ |dO

Description

Abdominal examination Norm | Altere
alQ |dO

Description

Limbs (pulses, edema, skin conditions) Norm | Altere
alQ |dO

Description
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10.6 Anexo 6: Formulario de achados laboratoriais e tomograficos com base

na rotina laboratorial do paciente internado com SARS-CoV-2.

Laboratory results and tomographic findings form

Form Number:

Date:

RT-qPCR

Positive

O

Negative

O

RT-qPCR quantitative viral load

Blood count

Normal

Altered
O

Hemoglobin (g / dL)

Hematocrit (%)

Mean corpuscular volume (fL)

Red cell distribution width (%)

Platelets count (10° / pL)

White cell count (103 / pL)

Neutrophils (%)

Lymphocytes (%)

Bands (%)

Arterial gas

Normal

O

Altered
O

pH

pCO2 (mmHg)

PaO2 / FiO2

HCO3 (mEq /L)

SO2 (%)

Base Excess

D-Dimer (ng / mL)
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aPTT Normal

O

Altered
O

Prothrombin time (PT)

International normalized ratio (INR)

Activated partial thromboplastin time
(aPTT)

Normalized aPTT Ratio

Renal function Normal | Altered

O O

Urea (mg / dL)

Creatinine (mg / dL)

Fasted glucose (mg / dL)

C reactive protein (CRP) (mg /L)

Amylase (U /L)

Thoracic tomography description
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10.7 Anexo 7: Formulario de eventos adversos com base na frequéncia de
observacio de eventos adversos induzidos por heparina e categorizados de
acordo com o0 Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTC-AE)

Adverse events form

Form Number: Date:

Thrombotic thrombocytopenic | Grade 1 | Grade 2 | Grade 3 | Grade 4 | Grade

purpura O O O O 50

Time between event and last dose

administered (hours)

Disseminated intravascular | Grade 1 | Grade 2 | Grade 3 | Grade 4 | Grade

coagulation O O O O 50

Time between event and last dose

administered (hours)

Hemorrhage Grade 1 | Grade 2 | Grade 3 | Grade 4 | Grade
O O O O 50

Site of hemorrhage

Time between event and last dose

administered (hours)

Anaphylaxis Grade 1 | Grade 2 | Grade 3 | Grade 4 | Grade
O O O O 50

Time between event and last dose

administered (hours)

Hypophysitis Grade 1 | Grade 2 | Grade 3 | Grade 4 | Grade
O O O O 50

Time between event and last dose

administered (hours)

Ischemia Grade 1 | Grade 2 | Grade 3 | Grade 4 | Grade
O O O O 50

Site of Ischemia
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Time between event and last dose
administered (hours)
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10.8 Anexo 8: Financiamento FAPESP/PPSUS, numero do processo
2020/12165-8

‘ bv-cdi Fomento &
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Pesquisa para
navacio

Difusiio do
Conhecimenio

Acordos o
Conwénios

Sobre a
BV FAPESP

FAPESP
7

=000 1 resultado(s) 1

& Heparina de alto peso molecular por via inalatéria para o de Sars-CoV-2
Processe: 20/121658
Linka de fomame: Audiio d Pesquisa - Pesquisa em Polticas Pilicas
Vigineia: 01 de margo de 2021 - 23 de fevereiro de 2023
Area do cenhecimene: Cilncias da Sadde - Medicha
Comvinio/Acorde: CNPg - PPSUS
Pesquisader reapansivel: Carlos Magno Castelo Branco Fortakezs § B ©
Benaficidelec Carkos Magno Castelo Branzo Fortakeza § [l @

sedec Faculdade de Mad (FMB). Universidade Estadual Pasdista (UNESP). Campus de Botecaty, Botucaty , S8 Beas|
Pesq. de Campas ; Math ; Rmjane Marta Tommasinl Grote
A Doengas negligenciades T de doengas Aivicss COVID-19 Heparing Enssio clinico

Resumo

Coronavirus 19 (COVID-19) & uma doenca respiratdria de causa virsl que | foi idmlmc.da om dezembro de 2019 apds o8 primeiras cases na China,
egpalhando-ae ragidaments até Mingr © status de pandermia, i wo o de i 3 de M & forte lnwo fCONHMIco-
sccial. O tratamento até este momento ndo fol estabelecido e existem Mo: ensalos i dos e que
apreseenaram sividade antivieal in vitro, d da urgncia que & situacio globial nos ln'obe Medicamentos com agio especiica podem kvar
anos até serem descobertos, enquanto uma vacina também demanda munn tempo. R fol do gue o agl da
infecgdo pelo Coronaving pode estar relacionado & formagho de micro cofgulos nos vasos Gt & anticoagul 18m sido utilizados
como adjuvantes no tratamento. Justifica-se este estudo medante a realizacio de um estude piloto que evidenciou ume acio | in vitro
(anti-COVID-19) de uma nova heparina de alto peso. Sera realzade um ensalo clinico de fase I/l Ao todo, 40 participantes serdo incluidos em dois
beagos. Os participantes alocados no Grupo 1 (controle). Inalagio com sore fsioldgico 0.9% aplicado de 4-4 horas, por 7 das, Participantes
alocados no Grupo 2 (intervengdo) receberdo Hcpam: de ao peso modem inalaténa (250ug/mL de SF 0,9%), em poscloga de 4/4 horas, por 7

dias. 08 desfechos de interesse serdo seg de derados ou graves) e eficicia (medida em score de 7 portos,
sendo 1 ausincia de limitagdes e 7, morte) Eapou—« o degenvolvimento de u'm v opeho terapéutica pars COVID-19, com possibilidade de
utilzagso em outras doengas graves por irus, para ser p em dos de fase |Il. (AU)

=0@ 0 1 resultado(s) 1
Exportar 1 registro(s) selecionado(s)

Marcae todos desta pdging | Limpar seleciio
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10.9 Anexo 9: Protocolo Clinico Publicado Nebulized enriched heparin to treat
no critical patients with Sars-Cov-2: Triple-blind clinical trial. Medicine
(Baltimore). 2021 Dec 23;100(51):¢28288. doi: 10.1097/MD.0000000000028288.

I study Protocol Ciinical Trial MedICIne

Nebulized enriched heparin to treat no crltlcal
patients with Sars-Cov-2

Triple-blind clinical trial

Matheus Bertanha, PhD*®" @, Lanize da Siva Rodrigues, MSc™ @, Pedro Luciano Mallucci Filho, MDP®,
Andrai Maroz, PhDPO, Maria Inés de Moura Campos Pardini, PhD™* O, Marcone Lima Sobreira, PhD O,
Edson Luiz Durigon, PhD*'O, Rataal Rahal Guaragna Machado, MSc®©,

Rejane Maria Tommashni Grotto, PhDP92, Marcalo Andrade de Lima, PhD" @, Helena Bongiani Nader, PhDY @,
Mari Lsite de Morass, PhD'®, Alexandre Naime Barbosa, Pno*‘O Natdlia Bronzatto Medaiago, PhD'®,
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Bertriia ot & Modicne (2021) 100:51 Modiane

dething new mmamwamwhmwdwmwm
Cororaviua 2 (SARS-CoV-2) n viro assays uatly he advance for dinical tests.

Mothods and analy sis: A phase Vil triple- bind pardiel dinical tal will be conductad. Aty partcpants wih radobgicdl dagrosis
of gads IA pneumona wil be slected, which wil be diocated in 2 ams. Particpants dlocated in Group 1 (placebo) will recaive
nebulzed 0.9% salne. Partdpants alocaied In Growp 2 (ntervention) will recsive nebuized endched hepadn (2.5ma/mi 0.9%
salng). Both groups will recaive herespectve solitons ona 4/4 hour basis, for 7 days. The main cutcomes of interest will be salety
(abssnce of sadowe achvese events) and afficacy (measured by the viral load).

mxwohwlbaledonatﬂylmh. rangng from day 0 (dagnosi) untl day 8.

Abbreviations: = Moograms per Militer, ACE2 = Angioensin-convertng Enzyme 2, aPTT = Actvaid Patal
Wmmcm&-mww Cartificate, Cala/mm® = Cais per Cubic Milimeter, COVID-19 =
Corona Vins Diesase 2019, CRP = C Reactive Potain, CTC-AE = Common Termindogy Criteria for Adverse Events, Da = Datton
(unk), DNA = Deoxyrbonuciec Acd, DVT = Deep Ven Thrombosis, FIO2 =Fracton of Inspired Oxygen, gl = Grams per Liter, GCP
= Good Ginical Practos, HV = Human Immunodaficiency Vinus, HVWH = High Molecular Weight Hepadn, HS = Heparh Sullae,
ICH = Iniermatonal Coundil for Hamonization, ICTRP = htemationd Clinicadl T Registry Platiom, ICU = Iniensive Carelnit, D=
Identification, kDa = Kilo Daton (unt), Limin = Liters per Mnute, mg/mlL = par Militer, NIH = Natoral Insttuse of Hedh,
NIV = Nor-nvasive Ventiaton 02, nganmm-wmw =Recapior Bndng Domain, ReBEC =Brazilan
Cinical Trds Registy, RT-PCR = Red Time Poymerase Cran Reaction, S1 = Spike Proen, SARS-CoV-2 = Savem Acute

WHO = World Haath

1. Introduction

The first cases of coranavirus in humans were imitially ident fied
m 1937 and thar patiallar crowndike morphology was
demonstraeed in 1965.") A new coronavirus, named as severe
acute respiratory syndrome coronavirss 2 (SARS-CoV-2), was
dsavered in December 2019 at Wuhan province, China, is the
causative agent of the wronavirus disease 19(COVID-19).2) The
disease spreads rapidly workiwide, reaching a pandemic satus,
causing a significant amount of occurrences rdated to severe
respirawry failure, which can quickly progress © the need for
mechanical ventlation assistance ¥ The severity of the ases
and the need for highly complex medical and hospital resowurces,
associawed with 2 large number of cases due to the highinkctivity
of the virus, has led numerous health systems to their maximum
SUPPOTE CAPRCY. This caused the collapse of health services and
strong i nnp-.xw rldwide related to health policies
and social solati mposed ® dec the accel |
progression of the disease.

1.1. Rationale

Heparin & naturally polydisperse and heterogeneous acdic
polysaccharide member of the glycosaminoglycans family"/ It
has been used as mamcnguhnfotovc 80 years, with well-
blished safety, , bicavailability, and phammacokinet-
ics. Recent stodies bave shown de impac of pharmacological
thromboprophylaxis and systemic anticoagulation as effective in
protecting thrombotic events in cntically and non-cntically
COVID-19 patients! =™ Inaddition to its anticoagulant nature, it
also has othe chimcal appﬁczﬁmudmaum
lm'ed‘ nchuding antiviral activity against fhvivirus ™'
herpq"' inﬂumu’u' and HIV)™ ”' and, mare recently,
iviral action SARS-CoV.™

Lo

Respratory Syndrome Carona Virus 2, VL = Unit per Liter, UNESP = S30 Paulo State University, UTN = Uriversal Thd Number,

Keoywords: anthMral agenss, dinical protocol, OOMID-19, heparn, inhalaton, SARS-CoV-2

demonstrated that heparin and its analogues areableto bind tothe
SARS-CoV- Zspikcpumaml Hod: SARS-CoV-2 infection using
therapeutic rek Such inhibition i likely to be
caused by overlapping heparin‘heparan sulfate (HS) binding sies
on the subunit S1 of the spike proein, whaedt R.BDquaed,
which restrict $1 binding to the ACE2 receptor.™™

Pharmacutical unfractonated hepann formulations contain
polysacchanide chains of molecular weight ranging from ~5000 to
~30,000D2."" We have developed 2 method to enrich @wmmer-
cially available unfractionated hepanin by simple filtraton, where
heparin formulatons are fltered and cleared by eentrifugaton
(Amicon Ultra-15 Centrifugal filkers 10kDa, Merck Millipore,
Burlington, Massachusetts, United States of Amenca)to obtainan
ennched hepanin preparation, produced in a2 dean area and
sterilzed by fltration with a 0.22 filter. The ennched heparin
shows an antiviral activity in vitro (data notshown) (standardzed
VEROQ cdl-based assays witha dinical solae SARS-CoV-28102/
human/202(/BRA (GenBank access no. MT126808.1)). Upon
heparin treatment, there was a significant decrease in viral boad
(275%) with no observed cytotoxicity for the teseed doses (62,5~
BOnImLLOnd\ehnnofdufmdmgofdusmvmevalumal,
weconceived the hypothesisthat this enriched h
could be :ffeu:n! to inhibit SARSC. oV 2 viral rq)hcnm in
o or to the i on by .
umfractionated hanm at low doses.

1.2. Inhaled heparin

The mechanism of nebulzed heparin has been tested in several

clinical studies in the last 2 decades, mainly for the treatnent of

acute airway inflammation caused by smoke inhalaton and

severe acute Tespiratory diseases @ Due to it systemic
gulant nature, the admini ion of hepanin by inhalation

presented an initial concern regarding the risk of bleeding during

The interactions that occur between viral surface p and

host cell are the basis for viral infectivity and
transmissibility. SARS-(»VZ:x‘pums the su'fac dyoop’o—
tein S1 (spike proten), which arecepwor b g

(RED) that interacts with the angs i 2

H , itis known that the systemic absorption of

heparin by this route s minimal**/,
In the study camied out by Bendstrup et al,**/ the inhibitory
effects over systemic coagulation by nebulizd unfractonated
heparin at doses up to 64 mg were evaluated. This study showed

(ACE2), emabling the onset of ufe:uon.m' Pmnons smdna

¥

that there & a dosedependent effect on factor Xa mactivation
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with mmnimal changes in the activated partial thromboplastin
m(m)nldmdahddlen&ydunﬁ:cnmmdlrprm

hulization for clinical or inceasing
d:rd:ofbhadm&'zﬂ?helpsaap"‘ mczrtlycrtadmna
systematic review abowt the use of unfractionated heparin
inhalation for the treatment of heat injuries in thenspnmy
system of bum 1 and tuded that nebud zed h did
nat demonstrate an ingease in the mkofblmdmgrmmd
decreased the duration of mechanical ventilation.

For COVID-19, the heparnin antiviral effect is expected to be
related ® the fact that heparin bkxcks viral interaction with host
cdl receptors thereby inhibiting viral & withthe lland,
consequently, the viral infecton#42% Furthermore, there are
other important mechanisms that are relevant for the poential
effects of inhaled heparin m COVID-19, including effects on
inflammation, on coagulation, on mduammofDNA NETS, and
on mucus.?4 To this t, some studs dicate that the

with ik heparnin reduces hospital mortality in
patients wmh L()VlD-l9‘"' and stromly mppm the dinical
] i with
COVID-19) "-’3" Thug du: findings justify fnnha investiga-
tion to deepen the knowledge about the clinical effects of different
heparin preparations.

1.3. General objectives

The main objective of this study is to evaluate the safety and
efficacy of the use of nebulized enniched heparin administered in
patients with SARS-CoV-2.

14. Specific objectives

The specific objectives of this study are as follows:

1. To assess the anti laton profie of |
2. To assess the viral load of the SARS-CoV-2 muofueaed
patients;

3. To assess the mflammatory profile of the treated patients;

4. To assess the infectious profile of the treated patients;

5. To evaluate the respiratory evolution of treaed patients;

6. To assess the clinical evoly of treated patients, induding
the need for an inensive care unit (ICU)

1.5. EnHanCed study design

The present protocal refers to a phase 1, prospective, random-
zed, paralld, triple-hind clinialtrial. This design is justified by the
lack of a drug-speafic, costeffident treatment for SARS-CoV-2
patients and s expected ® evaluate safety ofthe intervention. The
use of a therapeutic drug justifies the need for a placebo control
group. Tripleblind clinical studies have the lowest levds of bias
and, therefore, the highest level of evidence for a clinical study. Itis
mdasnoddtxdiaelsmncdforapudyphaclsmdy basedon
the k edata p ly pr

2. Methods and analysis

2.1. Study setting

The study will be carried out at the S30 Paulo State University
{UNESP) Clnial Hospital of the B Medical School,
Botuaty, Sio Paulo, Brazil.

www.nd-ourrrsd.com

22. Bigibilty cri®ria

Eligihility criteria are as follows:

1. Sign and agree to the free and informed consent formy

2. Both genders, of any ethnic ongin, aged between 18 and 90

€ars;

. (’EIOWD~19 infected, diagnosed by reverse¢ranscriptase poly-
merase cham reaction (RT-PCR) and/or with a strong
suspicion of COVID-19, accarding to compatible dinical
and radiological findings;

4. Time of disease evolution less than 14days;

5. Radivlogical diagnosis of grade IIA pneumonia, with gas

cxchnlg ratio >200 in blood gas analysis (paO:pFO;),

P %

-

6.1 ‘ regime, provided that the
penodofhxptahmmbcfoumdumnnmmm:thm43
hours;

7. Demand for supplemental oxygen therapy (O2) less than SL/

min.

2.3. Exdusion criteria
Exclusion criteria are as follows:

1. Disagree with the terms of the study;

2. Moderate or severe respiratory failure requiring ICU admis-
son requiring invasive mechanical ventilation or positive
pressure noninvasive ventilation (NIV);

Pregnancy or puerperium;

Hematological diseases;

Coagulation disorders;

Previous use of anticoagulants in therapeutic dosages;
Previous heparin-induced allergy or thrombocympenia or
current thrombocympenia with 2 mwunt of less than 50,000
plateletdmm®;

8. COVID-19 vaccinated patients.

N,

24. Interventions

Considering the pulmanary water koss of 8 to 10ml during the
gas exchange in 15minutes fof mhalation) and compensating
the dilution of the solution in the pulmonary fluids, we opted for
the dose of 2.5mg heparin in 1mL of 0.9% salne, aiming the
effective mean wsed doses (62.5-250 pg/mL), jet nebulizd
(atomizers) 44hours, except the nebulization that would be
administered between 12 mt and 6 s, The treatment will be done
with §ml of this sdluton previously prepared (2 5 mg heparin in
1 mlL of 0.9% saline - toralizing 12.5mg of enriched hepanin per
cyck), for 7days consecutively, We assumed that any reductions
in viral bad promowed by ennched hepann would have a
significant impact during the first 14 days of the imnfectious
process. We considered that most patenss have developed the
disease for at last 7 days prior to bang admitted and that the
viral bad £nds © reduce spontaneously after 14 days. For those
s, and kooking to mitigate any prolongation of hospial
tzythxwemuldcm:,wtopwdfmapmdof7daysof
treatment. All ms&mmmofacmol dispersion
during bord vt mchiding S sesnal T : and
expiration valves.
Individual sterile viak containing SmL of enriched hepann
(25mg/ml, which will be adjused after the filtration process
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based on the result of biochemical analysis) or placebo (adding to
the same total volume of 0.9% saline) will be prepared by the
phamacist, stored in a freezer at -30°C, and ddivered to the
research #£am ina blind character. A fter receiving the preparation
(enniched hepann or placcbo), these will be imserted into the
bul zer cup and administered in a source of oxygen (5 L/min or
ling to the p 's need) m isolaed rooms, a process that
takes 15minuwes. Nebulization therapy will be performed after
uolnmofﬁepmltaldwthslppmtﬁwndwhmpnl
ittee, 5o that there will be no greater risk

of spreading the virus.

1. Growp 1 - Control: Jet nebulization with Sml. of 0.9% saline,
administered every 4 hours for 7 days, exapt the nebulzati

4. Remal failure development;
5. Development of major cardiovascular events such as
pulmonary embolism and acute myocardial infarction;
6. Dy d for ICU
7. Secondary pulmaonary bacerial infecions (bacterial pneu-
moma);
8. Deep vem thromboss (DVT) by Doppler ultrasonography
assessment;
9. Pancreatitss characterized by increase in amylase >200LVL
10. Demand for wre

that would be administered between 12 me and 6 am (5
mhalations per day).

2. Group 2- Expen l: jetnebul with 5 ml of ennched
heparin (25 mg/ml diluted in 0.9% saline ~totalizing 12.5mg
of enriched heparin per cycle), adminisered every 4hours, for
7days, except the nebulzation that would be admini

121 in white Hood cell count {10,000 cellmm’}

13. Increase in C reactive protemn test (CRP) (>3.00mg/L);

14. Deterioration of arterial blood gas paQ./pFiO; ratio (< 200);
15. Altered sodium (< 135 or > 145mEg/L);

16. Altered pocsmm(«( 3.5 or > 5.5mEg/L);

I7W ing of the y area compromised (%) by

between 12 s and 6 AM (5 inhalations per day).

Between 12 ms and 6 as, nebulks will notbe admmistered

toavoid the inmnveniena ofshq)dnmupzuupmunﬂ
beon T oxygen s

2.5. Discontinuaion criteria
Participants an withdraw from the study, if they wish, at any
time and regardless of the reason, withoutconsent of the research
team. Any type of severe adverse events, according to the rules of
the Common Terminology Crieria for Adverse Events {(CTC-AE
5.0),7° will be considered criteria for discontinuation.

The reasons for discontinuing treatment will be properly

fl. or infecion by mmographic assessment.

2.8. Participant timeline
Thedomreuumtwiﬂbtcamedoutmdzy&
jomization will be perfformad n up © 48houns after
admnmAﬁerdlesldofdwmxdy,ﬁcm:vmxwﬂl be
referred and acompanied at the COVID-19 outpatent clink S50
Paulo State University (UNESP) Clnical Hospital (Table 1).

2.9. Sample size and recruitment
The total recruitment size will be 50 partiapants, aimmg at a
i of 40 pats foll 'duringd\esuxdypriod.'ﬂw
wl the of

was d <

documented by the research #am and, in case the study s closed,
the researchers will enswre the continuity of the medical and

1
P P

hospital assistance © the participant.
1f COVID-19 is not confirmed by RT-PCR within 72 howrs of
the inclusion, the patient will be withdrawn from the smdy.

26. OQuomes: primary objectives assessment

1. Safety: relaed to the use of nebulizd ennched hepann by
matients with SARS-CoV-2 by the asesment of hemormhagic
events of any nature, alteration of the coagulation testing, such
as alteration of the coagulation testing as reflected n a
;rolwlpdam md:nd byan increase in aPTT >1.5 and

4 d th

v

2. Ffficacy: related to the p i, by the analysis of
hSARS-(oVZvnlbadofdlemmumdfw
7days, by the sequential assessment of RT-PCR in the nasal

swab, that will be pared b rew 2,5,and
7days study ermmation).
2.7. Quomes: secondary objectives assessment
1. Safety d by respi y, dinical, lab ial, and

tomographic findings as follows, ina mumber of patients, and
hospitalization days (including hospital discharge day):

2. Supplemental oxygen therapy needed;

3. Mechanical pulmonary ventilation needed;

d zs COVID-19 at the S3o Pao Star University
{UNESP) Clinical Hospital that met the study's eligibility cnena.

The minimum sample akulaton of 40 patients took into
account 2 independent study arms, with an estimated proportion
in the viral load reduction rate of 30% for group 1, which will
receive placebo, and 75% for group 2 that will be treated with
ennched nebulized heparin as proposedin this study, considering
80% test power and a 5% significance level for a bilateral test.

2.10. Allocation

Participants will be divided in® 2 groups and randomized 1: 1. In
dusvny,drywllmauqua\aalmdusomnunlzrfmm:n

ically drawn ber table and will receive the treatment
according to the allocation in one of the Froups:

The randomization hist will be prepared by an independent
statistician, using Stat Treék, a program to construct random
number tables, available at hepyistattrek com/Tables/Random.
aspx. Fifty positions will lzdnw-nmatmdnnan‘lmemuve
mamer. The envdope % the zaton will bekeptin

ion of an independ fessional (ph wst), sothatthe
mubusofdwmxdymwiﬂmknowd:mdadalkxnm

2.11. Blinding

Theclinical tnal will betriple-blind. Participanss, researchers, the
data, and statistical analysis team will not have access to the
allocats bers. A ph ist will produce the heparin and
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www.nd-ourrsd.oom

Scheduk for assessments and intervention.

Ictidtes Dey0  Dey Dey2 Dy2 Oy4 DOy5 Oy6 Dy7 Dy

bt cornt fom X

Maticd vist, paient siory and physicd eaminaion X X X X X X X X X

Wit g amenment X X X X X X X X X

Matcios n use X X X X X X X X X

ndsion sd ecuson criela X

OVD-12 vind load In AT PCR X X X X X

Complete Hood count Ddimes, aFTT, uns, owatinie, gloose, X X X X X
syt peotsn C, Hood gas, and amyase

Computst Sorxdc omoy ghy X X

HMAH o plaoebo adminingion X X X X X X X

Az el X X X X X X X X X

DExnatnuetion ofkd X X X X X X X X X

The partcipants wil be fdiowa! up and siuted ondays 0 1,2 3 4, 5 6 7, and 3 day afer randomistion.

the ﬂnbomdwﬂl:sgnarcgzdzrofdummmdlsnhu
the product to each participant, acarding to the randomi

admission. After the end of the study, the partiapant will be
referred and accompanied atthe COVID-19 cutpatient clinicS30

bist. In addition, presentation of the preparation to the control
and expenimental group will be dentical, as enriched hepanin is
colorless and odorless © the human eye and nose, as well as the
saline. The blinding code will not be broken until all research
partiapants have complewed the study and the database is dosed,
that i, it will not undergo further changes (Table 2).

2.12. Emergency unmasking
lnmem:rpu:y mdlfnec:szry,mnbetsofdudatamd
securnity ng can a blinding break, anly

for the pmapmtatrdzmdafwevalmmdthesmry
committee.

2.13. Data collection plan
Data will be collected daily by the researchers by fillng of
asessment forms.

All asessment forms are available as supplementary mateniaks,
hetpsAinkslww.comMDIGS541: Epidemiological and personal

Pauko Stae University (UNESP) Clinical Hospital.

2.15. Statistics

Categorical variables will be evaluated with Fisher's exact test,
continuows vanables will be compared with non-parametnc
methods such as Mann-Whitney testor U'test, paired comparnisons
will be evaluaed with the Wilaxon test, multivariate analysis will
be evaluated with regression Cox analysis and long ¢erm clinial
analyzes will be compiled on Kaplan-Mar curves.

Missing data and multiple imp wons will cause discontinua-

tion of the patient enrolment in order to avaid hias.

2.16. Adverse effects

Adverse effects related to the nebulized use of heparins will be
tracked and amalyxd according to the Common Temmology
Critenia for Adverse Events (CTC-AE 5.0)," and will be graded
fmm 1to5, mndmgmthcsc\mryofdu event.

efﬁas dary to the use of heparins will cause the

antecedents form; Clinical assessment and physical examination
form; Laboratory results and tomographi findings form;
Adverse events form. (Supplement Material 1 - Figure 1,
hep/Amkslww.comMDAGS537, Supplement Matenal 2 - Rg-
ure 2, httpflinks lww.com/MD/G538, Supplement Matenal 3 -
Figure 3, hetp/Aimkslww.com/MDAGS39, Supplement Matenal
4 - Figure 4, httpeflinks. lww.com™MDIGS540).

2.14. Retention

'Ihzdosmtmcwnmtmllbeczndmxmdays
domiztion will be p I in up to 48hours after

dmmmumofthzsmdy:fgnchd] o more. All severe
adverse effects noted by the researchers will be reported to the
ndependent data and secunity monitoring committee.

The following dat will be analyzed incase of anadverse event:
the typeof:ven ar reaction, including cvms (major
hleedi 1y bleeding, and heparin-ind 1 1
nqmu),sundneandnnz,dzumdmofdwm xaoa\t
administration of heparin; the extent of any causal link © the
enriched heparin; the severity of the event.

The following adverse events and reactions will be considered
severe Any eventthat is related to the use of enriched heparinand

Common Termindlogy Criteria for Adverse Events {CTC-AE) 5.0 class fication®™9,

Grade Descdptbn

Grxde 1: Mid o mild chicl o ding only; ot el

Grxte 2 Modenge Mrna bod o noninasve nkvetion ndcatat Imiing ageappoplate reummt ahvites of Gl e

Grde 3 Severe o maticdly sonificat but ot Matical or of afion ndoatet dstiing: limitng sefcae atiites of Gely e
Mty K Sy

Grte 4: Lfe-freming comunos: Urgert Intervertion Indicaed.

Grte 5c Dagh Dt reked b acwrse et
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causes prolangation of hospital stay, dnblmg limiting self-care
activities, urgent interventions needed and death; bleeding that
results in death, that ocairs in a cntcal area or organ
(mtracranial, spinal, intraocular, retropentoneal, intra-articular,
orintramuscular ), which resulss in a drop in hemoglobin of 205/
L or mare or denands transfusion of 2 or more units of whole

Medicine

National Insttue of Health (NIH) United Staes National
Library of Medicne ClinkalTrialsgov pladorm ID:
NCTO4743011

blood or red blood cells; lung Heeding, which & the bk
bleedmgﬁ'omdmhmg,mdlez otbtmdumth-,. el

Author contributions
G pruak Matheus Bertanha, Andrei Moroz, Maria
Inés de M Campos Pardini, Edison Luz Durigon, Rafael

hemoptysis or which reg T and =
mwcad with acote deteriontion of the nspxrmry state;
hepanninduced thromb penia, which & an unexplained
dxvpmplnelcooumnxdaposnwhcpmnambub'tsgmy
other adverse event and reaction that, after evaluated by the
independent data and secwrity monitoring committee, are
considered not part of the expected dinical course and may be
related to the study.

2.17. Patient and public involvement

This research was designed to evaluae the safety of a well
stablished drug, hepann, for a novel purpase. This trial and its
questions arein line witha f patient’s high expectats
fmumtopcomfm(l)VD-przummu Drug efficacy
and bwomz:ofp:mmnt unpotumr,omu&rmgthe
exension and raw number of p dyin
developing awuntries.

To achieve 2 minimum level of bias, we designed a triple-blind
study, in which patients are recruited after in-hospital admission
and are fully aware of its methodology, risks, and benefiss. All

Jents are Orx l of hepanin's primal role as an anticoagulant,
aldnu.ghdlepmpond dageand the nebulized administration
has already shown not © ingease thromboplastin time, and,

__,,

Rahal Guaragna Machado, Marcelo Andrade de Lima, Helena

Bonciani Nader, Marki Late de Momaes, Angelo José Magro,

Cristane Rodngues Guzo Carvalho, Rita de Cassia Alvarado,

Cardos Magno Castelo Branco Fortaleza,

Data curation: Lenze da Silva Rodrigues, Marcone Lima
Sobreira, Alexandre Naime Barbosa, Natilia Bronzmto
Medolago, Helga Caputo Nunes, Gustavo Constantino de
Campen.

Formal analyss: Helga Caputo Nunes, Gustavo Constantino de

Funding acquisition: Matheus Bertanha.

Investigation: Matheus Bertanha, Pedro Luciano Melluca Filho,
Vmicus Tadeu Ramos da Silva Grilla, Nathalia Dias Sertorio.

Methodology: Matheus Bertanha, Pedro Luciano Melluca Filho,
Andrei Moroz, Mana nés de Moura Campos Pardini, Edison
Luz Dungon, Ra&el Rahal Guaragna Machado, Rejane
Mana Tommasini Grotto, Marcek Andradede Lima, Helena
Bonciani Nader, Mari Leite de Moraes, Natilia Bronzatto
Madolago, Angelo José Magro, Cnistiane Rodrigues Guzzo
Carvalho, Rita de Cissia Alvarado, Caros Magno Castelo
Branco Fortaleza.

Project administration: Matheus Bertanha, Carlos Magno
Castdo Brana Fortaleza.

Resources: Lenize da Silva Rodrigues, Alexandre Naime Barbosa,
Fibio Florenga Cardosa, Leonardo Nazino de Moraes.

therefore, does not induce anticoagulaton

The burdens of intervention will be ed daily by clinical
evaluations and Lboratory tests, and patients can report any
signals or symptoms at any given moment.

2.18. Strengths and kmitatons
This is the first clinical trial that wses inhaled enriched heparin,
which allows a lower dosage of heparin to be administered in
comparison to other ongoing traks.
Itis a triple-blind randomized study.
Dropout rate may be high.
Hospiglization time may be affected, a5 laboratory exams will
be assessed for 7 days.

2.19. Ethics and dissemination

The EnHanCed clinical trial will be conduced m acordana
with all applicable Brazilian national laws and mntematonal
guidelines; in accordance with the ethical principles defined in
the 18th Workd Medical Assembly, Hebinki, 1964, and all
:ppl: amendments; following the International Council for

zaton (ICH) guidelins for Good Clincal Pacie

1(0).

EnHanCed is registered on Brazilian and intemational plat-
forms under the following registration IDs:

Warkl Health Omganzaton (WHO) Itematonal Chnical
Triaks Registry Platform (ICTRP} Universal Trial Number
(U'N): Ul111-1264-8253, submitted under the Brazilian
Clinical Triaks Registry (ReBEC).

Software Peadro Ludano Mdluca Filha

Supervision: Leniz da Silva Rodngues, Marcone Lima Sobreira,
Marcelo Andradede Lima, Alexandre Naime Barbosa, Carlos
Magno Castelo Branco Fortaleza.

Validation: Andrei Morae, Mania Inés de Moura Campos
Pardini, Edison Luz Dungon, Rafael Rahal Guaragna
Machado, Rejane Mana Tommasini Grotto, Helena Bonaani
Nader, Marli Leie de Moraes, Fibio Florenga Cardosa,
Angrlo José Magro, Cristiane Rodngues Guzzo Carvalho,
Leonardo Nazino de Moraes, Rita de Cissia Alvarado,
Carlos Magno Castdo Brana Fortaleza.

Visualz Marceky Andrade de Lima.

Wnting - orginal draft: Mathews Bertanha, Pedro Luciano
Mdluca Filho.

Wnting - review & editing: Mathews Bertanha, Mararlo
Andrade de Lima, Natilia Bronzatto Medolago, Caros
Magno Castelo Branco Fortakeza,
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