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Resumo

Introducdo: A retinopatia por hidroxicloroquina é uma complica¢do reconhecida do
tratamento prolongado com este fa&rmaco, podendo conduzir a perda visual irreversivel,
sendo essencial a detecdo precoce da toxicidade. Este estudo teve como objetivo a
avaliacéo da influéncia do tratamento com hidroxicloroquina no campo visual central e
na espessura das camadas retinianas obtida ap6s segmentacdao com o spectral-domain
optical coherence tomography (SD-OCT).

Métodos: Estudo retrospetivo transversal. Foram incluidos doentes referenciados para
rastreio de retinotoxicidade da hidroxicloroquina e excluidos doentes com glaucoma ou
patologia da retina. Todos os doentes foram submetidos a avaliacdo oftalmoldgica
completa, SD-OCT e perimetria computorizada dos 10° centrais. Efetuou-se segmentagéo
automatica dos scans de SD-OCT de forma a obter a espessura de cada camada da retina.
O complexo de células ganglionares resultou da combinacdo das camadas de fibras
nervosas, células ganglionares e plexiforme interna. Os doentes foram divididos em dois
grupos, um gue incluiu os doentes com menos de 5 anos de tratamento (Grupo A) e outro
com o0s doentes com pelo menos 5 anos de tratamento (Grupo B), representando,
respetivamente, os efeitos de curto e longo-prazo do tratamento com hidroxicloroquina.
Resultados: Foram incluidos neste estudo 179 olhos de 93 doentes (Grupo A: 49 olhos;
Grupo B: 130 olhos), com idade média de 55,87+12,92 anos e predominancia do sexo
feminino (84,92%). A duragdo media do tratamento foi de 8,36+5,11 anos, com uma dose
diaria por peso corporal real de 5,07+1,54 mg/kg, totalizando uma dose cumulativa de
1014,78+675,93 gramas de hidroxicloroquina. Os grupos eram semelhantes no que
concerne a idade e sexo (p>0,05). A espessura total da retina foi significativamente menor

no grupo B relativamente ao grupo A (314,46+16,30 contra 308,44+13,71; p=0,014). No



grupo B, os setores parafoveais do complexo de células ganglionares apresentaram
correlacdo inversa significativa com a dose cumulativa total (r=-0,32; p<0,001).
Ajustando para a idade ($=-0,111; p=0,267), sexo feminino (B=-0,259; p=0,006) e
equivalente esférico (=0,245; p=0,014), a espessura parafoveal do complexo de células
ganglionares diminuiu 0,004 um por cada grama de aumento na dose cumulativa de
hidroxicloroquina (R-quadrado = 15,73%). A espessura da retina externa parafoveal,
assim como os indices sumarios dos campos visuais, foram semelhantes entre 0s grupos
e ndo apresentaram correlacdo com a dose cumulativa.

Conclusdo: Doses cumulativas crescentes de hidroxicloroquina podem induzir
diminuigdo progressiva da espessura da retina interna parafoveal, particularmente do
complexo de células ganglionares. Os indices sumarios dos campos visuais ndo

refletiram, neste estudo, os efeitos de longo-prazo da hidroxicloroquina.
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Abstract

Introduction: Hydroxychloroquine retinopathy is a recognized complication of the
prolonged treatment with this drug, leading to irreversible visual loss, being essential the
early detection of toxicity. The purpose of this study was to evaluate the influence of the
treatment with hydroxychloroquine on the central visual field and on the retinal layers
thickness after segmentation with spectral-domain optical coherence tomography (SD-
OCT).

Methods: Retrospective, cross sectional study. The patients referred for
hydroxychloroquine retinopathy screening were included and patients with glaucoma or
retinal diseases were excluded. All patients underwent a complete ophthalmological
examination, SD-OCT and central visual field testing. Automatic segmentation was
performed using the SD-OCT software, so that the thickness of each retinal layer was
obtained. The ganglion cell complex was obtained by the combination of the nerve fiber,
inner plexiform and ganglion cell layers. Patients were divided in two groups, one
including patients with less than 5 years of treatment (Group A) and other including
patients with at least 5 years of treatment with hydroxychloroquine (Group B),
representing, respectively, the short and long-term effects of the treatment.

Results: In this study, 179 eyes from 93 patients were included (Group A: 49 eyes; Group
B: 130 eyes), with a median age of 55,87+12,92 years and female sex predominance
(84,92%). The median duration of treatment was 8,3645,11 years, with a daily dose by
real body weight of 5,07+1,54 mg/kg, totaling a cumulative dose of 1014,78+675,93 g of
hydroxychloroquine. Both groups were similar regarding age and sex (p>0,05). Total
retinal thickness was significantly thinner in group B comparing to group A

(314,46+16,30 vs. 308,44+13,71; p=0,014). In group B, the inner sectors of the ganglion



cell complex showed a significant inverse correlation with total cumulative dose (r=-0,32;
p<0,001). After adjusting for age (B=-0,111; p=0,267), female sex (=-0,259; p=0,006)
and spherical equivalent (3=0,245; p=0,014), parafoveal thickness of the ganglion cell
complex decreased 0,004 um for each gram increase on the hydroxychloroquine
cumulative dose (R-squared = 15,73%). The parafoveal outer retina, as well as the
summary indices of the visual fields, were similar between groups and did not correlate
with cumulative dose.

Conclusion: Increasing cumulative doses of hydroxychloroquine can induce progressive
thinning of the parafoveal inner retina, particularly of the ganglion cell complex. In this
study, the summary indices of the visual fields did not reflect the long-term effects of

hydroxychloroquine.

Keywords: Hydroxychloroquine; Toxicity; Macular Degeneration; Retinopathy.
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Introducéo

A hidroxicloroquina (HCQ) é um farmaco frequentemente usado em diversas
patologias autoimunes, especialmente do foro reumatolégico e dermatolégico, como o
[Upus eritematoso sistémico (LES) e a artrite reumatdide (AR), podendo ser usada como
tratamento primario ou como terapéutica adjuvante.! Observa-se ainda atualmente o
surgimento de novas aplicacdes em campos como a diabetes e dislipidémia, oncologia? e
doencas inflamatdrias pediatricas.! Considerando a diversidade de aplicacdes clinicas da
HCQ, sera facil deduzir que o seu mecanismo de a¢do ndo se pode resumir a um processo
Gnico.? Alguns dos mecanismos propostos para a sua agdo anti-inflamatoria e imuno-
moduladora assentam na inibicdo do processamento e apresentacdo antigénica (através
da inibicdo da acidificacdo lisossomica, entre outros mecanismos),? na inibicdo da
producdo de citocinas pelas células T e na interferéncia em vias de sinalizacdo
dependentes do calcio em células T e B.2

Apesar de ser um farmaco geralmente bem tolerado e de ter um perfil de seguranca
sistémica muito favoravel, a HCQ pode apresentar toxicidade retiniana, associando-se a
perda visual irreversivel, potencialmente progressiva apds suspensdo do farmaco.* Esta
progressao podera dever-se ao facto de a HCQ permanecer ligada a melanina do epitélio
pigmentado da retina (EPR) durante um longo periodo de tempo ou, mais provavelmente,
através de um efeito de desequilibrio metabdlico dos fotorreceptores, sendo que quanto
maior a duracdo da exposicdo tdxica, maior a probabilidade de estas células
eventualmente descompensarem e acabarem por morrer.* O mecanismo subjacente a
toxicidade é ainda largamente desconhecido.! ® Classicamente considerada como sendo
baixa, a prevaléncia de retinopatia é atualmente estimada nos 7,5%, um valor superior ao
inicialmente reportado e que aumenta em relagdo com a maior duragdo da terapéutica e

com uma maior dose diaria por peso real.® O protocolo de rastreio atual assenta na



utilizacdo rotineira de meios complementares de diagnostico ndo invasivos, como 0
spectral-domain optical coherence tomography (SD-OCT) e a avaliacdo dos campos
visuais.® Considerando a utilidade desta medicagdo a tantos doentes, o objetivo do rastreio
ndo é o de suspender a medicacdo ao primeiro resultado anormal, mas sim confirmar de
forma definitiva as alteracfes e suspender a medicacdo precocemente antes que surjam
alterac@es irreversiveis.® Desta forma, o foco da vigilancia clinica reside na identificacio
de alteracGes progressivas que possam estar associadas a doses cumulativas crescentes de
HCQ, antes que sejam atingidos os estadios tardios de maculopatia “em olho de boi” e
atrofia difusa da retina externa e do EPR.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da HCQ na estrutura retiniana
(através da determinacéo da espessura das camadas da retina apds segmentacao dos scans
de SD-OCT), assim como na sua funcdo (através da avaliacdo dos campos visuais), em

doentes sem diagndstico de retinopatia por hidroxicloroquina.



Materiais e Métodos

Desenho do estudo
Estudo retrospetivo transversal que decorreu no Centro de Responsabilidade
Integrado em Oftalmologia do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CRIO-

CHUC), Portugal. Este estudo respeitou a Declaracéo de Helsinquia.

Selecdo dos participantes

Foram selecionados os doentes referenciados a Consulta de Retina Médica para
rastreio da retinopatia por hidroxicloroquina entre janeiro de 2010 e janeiro de 2017. Dos
doentes identificados, foram incluidos neste estudo 0s que respeitavam 0s seguintes
critérios de inclusdo: idade superior a 18 anos; tratamento com hidroxicloroguina por um
minimo de 6 meses e com uma dosagem conhecida; conjunto completo de exames (SD-
OCT e campos visuais) efetuados de acordo com o protocolo posteriormente descrito e
realizados num espaco de tempo inferior a 3 meses da data da consulta a partir da qual os
restantes dados clinicos foram recolhidos.

Os critérios de exclusdo compreenderam a existéncia de qualquer patologia
retiniana, inflamacdo intraocular, glaucoma ou outra neuropatia ética; equivalente
esférico superior a +6,0 dioptrias; presenca de catarata ou outra opacidade dos meios;
colaboracéo inadequada, que impeca a obtencéao de sinal adequado nos scans de SD-OCT;
exames complementares ndo realizados de acordo com o protocolo do estudo; tratamento
prévio com cloroquina; e registos médicos incompletos, impedindo a obtencdo de
informacao relativa a dosagem e duracgdo do tratamento com hidroxicloroquina. Foi ainda
considerado como critério de exclusdo o diagnostico clinico de retinopatia por
hidroxicloroquina, tendo este sido efetuado pelo perito I.P. em todos o0s casos e de acordo

com as normas internacionais.® Idealmente, este diagnostico deve ser feito precocemente



através dos métodos de rastreio: na perimetria computorizada, podem ser observados
escotomas parafoveais que podem ser os indicios mais precoces de toxicidade, devendo
ser confirmados numa perimetria subsequente e, se mantidos, avaliados por um método
objetivo como o SD-OCT;' 7 nos scans de SD-OCT observa-se adelgacamento (ou
mesmo perda), frequentemente focal e parafoveal, da camada de fotorreceptores, EPR e
camada nuclear externa (CNE);! na autofluorescéncia do fundo ocular, um aumento
parafoveal do sinal de autofluorescéncia pode ser detetado.! Em fases avancadas, o
diagnostico é feito pela observacdo clinica bilateral de maculopatia “em olho de boi”,

devida a despigmentagao parafoveal do EPR poupando a fovea.:®

Colheita dos dados

Foi construida uma tabela para a recolha retrospetiva dos dados dos processos
clinicos dos doentes selecionados. Estes dados compreenderam a idade, sexo, peso,
altura, patologia de base para a qual a hidroxicloroquina foi prescrita e respetivo ano de
diagnostico, refracdo manifesta, data de inicio e dosagem da HCQ assim como
informacdo referente a todas as alteracdes feitas a dosagem deste farmaco durante o
periodo de tratamento com o0 mesmo. Foi calculado o indice de massa corporal (IMC) em
kg/m?, como o racio entre o peso e o quadrado da altura em metros. Foram ainda
recolhidos dados relativos a presenca de fatores de risco para toxicidade, nomeadamente
a presenca de patologia renal ou hepatica concomitante, ou 0 uso de tamoxifeno. A
informacdo referente & existéncia de doenca renal ou hepética concomitante foi obtida
por consulta dos processos clinicos dos doentes, incluindo informacao providenciada por
outras especialidades médicas, ndo tendo sido efetuados exames complementares

especificos para a detecdo destes diagndsticos no ambito deste estudo.



Através da multiplicacdo da dose diaria de HCQ pela duracdo do periodo de
tratamento foi obtida a dose cumulativa total em gramas. Nos casos em que a dose foi
sujeita a alteracbes ao longo do periodo de tratamento, foram recolhidos os dados
referentes a cada uma das alteracoes, tendo a dose cumulativa resultado da soma algébrica
do calculo anterior para cada periodo de tratamento (dose cumulativa total = dosea X
duragioa + doseg X duragéog + ...). De acordo com as normas internacionais,® a dose diaria
em miligramas por quilogramas foi calculada pela divisdo da dose diaria em miligramas

pelo peso corporal real em quilogramas.

Protocolo de exames complementares de diagnéstico

Todos os doentes realizaram SD-OCT com o sistema Spectralis® (Heidelberg
Engineering, Alemanha) respeitando o mesmo protocolo: ap6s midriase farmacoldgica,
o doente foi instruido a fixar um alvo interno durante a aquisicdo das imagens, sob 0
controlo do software de seguimento ocular em tempo real Tru-Track® (Heidelberg
Engineering). Foi efetuado um varrimento retiniano consistindo em 25 cortes horizontais
axiais na area macular, tendo, de seguida, sido contruido um mapa circular da espessura
retiniana, que compreende médias numéricas de espessura da retina em cada um dos 9
setores do mapa definido pelo estudo ETDRS — Early Treatment of Diabetic Retinopathy
Study. Os 9 setores definidos por este estudo consistem numa area central em disco com
1 mm de didmetro, rodeada por 2 anéis concéntricos, com 3 mm (interno) e 6 mm
(externo) de diametro, subdivididos em 4 setores cada. O mapa de espessura da retina
contém, assim, uma area central (1 mm de diametro), rodeada por 2 anéis: interno ou
parafoveal (3 mm de didametro) e externo ou perifoveal (6 mm de didmetro), subdivididos

em 4 quadrantes, resultando nos 9 setores: central, interno superior, interno nasal, interno



inferior, interno temporal, externo superior, externo nasal, externo inferior e externo
temporal.

Foi utilizado o mesmo aparelho Spectralis® em todos os doentes, com a versao
1.9.13.0 do software Heidelberg Eye Explorer. Ambos os mddulos HRA2/Spectralis
Family Acquisition Module e HRA/Spectralis Viewing Module foram utilizados na verséao
6.5.2.0. De forma a ser obtida a espessura média de cada camada retiniana em cada um
dos 9 setores anteriormente referidos, foi usado o software de segmentacdo automatica
integrado no sistema para diferenciar e quantificar as seguintes camadas: (1) espessura
retiniana total, (2) camada de fibras nervosas (CFN), (3) camada de células ganglionares
(CCG), (4) camada plexiforme interna (CPI), (5) camada nuclear interna (CNI), (6)
camada plexiforme externa (CPE), (7) camada nuclear externa (CNE), (8) epitélio
pigmentado da retina (EPR), (9) camadas da retina interna (compreendendo a espessura
desde a membrana limitante interna até a membrana limitante externa), e (10) camadas
da retina externa (desde a membrana limitante externa até ao epitélio pigmentado da
retina). Todas as imagens foram analisadas pelo perito A. N., ignorante da informacao
clinica dos doentes. Os participantes em que se considerou existirem erros de
segmentacdo foram excluidos da andlise, ndo tendo sido efetuados ajustes manuais ou
corre¢des da segmentacao.

A perimetria computorizada foi efetuada com o protocolo de rotina do Humphrey
Field Analyzer (HFA, Zeiss Humphrey Systems, Dublin, CA) usando o algoritmo
Swedish Interactive Threshold Algorithm (SITA) padrdo 10-2, com um estimulo tamanho
Il de Goldmann. Para cada doente foram obtidos os valores dos indices sumarios dos
campos visuais: mean deviation (MD) e pattern-standard deviation (PSD). Nos casos em
que os indices de confianca dos campos visuais excediam os valores limite definidos pelas

normas clinicas do fabricante do SITA® (mais de 20% de perdas de fixacdo e 15% de



falsos positivos, sem considerar falsos negativos), os dados dos campos visuais foram
excluidos da analise.

No caso dos doentes com mais de um exame de cada tipo em diferentes pontos
temporais, apenas foi incluido para analise o conjunto de exames mais recente que

cumprisse os critérios de inclusdo no estudo.

Anélise dos dados

De forma semelhante ao ja realizado em trabalhos anteriores,® os doentes foram
divididos em 2 grupos: um incluindo doentes com tratamento de duracao inferior a 5 anos
e outro constituido por doentes com pelo menos 5 anos de tratamento, sendo
considerados, respetivamente, utilizadores de “curto-prazo” e utilizadores de “longo-
prazo”. O objetivo foi o de possibilitar uma estimativa mais precisa do efeito do
tratamento de longo prazo com hidroxicloroquina, para além da permitida pela analise
geral da amostra.

As variaveis binarias e categoricas foram expressas como frequéncias e
percentagens, enquanto as variaveis continuas foram expressas como media + desvio
padrdo. A distribuicdo normal das variaveis continuas foi avaliada pelo teste de Shapiro-
Wilk. Nos casos em que a normalidade foi verificada, as comparacdes relacionadas com
variaveis continuas foram feitas pelo t-test independente, ou com testes ndo parametricos
nos casos em que a normalidade ndo foi verificada. Nas tabelas de frequéncias as
associacfes foram medidas pelo teste Chi-quadrado. As associagdes entre variaveis
continuas foram estimadas pela correlagdo de Pearson. Para os parametros estudados na
tabela 1 e grafico 1 foram efetuadas analises univariadas usando regressoes lineares. As
variaveis com um valor p < 0,250 foram incluidas nas analises multivariadas, usando uma

abordagem forward (step-up) para serem obtidos os modelos finais apresentados. Os



valores de R-quadrado séo relatados como uma medida geral da adequacéo dos modelos
multivariados.

Para a andlise estatistica, foi feita a média dos 4 setores de cada um dos anéis
interno e externo dos mapas ETDRS. Deste modo, para cada camada da retina de cada
olho, os dados foram agregados em: 1) area macular central (setor central, com 1 mm de
diametro), 2) anel interno ou parafoveal (a média dos setores interno superior, interno
nasal, interno inferior e interno temporal), e 3) anel externo ou perifoveal (a média dos
setores externo superior, externo nasal, externo inferior e externo temporal). Os dados da
CFN, CCG e CPI foram agregados e renomeados complexo de células ganglionares.

Toda a analise estatistica foi efetuada usando o Stata®, versdo 14.1 (Stata Corp
LP, College Station, TX, EUA) e os valores p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.



Resultados

Analise geral e caracterizacdo da amostra

Foram revistos os processos clinicos de 185 doentes referenciados & Consulta de
Retina Médica do CRIO-CHUC para rastreio de retinopatia por HCQ entre janeiro de
2010 e janeiro de 2017. Destes, 92 doentes foram excluidos por: SD-OCT e campos
visuais ndo realizados de acordo com o protocolo preconizado neste estudo (n=33),
auséncia de informacdo relativa a dose e duracdo do tratamento com HCQ (n=23),
tratamento prévio com cloroquina (n=10), primeiro conjunto de exames disponiveis
realizados numa data posterior a cessacao do tratamento com HCQ (n=10), erro refrativo
superior a = 6,0 D (n=8) e diagnostico de retinopatia por HCQ (n=8). Dos 93 doentes
incluidos no estudo, foram ainda excluidos um total de 7 olhos por doencas oculares
concomitantes, incluindo glaucoma, ocluséo da veia central da retina e degenerescéncia
macular relacionada com a idade.

Desta forma, foram analisados os dados resultantes de um total de 179 olhos de
93 doentes, com idade média de 55,87+12,92 anos (intervalo: 27-80) e predominancia do
sexo feminino (84,92%, n=152). Todos os doentes (100%) eram caucasianos europeus.

A patologia de base mais frequente foi o LES (49,72%, n=88), sequida da AR
(33,90%, n=60). Das restantes patologias, nenhuma atingiu uma frequéncia de 5,0%,
sendo a Sindrome de Sjogren (SS) a mais frequente neste grupo (4,52%, n=8). A duragéo
média da doenca foi de 11,89+8,85 anos (intervalo: 1-53).

A duragdo média do tratamento com HCQ foi de 8,36+5,11 anos (intervalo: 6
meses — 20 anos). Como descrito na sec¢do Métodos, os doentes foram divididos em dois
grupos de acordo com a duragdo do tratamento e considerando um ponto de corte de 5
anos. Doentes com menos de 5 anos de tratamento com HCQ formaram o grupo de curto-

prazo, enquanto os doentes com pelo menos 5 anos de tratamento com HCQ
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representaram os efeitos de longo-prazo do farmaco. Daqui resultaram 49 olhos de 25
doentes (27,37%) integrados no grupo de curto-prazo e 130 olhos de 68 doentes (72,63%)
integrados no grupo de longo-prazo.

Ambos os grupos eram semelhantes (p>0,05) para todas as caracteristicas clinicas,
incluindo o sexo, idade, peso, altura, IMC e equivalente esférico (Tabela 1). A dose diaria
de HCQ em mg/kg de peso real também era semelhante entre os dois grupos (curto-prazo:
5,3041,21; longo-prazo: 4,98+1,64; p=0,225). Como expectavel, os grupos diferiram
significativamente em termos de anos de doenga (curto-prazo: 5,12+4,19; longo-prazo:
14,1648,85; p<0,001), anos de tratamento com HCQ (curto-prazo: 2,94+1,16; longo-
prazo: 10,41+4,49; p<0,001) e dose cumulativa total em gramas (curto-prazo:
378,20+165,40; longo-prazo: 1254,72+638,99; p<0,001).

Apenas 2 doentes apresentavam histdria de doenca renal e nenhum doente
apresentava historia de tratamento com tamoxifeno (atual ou passado) ou de doenca
hepética. Considerando a baixa ou nula frequéncia destes fatores de risco na presente

amostra, nao foram considerados na analise univariada e multivariada subsequente.
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicas da populacéo em estudo

Global Curto-prazo Longo-prazo p
Olhos, n (%) 179 (100) 49 (27,37) 130 (72,63)
Género
Masculino, n (%) 27 (15,08) 10 (20,41) 17 (13,08) 0.922
Feminino, n (%) 152 (84,92) 39 (79,59) 113 (86,92) ’
Idade, anos
. 55,87+£12,92 53,45+13,52 56,78+12,62 0,124
(média + DP)
Peso, k
. g 67,38+12,37 66,57+11,86 67,70+12,60 0,590
(média = DP)
Altura, m
o 1,60+0,07 1,62+0,05 1,59+0,07 0,381
(média + DP)
IMC, kg/m?
. 28,69+6,81 24,48+6,44 30,18+6,46 0,077
(média + DP)
Equivalente esférico,
- + - + - + 184
D (média + DP) 0,42+1,95 0,87+2,35 0,28+1,80 0,18
Dose diaria de HCQ,
mg/kg de peso
g ce p 5,07+1,54 5,30+1,21 4,98+1,64 0,225
corporal real
(média + DP)
Anos de doenca
. 11,89+8,85 5,12+4,19 14,16+8,85 <0,001
(média + DP)
Anos de tratamento
com HCQ 8,36+5,11 2,94+1,16 10,41+4,49 <0,001
(média + DP)
Dose cumulativa
1014,78+675,93 | 378,20+165,40 1254,72+638,99 <0,001

total, g (média + DP)

Analise de acordo com 0s grupos de estudo

Os valores médios da espessura das camadas retinianas de ambos 0s grupos de

estudo, bem como a sua distribuicdo global e pelos anéis interno e externo, séo

apresentados no Gréfico 1.
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Grafico 1 - Andlise da espessura total, do anel interno e do anel externo para cada uma das camadas da
retina, de acordo com o grupo de estudo. O valor p;indica o p-value correspondente a comparacéo dos
valores da espessura total da camada em estudo, entre os grupos de curto e longo-prazo. O valor p, indica
o0 p-value correspondente a comparacao dos valores da espessura do anel interno da camada em estudo,
entre os grupos de curto e longo-prazo. O valor ps indica o p-value correspondente a comparacédo dos
valores da espessura do anel externo da camada em estudo, entre os grupos de curto e longo-prazo. Os p-

values significativos sdo apresentados a negrito.

A espessura global da retina, em pm, foi significativamente menor no grupo de
longo-prazo (curto-prazo: 314,46+16,30; longo-prazo: 308,44+13,71; p=0,014),
observando-se 0 mesmo resultado nos anéis interno (curto-prazo: 340,68+18,21; longo-
prazo: 334,05+16,21; p=0,020) e externo (curto-prazo: 296,98+17,38; longo prazo:
291,25+13,85; p=0,023) isoladamente. Esta diminuicdo da espessura deveu-se,
principalmente, a uma diminuicdo das camadas da retina interna (curto-prazo:
234,14+16,01; longo-prazo: 228,74+12,82; p=0,020). Foi ainda observada, no grupo de
longo-prazo, uma reducéo significativa da espessura da CNI (curto-prazo: 34,29+2,45;

longo-prazo: 33,07+2,26; p=0,002), que se manteve tanto no anel interno (curto-prazo:
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39,57+3,17; longo-prazo: 38,06+2,89; p=0,003) como no anel externo (curto-prazo:
32,24+2,21; longo-prazo: 31,42+2,28; p=0,030).

No grupo de longo prazo, realizou-se uma anélise de correlacdo para avaliar se
uma maior dose cumulativa de HCQ estava associada a uma diminuicao progressiva da
espessura de algumas camadas da retina. No anel interno, observou-se uma correlagédo
inversa entre a dose cumulativa de HCQ e a espessura da maioria das camadas da retina
interna. Assim, nesta regido parafoveal, o complexo de células ganglionares e as camadas
internas da retina apresentaram uma correlacgéo inversa (negativa) com a dose cumulativa
de HCQ, apresentado coeficientes de correlacdo de -0,32 (p<0,001) e -0,18 (p=0,045),
respetivamente. Aplicando a mesma analise a cada camada individualmente, a CCG (r=
-0,32; p<0,001) foi a que apresentou a correlacdo inversa mais forte com a dose
cumulativa de HCQ. Nenhuma das camadas retinianas externas (CPE, CNE e EPR)

apresentou uma correlacao significativa com a dose cumulativa.

Anaélise univariada e multivariada

Considerando os resultados obtidos na abordagem exploratéria descrita
previamente, a analise univariada e multivariada foi construida direcionada a area
parafoveal (anel interno) dos dados agregados das camadas da retina interna e complexo
de células ganglionares.

A anélise univariada revelou que o sexo feminino ($=-0,289; p<0,001) e a dose
cumulativa de HCQ (B=-0,152; p=0,042) estavam significativamente associados com a
espessura parafoveal das camadas internas da retina. A idade, com um valor p inferior a
0,250 (B=-0,092; p=0,220), também foi incluida na analise multivariada. O melhor
modelo multivariado (R-quadrado = 10,78%) demonstrou que, mesmo ajustando para o

sexo feminino (=-0,291; p<0,001), a dose cumulativa de HCQ (p=-0,156; p=0,029)
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estava significativamente associada com a espessura parafoveal das camadas internas da
retina.

A analise univariada revelou que a dose cumulativa de HCQ (p=-0,227; p=0,002)
e 0 sexo feminino (=-0,177; p=0,018) estavam significativamente associados com a
espessura parafoveal do complexo de células ganglionares. Da mesma forma, a idade (p=-
0,098; p=0,192) e 0 equivalente esférico (=0,166; p=0,088) também foram incluidos no
modelo multivariado. O melhor modelo multivariado (R-quadrado = 15,73%) mostrou
que, mesmo ajustando para a idade (f=-0,111; p=0,267), sexo feminino (=-0,259;
p=0,006) e equivalente esférico ($=0,245; p=0,014), a dose cumulativa de HCQ (pB=-
0,239; p=0,011) estava significativamente associada com a espessura parafoveal do
complexo de células ganglionares. Apos ajustar para os fatores de confusao, verificou-se
que a espessura parafoveal do complexo de células ganglionares diminui 0,004 um por

cada aumento de 1 grama na dose cumulativa de HCQ.

Avaliacéo funcional

A média do MD e PSD para a amostra no global foi de -2,01+1,99 e 1,54+0,88
dB, respetivamente. Tanto o MD (curto-prazo: -2,18+1,68; longo-prazo: -1,95+2,09;
p=0,490) como o PSD (curto-prazo: 1,49+0,55; longo-prazo: 1,55+0,98; p=0,688) foram
semelhantes entre os grupos. Nem o MD (r=0,01; p=0,872) nem o PSD (r=0,03; p=0,689)

se correlacionaram com a dose cumulativa de HCQ.
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Discussao

Os resultados deste estudo retrospetivo transversal, que incluiu doentes
referenciados para rastreio de retinopatia por HCQ, sem o diagndstico desta ou de outras
patologias da retina, e com exame oftalmolégico normal, sugerem que doses cumulativas
crescentes de HCQ induzem uma diminuicdo progressiva da espessura da retina ao longo
do tempo, especialmente das camadas internas da retina, avaliadas ap6s segmentacdo
automaética de scans de SD-OCT. Os indices sumarios dos campos visuais (MD e PSD),
que permitem a avaliacdo funcional da retina, ndo refletiram, neste estudo, os efeitos de
longo prazo da HCQ.

O mecanismo exato de toxicidade pela HCQ € ainda largamente desconhecido e
controverso.' ® Apesar disto, a maioria dos estudos aponta para um envolvimento da
retina externa, especialmente dos fotorrecetores e do EPR, " 112 o que vai de encontro
a0 mecanismo proposto de acumulagdo do farmaco nos tecidos pigmentados da retina.*®
Ja foi demonstrado também que, tanto a HCQ como a cloroquina, interferem no ciclo
visual através da inibicdo do polipeptideo transportador de anides organicos 1A2
(OATP1A2), normalmente expresso no EPR, onde medeia a captacdo celular do all-
trans-retinol que, pelo efeito inibitério da HCQ, se acumula no exterior das células do
EPR levando a interrupcdo do ciclo visual normal e resultando em degenerescéncia
retiniana com repercussdes na funcéo visual.** Outro mecanismo proposto de toxicidade
consiste na perda da integridade da barreira hemato-retiniana resultante do aumento da
permeabilidade do EPR que a HCQ induz.'® Apesar disto, a sequéncia de eventos que
precede o estabelecimento de toxicidade manifesta ndo é ainda conhecido, uma vez que
ja foram reportados casos de degenerescéncia da retina externa/camada de fotorrecetores
antes de qualquer dano estrutural aparente do EPR.® A progressdo da retinopatia ap6s a

suspensdo do farmaco também podera ser prevista pela perda da integridade da membrana
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limitante externa, tendo um estudo associado a preservacdo da integridade desta
membrana, aquando do diagnostico de retinopatia por HCQ, a auséncia de progressao da
toxicidade apds a suspensio do farmaco.® A cordide também podera estar envolvida na
fisiopatologia desta toxicidade, com um estudo a relatar uma diminuicdo progressiva da
espessura da coriocapilar associada a doses cumulativas crescentes de HCQ.’

A maioria dos artigos mais recentes relacionados com o topico da retinopatia por
HCQ sdo dirigidos a retina externa e EPR. No entanto, um estudo realizado com a
cloroguina em modelos animais demonstrou um profundo efeito deste farmaco a nivel
das células ganglionares da retina.!® Outro estudo, também em modelos animais,
demonstrou que a cloroquina afeta a fosfolipidose na neurorretina, mas ndo no EPR.®
Contudo, até recentemente, pouco se sabia sobre se 0 mesmo era observado com a HCQ
na retina humana. Neste sentido, um estudo demonstrou que a espessura macular da CCG
e da CPI apresentava uma correlacdo inversa com doses cumulativas de HCQ,
especialmente em doentes com uma dose cumulativa superior a 1000 g.*® Outro estudo
relatou a mesma correlacdo inversa nestas camadas em doentes tratados com HCQ
relativamente a controlos.?® Embora com uma amostra mais pequena, outro estudo
demonstrou a existéncia de diminuicdo da espessura da retina interna previamente ao
desenvolvimento de alteragdes no EPR ou camada de fotorrecetores.?! Tal como em
praticamente todos os estudos sobre este tema,® 172224 g natureza retrospetiva transversal
deste estudo ndo permite tirar conclusdes relacionadas com a sequéncia de eventos que
precede a toxicidade. Apesar desta limitagdo, os nossos resultados véo de encontro aos
obtidos nestes estudos, reforgando a conviccao de que os efeitos do tratamento de longo-
prazo com HCQ ndo se limitam a retina externa. De facto, ndo s6 a dose cumulativa
crescente de HCQ se correlacionou com a perda de células ganglionares, como a

espessura da CNI apresentou diferengas significativas entre os grupos de tratamento de
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curto e longo prazo. Embora tenha sido observada uma tendéncia para a diminuigédo da
espessura da retina externa e da CNE, os valores obtidos ndo atingiram significancia
estatistica neste estudo, o que podera dever-se ao facto de apenas terem sido incluidos
doentes sem diagndstico de retinopatia por HCQ.

Os modelos multivariados construidos para os efeitos deste estudo tiveram em
conta um numero significativo de fatores de confusdo. Para esta analise, a recolha de
dados deste estudo foi desenhada de acordo com os fatores de risco incluidos nas
recomendacdes da Academia Americana de Oftalmologia e para os quais existe evidéncia
cientifica significativa.> Todos os doentes com patologia da retina ou diagndstico de
glaucoma foram excluidos, uma vez que a presenca destes fatores poderia ndo s6 induzir
erros na segmentacdo das camadas da retina, mas também alteracdes na espessura da
retina (especialmente nas camadas internas, no caso do glaucoma) que ndo estariam
relacionadas com a retinopatia por HCQ. Embora nédo tenham sido incluidos na anélise
estatistica por ndo terem atingido uma frequéncia relevante neste estudo, foram colhidos
dados relativos a presenca de doenca renal ou hepatica e uso de tamoxifeno, que sédo
fatores de risco adicional reconhecidos.® Considerando que a doenca renal é uma
comorbilidade relativamente frequente nas doencas de base que podem justificar a
prescricdo de HCQ,® reconhecemos que a presenca de doenca renal na populagdo em
estudo podera estar sub-reportada, o que constitui uma limitacéo deste estudo. No entanto,
nunca foi definido um valor limite a partir do qual o diagnostico de “doenga renal”
acarretaria um significativo aumento de risco para o desenvolvimento de retinopatia.> A
correlagdo com a taxa de filtragdo glomerular, embora ja efetuada em outros estudos,’
ndo foi possivel neste devido & auséncia desta informacgdo nos processos clinicos da
maioria dos doentes incluidos. A idade foi incluida nos modelos multivariados ndo sé

porque constitui, em si propria, um fator de risco para toxicidade,®> mas também porque
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ja foi associada a diminuicéo da espessura de algumas camadas da retina na segmentacao
com 0 SD-OCT Spectralis, mesmo em olhos saudaveis.?> 26 Da mesma forma, 0 sexo e 0
equivalente esférico (embora tenham sido excluidos olhos com mais de + 6,0 D) foram
incluidos nestes modelos, uma vez que estes fatores de confusdo (usando o equivalente
esférico como marcador substitutivo para o comprimento axial) podem ser responsaveis
por alguma variabilidade na espessura da retina de olhos saudaveis.?® Por fim, de acordo
com as evidéncias mais recentes,® ° o peso corporal real foi utilizado no célculo da dose
diaria em vez do peso corporal ideal.

Este estudo foi desenhado conjugando dados estruturais e funcionais para uma
melhor caracterizagdo das (possiveis) alteracdes induzidas pelo tratamento sistémico com
HCQ. A interpretacdo dos resultados da avaliagdo dos campos visuais continua a ser a
ferramenta subjetiva de rastreio mais sensivel.! As alteraces precoces tanto podem ser
consideradas insignificantes e interpretadas como néo indiciando toxicidade,?” como
podem ser a evidéncia mais precoce da existéncia de dano na retina.®> De forma a
ultrapassar esta limitacdo e introduzir um elemento de objetividade que auxilie 0 médico
que conduz o rastreio, centramo-nos nos resultados numéricos fornecidos pelo exame
Humphrey dos campos visuais: MD e PSD. Estes dois indicadores sdo muito difundidos
na pratica clinica e ttm uma importancia preponderante em todos os sistemas de
estadiamento da gravidade do glaucoma,?® para além de ja ter sido demonstrada a sua
correlagio com a espessura macular em doentes com glaucoma.?® Contudo, neste estudo,
ambos os indicadores foram semelhantes nos doentes com tratamento de curto e longo-
prazo, e nenhum deles se correlacionou com a dose cumulativa de HCQ, facto que ja foi
demonstrado por outros autores.*® Na nossa opinifo, estes resultados, pelo menos até certa
medida, eram esperados. Em primeiro lugar, estes indices foram desenvolvidos e

validados para o diagndstico e avaliacdo de dano glaucomatoso, podendo néo se traduzir
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diretamente na perda de células ganglionares associadas com a retinopatia por HCQ. Este
facto toma ainda maior importancia quando consideramos que a populacéo deste estudo
era uma populacdo saudavel, sem diagnostico de retinopatia, e em que, a existir dano,
este seria minimo. Estes resultados reforcam as recomendacGes mais recentes de que o
oftalmologista se deve focar principalmente na presenca e consisténcia dos escotomas
paracentrais, especialmente se contiguos, ® ao longo do seguimento dos doentes no
tempo, do que nos resultados numeéricos fornecidos pelo software de analise dos campos
visuais.

A integracdo da caracterizacdo estrutural e funcional dos efeitos da HCQ, numa
populacdo de doentes tida como saudavel e sem o diagnostico de retinopatia por HCQ,
constitui um dos principais pontos fortes deste estudo. Esta integracdo da caracterizacao
estrutural (SD-OCT) e funcional (analise dos campos visuais) vai de encontro as normas
de rastreio mais recentes.® Contrariamente a outros estudos que quantificaram a espessura
retiniana global ou de camadas da retina isoladamente como o complexo de células
ganglionares macular,* 1°-21:3! ou que classificaram subjetivamente alteracdes na retina
externa, camada dos fotorrecetores e juncdo do segmento interno/segmento externo,'® -
24 no nosso estudo efetudmos uma segmentacdo automatica das camadas da retina, de
forma sistemaética e objetiva, 0 que permitiu a obtencdo de uma quantidade de dados
consistente e minuciosa para caracterizar objetivamente, quantificar e localizar os efeitos
de longo-prazo da HCQ. Uma abordagem semelhante ja foi aplicada por outros grupos,
no entanto, a partir do uso de um algoritmo de segmentacdo proprio.> *2 Pelo contrério, a
nossa abordagem, aplicando o algoritmo de segmentacdo disponivel num equipamento
comercial muito utilizado, favorece a replicacdo destes resultados. Ademais,
contrariamente a outros estudos que se focaram em doentes com retinopatia por HCQ e o

seu seguimento apos a cessacgdo do farmaco,'? 32 neste estudo focamo-nos em doentes
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com exame oftalmoldgico normal. Devido a isto, ndo esperavamos altera¢fes dramaticas,
como, alias, pode ser deduzido pelos coeficientes de correlacdo baixos a moderados que
reportamos. No entanto, a constatacdo de dados tdo consistentes e objetivos permite
concluir e alertar os oftalmologistas para o facto de que um SD-OCT aparentemente
normal ndo implica necessariamente a auséncia de alteracGes significativas provocadas
pelo uso prolongado do farmaco HCQ.

A principal limitacdo deste estudo reside no seu desenho retrospetivo transversal.
Embora a dimensdo da nossa populacdo seja superior a utilizada na maioria dos estudos
publicados sobre este tema,®1? 20 24 3133 yreconhecemos que poderiam ter sido obtidos
resultados mais significativos com um maior tamanho de amostra. A nossa caracterizacao
estrutural e funcional restringiu-se a area macular central, uma vez que ha um consenso
mais ou menos generalizado de que os efeitos mais precoces da HCQ se localizam
especialmente na parafévea (2 a 6 graus da fovea).l® No entanto, isto podera ndo ser
aplicavel a todos os doentes, uma vez que alguns estudos ja demonstraram que em doentes
asiaticos a toxicidade por HCQ assume um padrdo de retinopatia mais periférica que se
estende as arcadas vasculares.?> 2 Contudo, nio consideramos que esta op¢do condicione
um viés significativo neste estudo, uma vez que a nossa populacdo era constituida por
uma amostra extremamente homogénea de doentes caucasianos de descendéncia
europeia, populacdo na qual este padrdo mais periférico apenas foi relatado em 2% dos

cas0s.
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Conclusao

Em concluséo, este estudo demonstrou que doses cumulativas de HCQ levam a
diminuigdo progressiva da espessura da retina interna paracentral, na auséncia de
retinopatia clinicamente diagnosticada. Os indices sumarios dos campos visuais néo

refletiram os efeitos do tratamento de longo-prazo com HCQ.
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