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Could iron-chelation with EDTA and bloodletting/
transfusion be a therapeutic option in COVID-19 worst
scenario? Proposal for a protocol
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Abstract COVID-19 is a complex, multi-organ
disease where lungs are primarily affected, resulting in
a form of ARDS in the later stages. In fact, a relevant
role has been attributed to iron dysmetabolism and
series of literature data highlight a clear-cut alteration
in a few related parameters; significantly high figures of
ferritin, hepcidin, red blood cell distribution width, lactate
dehydrogenase and lactate, in combination with low levels
of serumiron and transferrin, have been repeatedly reported
in patients affected by Sars-Cov-2 infection at later stages.
Overadl, these dterations have a negative prognostic value,
indicating a pattern of ferroptosis and of a possible
dysfunctional hemoglobin, with pro-coagulant and pro-
inflammatory repercussions. Different pathomechanisms
have been proposed, from erythrocyte attack and an
hepcidin-mimetic action of the vira spike proteins, to a
more general iron and calcium deregulated intracellular
accumul ation.

I[ron chelation has been advocated as one
of the possible treatments of COVID-19 and
CaNa2ethylendiaminetetraacetic acid (EDTA) is known
as a safe and effective mineral-chelator. In this review
the authors propose an EDTA-based therapeutic protocol
for those patients in most critical stages and admitted to
intensive care unit, with the aim to reduce intracellular and
blood ferritin overload. Bloodletting and blood transfusion
have proved to be beneficia in patients with viral disease-
associated iron accumulation. The inclusion of these two
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procedures in the proposed protocol aims at improving
oxygenation by new normo-functioning hemoglobin, while
decreasing toxic hyperferritinemiaand interleukins. Lastly,
afew specific compounds are also taken into consideration
to synergistically complement EDTA infusion. A series of
technical details are provided for the possible use of the
protocol in clinical practice.

Keywords COVID-19, Iron, Chelation Therapy,
Bloodletting, Transfusion

1. Background

In the most advanced and critical stages, the
new Coronavirus SARS-CoV-2 leads to acute respiratory
distress syndrome (ARDS) and to the so-called multiple
organ dysfunction syndrome (MODYS). Invasive mechanical
ventilation may fail to control these conditions adequately;
an overal 41.6% mortality rate of COVID-19 patients
who are admitted to intensive care unit (ICU) has been

calculated®, which is induci ng to a possible reappraisal of
the common ICU management of these patients.
2. Rationale

The conventional explanation of the pathophysiology
of COVID-19 is based both on primary pulmonary
degeneration, with consequent hypoxia, and on the virus-
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induced deranged immunity and inflammatory pathwaysz.
The cascade of the pathogenic events may lead to the
so-caled “interleukin storm”, with an over-reaction of
the two branches of immune system and the progressive
deterioration of lung and of other organs. Coagulation
alterations seem to contributeto MODS and ARDSin many
cases, but an overall clear explanation for this series of viral
multiple attacks sequencesis still missing.

A series of complementary pathophysiological
hypotheses have been proposed for COVID-19, based
on clinical and instrumental findings, but also upon

computational models and translational medicine®>.
Molecular docking and computational modelling have
reveded that virus may induce a denaturation of

hemoglobi n® and some laboratory data seem to confirm
this hypothesisE‘ [ Conversely, a few authors showed no

dysfunctional hemoglobin in COVID-19 patientsS, though
hematological studies are being performed, so to have
a more comprehensive view of this possible Sars-Cov-2
interaction with red blood cells (RBC).

The possible interaction between virus on one side,
and erythrocytes and/or their precursors on the other side,
is likely mediated by CD147 receptor. In fact, the latter
is largely represented on RBC membrane (about 3000
receptors per single erythrocyte) and it was proven as one

of the cell membrane entry-portsfor the virus, together with
3

ACE2 receptor and other minor ones™.

The dysfunctional quote of hemoglobin and the
possible release of free heme in the blood stream may
have a series of detrimental consequences, leading to
hypoxemic hypoxia. The pulmonary pathologic component
normally intervenesin the gas exchange impairment at later

stages, when pneumolysis (lung cell deterioration) oceurs’,

Similarly, CO2 blood levels remain stable in the early

period, which testifies a probably normal lung parenchyma
function in the first phase of the disease.

In the latest months, other possible pathomechanisms
have been ascertained in COVID-19. In fact, literature data
prove a Sars-Cov-2-induced iron dysmetabolism in the vast
majority of the patients, especially in the most advanced

Cz':lSES3 5.

Vira infections are usually characterized by an

increase in storage of iron and oxygen deprivationlo.
In the case of COVID-19, iron tissue deposition has
been attributed also to the increasingly higher levels
of interleukins, namely interleukin 6, along the time.
Pro-inflammatory pathways, interleukin rise in primis,
are responsible for an increased synthesis and activity
of hepcidin, an iron master-regulator hormone which
intervenes to accumulate iron in the tissues, removing this
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ion from blood, through an interaction with ferroportin
on the cell membrane. An excess of hepcidin and/or
an up-regulation of this physiologic mechanism leads to
hyperferritinemia, hypoferremiaand low serum transferrin,
together with a series of multi-organ alterations caused by

iron over-deposit inside the cell st18

Of great interest, Ehsani found amolecular similarity
between the distal portion of the spike protein of the

virus and the aminoacidic constitution of hepcidin itself14,
Through his research based on computational modelling,
the author was able to highlight a hepcidin-like action by
Sars-Cov-2, which thus involves a blockage of ferroportin
on the cell membrane and ultimately a reduction in the
release of iron from the tissues in the blood.

A series of concomitant mechanisms have been
proposed to explain iron metabolism dysregulation in

COVID-19'°. In fact, hyperferritinemia and hypoferremia
have been very frequently documented in theworst scenario
patients (e.g. the ICU-admitted ones), or in the deceased
16 17

subjects

A possible combination of interleukin action on
the hepcidin/ferroportin interaction, with the hepcidin-like
activity of the virus spike proteinsis probably at the root of
tissue iron overdeposit.

Ferroptosis mechanism characterize cells when
affected by an over-deposit of iron. This specific form of
cell death/apoptosis strictly relates to the excess of iron-
induced damage on mitochondria, with reduced glutathione
activity, oxidative stress, lipoperoxidation and accelerated

mitophagyll 2

An increasing body of evidence about the role of

ferroptosis in COVID-19 is highlighted in literature® 18,
Iron accumulation in the tissues of various organs may

typically occurinlung parenchymalg. This specific damage
to the alveolar-capillary areas of the lungs can explain
the secondary deterioration of gas exchange and interstitial
pneumonia, specifically in those patients where the innate
and adaptive immune system reaction has not been effective
to reduce vira replication.

A further mechanism of systemic and pulmonary
damage, with consequent hypoxia and tissue lesions,
is likely represented by the formation of endovascular
parafibrin  (fibrinolysis-resistant), typical of iron

dysmetabolism and ferroptosi 02

In COVID-19, this thrombotic manifestation may
usudly involve distal vascular areas (acrosyndromes) in
the first instance, which may be combined to the hypoxia-
induced vasoconstriction; the resulting altered perfusion
may induce chilblains, Raynaud phenomenon and more
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relevant thromboembolic complications along the course of

the disease® 2.

Infact, several studies have reported the relevance of

different forms of coagulopathy in COVID-19 prognosi 3,
though the exact mechanisms involved in the arterial and/
or venous thromboembolic events are till under scrutiny.
A form of lung perfusion ateration has been agreed

among researchers and clinicians®®, which can orientate
COVID-19 therapy towards a more comprehensive
approach.

Furthermore, anticoagulant or thrombolytic drugs
have proven to be of some benefit, but inconclusive

outcomes have been published so far®® 28, Lung and
vessel micro/macro-thrombotic lesions are also linked to
the excess of free radicals, which the overloaded native
buffer antioxidant systems and the iron-intoxicated liver

and macrophages are unable to cope with®’. Beyond
the classical anti-viral therapies and the therapies based
on corticoids, antibiotics and anticoagulants, a series of
possible treatments have been hypothesized, exploiting a

trandlational /integrative medicine approach3.

Inthisreview, the specific ferroptosisissueisfocused
and a few related and targeted treatments are proposed,
describing a detailed protocol for |CU-admitted patients.

Iron chelation in COVID-19 has been described
by a few authors, using chelating agents such as
deferoxamine or deferiprone, though no specific data

have been released so far’®3C. Other iron chelators,
such as CaNa2ethylendiaminetetraacetic acid (EDTA),
D-penicillamine, 2,3 dimercaptopropane-1-sulfonate and
dimercaptosuccinic acid, could be taken into consideration

aswell3L,

A few authors have hypothesized that by reducing
ferritinemia and the consequent toxic action of iron in
the tissues (primarily pulmonary), it is possible to reduce
the negative inflammatory-immune evolution of this viral

pathology3 23032

More recently introduced iron chelators, such
as deferoxamine and deferiprone, showed some
efficacy in various iron accumulation pathologies like

33

Hemochromatosis and 3-Thalassemia™.

The administration of EDTA, compared to
deferoxamine and deferiprone, has some advantages. In
fact, ononeside EDTA isconsidered asafe chelating agent,
provided afew genera rules are respected (see below), on
the other side it is an inexpensive compound, with a good
profile of efficacy, especiadly in terms of neutralization of

Fenton reaction and of free radical production34 %
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It is known that deferiprone has some advantages
over deferoxamine with regards to safety, but deferiprone
may anyway induce a few adverse effects such as:
agranulocytosis (0.6%), neutropenia (6%), muscul oskel etal
and joint pains (15%), gastrointestinal complains (6%) and
zinc deficiency (1%)36 37

Next to the potential of iron chelation, EDTA can
be associated to vitamin C, which is not possible with the
other two chelators cited above. Lastly, EDTA may remove
additional blood minerals such as calcium, aluminum, lead,

38

mercury, cadmium®==.

It is important to remark that hypocalcemia,
together with a probable and extremely detrimental
over-concentration of intracellular calcium, characterize

COVID-19 patients®>4,

Thisfeature specifically orientates the type of EDTA
to use, as both NaEDTA and CaEDTA are potentially
useful to chelate iron. Although both these chelators are
heavy metal antagonists, they were originally approved for

different uses and have different effects>e.

The use of NaEDTA may result in a substantial,
and sometimes critical, decrease in serum cacium
concentrations. As consequence, the use of CaEDTA was
preferred in the present protocol, so to involve no specific
risk for the already low calcemiain these patients.

Serum ferritin is adequately removed by CaEDTA,
whereas a quote of serum iron undergoes a similar
chelation, with 50% and 98% quota renal clearance after

6 and 24 hours respectively”’z. A further biochemical
mechanism is consequently activated, as serum ferritin

removal induces an osmotic gradient which ensures a
43

further removal of iron from the tissues™.
Another specific and extremely useful feature of
EDTA, is its in vivo proven protective action on

the endothelium™ %, an endothelial damage has been

repeatedly advocated asacoreissuein COVI D-1946, hence
we can speculate that EDTA beneficia action on the
vascular endothelium would be an additional rationale for
its use in these patients.

Lastly, EDTA has intrinsic in vitro anticoagulant

chemical properties47, which may render this compound
suitable in COV1D-19 patients, where a hypercoagul ability
state has been demonstrated.

Overal, CaEDTA may represent a multi-target and
comprehensive chelating agent in these patients.

In combination with iron chelation, bloodletting and
subsequent blood transfusion would have a complementary
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role in selected cases, so to replace the removed
ferritin-loaded blood, with some possible dysfunctional
hemoglobin. Some literature data about bloodletting use in

viral infections exists™.

Little if no direct reference to bloodletting in
COVID-19 has been published, though a few proponents
claim the possible role of controlled phlebotomy in
gas exchange alteration, which occurs in pneumonia

of these patients49. Conversely, some authors have

reported preliminary experience with blood transfusion

in COVID-19 patients50. Regrettably, no conclusive
recommendations may be extrapolated from the current
limited clinical practice.

Extracorporeal membrane oxygenation (ECMO) has
also been proposed as a treatment for very serious

COVID-19 patients, but with controversial results®! 52,

Moreover, ECMO may be complicated by hemorrhage and
coagulopathy in COVID-19 patients53 e

Of interest, bloodletting through phlebotomy hasalso
the additional advantageto removethe harmful metabolites,

asit was shown in sickle cell disease®.

3. Therapeutic Proposal

On the basis of the ascertained iron dysmetabolismin
COVID-19, an original therapeutic approach to COVID-19
is proposed, including potential adjuvant interventions
aimed at improving hemoglobin dysfunction and especially
iron dysmetabolism, as well as amed a reducing
generalized hypoxic state.

The primary objectiveisto evaluate the effectiveness
and safety of atherapy protocol asto above, for the patients
admitted in ICU.

A series of gspecific interventions have been
hypothesized, to target iron metabolism, hepcidin excess,
the resulting ferroptosis, and the associated extreme
oxidative stressin ICU patients.

Several compounds and drugs have proven their role
iniron dysmetabolism and we hypothesize that they may be
of interest in the advanced cases of COVID-19 aswell.

Literature data show an hepcidin-antagonist effect
of a few compounds such as heparin, spironolactone,
curcumin, erythropoietin, lactoferrin; there are aso
potential drug candidates to antagonize hepcidin and/or

enhance the activity of ferroportin56. Similarly, a few
compounds, such as vitamin C, glutathione, polyphenals,
melatonin, vitamin D have a proven beneficia role
in the dysregulated hemoglobin/iron/immune metabolic

processess.
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Additionally, other specific injectable compounds
and procedures with documented beneficial activities on
iron metabolism and hemoglobin function are taken into
consideration in this proposed protocol.

3.1EDTA

Iron chelation represents the main therapeutic path proposed in
this protocol. Scientific literature shows a clear effect of EDTA on the
chelation of iron-ferritin, with a reduction in the production of free
radicals; it follows a reduction of intracellular iron and ferritinemia,
hence ferroptosis is fundamentally hindered.

Chelation by means of EDTA, a molecule with a polydentate,
negatively charged pocket, leads to bonding with positively charged
ions (e.g. iron, calcium), hence to their inactivation (as toxicants)
and their excretion principally by renal mechanisms. EDTA has been
used by medical community for chelation since 1940 and following to
its approval by FDA for hypercalcemia, digitalis-induced arrhythmias

or lead poisoning57 %8 In the past literature, EDTA employment in

chronic degenerative diseases has been proposed as well38, reporting
interesting resultsin 2870 patients affected by chronic cardiacischemia,

autoimmune diseases, peripheral/cerebral vascular diseases™. More
recently EDTA has been employed for iron chelation, for example in
patients with hyperferrtin syndromes, such as hemochromatosis and
thal assemia®.

Overal, EDTA has been considered of vaue in
hyperferritinemia and iron overload; moreover, its remarkable cost-
benefit ratio has contributed to the diffusion of this therapy.

3.2 Other compounds

Due to the chelating action of EDTA on other minerals, such
as magnesium, and on a few vitamins, some of these compounds are
necessarily added in the final intravenously administered solution. The
additional compounds included in the solution are Magnesium, B1
(thiamine) and B6 (pyridoxine) vitamins.

Vitamin B1 (thiamine) has shown a pro-immune and especially
pro-erythrocyte action, in order to reduce free radicas and the
consequent lactate, whose increase represents an indicator of poor

prognosis in these pati ents51 62

Thiamine also plays a relevant decarboxylation action of
pyruvate, before the latter may be transformed into lactic acid, which
would impair ATP production.

A specific role for glutathione has been hypothesized in
COVID-19, by virtue of its role on mitochondrial oxidative stress,

which is typica of ferroptosis11 (see the elevated figures of lactate
and | actate dehydrogenase (L DH)). Glutathione has, among others, also
beneficial effects on the hemoglobin molecule, reducing its glycation

and protecting the heme component from oxidati on®.

Vitamin C has been repeatedly advocated as a useful compound
in COVID-19 patients, for its multiple actions on immunity,
haemoglobin functionality and other beneficial anti-viral and anti-

ARDS effects’; afew protocols concerning this form of treatment are
being performed in COVID-19 pati ents® 63,

3.3 Bloodletting and Transfusion
Bloodletting was used in the course of ARDS and especially

in patients with systemic-blood infections. In the absence of clinical-
experimental data on the potential of bloodletting in critical patients
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affected by COVID-19, it is proposed here to use this method in a
targeted manner and in conditions of ARDS. Removal of “infected”
blood, overloaded with ferritin and oxygen-deprived blood, may induce
an overal systemic improvement; in fact, a reduction of circulating
heme/ferritin is expected with therapeutic phlebotomy, together with

the induced production of new functioning precursorse“.

Blood transfusion immediately after bloodletting, represents
a further possible option to introduce new normo-functioning
haemoglobin, which may increase the oxygenation in hypoxic organs.
Thisprocedure has been already proposed for extremely critical patients
infected by Sars-Cov-2, but asanisolated procedure, not in combination
with bloodletting. Furthermore, blood transfusion has the purpose to
equalise blood content after bloodletting, avoiding any decompensation
in the basic blood components.

3.4 Design

Inclusion criteria for the admittance to the protocol are:
COVID-19 patients admitted to ICU; exclusion criteria to be
respected are the following: lack of patient’s informed consent, renal
insufficiency with creatinine level greater than 3 mg /dl.

Patients are prospectively enrolled and consequently submitted
to the intravenous chelating therapy and bloodletting/transfusion
regime, asto the details listed below.

In order to monitor the safety of the protocol, al the possible
adverse events are to be recorded. Basically, the most common
side effect of CaEDTA chelation is hypoglycaemia. In the case
of bloodletting, hypotension, nausea, fever and urticaria have been
reported in rare cases, which mostly regress rapidly and easily with
usual therapies.

The statistical analysis includes the descriptive frequency and
the level of significance of the group differences. The vaue of "p"
"between" and "within" is to be calculated on the continuous and
discontinuous variables. A p level <0.05 will be considered significant
and 95% confidence intervals will be also calculated.

The protocol will be submitted to the respective Ethical
Committee of the research facility and the patient's informed consent
isrequired.

Tablel
Multi-compound chelating therapy

CaEDTA upto 3 g (usualy 2 g)
Ascorbic acid (sodium ascorbate) 10 g
Glutathione 1200 mg

Thiamine pyrophosphate 100 mg
Magnesium chloride 1 g

Pyridoxine 100 mg

Saline solution 500 ml

3.5 Dosages and Posology

The multi-compound chelating therapy is to be modulated
according to a series of patient’s clinical and instrumental parameters.
In fact, some of these compounds are to be dosed in agreement to the

renal function, serum glucose, arterial pressure and body weight65.
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Table | summarizes the intravenously administrable multi-
compound chelating treatment.

Literature data® * *° has proven the feasibility and safety of a
pre-fixed dose of 2 g per day of CaEDTA in the vast mgjority of the
possible applications.

When patients are affected by chronic renal insufficiency, with
acreatinine level above 2 mg/dl, a specific attention is reguired to fix
the proper daily dosage.

Specifically in these patients, it may be of importance to fix the

CaEDTA maximal daily dose, as reported in previous literature®” 58,
Overall, the maximal dose will never exceed 3 g per day in all cases.

3.6 Bloodletting/Transfusion Protocol

Table Il summarizes the details of the proposed duration,
calendar and practical features of the bloodletting/transfusion protocol.

Chelation may complement the conventional corticoid, immune,
antiviral and anti-coagulant therapies which are performed in these
patients. In fact, the reported experiences of chelation in COVID-19
have not detailed any similar issue, and a previous use of chelating

agents in anticoagulated patients has been described as wel 5758,
3.7 Objectives of the protocol

The primary goal of the proposed protocol is to assess the
efficacy on mortality rate.

To establish the efficacy of the proposed protocol, the primary
parameters to be investigated concern: a) the time to achieve aclinica

improvement, as to the modified early warning score changesﬁG; b) the
changes in the ventilation regime and in the sequential organ failure

assessment (SOFA)67; ¢) the clinical coursein the ICU or in the ward
afterwards; d) the variations of most relevant blood/urine biomarkers
and gas analysis variables.

Table 1115 describes the detailed items which are to be taken
into consideration to assess the evolution of patient’s condition under
treatment.

4. Discussion

Intracellular iron in excess interacts with molecular
oxygen, generating both ROS through Haber-Weiss and
Fenton reactions, and reactive nitrogen species and sulfur
species. Excessof intracellular iron leads also to ferroptosis,
a process of apoptosis, which occurs due to a profound
dysregulation of mitochondrial metabolism (primarily
mitophagy) and an extremely marked lipoperoxidation.

Iron overload can also affect microbiota diversity
(lungs and intestines) and blood coagulation as well.
The vast maority of the publications consider high
ferritin value a remarkable negative prognostic factor in
COVID-19; similarly, elevated figures of lactate (sign of
mitochondrial degeneration) and LDH (sign of hemolysis
and of cellular necrosis), hypoferremiahave been definitely
associated with a worse prognosis. These biochemical
imbal ances express a degeneration of iron metabolism (and
of hemoglobin dysfunction likely).
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Tablell
Protocol calendar regarding chelation, bloodletting and blood transfusion

Day 1

Morning: multicomponent chelating therapy, after 3 hours subsequent phlebotomy and 400 ml
bloodletting followed by 400 ml fresh whole blood transfusion
Evening: phlebotomy and 400 ml bloodletting followed by 400 ml fresh whole blood transfusion

Day 2

transfusion

Morning: phlebotomy and 400 ml bloodletting followed by 400 ml fresh whole blood transfusion
L ate afternoon: phlebotomy and 400 ml bloodletting followed by 400 ml fresh whole blood

Day 3

transfusion

Morning: multicomponent chelating therapy, after 3 hours subsequent phlebotomy and 400 mi
bloodletting followed by 400 ml fresh whole blood transfusion
L ate afternoon: phlebotomy and 400 ml bloodletting followed by 400 ml fresh whole blood

Day 4

transfusion

Morning: phlebotomy and 400 ml bloodletting followed by 400 ml fresh whole blood transfusion
L ate afternoon: phlebotomy and 400 ml bloodletting followed by 400 ml fresh whole blood

Following days

improve or disappear

The protocol repeats day by day the indications of day 1, 2, 3 and 4, until hypoxia symptoms

Probably, the blood alterations cited above are also
linked to the increasing inflammation and alteration of the
immune process, which characterize COVID-19 course.
Of interest, in these patients, the iron/hemoglobin-related
deranged biomarkers reach levels which are not typical of
the common inflammatory/infective diseases.

As a rule, vira infections typicaly induce iron
overload in human organism. It is to be noted that in
COVID-19 these extremely deranged values of ferritin,
serum iron, lactate and other similar biomarkers, take
place in a 10-15 days time-lapse. Furthermore, deceased
or critical patients very often show this characteristic
biochemical pattern.

As consequence, we may speculate that these
hematologic and metabolic aterations may represent a
primary expression of the pathomechanisms related to iron
metabolism and, possibly, to hemoglobin functionality.

,A\ Vasculab

It is known that viral replication needs iron as a

substrate for its enzymatic activities®® 0 hence any iron-
depriving therapy could be of interest in these patients.

Most recent literature highlights the relevant
prognostic value of iron homeostasis disorder and of high

hepcidin values in COVID-19 patients71'73. Similarly,
ferroptosisisincreasingly regarded as a core process in the
evolution of the inflammatory and degenerating systemic
processes, hence it is becoming a treatment target in these

patientsl8. Since iron is present in RBC (60-70%), in the
organs related to RBC metabolism, but also in respiratory
enzymes (16%) and in muscle myoglobin (3-5%), it is
understood how these tissues can be affected by the viral
attack firstly.

Literature about chelation in COVID-19 is

controversial 4. Overall, most authors have highlighted
the two-fold higher ferritin level in non-survival patients
over survivors, it has been advocated also that iron

Journal of Theoretical and Applied Vascular Research (page 6) - JTAVR 2020;5(1)


http://www.vasculab.eu

S Mandolesi, A Cavezzi, A d'Alessandro, E Troiani - COVID-19: EDTA chelation and Bloodletting-Transfusion

chelators may benefit a series of iron overload-related
detrimental reactions in blood, endothelium, lung and
liver tissues. Bloodletting represents a rapid and simple
method to deprive body of a quota of toxins and viral
particles; moreover, therapeutic phlebotomy transiently
reduces hemoglobin and ferritin.

In fact, artificia intelligence-based investigations
have proven that initial higher hemoglobin level at hospital
admittance, represents a negative prognostic factor in

COVID-19 course’™.

Bloodletting represents an innovative option in these
patients, as well as it was already employed in other liver
or viral diseasesin the past48 .77

Transfusion is needed to avoid any imbalance in
the main blood components after bloodletting; fresh blood
may add functional hemoglobin, but inevitably the question
arises about the supply of new iron and the hyperactivation
of iron dysregulated homeostasis. Hence, a balanced dose-
response protocol has been proposed above. In fact, the
fresh iron load of the transfused blood components are
under the influence of EDTA, which may hindrance a
further iron dysmetabolism.

Tablelll
Monitored items to assess therapy efficacy

a) Modified Early Warning Score changes: 0-2 stable patient, 3-4 unstable, > 5 critical

b) Sequential Organ Failure Assessment: maximum SOFA score and mortality 0to 6 < 10% ; 7 to
915 - 20%; 10 to 12 40 - 50%,; 13 to 14 50 - 60%,; 15 > 80%; 15 to 24 > 90%

¢) Variations of most relevant blood/urine biomarkers and gas analysis variables such as: blood
gas anaysis, complete blood count (including red cell distribution width and reticulocytes), blood
smear, homocysteine, C-reactive protein, serum iron, total iron binding capacity, ferritin, LDH,
ALT, AST, Bilirubin, Creatinine, Troponin, IL6, TSH, lactate, calcemia

We acknowledge that bloodletting and transfusion
may be complex procedures in ICU patients, but they
are intended as short-living and life-rescue interventions
in very critical patients, who usually undergo similar
cumbersome therapies. Moreover, a limited necessity of
fresh whole blood and in very selective cases are expected.
However, our proposal is of preliminary nature, hence we
expect that clinical practice will bring further refinements
to subsequently complement our protocol.

5. Conclusion
In view of the probable virus interaction with iron

metabolism and possibly with hemoglobin, a therapeutic
strategy is proposed for critical 1CU-admitted patients.

Two synergistic actions are hypothesized: a) the removal,
through chelation therapy, of the overdeposit of iron, so to
slow virusreplication capacity and theintracel lular damage,
b) the replacement, by means of bloodletting followed
by transfusion, of damaged cells (erythrocytes) and toxins
(ferritin in excess etc.), with new functiona blood cells/
factors, so to help systemic oxygenation.

In critical patients admitted to ICU, under invasive
or non-invasive ventilation, re-purposed or compassionate-
use interventions may have a role. Our protocol is based
on compounds and measures which have been validated for
other, though similar, clinical conditions, not specifically
for COVID-19 patients.

La chelazione del ferro con EDTA e la terapia mediante salasso / trasfusione potrebbe essere
un'opzione nel pazienti critici affetti da COVID-19 ? Proposta di un protocollo

Abstract COVID-19 & una malattia complessa
multiorgano in cui sono principalmente colpiti i polmoni,
con una conseguente forma di insufficienza respiratoria
acuta (IRA) nelle fas successive. In effetti, un
rilevante ruolo & stato attribuito a dismetabolismo del
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ferro e numerosi lavori in letteratura evidenziano una
netta alterazione di acuni parametri correlati; valori
significativamente elevati di ferriting, epcidina, ampiezza
della distribuzione dei globuli rossi, lattato deidrogenasi e
lattato, in combinazione con bassi livelli di ferro sierico
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e transferrina, sono stati riportati ripetutamente in pazienti
affetti dainfezione da SARS-CoV-2 nelle fasi avanzate.
Nel complesso, queste aterazioni hanno un vaore
prognostico negativo, indicando una possibile presenza di
ferroptosi e di emoglobina disfunzionale, con ripercussioni
pro-coagulanti e pro-infiammatori. Diversi meccanismi
patologici sono stati proposti, da un attacco agli eritrociti e
un’ azione epcidina-mimeticadelle proteine spikevirali, ad
un piu generale accumulo intracellulare di ferro e calcio.
La chelazione del ferro € stata proposta come uno dei
possibili trattamenti del COVID-19 ed & noto come I'acido
CaNa2etilendiamminotetraacetico (EDTA) sia un chelante
dei minerali sicuro ed efficace. In questo lavoro gli autori
propongono un protocollo terapeutico basato sull’ EDTA
per quei pazienti nelle fasi piu critiche e ricoverati in unita
di terapiaintensiva, con I'obiettivo di ridurreil sovraccarico
di ferritinaintracellulare e nel sangue. Salasso e trasfusioni
di sangue si sono dimostrati utili nei pazienti con malattie
virali associateall’ accumulo di ferro. L'inclusionedi queste
due procedure nel protocollo proposto, mirano amigliorare
I’ ossigenazione con apporto di nuova emoglobina normo-
funzionante e diminuzione dell'iperferritinemia tossica
e dele interleuchine. Da ultimo, vengono presi in
considerazione anche alcuni composti specifici per
completare sinergicamente l'infusione di EDTA. Sono
forniti una serie di dettagli tecnici per I'eventuale utilizzo
del protocollo nella pratica clinica.

1. Background

Nelle fasi piu avanzate e critiche, il nuovo
Coronavirus SARS-CoV-2 porta a una sindrome acuta da
distress delle vie respiratorie (ARDS) e ala cosiddetta
sindrome da disfunzione multipla d'organo (MODS). La
ventilazione meccanica invasiva potrebbe non riuscire
a controllare adeguatamente queste condizioni; & stato
calcolato un tasso di mortalita complessivo del 41,6% dei
pazienti COVID-19 ricoverati in unita di terapia intensiva

(I CU)1, il che stainducendo a una possibile rivalutazione
della gestione di questi pazienti in terapiaintensiva.

2. Razionale

La spiegazione corrente della patogenesi del
COVID-19 s basa sulla lesione primaria del polmone,
con conseguente ipossia, e sullo squilibrio immunitario

ed infiammatorio indotto dal virus®. La cascata degli
eventi patogeni pud portare alla cosiddetta "tempesta
interleuchinica, con una reazione eccessiva dei due rami
del sistema immunitario e un progressivo deterioramento
del polmone e di altri organi. Le alterazioni della
coagulazione sembrano contribuire al’insorgenza di
MODS e ARDS in molti cas, ma manca ancora una
spiegazione complessivamente chiara per questa serie di
sequenze di eventi patogeni scatenati dal virus.
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Unaseriedi ipotesi patogenetiche sono state proposte
per il COVID-19, basate sui risultati clinici e strumentali,
ma anche su modelli computazionali e sulla medicina

traslazionale®>. Mediante le tecniche di molecular docki ng
e la modellazione computazionale, si € evidenziato come

il virus possaindurre una denaturazione della emoglobi na®
e acuni dati di laboratorio sembrano confermare questa

ipotesi5 7. Al contrario, alcuni autori non hanno mostrato
I"esistenza di una emoglobina disfunzionale nei pazienti

coVID-198, tuttavia sono in corso studi ematologici, al
fine di avere una visione piu completa di questa possibile
interazione della Sars-Cov-2 con i globuli rossi.

La possibile interazione tra virus da un lato, ed
eritrociti e / o loro precursori dall'atro, € probabilmente
mediata dal recettore CD147. In effetti, quest'ultimo e
ampiamente rappresentato sulla membrana degli eritrociti
(sono descritti circa 3000 recettori per singolo eritrocita) ed
e stato dimostrato come lo stesso CD147 rappresenta una
delle porte di ingresso sullamembranacellulare per il virus,
insieme al recettore ACE2 e ad altri minori®.

La eventuale alterazione disfunzionale
dell'emoglobina, con il possibile rilascio di eme libero
nel flusso ematico, pud avere una serie di conseguenze
dannose, che portano ad una sorta d ipossia ipossiemica.
Di fatto, la componente patologica polmonare sembra
normalmente interviene nel deterioramento degli scambi
gassos in un secondo momento, quando s verifica la

pneumolisi (deterioramento delle cellule pol monari)g. Allo
stesso modo, i livelli di CO2 nel sangue rimangono stabili
nel periodo iniziale, il che testimonia come il parenchima
polmonare probabilmente funzioni normalmente nella
primafase della malattia.

Negli ultimi mesi altri possibili patomeccanismi sono
stati accertati nell”ambito del COVID-19. In effetti, i dati di
letteratura dimostrano un dismetabolismo del ferro indotto
dal Sars-CoV-2 nellamaggior parte dei pazienti, soprattutto

in quelli piu critici®®.

Le infezioni virali sono generalmente caratterizzate
da un aumento del deposito di ferro e deprivazione

di 0$igenolo. Nel caso di COVID-19, la deposizione
di ferro nei tessuti & stata attribuita anche ai livelli
sempre piu elevati nel tempo di interleuchine, tra cui
I"interleuchina 6. Multiple vie pro-infiammatorie, aumento
delle interleuchine in primis, sono responsabili di una
maggioresintesi eattivitadi epcidina, un ormoneregolatore
del ferro che interviene per accumulare ferro nei tessuti,
rimuovendolo dal sangue, attraverso un'interazione con
la ferroportina sulla membrana cellulare. Un eccesso di
epcidinae/ o una sovraregolazione di questo meccanismo
fisiologico porta ad iperferritinemia, iposideremia e bassa
transferrina sierica, insieme a una serie di alterazioni
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multiorgano causate da deposito eccessivo di ferro

alinterno delle cellule™™3, Con un articolo di grande
interesse, Ehsani ha trovato una somiglianza molecolare
tra la porzione distale della proteina spike del virus

e la costituzione amminoacidica dell'epcidina stessal®,
Attraverso la sua ricerca basata sulla modellazione
computazionale, |'autore € stato in grado di evidenziare da
parte del virus SARS-CoV-2 un'azione simile all'epcidina,
il che comporta quindi un blocco della ferroportina sulla
membrana cellulare ed, infine, unariduzione del rilascio di
ferro dai tessuti nel sangue.

Una serie di meccanismi concomitanti sono stati
proposti per spiegare la disregolazione del metabolismo

del ferro nel COVID-19'°. Infatti, iperferritinemia e
iposideremia sono stati documentati molto spesso nello
stato clinico avanzato di questi pazienti (es. quelli ricoverati

in terapiaintensiva) o nei soggetti deceduti® .

Una possibile combinazione dell’azione dell’
interleuchina sull’ interazione epcidina / ferroportina, con
I'epcidina che mima |'attivita delle proteine spike del virus
€ probabilmente alla radice del sovradosaggio di ferro nel
tessuti.

Il meccanismo di ferroptosi caratterizza le cellule
guando risultano affette da un deposito eccessivo di ferro.
Questa forma specifica di morte cellulare / apoptosi &
strettamente correlata al'eccesso di ferro con danno del
mitocondri, ridotta attivita del glutatione, stress ossidativo,

lipoperossidazione e accelerazione della mitofagi att?

Laletteratura scientifica riporta un numero crescente

di evidenze sul ruolo della ferroptosi nel CoVID-19% 18,
L'accumulo di ferro nel tessuti pud avers in vari organi e

tipicamentesi verificanel parenchimapol monare™®, Questo
danno specifico nelle aree aveolo-capillari dei polmoni
pud spiegare il deterioramento secondario degli scambi
gassos e la polmonite interstiziale, in particolare in quel
pazienti in cui lareazione del sistemaimmunitario innato e
adattativo non é stata sufficientemente efficace nel ridurre
lareplicazionevirae.

Un ulteriore meccanismo di danno sistemico e
polmonare, con conseguente ipossia e lesioni tessutali,
€ probabilmente rappresentato dalla formazione di
parafibrinaendovascolare (resistente allafibrinolisi), tipica

del dismetabolismo del ferro e della ferroptosi®® 2L,

Nel COVID-19, questa manifestazione trombotica
puo di solito in prima istanza coinvolgere aree vascolari
distali (acrosindromi), e pud combinarsi con l'ipossia
indotta dalla vasocostrizione; la risultante perfusione
aterata puo indurre geloni, fenomeno di Raynaud e atre
rilevanti complicanze tromboemboliche nel corso della

malattia® 2.

Vasculab

In effetti, diversi studi hanno riportato la rilevanza
di diverse forme di coagulopatia nella prognosi del

COVID-19%, sebbene gli esatti meccanismi coinvolti negli
eventi tromboembolici arteriosi e / 0 venos siano ancora
sotto esame. Una forma di aterazione della perfusione
polmonare € stata accettata da ricercatori e dlinici®®, il
che puo orientare la terapia dedl COVID-19 verso un
pitl completo approccio rispetto a quello incentrato sulla

“polmonite”.

Inoltre, farmaci anticoagulanti o trombolitici hanno
dimostrato di essere di qualche beneficio, sebbenei risultati

pubblicati sin qui siano ancora inconcludenti®® 6. Le

lesioni micro / macro-trombotiche vascolari e polmonari
sono comungue collegate all'eccesso di radicali liberi, cui
i sistemi antiossidanti tampone sovraccaricati e quelli del
fegato e del macrofagi, intossicati dall”eccesso di ferritina

non sono in grado di far fronte?’. Al di 1a delle terapie
antivirali classiche e delle terapie a base di cortisonici,
antibiotici e anticoagulanti, sono stati ipotizzati una serie di
possibili trattamenti, sfruttando I’ approccio della medicina

traslazionale ed i ntegrativa3.

In questa review vene focalizzato il problema
specifico della ferroptos e vengono proposti  alcuni
trattamenti correlati e mirati, descrivendo un protocollo
dettagliato per i pazienti ricoverati in terapiaintensiva.

Alcuni autori hanno gia descritto le loro
esperienze preliminari sulla chelazione del ferro nel
COVID-19, utilizzando agenti chelanti come deferoxamina
0 deferiprone, sebbene non siano emers sinora

dati significativi®®3C. Altri chelanti del ferro, come
I'acido CaNa2ethylendiamminetetraacetic (EDTA), la D-
penicillamina, il 2,3 dimercaptopropan-1-solfonato e
I'acido dimercaptosuccinico potrebbero essere presi in

considerazione®?.

Alcuni autori hanno ipotizzato che riducendo la
ferritinemia e la conseguente azione tossica del ferro nei
tessuti (principalmente polmonari), sia possibile ridurre
I'evoluzione immunitaria-infiammatoria negativa di questa

patologia viral g328:3032

Chelanti del ferro introdotti pit recentemente, come
ladeferoxaminaeil deferiprone, hanno mostrato una certa
efficacia in varie patologie da accumulo di ferro, quali

33

I"Emocromatosi e la #-talassemia™.

La somministrazione di EDTA, rispetto quella di
deferoxamina e deferiprone, presenta alcuni vantaggi.
Infatti, daun lato I'EDTA & considerato un agente chelante
sicuro, a condizione che vengano rispettate alcune regole
generali (vedi sotto), dal I'altro & un composto poco costoso,
con un buon profilo di efficacia, soprattutto in termini di
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neutralizzazione dellareazionedi Fenton edellaproduzione
di radicali liberi®* %,

E noto che il deferiprone presenta alcuni vantaggi
sulla deferoxamina per quanto riguarda la sicurezza,
ma il deferiprone pud comunque indurre alcuni effetti
negativi come: agranulocitos (0,6%), neutropenia (6%),
dolori muscolo-scheletrici e articolari (15%), disturbi

gastrointestinali (6%) e carenza di zinco (1%)36 37

Accanto alI’ effetto sullachelazione del ferro, 'EDTA
puo inoltre essere anche associato alavitamina C, cosache
non e possibile fare con gli atri due chelanti sopra citati.
Infine, I'EDTA pud rimuovere atri minerali del sangue
e da tessuti, come calcio, aluminio, piombo, mercurio,

cadmio®e,

E importante sottolineare che I'ipocalcemia, insieme
ad una probabile ed estremamente dannosa iper-
concentrazione di calcio intracellulare, caratterizzano i

pazienti COVID-193%4,

Questa caratteristica orienta specificamente il tipo di
EDTA da usare, poiché sia il NaEDTA che il CaEDTA
sono potenzialmente utili per chelare il ferro. Sebbene
entrambi questi chelanti siano considerati degli antagonisti
dei metalli pesanti, sono stati originariamente approvati
per usi divers e hanno effetti fraloro diversi 38,

L'uso di NaEDTA pud comportare una sostanziale, e
talvoltacritica, diminuzione dellaconcentrazione del calcio
sierico. Di conseguenza, I'uso di CaEDTA é stato preferito
nel presente protocollo, a fine di evitare eventuali rischi a
fronte della gia bassa calcemiadi questi pazienti.

La ferritina sierica viene adeguatamente rimossa dal
CaEDTA, cosi come ugualmente il ferro sierico subisce
una simile chelazione; il metabolismo di questi chelanti
a base di EDTA s caratterizza peraltro con un 50% e
98% di clearance renale dopo rispettivamente 6 e 24

ore™. L azione del CaEDTA sul ferro circolante attiva
di conseguenza un ulteriore meccanismo biochimico, in
guanto la rimozione della ferritina sierica induce un
gradiente osmotico che assicura un’ ulteriore rimozione del

ferro dai tessuti®®.

Un'dtracaratteristica specificaed estremamente utile
dell’ EDTA, é la sua azione protettiva, gia dimostrata

in vivo, sull'endotelio*® %°. Un danno endoteliale &
stato ripetutamente sostenuto e considerato di centrale

importanza nel COVID—1946, quindi possiamo ipotizzare
che I'azione benefica dell'EDTA sull'endotelio vascolare
possa rappresentare un motivo aggiuntivo per il suo utilizzo
in questi pazienti.

Infine, I'EDTA ha una intrinseca azione
anticoagulante in vitro, proprieta chimica che puo rendere
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questo composto interessante nel pazienti covID-19%,

dove un'iper-coagul abilita e stata dimostrata.

Nel complesso, il CaEDTA pud rappresentare un
agente chelante multi-target e completo in questi pazienti.

In combinazione con lachelazionedel ferro, il salasso
e la successiva trasfusione di sangue avrebbero un ruolo
complementare in casi selezionati, in modo da sostituire
il sangue rimosso carico di ferritina e affetto da una
possibile disfunzione emoglobinica Esistono alcuni dati di

|etteratura sull'uso del salasso nelle infezioni virali“®.

La letteratura sulla salassoterapia € estremamente
limitata, e senza alcun riferimento diretto al COVID-19.
Tuttavia acuni autori hanno rivendicato il possibile
ruolo della flebotomia controllata sulle alterazioni
dello scambio di gas, tipico dela polmonite di

questi pazienti49. Al contrario, alcuni autori hanno
riportato esperienze preliminari con trasfusioni di

sangue nei pazienti COVI D-19%. Purtroppo, nessuna
raccomandazione conclusiva pud essere estrapolata dalla
limitata pratica clinica

L 'ossigenazione extracorporea a membrana (ECMO)
e stata proposta ugual mente come trattamento per pazienti

molto gravi di COVID-19, macon risultati controversi 5152
Inoltre, si évisto comeil trattamento mediante ECM O possa
essere complicato da emorragia e coagulopatia in pazienti

COVID-19°3°4,

E interessante sottolineare che anche il semplice
salasso attraverso flebotomia ha I"'immediato vantaggio di
rimuovere i metaboliti nocivi, come ¢ stato gia dimostrato

nei casi di anemiafalciforme®.
3. Proposta terapeutica

Sullabase dell'accertato dismetabolismo del ferro nel
COVID-19, viene qui proposto un approccio terapeutico
origindle verso questa patologia infettiva, includendo
anche potenziali interventi adiuvanti volti a migliorare la
disfunzione dell'emoglobina e soprattutto dismetabolismo
del ferro, oltre che mirati alariduzione dello stato ipossico
generalizzato.

L'obiettivo principale € vautare l'efficacia e la
sicurezza di un protocollo di terapia come sopra, per i
pazienti in terapia intensiva.

Sono stati ipotizzati una serie di interventi specifici,
indirizzati al metabolismo del ferro, all'eccesso di epcidina,
alla conseguente ferroptosi e verso l'estremo stress
ossidativo presente nei pazienti in terapiaintensiva.

Diversi composti e farmaci hanno dimostrato di avere
un ruolo nel dismetabolismo del ferro e ipotizziamo che
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possano risultare di interesse anche nei casi avanzati di
CoVID-19.

| dati di letteratura mostrano un effetto antagonista
sull'epcidina da parte di alcuni composti come eparina,
spironolattone, curcuming, eritropoieting, lattoferrina. Sono
stati inoltre descritti anche farmaci specifici potenzialmente
candidati ad antagonizzare l'epcidina e / o potenziare

I'attivita della ferroportina56. Allo stesso modo, acuni
composti, come vitamina C, glutatione, polifenoli, la
melatoning, la vitamina D hanno un comprovato ruolo
benefico sulla disregolazione del sistema metabolico della

emoglobina, del ferro e pitiin generale immunitario®.

Inoltre, in questo protocollo vengono presi n
considerazione anche altri composti iniettabili specifici,
nonché procedure con attivita benefiche documentate sul
metabolismo del ferro e sulla funzione dell'emoglobina.

3.1EDTA

La chelazione del ferro rappresenta il principale percorso
terapeutico proposto in questo protocollo. La letteratura scientifica
mostra un chiaro effetto del'lEDTA sulla chelazione del ferro e
della ferritina, con riduzione della produzione di radicali liberi. La
conseguente riduzione del ferro intracellulare e della ferritinemia
operata dall’EDTA risulta quindi benefica in termini di riduzione dei
processi di ferroptosi.

La chelazione per mezzo dell’EDTA, una molecola con siti
polidentati, caricati negativamente, porta a legame di ioni con carica
positiva (es. ferro, calcio), quindi ala loro inattivazione (cosa che
s verifica con dtri metali tossici) e infine ala loro escrezione
principa mente mediante meccanismi renali. L’EDTA é stato utilizzato
dalla comunita medica per la chelazione dei metalli sin dal 1940 g, in
seguito alla sua approvazione da parte della FDA, per I'ipercalcemia,

per learitmieindotte dalladigitale, o per I’ avvelenamento da pi ombo®’

%8 |n letteratura I'impiego dell’EDTA & stato proposto anche per
malattie croniche degenerative38, conseguendo ad esempio risultati
interessanti in 2870 pazienti affetti da ischemia cardiaca cronica,

malattie autoimmuni, malattie vascolari periferiche o cerebrai®®. Pin
recentemente I'EDTA e stato impiegato per la chelazione del ferro, ad
esempio in pazienti con sindromi daipersideremia, come emocromatosi
e talassemia®.

Nel complesso, I'EDTA é stato considerato indicato a livello
clinico nella iperferritinemia e sovraccarico di ferro; inoltre, il suo
notevole vantaggio in termini di costi benefici ha contribuito ala
diffusione di questaterapia.

3.2 Altri composti

A causa dell'azione chelante dell'EDTA su altri minerdi, come
il magnesio, e su alcune vitamine, alcuni di questi composti sono
necessariamente aggiunti nella soluzione finale somministrata per
via endovenosa. Tra i composti aggiuntivi inclusi nella soluzione
ricordiamo il magnesio, lavitaminaB1 (tiamina) e B6 (piridossing).

La vitamina B1 (tiamina) si € dimostrata pro-immunitaria e
soprattutto Ad azione pro-eritrocitaria, per la sua azione riduttiva
sui radicali liberi e il lattato, il cui aumento rappresenta peraltro un
indicatore di prognosi negativain questi pazienti infetti®® 62,

La tiamina svolge anche wuna rilevante azione di
decarbossilazione del piruvato, prima che quest'ultimo possa essere
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trasformato in acido lattico, il che comprometterebbe la produzione di
ATP.

E stato ipotizzato un ruolo specifico per il glutatione nel
COVID-19, in virtt del suo ruolo sullo stress ossidativo mitocondriae,
tipico della ferroptosi1l (vedi le concentrazioni elevate del lattato e
lattato deidrogenasi (LDH) n questi pazienti). Il glutatione ha, tra gli
atri, anche effetti benefici sullamolecoladell'emogl obina, riducendone
laglicazione e proteggendo |a componente eme dall'ossidazione3.

LavitaminaC é statari petutamente sostenutacome un composto
utile nei pazienti COVID-19, per le sue molteplici azioni sull'immunita,
la funzionalita dell'emoglobina e per la sua documentata ulteriore

azione antivirale e contro gli effetti del I’ARDS®. Sono stati pubblicati i
primi studi documentanti un iniziale beneficio indotto da questa forma

di trattamento in pazienti COVI D-19363,
3.3 Salasso e trasfusione

Il salasso e stato utilizzato nel corso dell’ARDS ed in particolare
in pazienti con infezioni sistemiche del sangue. In assenza di
sperimentazioni cliniche sul potenziale effetto del salasso in pazienti
critici affetti da COVID-19, s propone di utilizzare questo metodo
in modo mirato e in condizioni di ARDS. La rimozione di sangue
metabolicamente "infetto", sovraccarico di ferritinae privo di ossigeno,
puo indurre un miglioramento sistemico complessivo; infatti, mediante
salassoterapia € legittimo attendersi una riduzione di eme / ferritina,
unitamente alla produzione indotta di nuovi precursori midollari

attivi®,

La trasfusione di sangue subito dopo il salasso, rappresenta
un'ulteriore possibile opzione per introdurre nuova emogl obina normo-
funzionante, che pud aumentare I'ossigenazione negli organi ipossici.
Questa procedura € gia stata proposta per pazienti estremamente critici
infettato da Sars-Cov-2, ma solo come procedura isolata, non in
combinazioneconil salasso. Inoltre, latrasfusionedi sangue halo scopo
di riequilibrareil contenuto di sangue dopo il salasso, evitando qualsiasi
scompenso nei componenti di base del sangue.

3.4 Metodi

| criteri di inclusione per I'ammissione & protocollo sono:
pazienti COVID-19ricoverati interapiaintensiva; | criteri di esclusione
sono i seguenti: mancanza del consenso informato del paziente,
insufficienzarenae con livello di creatinina superiorea3 mg/ dI.

| pazienti vengono arruolati prospetticamente e sottoposti ala
terapia chelante endovenosa e a salasso / trasfusione, secondo i
parametri di seguito elencati.

Al fine di monitorare lasicurezzadel protocollo, tutti gli eventi
avvers devono essere registrati. 11 piu comune effetto collaterale
della chelazione con CaEDTA e l'ipoglicemia. Nel caso di salasso,
I’ipotensione, la nausea, la febbre e I orticaria sono stati segnalati in
rari casi, che per 1o piu regrediscono rapidamente e facilmente con le
terapie usuali.

L'andlis statisticainclude la frequenza descrittiva eil livello di
significativita delle differenze di gruppo. Il valoredi "p" "tra" i gruppi
e al’interno del gruppo deve essere calcolato su varabili continue
e discontinue. Un livello di p <0,05 sara considerato statisticamente
significativo e verranno calcolati anche gli intervalli di confidenza al
95%.

Il protocollo sara sottoposto a rispettivo Comitato Etico
della struttura di ricerca; il consenso informato del paziente risulta
obbligatorio.
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Tabellal
Terapia chelante multicomponente

CaEDTA fino a3 g (solitamente 2 g)
Acido ascorbico (ascorbato di sodio) 10 g
Glutatione 1200 mg

Tiamina pirofosfato 100 mg

Cloruro di magnesio 1 g

Piridossina 100 mg

Soluzione fisiologica 500 ml

3.5 Dosaggi e Posologia

La terapia chelante multi-composto deve essere modulata
secondo unaseriedi parametri clinici e strumentali del paziente. Infatti,
alcuni di questi composti devono essere dosati in accordo con la
funzione renale, il glucosio sierico, la pressione arteriosa ed il peso

corporeo®.

Latabellal riassume la composizione del trattamento chelante
multi-componente da somministrare per via endovenosa.

Dati di letteratura™ # 5 hanno dimostrato la efficacia e la
sicurezza della dose prefissata di 2 g a giorno di CaEDTA nella
stragrande maggioranza delle possibili applicazioni.

Quando i pazienti sono affetti da insufficienza renale cronica,
con un livello di creatinina superiore a 2 mg / dl, € necessaria
un'attenzione specifica per il corretto dosaggio giornaliero.

In particolarein questi pazienti, pud essere importante adeguare
la dose massma giornaliera di CaEDTA, come riportato nella
letteratura pre(:edenteS7 %8 Nel complesso, la dose massima non
supereramai i 3ga giorno in tutti i casi.

3.6 Protocollo per salasso / trasfusione

Latabellall riassumei dettagli dellapropostaele caratteristiche
pratiche del protocollo di salasso / trasfusione.

La chelazione pud integrare la terapia convenzionale con
cortisonici, immunomodul atori, terapie antivirali e anticoagulanti, che
vengono eseguite routinariamente in questi pazienti. In effetti, le
esperienze di chelazione nel COVID-19 pubblicate negli ultimi mesi
non hanno dettagliato alcun problema; I’ uso di chelanti & stato descritto

peraltro anche in pazienti in terapia con anticoagulanti®” 5.
3.7 Obiettivi del protocollo

L 'obiettivo principaledel protocollo proposto édi valutarelasua
efficaciasul tasso di mortalitadei pazienti ricoverati per COVID-19 nei
reparti di rianimazione.

Per stabilire I'efficacia del protocollo proposto, in primis i
parametri da indagare riguardano: @) il tempo necessario per ottenere
il miglioramento clinico, valutato con le variazioni del punteggio di

allerta precoce modificato (M EWS)GG; b) il cambiamento del regime di
ventilazione e della val utazione dell'insufficienza d'organo sequenziale

(SOFA)67; c) il tempo di decorso clinico in terapia intensiva o in
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reparto; d) levariazioni dei biomarcatori di sangue ed urinapiu rilevanti
elevariazioni dell’emogasanalisi.

La tabella 111%8 descrive gli elementi dettagliati che devono
essere presi in considerazione per valutarel'evoluzione delle condizioni
del paziente sotto trattamento.

4. Discussione

Il ferro intracellulare in eccesso interagisce con
le molecole di ossigeno, generando sia ROS attraverso
le reazioni di Haber-Weiss e di Fenton, che specie
reattive dell'azoto e dello zolfo. L'eccesso di ferro
intracellulare porta anche alla ferroptosi, un processo di
apoptosi, che avviene per una disregol azione profonda del
metabolismo mitocondriale (in primo luogo mitofagia) e
una lipoperossidazi one estremamente marcata.

Il sovraccarico di ferro pud anche influenzare
la diversitd del microbiota (polmoni e intestino) e la
coagulazione ematica. La stragrande maggioranza delle
pubblicazioni considera |"iperferritinemia un notevole
fattore prognostico negativo nel COVID-19; alo stesso
modo la presenza di elevate quantita di lattato (segno di
degenerazione mitocondriale) e di LDH (segno di emoalisi
e di necrosi cellulare) e I'iposideremia sono stati associati
a una prognosi peggiore. Questi squilibri biochimici
esprimono una degenerazione del metabolismo del ferro (e
probabilmente una disfunzione dell'emoglobing).

Probabilmente le aterazioni ematiche sopra citate
sono in parte legate alla crescente infiammazione e
alterazione del processo immunitario, tipiche del decorso
del COVID-19. Da notare che, in questi pazienti, i valori
alterati inerenti a metabolismo di ferro ed emoglobina
raggiungono livelli che non sono tipici delle comuni
malattie infiammatorie / infettive.

Di norma, le infezioni virali in genere inducono
un sovraccarico di ferro nell'organismo umano. Va pero
sottolineato che nel COVID-19 questi valori estremamente
alterati di ferritina, sideremia, lattato e altri biomarcatori
simili intercorrono in un intervallo di tempo di soli 10-15
giorni. Inoltre, pazienti critici o deceduti molto spesso
mostrano questi caratteristici profili biochimici.

Di conseguenza, possiamo ipotizzare che queste
dterazioni ematologiche e metaboliche possano
rappresentare |’'espressione primaria dei meccanismi
patologici legati al metabolismo del ferro e, probabilmente,
alafunzionalita dell'emoglobina.

E noto che la replicazione virale necessita di ferro

come substrato per le sue attivita enzi matiche®® °; da qui
ne deriva che qualsiasi terapia che riducaladisponibilitadi
ferro potrebbe essere di interesse per questi pazienti.
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Tabellall
Calendario del protocollo relativo a chelazione, salasso e trasfusione di sangue

Giorno 1

Mattina: terapia chelante multicomponente; dopo 3 ore segue salasso di 400 ml seguito da 400 ml

di trasfusione di sangue intero fresco

Sera: Salasso di 400 ml seguito da 400 ml trasfusione di sangue intero fresco

Giorno 2

Mattina: Salasso di 400 ml seguito da 400 ml di trasfusione di sangue intero fresco
Nel tardo pomeriggio: Salasso di 400 ml seguito da 400 ml di trasfusione di sangue intero fresco

Giorno 3

Mattina: terapia chelante multicomponente, dopo 3 ore segue salasso di 400 ml seguito da 400 ml

di trasfusione di sangue intero fresco

Sera: Salasso di 400 ml seguito da400 ml trasfusione di sangue intero fresco

Giorno 4

Mattina: Salasso di 400 ml seguito da 400 ml di trasfusione di sangue intero fresco
Nel tardo pomeriggio: Salasso di 400 ml seguito da 400 ml di trasfusione di sangue intero fresco

Giorni successivi

Il protocollo ripete giorno per giorno leindicazioni dei giorni 1, 2, 3 e 4, fino a miglioramento o

allascomparsadel sintomi d'ipossia.

La letteratura piu recente mette in luce una serie
di dati circa il rilevante valore prognostico del disturbo
dell'omeostasi del ferro e degli dti valori di epcidina nel

pazienti CoVID-19"173, Allo stesso modo, la ferroptosi
€ sempre piu considerata un processo fondamentale
nella evoluzione dei process infiammatori e degenerativi
sistemici, quindi essa stessa sta diventando un obiettivo

del trattamento in questi pazienti18. Poiché il ferro é
presente nei globuli rossi (60-70%), negli organi legati a
metabolismo degli stessi eritrociti, ma anche negli enzimi
respiratori (16%) e nella mioglobina muscolare (3-5%), si
intuisce come questi tessuti possano essere influenzati dall
" attacco virale sin dalle prime fasi.

La letteratura sulla chelazione nel COVID-19 e

controversa’™. Nel complesso, la maggior parte degli
autori ha evidenziato un livello di ferritina che risulta
due volte piu alto nel pazienti deceduti rispetto a quelli
sopravvissuti; @ stato anche sostenuto che i chelanti del
ferro possono risultare benefici in una serie di reazioni
dannose correlate al sovraccarico di ferro nel sangue, nell
“endotelio e nei tessuti di polmoni e fegato. Il salasso

rappresenta una procedura semplice e rapida per privare il
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corpo di una quota di tossine e particelle virdi; inoltre, la
flebotomiaterapeutica € in grado d ridurre transitoriamente
I'emoglobina e laferritina.

Di fatto, indagini basate sull'intelligenza artificiale
hanno dimostrato che un livello inizide di emoglobina
piu alto all"ammissione in ospedal e, rappresenta un fattore
prognostico negativo in corso di COVI D-197.

Il salasso rappresenta un'opzione innovativain questi
pazienti, cosi come é stato gia impiegato in passato per
mal attie epatiche o viral 487677

La trasfusione, come sottolineato, &€ necessaria per
evitare qualsiasi squilibrio del i principali componenti
del sangue dopo il salasso; il sangue intero aggiunge
emoglobina funzionale, ma anche ferro e l'iperattivazione
dell'omeostasi del ferro. Quindi, il protocollo proposto
sopra risente della necessita del mantenimento di una serie
di equilibri metabolici. In effetti, il carico di ferro e degli
emocomponenti trasfusi sono sotto I'influenza dell’EDTA,
che pud quindi contribuire a mantenere in omeostasi il
metabolismo del ferro.
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Tabellalll
Elementi monitorati per valutare |'efficacia dellaterapia

a) Variazioni del punteggio MEWS: 0-2 paziente stabile, 3-4 instabile,> 5 critico

b) Valutazione sequenziale dell'insufficienza d'organo: punteggio SOFA massimo e mortalitada0
a6 <10%; 7 a9 15-20%; da 10 a 12 40-50%; da 13 a 14 50-60%; 15 > 80%; da 15 a 24 >90%

TSH, lattato, calcemia

¢) Variazioni dei biomarcatori sangue/urinapiu rilevanti e dei parametri correlati agli equilibri
gassosi, come: emogasanalisi, emocromo completo (compresa |'ampiezza della distribuzione

del globuli rossi, RDW, e reticolociti), striscio ematico, omocisteina, proteina C-reattiva, ferro
sierico, transferrina (TIBC), ferriting, LDH, ALT, AST, bilirubina, creatinina, troponina, IL6,

A frontedi questa proposta, si riconosce cheil salasso
elatrasfusione possono rappresentare procedure complesse
nei pazienti in terapia intensiva, ma le stesse sono intese
come interventi di breve durata e potenzialmente salvavita
in pazienti molto critici, che di solito subiscono simili
terapie complesse. Inoltre, si prevede unalimitata necessita
di sangue intero fresco, esclusivamente in casi molto
selettivi. Tuttavia, lanostrapropostaedi naturapreliminare,
quindi & lecito attendersi chelapraticaclinica possaportare
ulteriori perfezionamenti per completare successivamente
il nostro protocollo.

5. Conclusione

In considerazione della probabile interazione del
virus con il ferro e probabilmente con I'emoglobina, viene
proposta una strategia terapeutica per i pazienti in fase
criticaricoverati in terapiaintensiva.
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