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RESUMO

O virus da sindrome respiratdria aguda grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2) é o
agente causador da doenca conhecida como COVID-19. Apesar do desenvolvimento de
vacinas ja aprovadas, ainda € uma ameaca a satde publica em todo o mundo. No periodo
pandémico ndo existia um medicamento com comprovagcdo cientifica contra a COVID-
19, contra seus efeitos, sintomas e antivirais. O objetivo foi determinar e comparar as
concentracdes de CQ em sangue e swab nasal durante os dias de acompanhamento D1,
D5 e D7. O estudo incluiu 41 individuos, seguido os critérios de inclusdo: > 18 anos;
hospitalizado com suspeita clinica ou epidemiolédgica de Covid-19; com frequéncia
respiratoria >24 irpm E/OU, frequéncia cardiaca > 125 bpm (na auséncia de febre) e/ou,
saturacdo periférica de oxigénio <90% em ar ambiente e/ou choque (definido como
PAM<65 mmHg, com necessidade de vasopressor ou oliguria ou rebaixamento de nivel
de consciéncia), ter feito uso de cloroquina durante o acomapanhamento; sem historia de
hipersensibilidade a cloroquina; pacientes positivos na visita de incluséo. Foi observado
que apenas 26 individuos foram elegiveis. As médias das concentracfes de CQ (desvio
padréo) para amostras de swab foram: 0,3183uM (0.5175 pM), 0,3215uM (0.4197 uM)
e 0,2369uM (0.1502 uM), e nas amostras de plasma foram: 0,7382uM (0.9311uM),
5,753uM (2.77uM) e 6,181uM (3.594uM). A comparacdo entre as médias das
concentracdes de CQ em visitas de D1, D5 e D7, apenas amostras de Plasma apresentou
diferenca significativas (valor-p <0,0001). Andlise de correlagdo entre concentracdes de
CQ vs dias de acompanhamento demonstrou correla¢des fortes nas amostras de swab D1
vs swab D7 (r= 0.647, valor-p=0.005), e em plasma D7 vs Swab D7 (r=0.537, valor-
p=0.018), e em Swab D1 vs plasma D5 (r=-0.489, valor-p=0.021). Correlacionando as
concentragdes plasmaticas de CQ vs dose de CQ administrada nos dias de
acompanhamento D1, D5 e D7, apenas a visita D5 apresentou correlacdo positiva e
estatisticamente significativa (r= 0,5876, valor p= 0,0025). Correlagbes entre a
concentracdo de CQ em swab vs valor de Ct, apenas as visitas de acompanhamento D1 e
D5 apresentaram correlacoes fortes negativas e com valores estatisticamente significativo
(r= -0,6258, valor-p= 0,0095) e respectivamente (r= -0,6633, valor-p= 0,0515). As
correlagdes entre DesetilCQ e a concentracdo de CQ nas amostras de plasmas em todos
os dias de acompanhamento apresentaram correlacdo e com valor significativo, no
entanto para as amostras de Swab apenas a visita D7 apresentou correlagdo significativa.
As concentragdes de CQ expressaram ampla variabilidade para amostras de swab, por
apresentar concentracdo muito baixas, possivelmente as amostras de swab ndo sdo uma
boa alternativa para determinacdo da concentracdo da droga. Avaliando concentrages e
a PCR, o farmaco possivelmente ndo foi capaz de acelerar a negativagdo das amostras
nos dias de acompanhamento.

Palavras Chaves: COVID, Cromatografia, HPLC, DesetilCloroquina, Cloroquina,
swab, plasma.



ABSTRACT

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) virus is the
causative agent of the disease known as COVID-19. Despite the development of already
approved vaccines, it is still a threat to public health worldwide. During the pandemic
period, there was no medicine with scientific proof against COVID-19, against its effects,
symptoms and antivirals. The objective was to determine and compare CQ concentrations
in blood and nasal swabs during follow-up days D1, D5 and D7. The study involved 41
individuals, following the inclusion criteria, over 18 years old; hospitalized with clinical
or epidemiological suspicion of Covid-19; and who has: respiratory rate >24 bpm
AND/OR, heart rate >125 bpm (in the absence of fever) AND/OR, peripheral oxygen
saturation <90% on room air AND/OR, shock (defined as MAP<65 mmHg , in need of
vasopressors or oliguria or lowered level of consciousness), patients who used
Chloroquine; no history of hypersensitivity to one of the drugs used in the study; positive
patients at the inclusion visit, where only 26 subjects were eligible. Mean CQ
concentrations (standard deviation) for swab samples were: 0.3183uM (0.5175 uM),
0.3215uM (0.4197 pM) and 0.2369uM (0.1502 puM), and for plasma samples were:
0.7382uM (0.9311uM), 5.753uM (2.77uM) and 6.181uM (3.594uM). Comparison
between mean CQ concentrations at visits on D1, D5 and D7, only Plasma samples
showed significant differences (p-value <0.0001). Correlation analysis between CQ
concentrations vs follow-up days demonstrated strong correlations in D1 swab vs D7
swab samples (r=0.647, p-value=0.005), and in D7 vs D7 swab samples (r=0.537, p-
value= 0.018), and in Swab D1 vs plasma D5 (r= -0.489, p-value=0.021). Correlating
plasma CQ concentrations vs. CQ dose administered on follow-up days D1, D5 and D7,
only visit D5 showed a positive and statistically significant correlation (r= 0.5876, p-
value= 0.0025). Correlations between CQ swab concentration vs Ct value, only follow-
up visits D1 and D5 showed strong negative correlations with statistically significant
values (r= -0.6258, p-value= 0.0095) and respectively (r= -0.6633, p-value = 0.0515).
The correlations between DesethylCQ and the concentration of CQ in the plasma samples
on all follow-up days showed correlation and with a significant value, however for the
Swab samples only visit D7 showed a significant correlation. The CQ concentrations
expressed wide variability for swab samples, due to their very low concentrations,
possibly swab samples are not a good alternative for pharmacokinetic determination of
the drug. Evaluating concentrations and PCR, the drug was possibly not able to accelerate
the negative results of the samples on the follow-up days.

Keywords: COVID, Chromatography, HPLC, DesethylCloroquine.



RESUMO LEIGO

O novo Coronavirus conhecido como SARS-CoV-2 é um virus causador da doenca
chamada de COVID-19, que foi descoberta em dezembro de 2019. Por sua facil
transmissao, em um curto periodo de tempo se espalhou pelo mundo, sendo o responsavel
por causar uma pandemia declarada pela OMS, em 2020. A infec¢do por este virus pode
causar internagdes de casos leves e graves. Por ser um virus recente ainda ha necessidade
de conhecer mais sobre ele e como a doenca se comporta. O objetivo deste estudo foi
medir a quantidade de droga presente no sangue e na secrecdo do nariz que foram
coletadas previamente. A dosagem é medida por um equipamento chamado de
Cromatografia liquida de alta eficiéncia, em pacientes atendidos no Hospital de referéncia
para Covid-19 em Manaus, Amazonas, que fizeram uso de Cloroquina e que foram
positivos para COVID. Os resultados mostraram que as amostras nasais ndo séo boas para
mostrar a presenca da droga, e a CQ ndo demonstrou ter efeito contra o virus, de acordo
com o esperado.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos Gerais

Os Coronavirus (CoV) foram descobertos ha cerca de 60 anos, porém apenas em
2003 foi detectado como agente etioldgico causador da Sindrome Respiratoria Aguda
Grave (SARS) (1).

SARS surgiu no Sul da China entre 2002/2003 e esse espalhou rapidamente pelo
mundo (2,3). Em 2012, ocorreu a descoberta da Sindrome respiratéria do Oriente Médio
(MERS) também causada por um CoV (4). Ambos tiveram transmissibilidade

comprovada de animais para humanos (2,5).

Os CoV sdo detectados em uma diversidade de animais, podendo causar inUmeras
doencas, dentre elas: doencas respiratorias, entéricas, hepéaticas e neurolégicas (6).
Achados demonstraram que o CoV que infecta o Morcego (bat-SARS-CoV) esta
intimamente relacionado ao genoma do SARS-CoV que infecta humanos e Civeta (7). O
novo CoV que foi identificado em 2019, foi nomeado 2019-nCoV (8,9).

S&o sete os Coronavirus que infectam humanos, dentre eles inclui-se o mais
recentemente descoberto, SARS-CoV-2. Além dele temos: os Coronavirus humano
HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-0OC43 ou HCoV-HKU1 causam apenas resfriados
comuns (10), o SARS-CoV e 0 MERS-CoV podem causam infecgdes mais graves,
apresentando uma mortalidade alta (11-13). O SARS-CoV-2, que € 0 novo membro dos
betacoronavirus, estd causando uma situacdo alarmante no cenédrio mundial, ganhando
notoriedade (9).

Em 2019, O Centro de Controle e Prevencao de Doencas (CDC) da China relatou
casos de pneumonia com causa desconhecida, ocorrido em Wuhan. No dia 20 de janeiro
de 2020 mais de 200 casos de pneumonia foram confirmados. Apoés investigacdo da
equipe, em 03 de janeiro de 2020 o Genoma completo do novo CoV foi identificado em

amostra de lavado bronco alveolar (14).



1.2. Epidemiologia do SARS-CoV-2

Em 30 de janeiro de 2020, a Organizacdo Mundial da Salde declarou que a
epidemia da COVID-19 constituia uma emergéncia de saude publica de importancia
internacional. Até 21 de mar¢o de 2023, houve 761.071.826 casos confirmados, incluindo
6.879.677 mortes, notificados a OMS. Até 21 de marco de 2023, um total de
13.260.401.200 doses de vacina foram administradas (15).

As Ameéricas ocupam o terceiro lugar com um total de 191.185.511 casos
confirmados, atrds apenas da Europa (274.391.717 casos) e Pacifico Ocidental
(201.913.013 casos), respectivamente. No entanto, as Américas superam a Europa em

nimero de mortes, com 2.939.388 notificados até 21 de marcgo de 2023 Figura 1(15).

Ameéricas

2.939.388

mortes

Jan 1 Apr 1 Jul 1 Oct 1 Jan 1 Apr1 Jul 1 Oct 1 Jan 1 Apr1 Jul 1 Oct 1 Jan 1
2020 2020 2020 2020 2021 2021 2021 2021 2022 2022 2022 2022 2023

Figura 1: Gréfico de notificacdes de mortes informados a OMS (15).

No Brasil, o primeiro caso confirmado foi em 26 de fevereiro de 2020 na cidade
de S&o Paulo e o paciente possuia histérico de viagem para Italia (16). De 03 de janeiro
de 2020 a 21 marco de 2023, houve 37.14.514 casos confirmados de COVID-19 com
699.634 mortes, e ocupa o segundo lugar no mundo de mortes cumulativas com um total
de 699.634 mortes Figura 2 (15).
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Situacao por regiao, pais, territério e area

Pessoas
totalmente
vacinadas
com a
Casos - Mortes - Doses totais ultima dose
notificados relatadas de vacina da série Pessoas

recentemente  Obitos - recentemente administradas  primaria por impulsionadas
Casos - total nos ultimos 7 total nos dltimos 7 por 100 100 par 100

Nome cumulative dias acumulade =1 dias habitantes habitantes habitantes
Global 761.071.826 657.841 6.879.677 4,338 170.12 65,25 30,96

¥ Estados Unidos da América 102.544.598 126.613 1.114.970 mm 1.741 200,82 68,72 34,99

m Brasil 37.145.514 699.634 W 238,05 79,94 51,59

—— india 44.696.984 5.646 530.808 W 24 159,89 68,99 16.57

mmm Federacdo Russa 22.525.882 82.995 396.809 B 235 1277 54,54

BB México 7.511.450 13.991 333.327 28 173,08 63,48 44,22

Figura 2: Tabela com casos totais cumulativos de COVID-19 por 1 milhdo de
habitantes (15).

De acordo com boletim epidemiolégico, o Estado do Amazonas registrou 624.864
casos e 14.418 dbitos registrados; ocorrendo 201.381 casos e 419 6bitos apenas em 2022
(17). No Amazonas dados de 20 de marco de 2023, foram notificados 1.878.940 casos,
onde a capital foi responsavel por 1.060.309 deste casos e o interior com 818.631 casos,
a letalidade do estado foi 2,28% (18).

1.3.  Diagnostico de SARS-CoV-2

Em 2003, 0 SARS-COV foi isolado em cultura e seu material genético foi obtido
através de um procedimento de amplificacdo aleatdria baseado em reacdo de cadeia da
polimerase (PCR) (3,20). Drosten et al., encontraram que o RNA viral também foi
detectado em concentragdes extremamente baixas no plasma durante a fase aguda (20).
O diagnostico do SARS-CoV é realizado através de teste moleculares de transcriptase
reversa, como: RT-PCR convencional, RT-PCR em tempo real entre outros (21). No
diagndstico sorolégico, ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) pode ser realizado
(22,23).

De acordo com o0 CDC, estdo disponiveis dois tipos de testes: testes moleculares
(PCR) e teste de anticorpos (24,25). O teste molecular é realizado pelo PCR em tempo

real, que € o padrdo ouro para o diagnostico da infeccdo (24,25). Teste de anticorpos nao



devem ser usados para o diagnostico de uma infeccdo atual, pois pode levar de 1 a 3

semanas para 0 corpo comecar a produzir anticorpos contra a infecgdo (24,25).

Vérios estudos avaliaram sensibilidade e especificidade de diferentes teste e
métodos para o diagnostico de SARS-CoV2, dentre 0s ensaios soroldgicos temos: Ensaios
de imunoabsorcao enzimatica (ELISA), imunoensaio por quimioluminescéncia (CLIA) e
outros métodos como, testes de imunoflorescéncia indireta (IIFT) e sistema de
imunoprecipitacdo de luciferase (LIPS). E para os testes rapidos de diagnostico, inclui-se
ensaios de fluxo lateral, que sdo os ensaios de ouro coloidal (CGIA) ou

imunocromatograficos marcados com fluorescéncia (FIA) (26).

1.3.1. Testes Rapidos

Teste rapido é definido como um dispositivo de testes de uso Unico que independe
de infraestrutura laboratorial, cujo resultado deve ser liberado com um tempo menor a 30
minutos, e essa variacgao é predefinida pelo fabricante. O procedimento consiste em uma

gota de amostra colocada no dispositivo seguindo de orienta¢Ges do fabricante (27).

Teste rapido é baseado na técnica de imunocromatografia de fluxo lateral, que seu
resultado é expresso de forma qualitativa, demonstrando se o individuo esta expressando
ou ndo anticorpos Imunoglobulina (Ig), podendo ser IgA, 1gG e/ou IgM (28). Os testes de
imunocromatografia além de avaliar anticorpos, foram desenvolvidos para deteccao
rapida de antigeno, e seu desempenho mostrou sensibilidade de 87% e especificidade de
96%, esses testes podem agregar melhorias nas estratégias de testagens e especialmente

em lugares com recursos limitados (29).

De acordo com Albert et al. avaliando teste rapido de antigeno comercial,
demonstrou uma sensibilidade de 79,6% e especificidade de 100%, usando como controle
RT-PCR, o teste teve bom desempenho e seria um étimo auxiliar para o diagndstico
precoce da COVID-19 (30).

Testes sorolégico/imunolégicos podem contribuir para um diagndstico
complementar, porém precisa-se trabalhar com cautela, pois existem limita¢6es. O tempo
de resposta do corpo na producdo de anticorpos contra 0 SARS-CoV2. Determinados
testes sorologicos podem apresentar reacfes cruzadas com outros CoV, que pode

expressar resultados falso positivos, excepcionalmente, alguns individuos ndo apresentam



niveis de anticorpos suficiente para deteccdo apds uma infecgcdo. Os testes soroldgicos

ndo apresentam se a presenca ou nao de uma infeccdo ativa do SARS-CoV2 (28).

1.3.2. Reacdo Em Cadeia Da Polimerase (PCR)

A OMS recomenda a utiliza¢ao da transcri¢ao reversa seguida da reacdo em cadeia
da polimerase (RT-PCR) para todos os casos suspeitos de SARS-CoV-2, realizado através
de amostras do trato respiratorio superior (nasofaringea e orofaringea). Caso 0s suspeitos
negativem em amostras do trato superior, sugere que seja feita a coleta de amostras do
trato inferior (expectoracdo ou aspirado endotraqueal/lavado de broncoalveolar em

pacientes com ventilacdo mecanica) (31).

O RT-gPCR oferece alta sensibilidade e a possibilidade de analisar multiplos
marcadores. Tendo como alvo alguns diferentes genes do SARS-CoV-2, como 0 gene
RNA polimerase (RdRP), gene nucleocapsideo (N), gene envelope (E), gene spike (S) e
regides ORF1b ou ORF8 (32,33). Dentre esses componentes do genoma, os genes E e N
possuem uma sensibilidade maior, e entdo recomendou 0 gene E como alvo durante a

triagem, seguindo de um teste confirmatdrio com o gene RARP (32,34)

Incluir dois ou mais genes no ensaio de RT-gPCR pode diminuir as probabilidades
de um falso negativo. No entanto, realizar testes confirmatdrios com mais genes SARS-
CoV-2 seria trabalhoso e demorado, tornando inviavel em meio a um cenério de crescente
nameros de casos suspeitos no mundo todo. Além do mais, apesar da alta sensibilidade
do ensaio RT-gPCR para casos ativos de SARS-CoV-2, 0 RNA viral torna-se detectavel
apos cerca de 3-5 dias ap6s a contaminacao, e ficando quase indetectavel 14 dias apos a
doenca (32,33).

Wang et al., demonstraram que as amostras respiratorias tiveram maior
positividade, em comparacdo as amostras de sangue, onde apenas em 1% foi positiva, e
as amostras de urina, onde ndo houve deteccdo do virus. Em contrapartida, amostras de
Swabs nasais tiveram valor de CT mais baixo em relacdo as outras amostras, indicando

cargas virais mais elevadas (35).

Schwierzeck et al., compararam valor de CT em pacientes positivos para infeccao

por SARS-CoV-2 que apresentavam sintomas ou ndo, e relataram que em pacientes



sintomaticos o valor de CT foi mais baixo comparados aos assintomaticos, indicando um

carga viral aproximadamente 200 vezes maior (36).

A carga viral pode ser determinada pelo valor limiar de ciclos (CT) (37), onde
quanto maior o nimero de ciclos, menor € a quantidade de material genético do virus, ou
seja, sua carga viral € pequena, enquanto que, o CT baixo indica elevadas cargas virais,

que podem ser usadas como um indicador de transmissibilidade da doenca (8,38).

1.4. Tratamento de SARS-CoV-2

Em 2020, Ahsan et al., descreveram alguns tratamentos contra 0 SARS-CoV-2:
Interferon-o. (IFN-a) (39-42), Interferon-B (IFN-B), Lopinavir/ritonavir (39-41,43),
Favipiravir (44,45), Remdesivir (46,47), Umifenovir (48), Darunavir (49,50), Sarilumab,
Cloroquina/Hidroxicloroquina e Plasma convalescente, alguns desses sendo associados a

antibidticos como azitromicina e ceftriaxona (51).

Em 2021, Chilamakuri, descreve outras potenciais abordagens terapéuticas e de
medicamentos, onde temos: Galidesivir, Ribavirina, Sofosbuvir, Nelfinavir, Atazanavir,
arbidol, APNOL, Ivermectina, entre outros (52). A plitidepsina esta se demonstrando um
sintético eficaz como inibidor da cadeia de reproducéo viral, atuando como bloqueador
da proteina eEF1A, presente nas células humanas, que é utilizada pelo SARS-CoV-2

como receptor para a invasao celular (53).

Atualmente, no Brasil, temos 6 medicamentos aprovados pela Agencia nacional
de vigilancia Sanitaria (ANVISA) para o tratamento da COVID-19: Rendesivir
Sotrovimabe , Baricitinibe (54-57), Evusheld (cilgavimabe + tixagemabe) (58), Paxlovid

(nirmatrelvir + ritonavir) (59) e Molnupiravir (59) (60).

1.4.1. Cloroquina

A cloroquina (CQ) é uma 4-aminoquinolina indicada para profilaxia e tratamento
de malaria causada por Plasmodium sp. Com rapida atividade esquizonticida e
gametocitocida. Além da sua fungdo antiparasitéria, a cloroquina possui a¢éo antipirética

e anti-inflamatéria (61-63).



O sulfato de hidroxicloroquina (HCQ), é um derivado da cloroquina que foi
sintetizado em 1946 ap6s a adicdo de um grupo hidroxila em um dos grupos N-etil do
fosfato de cloroquina. Essa alteracdo foi feita com o objetivo de reduzir
significativamente a toxicidade da cloroquina, de forma a ndo perder seu potencial de

acdo, o que resultaria em uma vantagem terapéutica (64).

Tanto a cloroquina quanto a hidroxicloroquina possuem acéo antiviral com uma
ampla gama de atividades (47,65,66). Essas drogas podem prejudicar a replicacdo de
varios virus ao inviabilizar a invasdo celular por endocitose ou impedindo o término da
replicacdo de virus envelopados (65). Dito isso, a cloroquina e seu derivado, poderiam
inibir a entrada do SARS-CoV por alteracdo da glicosilagdo do receptor Enzima

Conversora de Angiotensina 2 (ACE2) e da proteina Spike (proteina S) (67).

Em 2004, Keyaerts et al., relataram a cloroguina como um inibidor eficaz da
replicacdo do SARS-CoV in vitro, que pode ser considerado para o uso imediato na
prevencdo e tratamento de infeccdes para o SARS-CoV (68). Em 2008, Wang et al.,
sugeriram a cloroquina como primeira droga com potencial para tratamento de COVID,
com realizacdo de testes in vitro, mostrando ter eficiéncia no bloqueio a infeccédo viral
(47). Em ambos os estudos, foi necessario concentracBes altas para o efeito antiviral
(47,68). J& em 2020, Liu et al. demonstraram o potencial da hidroxicloroguina como
intervencdo medicamentosa para infecgdes por SARS-Cov-2. Contudo, apontaram
também a necessidade de ensaios clinicos que precisam ressaltar os efeitos da HCQ apo6s
uso prolongado, levando em consideracdo a possibilidade de overdose e efeitos toxicos,

mesmo que essa seja menos toxica que a CQ (66).

Borba et al. (2020) realizou a comparacdo entre dois bracos de estudo, um foi
tratado com cloroquina 450 mg duas vezes ao dia no primeiro dia e depois uma vez ao
dia por 4 dias, e 0 outro grupo recebeu uma dose maior de 600 mg duas vezes ao dia por
10 dias, ambos os grupos em associacdo com azitromicina e oseltamivir. Com isso foi
observado que a dose alta de cloroquina ndo foi segura para serem vistos beneficios nesse
tratamento, ndo sendo recomendado novamente para casos de COVID-19, especialmente

em pacientes mais velhos com doencas cardiacas pré-existentes (69).

1.4.2 Farmacocinética Da Cloroquina



A CQ possui uma farmacocinética complexa, com uma absorcao rapida que leva
ao pico plasmatico em 1 a 3 horas. Essa réapida absorcao é determinada pela velocidade
de distribuicdo e ndo pela eliminacdo (61). A farmacocinética, os efeitos fisiologicos, a
estrutura quimica, os mecanismos de acdo e a metabolizacdo da cloroquina e
hidroxicloroguina séo todos semelhantes (66,70), além do grande volume de distribuicao
e a longa meia-vida (72 a 120 horas), que sdo caracteristicas de ambas as drogas
(61,64,71).

O metabolismo dessas drogas ocorre no figado, sendo mediado pelas enzimas do
citocromo P450 (CYP) por meio de desalquilagdo. O produto dessa metabolizacéo para
ambas as drogas € a desetilcloroquina, enquanto que a desetilhidroxicloroquina é um
produto apenas da hidroxicloroquina. A partir disso, ambas as drogas geram a
bisdesetilcloroquina como metabdlito, além disso sua excrecdo ocorre de forma lenta na
urina. (61,64,71).

Gustafsson et al. (1987) demonstrou que, ap6s 10 semanas de ingestdo do
farmaco, havia recuperacdo total de 39-67% da cloroquina administrada, e que o
metabolito desetilcloroquina foi responsavel por 10-16% dessa recuperacdo (72). A
desetilcloroquina pode ser rapidamente detectada no sangue e plasma, e suas
concentracdes diminuem de forma lenta (72-74). Tanto a cloroquina quanto a
desetilcloroquina podem ser detectadas na urina por mais de um ano apdés a ultima dose.
Isso ocorre, pois a cloroquina e seus metabdlitos sdo eliminados de forma muito lenta,
possuindo meias-vidas terminais de 50 a 60 dias (72). As concentragdes de
bisdesetilcloroquina no sangue sao de cerca de 2 a 5% das concentracGes de cloroquina,

apos dose Unica (75).

Cordonnier et al. (1987) analisaram concentracdes em individuos saudaveis de
disopiramida na saliva e no plasma apds ingestdo de dose Unica de 100mg de
disopiramida, e demonstraram concentracdes que variaram de 0.07pg/ml a 1.08 pg/mi
(76).

Sankowski et al. (2022) avaliou concentracdes de terifinomida, em individuos que
estavam utilizando 15 — 20mg de leflunomida diario para tratamento de artrite reumatdide
ou artrite psoriatica, onde apresentaram as concentracdes em saliva repouso 72ng/mL
(DP=58) e para saliva estimulada 96ng/mL (DP=64) (77).



Ahn et al. (2020) encontraram concentra¢fes de HCQ em amostra de soro e saliva:
280 pg/L (0,84 pumol/L) e 4.890 pg/L (14,7 pmol/L), respectivamente (78). Cochin et al.
(2022) realizou analise nas concentracdes de hidroxicloroquina em amostras de tecido
pulmonar e plasma de hamster, onde foi administrado azitromicina (AZM) e HQC, com
duas combinacdes de HCQ-AZM (5 e 10 uM) e HCQ sozinho (5 ¢ 10 uM), no grupo de
HCQ + AZM para alta dose as amostras pulmonares apresentaram 17,3ug/g + 3,51ug/g,
para plasma 0,21 pg/mL + 0,08 ug/mL; para o grupo de baixa dose as amostras pulmonares
foi de 18,53ug/g + 4,32ug/g, para plasma 0,15ug/mL + 0,07ug/mL; para grupo de HCQ
sozinho para alta dose as amostras pulmonares apresentaram 15,4ug/g + 6,07ug/g, para
plasma 0,12pg/mL + 0,02pg/mL; para o grupo de baixa dose as amostras pulmonares foi
de 14,1ug/g + 3,03ug/g, para plasma 0,07pg/mL £ 0,02ug/mL (79).

COVID-19 é uma doenca reemergente que se espalhou pelo mundo, causando
grande impacto nos dias atuais. No periodo pandémico, houve uma movimentacéo
mundial para o seu combate. Dentre as drogas testadas esté a cloroquina que foi uma das
mais utilizadas ao redor do mundo devido outro estudo ter demonstrado efeito antiviral
in vitro, onde descreveram as possiveis ligacdes que a droga faz nos receptores para inibir

a entrada nas células, interrompendo seu ciclo de replicacéo.

Estudos de deteccdo viral demonstraram que amostras de Swab continham maior
carga viral e detectam a presenca do virus por um tempo mais longo e sendo considerado
periodo de transmissao. Além disso outros estudos demonstraram que amostras de saliva
poderiam ser uma alternativa para monitoramento das concentragfes de drogas,

atualmente sao escassas as informacdes farmacocinéticas em amostras de Swab.

Diante do presente estudo, contribuiremos para melhor compreensdo sobre a
concentracdo de cloroquina e Desetilcloroquina e sua influéncia na positividade do
SARS-CoV-2, além de avaliar uma possivel amostras alternativa para analises
farmacocinéticas. Esse presente estudo vem para preencher lacunas e elucidar questdes

ainda existentes sobre 0 novo coronavirus.



2. OBJETIVO

1.1 GERAL

Avaliar a concentracdo de cloroguina em swab nasal e sangue e sua influéncia na
positividade de SARS-COV2.

1.2 ESPECIFICO

e Determinar a concentracdo de cloroquina na amostra de Swab

orofaringe/nasofaringe nas visitas D1, D5 e D7.

e Determinar a concentracdo de cloroquina na amostra de plasma nas visitas
D1, D5eD7.

e Comparar concentragdo de cloroquina em amostras de Swab

orofaringe/nasofaringe e plasma.

e Verificar se existe associacdo de concentracdo de cloroquina no Swab

orofaringe/nasofaringe e plasma com a positividade de SARS-CoV-2.



3. MATERIAIS E METODO
3.1. Desenho Do Estudo:

Tratou-se de um estudo de coorte, retrospectiva de pacientes com sindrome

respiratoria aguda, no ambito do novo coronavirus (SARS-CoV-2).

3.2.  Aspectos Eticos:

Este estudo esta atrelado a um estudo maior submetido ao CEP via Plataforma
Brasil, e foi aprovado sob o CAAE No. 39745120.1.0000.0005.

3.3. Populagdo De Referéncia:

As amostras foram selecionadas de um projeto maior, de nome “Estudo de fase
I1b para avaliar eficécia e seguranca do difosfato de cloroquina no tratamento de pacientes
hospitalizados com sindrome respiratoria grave no ambito do novo coronavirus (SARS-
CoV-2): um ensaio clinico, duplo-cego, randomizado” (69). As amostras analisadas

foram coletadas durante esse estudo (abril-Julho/2020).

3.4. Critérios de Incluséao:

e Idade acima de 18 anos;

e Hospitalizados com suspeita clinica ou epidemiolédgica de Covid-19;

e E que apresentaram:
o Frequéncia respiratdria >24 irpm E/OU
o Frequéncia cardiaca > 125 bpm (na auséncia de febre) E/OU
o Saturacdo periférica de oxigénio <90% em ar ambiente E/OU

o Choque (definido como PAM<65 mmHg, com necessidade de

vasopressor ou oligdria ou rebaixamento de nivel de consciéncia)

e Pacientes que fizeram uso de cloroquina;



e Sem historia de hipersensibilidade a um dos medicamentos utilizados no estudo.

e Pacientes positivos na visita de incluséo

3.5.  Critérios excluséo:
e Retirarem consentimento.
e Opinido do investigador, com base na avaliacao de riscos e beneficios do estudo.
e Pacientes que estavam negativos nas amostras de inclusao.

e Sem amostras para analise na amostra de inclus&o;

3.6. Procedimentos laboratoriais
3.6.1. Coletas De Amostras De Plasma

Foram coletadas amostras de sangue em tubos de EDTA, nas visitas de D1, D5 e
D7 onde foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos e mantidas sob refrigeracao até
a separacdo das aliquotas do plasma. ApOs 0 processamento as amostras foram
transportadas em caixas térmicas, com controle de temperatura, para 0 armazenamento

no ultrafreezer a -80°C.

3.6.2. Coletas de amostras de Swab orofaringe/nasofaringe

Para cada coleta, foram utilizados 3 Swabs de rayon com haste flexivel (1° Narina
direita; 2° Narina esquerda; 3° Orofaringe), onde foram introduzidos em movimentos
rotatorios até a regido faringea ( Figura 3) e submergidos em um Unico tubo cénico de

tampa rosqueavel do tipo falcon contendo 5 mL de Soluc¢éo salina ou PBS 1X.



Figura 3: Coleta de swab nasofaringe/orofaringe (80)

Apos a coleta foram agitados no vértex para que o material fosse liberado na
solucdo salina, e foram mantidos em refrigeracdo. Apds o processamento foram
transportadas em caixas térmicas, com controle de temperatura, para 0 armazenamento

no ultrafreezer a -80°C.

3.6.3. Dosagem De Cloroquina

Foi utilizado o método descrito por Dua et al. (1999), que é realizado através de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) (51). A avaliacdo foi realizada com
200 pL de plasma das visitas dos: D1, D5 e D7 para a dosagem de cloroquina (CQ) e
Desetilcloroquina (DCQ).

3.6.4. Deteccdo e Quantificacdo Do Virus

Foram utilizadas amostras de Swab orofaringe/nasofaringe. As amostras foram
submetidas a extracdo do RNA viral utilizando a plataforma Abbott 2000sp (Aboott
Molecular Inc., Des Plaines, IL, USA), seguindo protocolo definido pelo fabricante. A
deteccdo do SRAS-CoV-2 foi realizada atravées do kit comercial
BiomolOneStep/COVID-19 (Instituto de Biologia Molecular di Parana, Curitiba, PR,
Brasil), e seu processamento para obtenc¢do do resultado no equipamento 7500 Real-Time
PCR System (AppliedBiosystems®) (81).

4. Analise Estatistica

Todos os testes tiveram nivel de confianga de 95% e a rejeicdo da hipétese nula

se deu caso o p-valor calculado para cada um dos testes mencionados seja menor que



0,05. Para comparar as concentracfes da CQ durante o seguimento entre as amostras de
plasma e Swab oronasofaringe/nasofaringe de CQ foi utilizado o teste ANOVA de
medidas repetidas. Para comparar média de CQ entre as amostras dos participantes
estudados foi utilizado o teste T-Student ou Mann-Whitney. Para comparar as
concentracdes da CQ e DCQ durante o seguimento entre as amostras de plasma e Swab
oronasofaringe/nasofaringe de CQ foi utilizado o teste ANOVA de medidas repetidas.
Para comparar média de CQ entre as amostras dos participantes estudados foi utilizado o
teste T-Student ou Mann-Whitney. Foram realizadas analises multivariadas com modelos
de regressdo logistica ou linear generalizada log binomial. Os dados foram analisados

usando-se 0 programa Stata versdo 16 e Prisma versao 9.0.



5. RESULTADOS
5.1.  Produto da dissertagdo

A seguir esta o principal manuscrito produto desta dissertacdo, o qual pretendemos
submeter a revista “Memorias do Instituto Oswaldo Cruz”. O manuscrito foi elaborado

considerando o formato solicitado pela revista.
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ABSTRACT

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) virus is the causative
agent of the disease known as COVID-19. Despite the development of already approved
vaccines, it is still a threat to public health worldwide. During the pandemic period, there
was no medicine with scientific proof against COVID-19, against its effects, symptoms
and antivirals. The objective was to determine and compare CQ concentrations in blood
and nasal swabs during follow-up days D1, D5 and D7. The study involved 41
individuals, following the inclusion criteria, over 18 years old; hospitalized with clinical
or epidemiological suspicion of Covid-19; and who has: respiratory rate >24 bpm
AND/OR, heart rate >125 bpm (in the absence of fever) AND/OR, peripheral oxygen
saturation <90% on room air AND/OR, shock (defined as MAP<65 mmHg , in need of
vasopressors or oliguria or lowered level of consciousness), patients who used
Chloroquine; no history of hypersensitivity to one of the drugs used in the study; positive
patients at the inclusion visit, where only 26 subjects were eligible. Mean CQ
concentrations (standard deviation) for swab samples were: 0.3183uM (0.5175 pM),
0.3215uM (0.4197 pM) and 0.2369uM (0.1502 uM), and for plasma samples were:
0.7382uM (0.9311uM), 5.753uM (2.77uM) and 6.181uM (3.594uM). Comparison
between mean CQ concentrations at visits on D1, D5 and D7, only Plasma samples

showed significant differences (p-value <0.0001). Correlation analysis between CQ



concentrations vs follow-up days demonstrated strong correlations in D1 swab vs D7
swab samples (r=0.647, p-value=0.005), and in D7 vs D7 swab samples (r=0.537, p-
value= 0.018), and in Swab D1 vs plasma D5 (r= -0.489, p-value=0.021). Correlating
plasma CQ concentrations vs. CQ dose administered on follow-up days D1, D5 and D7,
only visit D5 showed a positive and statistically significant correlation (r= 0.5876, p-
value= 0.0025). Correlations between CQ swab concentration vs Ct value, only follow-
up visits D1 and D5 showed strong negative correlations with statistically significant
values (r= -0.6258, p-value= 0.0095) and respectively (r= -0.6633, p-value = 0.0515).
The correlations between DesethylCQ and the concentration of CQ in the plasma samples
on all follow-up days showed correlation and with a significant value, however for the
Swab samples only visit D7 showed a significant correlation. The CQ concentrations
expressed wide variability for swab samples, due to their very low concentrations,
possibly swab samples are not a good alternative for pharmacokinetic determination of
the drug. Evaluating concentrations and PCR, the drug was possibly not able to accelerate

the negative results of the samples on the follow-up days.

INTRODUCTION

The COVID-19 pandemic, caused by the SARS-CoV-2 virus, is a major health
problem worldwide (1,2). Worldwide, as of January 30, 2023, there are 752,517,552
confirmed cases of COVID-19 with 6,804,491 deaths (3). Due to the high impact and
rapid spread of the disease. Drugs already established for other diseases were used in an
attempt to contain the infection by Covid-19 (4). Among the candidates, chloroquine
(CQ) and hydroxychloroquine (HCQ), which have shown promising antiviral properties
in vitro experiments and were considered for use in patient care (2,5). Based on results
demonstrating in vitro antiviral properties, CQ has been widely and rapidly used as a
treatment for COVID-19. However, clinical trials have reported that CQ lacks efficacy
against COVID-19 (6-8).

CQ and HCQ are well-known 4-aminoquinoline antimalarial drugs, but they are
used in the treatment of rheumatic diseases (7). Both have long half-lives and low blood
clearance (9). After metabolization and distribution, both drugs can be detected in various
body secretions, including saliva (10-14). Studies with other drugs also used saliva and
plasma/serum samples for analysis of concentrations in the organism, they were used for
anti-tuberculosis drugs (15), anti-epileptics (16-18) and immunosuppressants (19-22).



Sankowski 2022, for the drug monitoring method in blood samples, has some
disadvantages, and proposed saliva as an alternative material for drug quantification, they
use a commercial device for saliva collection, perform a comparison between two saliva
collection methods, also comparing with plasma (23). This work aimed to determine
whether CQ could be detected in mucous secretions from the nasopharynx and
oropharynx of patients infected with the SARS-CoV-2 virus and receiving CQ as a

treatment regimen.

METHODS

This study was submitted and approved on the Brazil platform in December 2020,
under the CAAE number: 39745120.1.0000.0005.

This study used samples between March to April 2020, from a retrospective cohort
of patients. The study began on March, 2020 and the individuals were hospitalized with
severe acute respiratory syndrome related to COVID-19 at Hospital e Pronto Socorro
Delphina Rinaldi Abdel Aziz (HPSDRA), a reference center for the management of
Covid-19 in the city of Manaus, capital of the State of Amazonas (24). Inclusion criteria
were: >51 years OR, pre-existing lung disease OR, decompensated chronic kidney
disease OR, decompensated diabetes OR, systemic arterial hypertension OR,
cardiovascular disease OR, use of immunobiological drugs OR, use of
immunosuppressive drugs OR, patients with HIV/AIDS (CD4+ lymphocytes below 250)
OR, cancer. In addition, the patient must be hospitalized, and with one of the following
conditions: respiratory rate >24 bpm OR, heart rate > 125 bpm (in the absence of fever)
OR, peripheral oxygen saturation <90% in room air OR, shock (defined as MAP <65
mmHg, requiring vasopressor or oliguria or lowered level of consciousness).

From the patients admitted at HPSDRA, 41 individuals were randomized to be
treated with 600mg of CQ daily for 10 days (25). These patients were followed up all
days of treatment, whereby blood, oropharyngeal and nasopharyngeal samples were
collected on days 1, 5 and 7.

In the oropharyngeal and nasopharyngeal samples, CQ, desethylchloroquine (DCQ)
and HCQ concentrations were estimated by high performance liquid chromatography
(HPLC) ondays 1, 5 and 7 by HPLC (26).

For SARS-CoV-2 detection and viral quantification, viral RNA was extracted from
the swab collected samples using the Abbott 2000sp platform (Abbott Molecular Inc.,

Des Plaines, IL, USA) following the manufacturer’s instructions. The samples were then



analyzed using the Biomol OneStep/COVID-19 kit (Institute of Molecular Biology of
Parand, Curitiba, PR, Brazil) in an Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR System
(27).

All tests have a 95% confidence level, for qualitative variables, X? tests and Fisher
exact tests were performed. We used the t test or Mann-Whitney test to compare means
and medians, for the multivariate analyses, the nonparametric kryskal-Willis test was

used. Statistical analyzes were performed in Stata/MP version 14.0.

RESULTS
Population characteristics

As presented in the Figure 1, a total of 41 participants with clinical and
epidemiological presentation compatible with COVID-19 were included in the study. It
was noted that 26 participants (68.4%) tested positive for the SARS-CoV-2 virus. The 26

participants were selected for further analysis.

N =3 - There were
Suspected cases )
_ no samples available
N=41 .
for analysis
v
N =38
| N=12
PCR Negative diagnosis for
SARS-CoV-2
N=26
Positive diagnosis for
SARS-CoV-2

Figure 1: flowchart study participants

The primary characteristics are shown in Table 1. It was observed that male
participants were predominant with 76.9%; the mean age was 55.5 years; weighing on
average 84.1 kgs and over 70% declared to be of admixed ethnicity. Additionally, 88.5%

reported that had some pre-existing comorbidity, which hypertension was most common



(47.8%), followed by obesity (34.8%) and alcohol use disorder (30.4%) (Table 2). At the
time of admission, most of the participants revealed to have been using or had used other
medications apart from CQ (84.6%) (Table 3). Antibiotics were the most frequently
(72.7%) used medications among the participants, followed by dipyrone with 59.1% and
proton pump inhibitors with 45.5%. Statistical analysis showed that there weren’t
significant differences in age, weight and time from onset of symptoms to admission
between the genders (p>0.05). However, there was a statistically significant difference

in the mean body mass index of the participants by gender (p=0.0038).

Table 1: Demographic characteristics of 26 patients treated at HPSDRA, in April 2020.

N/Total N (%)

Variable Total (N=26)
Gender

Male 20/26 (76.9)
Female 6/26 (23.1)
Age — years

Mean (SD) 55.5 (12.4)
Median (IQR) 56.5 (34 - 64)
Range (years) 34.0-84
Weight

Mean (SD) 84.1(21.7)
Range (Kg) 50 -160.1
BMC, Kg/m?

Mean (SD) 29.9 (7.9)
Range 19.5-58.8
Race — N (%)

White 4/26 (15.4)
Brown 19/26 (73.1)
Black 3/26 (11.5)
Professional Healthcare Worker — N (%0)

Yes 4/26 (15.4)

No 22/26 (84.6)
Pregnant — N (%)

No 6/6 (100)
Time from symptom onset to admission, Days

Mean (SD) 9.69 (8.5)

Range (Days) 1-46




Table 2: Clinical and medical history of patients at baseline.

Comorbidities

N/ Total N (%)

Total (N-26)
Yes 23/26 (88.5)
No 2126 (7.7)
Hypertension 11/23 (47.8)
Obesity 8/23 (34.8)
Alcoholism:
Alcoholic 7/23 (30.4)
Ex-alcoholic 2/23 (8.1)
Tee toller 12/23 (52.2)
Unknown 2/23 (8.1)
Smoking:
Smoker 2/23 (8.1)
Ex-smoker 6/23 (26.1)
Non-smoker 12/23 (52.2)
Unknown 3/23 (13.0)
Diabetes mellitus 5/23 (21.7)
Chronic renal disease 4123 (17.4)
Chronic pulmonary disease 4/23 (17.4)
Chronic cardiac disease 3/23 (13.0)

Table 3: Medical history of patients at baseline characteristics.

N / Total N (%)

Medications
Ibuprofen
Corticoids
Antibiotics:
Azithromycin
*other antibiotics
(*ceftriaxone most common 14/15= 93.33%)

Bronchodilators (fenoterol, ipatropio)

Ace inhibitors (captopril — 80%)
Statin (all used simvastatin)
Arvs
Calcium blockers
Others

*dipyrone appears most 59.09%
*proton pump inhibitors 45.45%

22126 (84.62)
1/22 (4.76)
2/22 (9.52)
16/22 (72.73)
8/16 (53.33)
15/16 (93.75)

3/22 (13.64)
5/22 (22.73)
3/22 (13.64)
0/22 (0.0)
0/22 (0.0)

22/22 (100)




Table 4: Average dose of CQ ingested by participants for each kg.

Variable Mean (mg) Std. Dev. (Min - Max)
Dose/ kg — D1 5.4 4.2 (0-15)

Dose/ kg — D5 51 5.6 (0-18.5)

Dose/ kg — D7 1.9 4.0(0-14.1)

Dose cumulativa / kg 42.4 26.5 (6.3 — 108.0)

The average doses administered per kg are presented in Table 4, for D1 visits we
obtained an average of 5.4 mg/kg, for D5 the average was 5.1 mg/kg, and later for D7 it
was 1.9 mg /kg, Cumulative dose was calculated with the sum of all pills administered
from D1 to D7 with an average of 42.4 mg/kg, distributed over 7 days the daily dose/kg
was 6mg/Kkg.

Laboratory results

Table 5 shows the positivity of the Swab samples analyzed on D1, D5 and D7,
divided into two groups: individuals who were included in the first 7 days from the onset
of symptoms (Group A) and individuals included with more than 7 days (Group B). On
days 5 and 7 of patient follow-up, participants in Group A still had a higher viral positivity
test compared to Group B. This difference in the two groups of participants was further
supported by Error! Reference source not found., which suggested a high burden viral
between the individuals of Group A compared to Group B, for visits of D5 (p-value =
0.4) and D7 (p-value = 0.04), however, only in the comparison of groups of D7 showed
the difference significant. The graphs of CT values illustrated lower averages in the

number of cycles for individuals in Group A.



Table 5: PCR positivity in the groups greater and less than 7 days of symptoms

Group % (N./N. total)
PCR results D1 D5 D7

@ Pos 100 77,8 (7/9) 87,5 (7/8)
g A (11/11)
3 Neg 0 22,2 (2/9) 12,5 (1/8)
2 100 41,7 (5/12) 45,5 (5/11)
£ B>7 Pos (15/15)
2 Neg 0 58,3 (7/12) 54,5 (6/11)
- bos 100 57.1(1221) 63,2 (12/19)

Total (26/26)

Neg 0 42,9 (9/21) 36,8 (7/19)

CQ concentration analysis is shown in Table 6 and Figure 2. In the Swab samples,
amean (SD) of CQ concentration, on days 1, 5 and 7 were 0.3183uM (0.5175), 0.3215uM
(0.4197) and 0.2369uM (0.1502), respectively. In plasma, were found 0.7382uM
(0.9311), 5.753uM (2.77), and 6.181 uM (3.594), respectively. We didn’t observe
statistically significant differences in CQ concentrations between PCR positive and PCR
negative participants on D5 and D7 (Table 6).
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Figure 2: PCR Cycle threshold (Ct) value trend in patients with symptoms for under
or over 7 days before admission.



Table 6: CQ concentration in swab and plasma samples (mean [SD]), days of follow-
up; comparison of means of CQ concentration with corresponding day and PCR
result (p-value).

SWAB PLASMA
Follow-up days D1 D5 D7 D1 D5 D7
Number (N) 24 29 19 26 20 17
Mean concentration  0.3183 0.3215 0.2369 0.7382 5.753 6.181

(SD), uM  (0.5175)  (0.4197) (0.1502) (0.9311) (2.77) (3.594)
Range 0-195 0-1.97 0-061 0-38 0-88 0-10.78
p-value (by comparing
with corresponding day * 0.1156 0.8970 * 0.3159 0.5539
PCR results)

* it was not possible to analyze

There was no significant difference between the mean CQ concentrations in the
Swab at visits D1, D5 and D7 (p<0.05). However, in the plasma, were significant
differences from the same follow-up days (D1, D5, and D7) (p-value <0.0001). A post
hoc test indicated that there are significant differences in CQ concentrations between D1
and D5 and D1 and D7 (p-value <0.0001).
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(A) Concentration of CQ in plasma sample; {(B) concentration of CQ in Swab samples; for both samples in blue the
average of the samples referring to D1 is shown, in red D5 and in green D7.

Figure 3: Chloroquine concentration in samples analyzed on follow-up days (mean
[SD]), (A) Concentration of CQ in plasma sample; (B) concentration of CQ in Swab
samples; for both samples in blue the average of the samples referring to D1 is
shown, in red D5 and in green D7.



Figure 4 shows the correlation between plasma CQ concentrations vs CQ dose
administered on D1, D5 and D7. A Figure 4B It was observed that there was a statistically
significant positive correlation between the dose of CQ administered and the plasma
concentrations of CQ (r: 0.5876*, p=0.0025).

Figure 5 demonstrates that the negative correlation between CQ Swab
concentrations vs Ct value in the analyzed visits, however between correlations only for
follow-up days D1 and D5 were statistically significant between Ct value and CQ
concentration in the sample with (r: -0.6258, p-value = 0.0095 and r: -0.6633, p-value =
0.0515).

Correlation between CQ concentration in plasma samples on visit D7 and
cumulative dose ingested, represented by Figure 6, where the coefficient showed a weak
and non-significant correlation (r=0.2717, p-value=0.2335), In Figure 6 we can verify
that there is possibly no correlation between CQ concentration vs cumulative ingested

dose.
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Figure 4: Correlation of administered doses vs plasma concentration; (A) correlation graph in
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Evaluating DCQ and correlating with CQ concentration in plasma and Swab

samples (Table 8). Plasma samples at visits D1 and D7 showed significant correlations,

for swab samples D7 and plasma D5 showed moderate and significant correlation.

Table 7: Correlation of DesethylCQ concentration in plasma samples versus CQ
concentration for both samples on different days.

Variables

correlation Val

* Bioavailability (DCQ) coefficient (7) p-yalue
Bioavailability - D1 vs CQ concentration in plasma - D1 0.9566* <0.0001*
Bioavailability - D5 vs CQ concentration in plasma - D5 0.5976* 0.0054*
Bioavailability - D7 vs CQ concentration in plasma - D7 0.9789* <0.0001*
Bioavailability - D1 vs CQ concentration in Swab - D1 0.0394 0.8849
Bioavailability - D5 vs CQ concentration in Swab - D5 -0.1437 0.5573
Bioavailability - D7 vs CQ concentration in Swab - D7 0.5729* 0.0103*

Table 8: Correlation between Comorbidities and the concentration of CQ in plasma samples.

Plasma Day 1 Plasma Day 5 Plasma Day 7
Variables correlation Value correlation Value correlation Value
coefficient (r) P coefficient (r) P coefficient (r) P
Comorbidity 0.0388 0.860 0.0447 0.604 0.0134 0.835
Obesity 0.3281 0.251 0.5514 0.153 0.0079 0.938
Hypertension -0.6554 0.237 0.0628 0.648 -0.1275 0.153
Diabetes -0.3682 0.580 0.2397 0.441 -0.0044 0.972
Heart disease -0.6305 0.561 0.1874 0.659 0.0451 0.787
Pulmonary diseases -0.2232 0.734 0.2565 0.477 -0.1186 0.398
Chronic kidney 0.4397 0.241 -0.1505 0.394 -0.0338 0.834
disease
Liver diseases ND ND ND ND ND ND
Chronic neurological 0.2840 0.734 -3.0686 0.992 ND ND
diseases
Rheumatic diseases ND ND ND ND ND ND




Table 9: Correlation between Comorbidities and the concentration of QC in Swabs samples

Swab Day 1 Swab Day 5 Swab Day 7
Variables corre_la_tion corre_la_tion corre_la_tion
coefficient ~ Valor-p  coefficient  Valor-p  coefficient  Valor-p
(r) (r) (r)
Comorbidity -0.2864 0.583 0.0153 0.979 0.5078 0.748
Obesity -1.2929 0.513 -1.5288 0.470 -2.9820 0.312
Hypertension -2.1451 0.311 -0.8498 0.547 -2.3064 0.365
Diabetes -4.2301 0.310 -0.2090 0.880 0.7786 0.798
Heart disease -0.7540 0.786 -0.0944 0.957 2.4139 0.579
Pulmonary diseases -0.7298 0.712 -1.2778 0.633 -1.9495 0.655
Chronic kidney 0.1643 0.881 0.3669 0.780 5.0907 0.217
disease
Liver diseases ND ND ND ND ND ND
Chronic neurological 12.0849 0.992 ND ND ND ND
diseases
Rheumatic diseases ND ND ND ND ND ND

For Table 8 and Table 9, correlations performed between comorbidities and the
concentration of CQ, it demonstrated a wide variability in the correlation coefficient (r);

no significant results were demonstrated for the analyzes carried out (p-value >0.05).

Discussion

Given the urgency to control and manage the COVID-19 pandemia, several
medications have been tested against SARS-CoV-2 (4,5,28-44). Chloroquine has been
used safely for more than 70 years in the treatment of malaria, and also demonstrated
potential antiviral activity to SARS-CoV-2 in vitro, it could be an effective treatment (45).
The Guangdong Province Health Commission recommended the use of CQ in a dose of
500 mg twice daily for 10 days to reduce viral load, shorten hospital stay and improve
patient outcomes (46). However, Borba et al. (2020) demonstrated that the risks of high
dose CQ treatment outweighed the possible benefits (24).

Chen et al. (2020) and Huang et al. (2020) (47,48), where the number of
infections was higher in men. The females were less affected because the female immune
system has reduced susceptibility due to genetic and hormonal factors (48,49). Data have
shown that most of them had pre-existing comorbidities, studies have shown that

individuals with comorbidities associated with COVID are at greater risk of worsening



and may even require admission to the ICU (50). Diabetes, obesity, hypertension, heart
disease and others can be considered a risk factor for severity (50-52).

In this study, there was a reduction in the rate of positivity after the seventh day
of symptom onset. These findings corroborated those of Xiao et al. (2020), who described
there was a greater positivity within the first 7 days (53).

In 1983, a case of CQ intoxication was published which a dose of 82 mg/kg body
weight with blood concentrations of approximately 10.0 uM, could be tolerated. Some
dose-dependent symptoms manifested following the administration of CQ, which
subsided with reducing blood CQ concentrations (54).

After the study demonstrated in vitro activity of CQ for SARS-CoV-2, Wang et
al. (2020) recommended that they be used in humans (5). It was expected that CQ would
reduce virus positivity rates and that CQ concentrations in swabs would be close to
reported in vitro concentrations. However, our results suggest that the “therapeutic”
concentration was unattainable mainly at the desired site of action (hasal, oral mucosa
and nasopharyngeal lining). On the other hand, serum concentrations were higher than
the EC50 discussed by (5), and the values considered effective by (45). It can also be
observed that the values of concentrations in the swab samples did not reach even half of
the value suggested by Wang in 2020 (5).

Regarding the Swab samples, it was observed that the CQ concentration did not
differ even with daily administration. On the other hand, plasma drug concentration
increased over the follow-up days.

A correlation was observed between Ct and CQ concentration, it was observed
that as concentrations increase, there is no reduction in viral load, as Ct values decrease
with disease progression, suggesting a greater amount of virus in the sample.

The study had some limitations. First, the place where the participants were
recruited was a reference center for severe and critical cases of COVID-19, making it
impossible to include mild and moderate cases as a comparison in the study.

Furthermore, the use of CQ as a treatment was discontinued after 5 days of
treatment due to safety concerns for participants. Finally, due to the suspension of the use
of the CQ due to the safety of individuals, the sample size was affected.Between

for correlation chart of ct value vs CQ concentration, it can be suggested that as
the concentrations increase, they do not reduce the virus load, since Ct values are reduced

with the progression of the disease, suggesting a greater amount of virus in the sample.



The study had some limitations. First, the place of recruitment of participants was
a referral center for severe and critical cases of COVID-19, making it impossible to
include mild and moderate cases as comparative groups in the study. Second, the use of
CQ as a treatment was discontinued after 5 days of treatment, due to safety concerns for
participants. Finally, due to the suspension of the use of the CQ for reasons of safety of

the individuals, the sample size was affected.

Conclusion

CQ concentrations were different between swab and plasma. Sufficient swab
concentrations did not reach concentration as suggested in vitro tests. Correlations of Ct
value vs CQ concentration suggest that even with maintenance doses of the drug, the viral
amount continues to increase. As for the blood concentrations, they exceeded these
values, but not enough to reduce the viral load. Comorbidities did not influence the
concentration of drug concentrations in people arriving. Due to the large variability in the
Swab sample, and the low CQ concentration, the Swab is probably not a good alternative
sample for pharmacokinetic drug development. Future studies need to be performed

regarding adverse effects, drug metabolizers and pharmacological immunomodulation.
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6. CONCLUSAO

As concentragOes de CQ foram diferentes entre o swab e o plasma. As concentra¢des
no swab ndo atingiram concentracdo suficiente conforme sugerido nos testes in vitro. As
correlagdes de Ct vs concentragdo CQ sugere que mesmo com as doses de manutencdo da
droga, a quantidade viral continua crescente. J& para as concentra¢fes sanguineas que apesar
de ultrapassaram esses valores, ndo foram suficientes para reduzir a carga viral. As
Comorbidades ndo demonstraram ter influéncia nas concentra¢des da droga. Devido grande
variabilidade na amostra de swab, e apresentar concentracdo da CQ baixa, provavelmente o
swab ndo é uma boa amostra alternativa para determinacao farmacocinética da droga. Estudos
futuros precisam ser realizados em relacdo aos efeitos adversos, metabolizadores de drogas e

imunomodulacdo farmacoldgica.



7. LIMITACOES

O estudo teve algumas limitagdes. Primeiro, o local de recrutamento dos participantes
foi um centro de referéncia para casos graves e criticos de COVID-19, impossibilitando a
inclusdo de casos leves e moderados como grupos comparativos no estudo. Em segundo lugar,
0 uso de CQ por 10 dias foi descontinuado, devido a preocupacfes de seguranga para 0S
participantes. Por fim, devido & suspensdo do uso do CQ por questdes de seguranca dos

individuos, o tamanho da amostra foi limitado.
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