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Resumo 

Introdução: A emergência de um novo coronavírus, o SARS-CoV-2, no fim de 2019 
tornou-se em poucas semanas uma ameaça à saúde pública mundial. A infecção aguda 
por esse vírus respiratório pode causar comprometimento importante das trocas gasosas. 
Um ponto que chama atenção nestes pacientes é que a complacência pulmonar esta 
normal ou pouco reduzida e que os níveis dos produtos de degradação de fibrina, como 
os d-dímeros, estão muito elevados. Por outro lado, estes vírus podem desencadear o 
desnudamento do glicocálix endotelial o que propicia a adesão e agregação plaquetária. 
A nossa hipótese é que este vírus causa desnudamento do glicocálix endotelial levando 
a agregação plaquetária e ativação da coagulação o que acarreta a trombose da 
microcirculação pulmonar acarretando efeito espaço morto (áreas ventiladas e não 
perfundidas) contribuindo para a hipoxemia arterial grave observada nestes casos. 
Objetivo: Avaliar se a heparinização plena em comparação com a heparinização 
profilática melhora as trocas gasosas e diminui a disfunção de múltiplos órgãos em 
pacientes com COVID-19. Correlacionar a alteração da coagulação com os níveis dos 
biomarcadores de lesão do glicocálix endotelial. 
Metodologia: Os pacientes serão randomizados através de aplicativo eletrônico na 
proporção 1:1:1 para três grupos: primeiro grupo será utilizado a heparinização plena 
com enoxaparina corrigida para o clerance de creatinina, no segundo grupo será 
utilizado a heparina não fracionada ajustada pelo TTPA (mantendo um ratio entre 1,5 a 
2,0 vezes) e o terceiro grupo a heparinização profilática através da heparina não 
fracionada 5000 UI SC 8/8 hs  em pacientes com infecção confirmada por SARS-CoV-2 
através de RT-PCR e com apresentação clínica grave de insuficiência respiratória 
necessitando de ventilação mecânica ou refratária a oxigenoterapia (manutenção de 
frequência respiratória > 24 ipm e saturação <90% com cateter de oxigênio a 4 
litros/min). Serão coletados os seguintes exames: gasometria, lactato, D-dímero, PCR, 
biomarcadores de lesão do glicocálix endotelial (sindecano-1, hialurano, 
trombomodulina, heparan sulfato, CD44 solúvel, sulfato de condroitina) no momento da 
inclusão (D0) e após 96 horas da heparinização (D4). Os desfechos primários serão: 
comparação entre o antes e depois da relação PO2/FIO2, disfunção orgânica avaliada 
através do escore SOFA (Sequential Organ Failure Assessment), variação D-dímero, 
dias livre de ventilação mecânica, mortalidade em 28 dias. O desfecho secundário será 
um desfecho combinado de mortalidade geral em 28 dias, necessidade de hemodiálise, 
hipoxemia refratária. A heparinização plena será mantida no mínimo por 96 horas e 
poderá ser suspenda se ocorrer sangramentos ou redução das plaquetas < 30.000 mm3. 
Será avaliado o desfecho de segurança: sangramento maior, sangramento menor e 
sangramento que requer atenção médica de acordo com os critérios de TIMI bleeding 
risk. Considerando uma amostra pareada, um nível de significância de 5% e um poder 
de 85% e uma melhora da relação PO2/FIO2 de 150±50 para 200±50 consideramos 
necessário a inclusão de 10 pacientes em cada grupo. O grupo heparinização plena será 
avaliado agregado (enoxaparina+heparina não fracionada) e separadamente versus a 
heparina profilática. 

Palavras-chave: SARS-CoV-2; COVID-19; glicocálix endotelial; trombose da 
microcirculação; heparinização plena 
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Abstract 

Introduction: The emergence of a new corona virus, SARS-CoV-2, at the end of 2019 
has become a threat to public health worldwide. Acute infection by this respiratory virus 
can cause significant impairment of gas exchange. A point that draws attention in these 
patients is that lung compliance is normal or little reduced and that the levels of fibrin 
degradation products, such as d-dimers, are very high. On the other hand, these viruses 
can trigger the shedding of the endothelial glycocalyx, which promotes platelet 
adhesion and aggregation. Our hypothesis is that this virus causes denudation of the 
endothelial glycocalyx leading to platelet aggregation and activation of coagulation 
which leads to pulmonary microcirculation thrombosis causing ventilated and non-
perfused areas contributing to the severe arterial hypoxemia observed in these cases. 
Objective: To evaluate whether full heparinization compared to prophylactic heparin 
improves gas exchange and decreases multiple organ dysfunction in patients with 
COVID-19. Correlate the change in coagulation with the levels of the biomarkers of 
damage to the endothelial glycocalyx. Methods: Patients will be randomized using an 
electronic application in a 1: 1: 1 ratio for three groups: the first group will use full 
heparinization with enoxaparin corrected for creatinine clearance, in the second group 
the unfractionated heparin adjusted by the APTT will be used ( maintaining a ratio 
between 1.5 to 2.0 times) and the third group prophylactic heparinization through 
unfractionated heparin 5000 IU SC 8/8 hs in patients with infection confirmed by 
SARS-CoV-2 through RT-PCR and with severe clinical presentation of respiratory 
failure requiring mechanical ventilation or refractory to oxygen therapy (maintenance of 
respiratory rate> 24 ipm and saturation <90% with oxygen catheter at 4 liters / min). 
The following tests will be collected: blood gas, lactate, D-dimer, PCR, biomarkers of 
endothelial glycocalyx lesion (syndecan-1, heparin sulfate,  hyalurane, 
thrombomodulin, CD44s, chondroitin sulfate) at the time of inclusion (D0) and after 72-
96 hours after heparinization (D3). The primary outcomes will be: comparison between 
before and after the PO2 / FIO2 ratio, organ dysfunction assessed using the SOFA score 
(Sequential Organ Failure Assessment), D-dimer variation, days without mechanical 
ventilation, mortality at 28 days. The secondary endpoint will be a combined endpoint 
of general mortality within 28 days, need for hemodialysis, refractory hypoxemia. Full 
heparinization will be maintained for a minimum of 72-96 hours and may be suspended 
if bleeding or platelet reduction <30,000 mm3 occurs. The safety outcome will be 
assessed: major bleeding, minor bleeding and bleeding that require medical attention 
according to the TIMI bleeding risk criteria. Considering a paired sample, a significance 
level of 5% and a power of 85% and an improvement in the PO2 / FIO2 ratio from 150 
± 50 to 200 ± 50, we consider it necessary to include 10 patients in each group. The full 
heparinization group will be evaluated aggregated (enoxaparin + unfractionated 
heparin) and separately versus prophylactic heparin. 

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19; endothelial glycocalyx; microcirculation 
thrombosis; full heparinization 
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Os vírus respiratórios são conhecidos antigos do homem, e circulam há milênios 

de maneira endêmica em todo o mundo (1). Ocasionalmente, causam surtos epidêmicos, 

de periodicidade e gravidade imprevisíveis. O material genético simples e a alta 

capacidade de mutação destes vírus, associada à circulação em diversas espécies, 

principalmente, em aves e mamíferos, contribuem para o risco potencial de mutação 

altamente virulenta para a espécie humana. Atualmente, mais de 20 subtipos de vírus já 

foram descritos como agentes causadores de infecção respiratória aguda, com potencial 

de evolução para quadros pulmonares graves (2). 

        Nas duas últimas décadas, a emergência de cepas virais altamente patogênicas 

despertou ainda mais a atenção mundial para o problema de saúde pública que 

representam (3). Em 2003, uma nova cepa de coronavírus foi identificada no sudeste 

asiático, causador de um quadro gripal, em que muitos dos infectados evoluíram 

rapidamente com complicações pulmonares, ficando conhecida pela sigla SARS-CoV, 

Síndrome Respiratória Aguda Grave (Severe Acute Respiratory Syndrome-

Coronavirus), que em poucos meses atingiu 37 países, parando de circular desde 2004 

(4). Nesse mesmo ano, um surto de influenza A(H5N1), ocorreu na Ásia Central, 

levando 483 dos 903 infectados a óbito por insuficiência respiratória (5). 

Em abril de 2009, foi identificada a circulação de uma nova cepa viral, a 

influenza A(H1N1), em uma criança mexicana que surgiu, provavelmente, de mutações 

adquiridas da circulação viral em porcos e aves (6). Em junho de 2009, o vírus já tinha 

atingido mais de 207 países, inaugurando a primeira pandemia do século XXI, 

conhecida como gripe suína (6). Em 2012, o Oriente Médio passou por uma epidemia 

de outro coronavírus, chamado MERS-CoV, Síndrome Respiratória do Oriente Médio 

(Meaddle East Respiratory Syndrome-Coronavirus), que provavelmente, saltou a 

barreira interespécies vindo de camelos (7). A Arábia Saudita, por exemplo, relatou 833 

casos confirmados, com uma mortalidade de 43% dos infectados (7).  

Em 31 de dezembro de 2019, a emergência de um novo subtipo de coronavírus 

capaz de causar formas graves de pneumonia foi relatada pela Organização Mundial de 

Saúde (OMS) (8). Em menos de três meses, o chamado SARS-CoV-2 atingiu níveis 

pandêmicos, e hoje, é estimado que tenha infectado cerca de 600 mil pessoas pelo 

mundo, levando ao desenvolvimento da doença COVID-19 (8). Diversas sociedades 

científicas e iniciativas estão sendo incentivadas a fim de aprofundar o conhecimento 

sobre a COVID-19, cuja gravidade e mortalidade ainda estão a ser analisados, conforme 

dados em diversas localidades do mundo são gerados (9).  
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Todos esses episódios compartilham de uma característica marcante em comum: 

a evolução dramática de uma síndrome gripal para um quadro grave de lesão pulmonar 

aguda, chamada de Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo (SDRA). 

 

1.1. A Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo 

A SDRA é uma lesão pulmonar grave, caracterizada por dano inflamatório 

agudo e difuso (10). Comprometendo as trocas gasosas e a mecânica pulmonar, a SDRA 

ocasiona hipoxemia, redução da complacência e da dimensão do tecido pulmonar 

aerado (10). Uma miríade de insultos pode desencadear este quadro, caracterizado pelo 

aumento expressivo da permeabilidade vascular (11). 

 O estudo pioneiro de Ashbaugh et al (12), publicado na Lancet em 1967, definiu 

as bases para o estudo da SDRA, caracterizada por desconforto respiratório, hipoxemia 

e presença de infiltrado bilateral na imagem de tórax, com relação temporal dentro de 

uma semana do insulto causador.  Na década seguinte, Katzentein et al (13) associou 

este quadro aos achados histológicos que descreveu como Dano Alveolar Difuso 

(DAD), caracterizado por dano endotelial e alveolar, com exsudato de fluído e células 

inflamatórias, acarretando grande prejuízo às trocas gasosas. O preenchimento dos 

alvéolos com fluído proteico compromete a estabilização do surfactante, propiciando 

colapso alveolar e formação de membrana hialina, um material amorfo composto por 

debris celulares e componentes proteicos do plasma e do surfactante alveolar, agravando 

ainda mais a oxigenação (14). Desde então, o achado de DAD é considerado a marca 

histopatológica da SDRA. 

Apesar dos avanços na compreensão da fisiologia pulmonar e dos mecanismos 

fisiopatológicos envolvidos na lesão pulmonar aguda, na prática clínica, a abordagem da 

SDRA continua um desafio. Não existe um teste diagnóstico padrão-ouro e, assim a 

definição e os critérios diagnósticos de SDRA vêm passando por discussões e evolução 

de conceitos. Em 2011, por uma iniciativa da Sociedade Europeia de Medicina Intensiva 

(European Society of Intensive Care Medicine), numa reunião internacional para revisar 

os critérios de SDRA, foi criada a Definição de Berlim (15). Nela, os novos critérios 

são: 1) início agudo do quadro respiratório, dentro de sete dias de um insulto conhecido; 

2) presença de infiltrado bilateral ao exame de imagem do tórax, em que o edema 

pulmonar não pode ser totalmente explicado por cardiopatia ou sobrecarga hídrica; e 3) 

hipoxemia, classificada em três categorias de gravidade, de acordo com a relação da 

pressão parcial de oxigênio (PaO2) / fração inspirada de oxigênio (FiO2), em uso de uma 
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PEEP de pelo menos 5 cmH2O; sendo grave uma relação PaO2/FiO2 < 100, moderada 

uma relação PaO2/FiO2 entre 100-200 e leve uma relação PaO2/FiO2 entre 200-300 (15). 

Até hoje não há uma terapia específica e as recomendações são 

fundamentalmente medidas de suporte, como estratégias de ventilação protetora e 

restrição à sobrecarga hídrica (17). Com isso, as taxas de mortalidade mantêm-se 

elevadas há décadas, com lenta redução ao longo dos anos. O estudo multicêntrico mais 

recente de Bellani G et al (10), realizado em mais de 50 países com 3.022 pacientes com 

SDRA, encontrou uma mortalidade de 40,3% e 46,1% para SDRA moderada e grave, 

respectivamente. A estimativa é de que, no mundo, um a cada três pacientes com SDRA 

não sobreviva em 60 dias (18). No Brasil, a mortalidade parece ser ainda maior, 

estimada em 52% por Azevedo et al (19) em uma coorte multicêntrica prospectiva, que 

incluiu 242 pacientes com SDRAOs mecanismos fisiopatológicos responsáveis pelo 

desencadeamento de SDRA após uma infecção por um vírus respiratório, até hoje não 

são inteiramente compreendidos.  

Diversos fatores podem contribuir para a instalação dessa complexa entidade 

clínica (14, 17, 20-22), como o endotélio pulmonar. Antes visto como uma estrutura 

inerte, o endotélio pulmonar tem sido atualmente, reconhecido como uma estrutura 

dinâmica e metabolicamente ativa (23). Mais recentemente, o glicocálix endotelial tem 

ganhado destaque nas pesquisas clínicas. Definido como uma camada gelatinosa, 

negativamente carregada, de material proteináceo altamente hidratado, reveste 

internamente toda a superfície endotelial dos vasos sanguíneos, estabelecendo uma 

constante intercomunicação entre os componentes do sangue circulante e do endotélio 

subjacente (24, 25).  O glicocálix é formado por um suporte de glicoproteínas de 

membrana, sendo a principal o sindecano-1, e receptores do hialurano (CD44). Nestas 

moléculas se ligam várias glicosaminoglicanas sulfatadas e não sulfatas. A 

glicosaminoglicana sulfatada mais encontrada é o heparan sulfato que se liga ao 

sindecano-1 e a principal glicosaminaglicana não sulfatada é o hialurano que se liga ao 

receptor CD44. 

Evidências crescentes apontam o papel-chave que o glicocálix endotelial 

pulmonar desempenha na manutenção da homeostasia e integridade da barreira alvéolo-

capilar (27, 28). Estudos clínicos e experimentais mostram a participação central do 

glicocálix endotelial no controle da permeabilidade (29, 30) e do tônus vascular (31, 

32), na regulação da adesão e migração de leucócitos (33, 34), na adesão e agregação 
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plaquetária (35, 36); processos fisiopatológicos fundamentais na lesão pulmonar aguda 

e no desenvolvimento da SDRA 

 Nosso grupo, em estudo patrocinado pela FAPESP (processo número 22147-1), 

que esta em fase de revisão em um periódico internacional, mostrou evidências da 

participação da lesão do glicocálix endotelial, principalmente do hialurano, no processo 

fisiopatológico de instalação da SDRA após uma síndrome gripal durante uma epidemia 

de influenza. 

 Atualmente, nos casos de SDRA, desencadeada nos pacientes com SARS-

Covid-19 alguns fatos chamam a atenção. Primeiro, apesar de importante 

comprometimento da oxigenação com importante redução da saturação arterial de 

oxigênio, estes pacientes mantem a complacência pulmonar normal ou discretamente 

reduzida. Outro aspecto que chama a atenção é a importante elevação dos produtos de 

degradação da fibrina como o D-dímero, sugerindo intensa ativação da coagulação, 

inclusive com demonstração em alguns estudos preliminares de necropsia a presença de 

microtrombos na circulação pulmonar. (37) 

 A trombose da microcirculação pulmonar poderia ser a responsável pela 

importante hipoxemia secundária ao efeito de espaço morto, com importantes áreas 

ventiladas, porém não perfundidas. 
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2.  Hipótese do Estudo 

A infeção por SARS-CoV-2 leva ao desnudamento do glicocálix endotelial 

levando a trombose da microcirculação pulmonar e o tratamento precoce com 

heparinização plena pode diminuir a trombose neste território melhorando a oxigenação 

e a disfunção de órgãos associada. 

3. Objetivos principais 

 Avaliar se a heparinização plena melhora as trocas gasosas e diminui a disfunção 

de múltiplos órgãos. 

 

4. Objetivos secundários 

 Avaliar a participação do desnudamento do glicocálix endotelial na ativação da 

coagulação encontrada nestes pacientes. 

 

5. Materiais e Métodos 

 

5.1. Desenho do estudo 

 Estudo clínico, aberto, randomizado, controlado comparando a heparinização 

plena com enoxaparina/heparina não fracionada versus a heparinização profilática em 

pacientes com infecção confirmada pelo Sars-Covid-19 e apresentação clínica grave 

com insuficiência respiratória. 

5.2. Local de estudo 

O estudo será realizado nas seguintes localidades: 1) Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (HC-FMRP-

USP); 2) Unidade de Emergência do Hospital das Clínicas da FMRP-USP (UE-

HCFMRP-USP); 3) Hospital Estadual de Serrana (HE-Serrana) 4) Hospital Estadual de 

Américo Brasiliense (HE-AB), 5) Santa Casa de Sertãozinho. 

O HC-FMRP-USP forma um complexo acadêmico de saúde, sendo uma das 

instituições de atendimento à população, ensino e pesquisa mais importantes do país. 

Atualmente conta com mais de 800 leitos de internação, 105 leitos de terapia intensiva e 

com cerca de 700.000 atendimentos por ano. 
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A UE-HCFMRP-USP é um hospital exclusivo para o atendimento de urgências 

e emergências, sendo referência terciária para 26 municípios da Divisão Regional de 

Saúde XIII (DRS XIII) do Estado de São Paulo que totaliza, aproximadamente, 

1.200.000 habitantes e foi pactuado como a referência terciária para o tratamento dos 

pacientes com as formas graves da SARS-covid-19. 

5.3. Pacientes – Critérios de inclusão 

 Serão incluídos os seguintes pacientes: 

1) Idade superior ou igual a 18 anos 

2) Infecção pelo SARS-covid-19 confirmada através de RT-PCR 

3) Formas graves confirmadas pela presença de SDRA de acordo com a 

classificação de Berlim (início dos sintomas nos últimos 7 dias, infiltrado 

bilateral na radiografia de tórax, hipoxemia arterial com relação PaO2/FIO2 < 

300, ausência de cardiopatia estrutural ou evidências de insuficiência cardíaca 

aguda. 

4) Presença de apresentação clínica grave com insuficiência respiratória 

necessitando de intubação orotraqueal ou ventilação mecânica ou manutenção de 

FR> 24 ipm e saturação<90% após a administração de oxigênio suplementar por 

cateter nasal a 4 litros/min. 

5) Dosagem de D-dímero maior e igual a 1 pg/ml. 

6) Presença de tempo de protrombina (TP/INR) < 1,5 e TTPA (Tempo de 

tromboplastina parcial ativado (TTPA) < 1,5. 

7) Contagem de plaquetas maior que 100.000/ mm3 

 

5.4 Critérios de exclusão: 

1) Paciente com idade acima de 85 anos. 

2) Paciente com clerance de creatinina < 10 ml/min. 

3) Paciente com choque circulatório grave com dose de noradrenalina maior que 

1.0 pg/Kg/min 

4) Pacientes renal crônico em hemodiálise 

5) Paciente com hepatopatia crônica Child B e C 

6) Pacientes com doenças avançadas (neoplasia em atividade, insuficiência 

cardíaca classe funcional III e IV, DPOC em uso crônico de oxigênio com mais 
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de 2 exacerbações no último ano, demência avançada, paciente acamado com 

sequela importante de acidente vascular encefálico ou traumatismo 

cranioencefálico. 

7) Parada cardiorrespiratória. 

8) Grávidas. 

9) Cirurgia recente de grande porte nas últimas 3 semanas. 

10)  Acidente vascular encefálico recente nos últimos 3 meses. 

11)  Presença de sangramento em atividade. 

12)  Presença de discrasia sanguínea como: hemofilia, deficiência de fator de Von 

Willebrand, etc. 

13)  Participação em outra investigação clínica com intervenção associada 

14)  Indicação formal de anticoagulação oral por outros motivos tais como: embolia 

pulmonar, síndrome coronariana aguda, etc. 

5.5 Randomização 

Os pacientes serão randomizados na proporção 1:1:1 entre três grupos através de 

aplicativo digital. 

Grupo 1) Heparinização plena com enoxaparina: A heparinização plena será 

realizada com enoxaparina ajustada para o clerance de creatinina conforme o esquema 

abaixo): 

Clerance de creatinina  < 75 anos > 75 anos 

> 50 ml/min 1 mg/Kg SC 12/12 hs 0,75 mg/Kg SC 12/12 hs 

30-50 ml/min 0.75 mg/Kg SC12/12 hs 1 mg/Kg SC 1 x ao dia 

10-30 ml/min 1 mg/Kg SC 1x ao dia 0.75 mg/Kg SC 1x ao dia 

< 10 ml/h Não será incluído Não será incluído 

  

Como a função renal pode modificar durante o estudo, consideramos necessária 

a dosagem diária de creatinina e o ajuste da dose de enoxaparina deverá ser realizado 

diariamente conforme a evolução da função renal.  Duração da heparinização: 96 horas. 

A enoxaparina poderá ser estendida até 7-10 dias a critério da equipe médica para 

aqueles pacientes que apresentarem importante melhora clínica. A enoxaparina poderá 

ser suspensa há qualquer momento se for observado algum sangramento maior ou 
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menor de acordo com os critérios de segurança incluído neste estudo ou contagem de 

plaquetas inferior a 30.000 mm3. 

 

Grupo 2) Heparinização plena com heparina não fracionada 

Bolus inicial: 60UI/Kg (máximo: 4000 UI) 

Infusão inicial: 12 UI/Kg/hora (máximo: 1000U/h) 

Meta terapêutica: manter TTPA entre 50-70 segundos (ratio entre 1,5 e 2,0) 

Solução padrão: 25.000 UI de heparina em 250 ml de SF0,9% (100 UI/ml) 

TTPA 

(segundos) 

Bolus Suspensão Alteração na 

velocidade 

infusão 

Repetir 

TTPA 

<36 Repetir bolus 0 min + 1ml/h 6 horas 

36-49 0 0 min + 1ml/h 6 horas 

50-70 0 0 min 0 12 horas 

71-89 0 0 min - 2ml/h 12 horas 

81-100 0 30 min - 4ml/h 6 horas 

101-130 0 60 min - 6ml/h 6 horas 

>130 0 60 min -12 ml/h 6 horas 

Exemplo: paciente 70 Kg  bolus = (70x60=4.200)= máximo= 4000 UI 

Infusão contínua: 12x70 (12 UI/Kg/h)= 840 UI/h= 840/100= 8,4 ml/h 

 

Não é necessário ajuste para a função renal. A intensidade da heparinização será 

controlada através do tempo de trombloplastina parcial ativado (TTPA).  Duração da 

heparinização: 96 horas. A heparina poderá ser estendida a critério da equipe médica até 

7-10 dias para aqueles pacientes que apresentarem importante melhora clínica. A 

heparina poderá ser suspensa há qualquer momento se for observado algum 

sangramento maior ou menor de acordo com os critérios de segurança incluído neste 

estudo ou contagem de plaquetas inferior a 30.000 mm3. 

 

 

Grupo 3) Heparinização profilática 
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 O grupo controle receberá heparinização profilática com heparina não fracionada 

SC na dose de 5000 UI 8/8 h. 

5.6. Informações clínicas e demográficas 

  As informações clínicas e demográficas serão adquiridas através da consulta do 

prontuário médico dos pacientes. Serão avaliados dados clínicos como sintomas, 

duração dos sintomas, doenças prévias, peso, altura, parâmetros respiratórios e 

hemodinâmicos, exames bioquímicos gerais, achados de radiografia de tórax. 

6. Coleta do material 

            As coletas de amostras sanguíneas dos indivíduos incluídos serão realizadas em 

dois momentos: 1) na inclusão no estudo (D0); 2) após 96 horas (D4). A coleta será em 

tubo sem anticoagulante (tubo de tampa amarela ou vermelha), centrifugado a 1000 x g 

por 15 minutos e o soro será coletado e armazenado em freezer a -70° celsius.  

 

 Serão dosados nos dois tempos D0 e D4: 

No laboratório do hospital: 

- D-dímeros  

- Gasometria arterial com lactato 

- Proteína C reativa 

- A dosagem de creatinina e hemoglobina e plaquetas deverão ser realizadas 

diariamente para ajuste das doses de enxoparina/heparina não fracionada. 

No laboratório de pesquisa: 

- Marcadores de lesão do glicocálix endotelial (sindecano-1; heparan sulfato, 

hialurano, sulfato de condroitina, trombomodulina; C44 solúvel). 

 As dosagens desses marcadores serão realizadas por meio da técnica de ELISA 

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) através de kits comerciais disponíveis no 

mercado. (abcam®, Cambridge, UK e R&D, Minneapolis, USA).  

7. Avaliação da microcirculação sublingual 

 A avaliação da microcirculação através do equipamento de videocapilaroscopia 

sublingual Glycocheck na inclusão no estudo e após 96 horas. Este equipamento 

consiste em uma câmera acoplada a uma lente de magnificação que é inserida de forma 

não-invasiva na região sublingual e permite visualização de toda a rede capilar local. As 
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imagens serão adquiridas e salvas, e posteriormente, analisadas por software dedicado 

que permite estimar a espessura do glicocálix endotelial através da zona de exclusão de 

hemácias.  

8. Desfechos clínicos e laboratoriais 

Serão considerados os seguintes desfechos primários: 

1) Dias livre de ventilação mecânica (dentre 28 dias de seguimento, quantos dias foram 

fora da ventilação mecânica, se o paciente for a óbito antes dos 28 dias de 

seguimento, considera-se que ele não ficou nenhum dia fora da ventilação 

mecânica). 

2) Mortalidade geral em 28 dias. 

3) Avaliação das trocas gasosas entre D0/D4 avaliado através da relação PO2/FIO2 

4) Avaliação dos níveis de D-dímero entre os dias D0/D4. 

5) Avaliação dos níveis circulantes dos biomarcadores de lesão do glicocálix endotelial 

entre o D0/D4. 

6) Avaliação da espessura do glicocálix endotelial avaliada através da microscopia 

sublingual entre D0/D4. 

7) Avaliação da disfunção orgânica avaliada através do escore SOFA (Sequential 

Organ Failure Assessment Score) entre D0/D4.                                                          

 Será considerado o seguinte desfecho secundário composto por mortalidade 

geral, insuficiência renal com necessidade de hemodiálise, hipoxemia refratária com 

saturação arterial de oxigênio < 90% mesmo com FIO2>80%, presença de SOFA>20. 

9. Desfechos clínicos de segurança: 

 Será avaliada a ocorrência de sangramentos maiores, sangramentos menores e 

sangramentos que requeiram atenção médica de acordo com a classificação do 

Thrombolysis in Myocardial Infarction (TIMI) bleeding risk. Sangramento maior: 

Qualquer sangramento intracraniano (excluindo microhemorragias <10 mm evidentes 

somente na ressonância magnética). Hemorragia associada a queda da hemoglocina >= 

5g/dl, Hemorragia fatal que leva ao óbito dentro de sete dias. Sangramento menores: 

Sangramento clinicamente evidente (incluindo exames de imagem) causando uma 

queda da hemoglobina entre 3-5 g/dl ou redução maior que 10% do hematócrito. Perda 
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sanguínea clinicamente não evidenciada, porém com queda do Hb>=4g/dl ou do 

hematócrito>=12%. Qualquer outra hemorragia que não se encaixe nos critérios maiores 

e que apresente pelo menos um dos critérios: necessidade de intervenção para controle 

da hemorragia, prolongamento da internação devido ao sangramento. Sangramento 

que requer atenção médica: Qualquer sangramento que não se encaixe nos critérios 

acima. Qualquer hemorragia que cause uma queda de Hb < 3 g/dl ou do hematócrito 

<9%. 

10. Riscos, desconfortos e benefícios esperados na participação dos voluntários no 

estudo. 

 Os riscos relacionados à participação deste estudo estão relacionados à dor da 

picada da agulha, pequenos hematomas na região de punção venosa, perda de 

confidencialidade dos dados e o principal risco é a ocorrência de algum sangramento 

clínico que pode afetar qualquer órgão, inclusive o cérebro, para isto o paciente será 

monitorado diariamente, e na vigência de qualquer sangramento o anticoagulante do 

estudo poderá ser suspenso pela equipe médica. Também serão monitorados 

diariamente os níveis de plaquetas sanguíneas e o seu número reduzirem bastante 

(<30.000 mm3) o anticoagulante também será descontinuado. Outro desconforto 

relacionado ao estudo é ficar com a boca aberta por cerca de cinco minutos para 

realização das imagens da microcirculação sublingual.  O voluntário não obterá nenhum 

benefício direto com a participação desta pesquisa, mas ajudará no entendimento do 

processo de lesão pulmonar durante esta doença podendo contribuir com o 

desenvolvimento de um futuro tratamento.   

11. Ventilação mecânica e tratamento associado 

 É sugerido que se utilize os parâmetros de ventilação protetora preconizados 

pelos ARDSnet. Contudo, cada UTI poderá utilizar o protocolo de ventilação definido 

em sua instituição. O tratamento associado com cloroquina, azitromicina ficará a 

critério de cada unidade de acordo com o protocolo definido de tratamento dos casos 

graves de SARS-covid-19. 

12. Análise estatística  
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A análise estatística dos dados será realizada através do programa Stata 13.0 v 

(Texas; USA). As variáveis categóricas serão expressas em frequência e porcentagem. 

As variáveis quantitativas com distribuição normal serão expressas em média+-desvio-

padrão. As variáveis quantitativas sem distribuição normal serão expressas em mediana 

e intervalo interquartil. Para comparação entre os dias livres de ventilação mecânica, a 

comparação entre os níveis dos biomarcadores de lesão do glicocálix endotelial, os 

níveis de D-dímero e da relação PO2/FIO2 entre os dois momentos de observação (D0 e 

D3) será utilizado o teste t de Student pareado (distribuição normal) ou teste de 

Wilcoxon (distribuição não normal). Para comparação da mortalidade entre os dois 

grupos, do desfecho secundário combinado, assim como as taxas de sangramento será 

utilizado o teste do qui-quadrado. Será considerado como estatisticamente significativo 

um p-valor bicaudal menor que 0,05.                                                                                                

13. Determinação do tamanho amostral 

Considerando uma amostra pareada com relação PO2/FIO2 de 150±50 na 

admissão com aumento para 200±50 no grupo heparinização plena, um nível de 

significância de 5% e um poder de 90% seria necessário a inclusão de 10 pacientes em 

cada grupo. O grupo enoxaparina e heparina não fracionada será analisado agrupado e 

também de forma isolada.  

14. Confirmação da infecção pelo SARS-covid-19 

 A confirmação da infecção pelo SARS-covid-19 será realizada através de RT-

PCR das amostras obtidas do swab nasofaríngeo e orofaríngeo nos pacientes não 

intubados e do aspirado traqueal dos pacientes intubados e realizado conforme a técnica 

descrita abaixo: Teste molecular RT-PCR para a detecção de RNQ viral.  

 Extração do RNA das amostras. Kit QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen) 

seguindo as orientações do fabricante. PCR em tempo real. Trata-se de reação molecular 

in house no formato one-step (transcrição reversa + amplificação em uma única reação) 

utilizando os primers/sondas indicados pelo Centers for Diseases Control (CDC). Os 

primers e sondas encontram-se descritos na Tabela 1. As sondas TaqMan® são 

marcadas na extremidade 5' com a molécula repórter 6-carboxifluoresceína (FAM) e 

com o QSY como quencher. Para a reação de amplificação utiliza-se o kit GoTaq Probe 

1-Step RT-qPCR (Promega). O protocolo de reação consiste em: GoTaq® Probe qPCR 
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Master Mix (1X), GoScript™ RT Mix for 1-Step RT-qPCR (1X), Primer F (300 nM), 

Primer R (300 nM), Probe FAM-QSY (150 nm) e 8 uL da amostra de RNA extraída. O 

ciclo de amplificação, 45°C (transcrição reversa) - 30 min, 95°C - 2 min, 40x; 95°C -

15s, 60°C - 1 min. O equipamento de PCR em tempo real utilizado é o 7500 Real Time 

PCR System (Thermo Fisher Scientific). 

Sequência dos primers e das sondas (CDC, 2020). 

 

15. Resultados esperados e perspectiva  

 Espera-se observar uma melhora na oxigenação no grupo heparinização plena 

(enoxaparina+heparina não fracionada) em relação ao grupo de heparinização 

profilática manifestada através de um aumento na relação PO2/FIO2 neste primeiro 

grupo. Espera-se uma redução do escore de disfunção orgânica (SOFA) no grupo 

heparinização plena. Com a heparinização espera-se a melhora de desfechos clínicos 

como dias livres de ventilação mecânica. Espera-se correlacionar o distúrbio da 

coagulação observada, principalmente dos níveis de d-dímero, com os marcadores de 

lesão do glicocálix endotelial. Espera-se no desfecho de segurança um nível similar de 

sangramentos maiores e uma discreta elevação dos sangramentos menores no grupo de 

heparinização plena. 

16. Aspectos éticos 

 Em observância a legislação que regulamenta a pesquisa com seres humanos, o 

protocolo de pesquisa será submetido e iniciará somente após aprovação do Comitê de 

Ética em Pesquisa do HCFMRP-USP. Como parte da documentação prevista nesta 

legislação, elaboramos o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), o qual 

em linguagem simples, os participantes ou os seus representantes legais (em caso de 

incapacidade do participante) serão convidados a participar da pesquisa e informados 

sobre os objetivos, procedimentos, riscos, desconfortos, benefícios e garantia do 

anonimato. O estudo será conduzido em conformidade com as resoluções nacionais e 

internacionais como descritas nos seguintes documentos: Resolução CNS 466/12, 

Declaração de Helsinque e todas as suas revisões e alterações, Documento de Las 

Américas. 
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16. Cronograma 
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Aprovação ética X            

Solicitação de Subsídio para Projeto X           

Inclusão dos Pacientes no Estudo  X X       

Coleta das amostras   X  X    

Dosagem dos biomarcadores e Perfil 

Molecular 

    X    

Análise dos dados    X X  

Correlação com dados clínicos     X X 

Publicação           X  
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17. Estimativas de custos 

	

Item Descrição Quantidade  Valor Unitário Valor Total 

Dosagem de sindecano-1 Kit ELISAx96 03 R$5000,00 R$15.000,00 

Dosagem de heparan sulfato Kit ELISAx96 03 R$5000,00 R$15.000,00 

Dosagem de hialurano Kit ELISAx96 03 R$5000,00 R$15.000,00 

Dosagem do CD44s Kit ELISAx96 03 R$5000,00 R$15.000,00 

Dosagem de sulfato de condroitina Kit ELISAx96 03 R$5000,00 R$15.000,00 

Material de consumo para  coleta 
de sangue Diversos 01 R$1000,00 R$1000,00 

Enoxaparina medicamento 100 doses R$80,00 R$8.000,00 

Heparina não fracionada medicamento 200 ampolas R$5,00 R$1.000,00 

Custos UPC 30 R$36,00 R$ 1080,00 

RT-PCR  Sars-covid-19 Já é realizado na rotina do hospital    

Valor Total       R$ 86.080,00 

	

 

Apoio financeiro: Os custos do projeto serão oriundo através de recurso do CNPQ 
Nº 07/2020 - Pesquisas para enfrentamento da COVID-19 
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