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RESUMO

Villamarin LEB. Avaliacdo dos niveis sanguineos de hidroxicloroquina em pacientes
com doenca de Sjogren: adesdo a medicacao e correlagdes clinicas [tese]. Sdo Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2023.

Introducéo: A hidroxicloroquina (HCQ) € uma potencial opcéo de tratamento para a
doenca de Sjogren (DSj). No entanto, ndo existem estudos que avaliem a adesao
medicamentosa através dos niveis sanguineos de HCQ, refil de farmacia (RF) e
guestionarios de adesdo medicamentosa. Além disso, as possiveis associacdes dos
niveis sanguineos de HCQ com os parametros glandulares e extraglandulares da
doenca tém sido pouco avaliadas. Objetivos: Avaliar a adesdo medicamentosa a
HCQ na DSj por meio da determinacdo concomitante dos niveis sanguineos desse
medicamento e de instrumentos clinicos, bem como analisar as possiveis associacfes
entre os niveis sanguineos de HCQ e o0s varios parametros glandulares e
extraglandulares da doenca. Métodos: Esse estudo transversal observacional incluiu
74 pacientes adultos com DSj, que estavam recebendo uma dose estavel de HCQ (4-
5,5 mg/kg/dia, peso real) por pelo menos trés meses antes da inclusdo no estudo. Os
niveis sanguineos de HCQ foram determinados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS, do inglés, high-
performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry). A adesdao ao
medicamento foi avaliada pelo RF e pelo questionario de Medida de Adesdo aos
Tratamentos (MAT). Foram avaliados os seguintes parametros: Xerostomia Inventory
(XI), Ocular Surface Disease Index (OSDI), EULAR (European League Against
Rheumatism) Sjégren’s Syndrome Patient Reported Index (ESSPRI), EULAR
Sjégren’s Syndrome Disease Activity Index (ESSDAI), teste de Schirmer | e taxas de
fluxo salivar ndo estimulado e estimulado. Resultados: A mediana dos niveis
sanguineos de HCQ foi de 775,3 (minimo 25,0 — maximo 2.568,6) ng/mL. Onze
pacientes (14,9%) apresentaram niveis sanguineos de HCQ < 200 ng/mL (grupo néo
aderente); 11 (14,9%), 200 — 499 ng/mL (grupo com niveis subterapéuticos); e 52
(70,2%), = 500 ng/mL (grupo aderente). O RF classificou incorretamente todos os

pacientes ndo aderentes/com niveis subterapéuticos e 2/52 (3,9%) dos pacientes



aderentes. Usando o MAT, o erro de classificagdo geral foi 24/52 (46,2%) no grupo
aderente; e foram identificados corretamente 9/11 (81,8%) dos pacientes nao
aderentes e 7/11 (63,6%) no grupo de niveis subterapéuticos. A sensibilidade e a
especificidade do MAT para identificar pacientes ndo aderentes/com niveis
subterapéuticos foram de 72,7% e 53,9%, respectivamente. Os trés grupos foram
comparaveis em relagcdo aos parametros glandulares e extraglandulares da doenca
(P > 0,05). Conclusfes: A avaliagdo dos niveis sanguineos de HCQ € uma
ferramenta promissora para avaliar a adesdo medicamentosa na DSj. Isso é
especialmente importante, pois um ter¢co dos pacientes apresentou niveis de nao
adeséao e subterapéuticos e os instrumentos de RF e o MAT nao identificaram esses

pacientes de forma consistente.

Palavras-chave: Sindrome de Sjogren. Xerostomia. Sindromes do olho seco.
Hidroxicloroquina. Antimalaricos. Adesé@o a medicagéo.



ABSTRACT

Villamarin LEB. Assessment of hydroxychloroquine blood levels in patients with
Sjogren's disease: medication adherence and clinical correlations [thesis]. Sao Paulo:

“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2023.

Introduction: Hydroxychloroquine (HCQ) is a potential therapeutic option for Sjégren's
disease (SjD). Nevertheless, there are no studies assessing drug adherence through
HCQ blood levels, pharmacy refill (PR) and medication adherence questionnaires. In
addition, the possible associations of HCQ blood levels with glandular and
extraglandular disease parameters were poorly evaluated. Objectives: To assess
medication adherence to HCQ in SjD through the concomitant determination of drug
blood levels and clinical instruments, as well as to analyze the possible associations
between HCQ blood levels and the various glandular and extraglandular disease
parameters. Methods: This observational cross-sectional study included 74 adult SjD
patients, who were receiving a stable HCQ dose (4-5.5 mg/kg/day, actual weight) for
at least three months before study inclusion. HCQ blood levels were determined by
high-performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS/MS).
Adherence to HCQ was assessed by PR and Medida de Adesdo aos Tratamentos
(MAT) questionnaire. The following parameters were evaluated: Xerostomia Inventory
(XI), Ocular Surface Disease Index (OSDI), EULAR (European League Against
Rheumatism) Sjogren’s Syndrome Patient Reported Index (ESSPRI), EULAR
Sjogren’s Syndrome Disease Activity Index (ESSDAI), Schirmer's | test and
unstimulated/stimulated salivary flow rates. Results: HCQ blood levels were 775.3
(minimum 25.0 — maximum 2,568.6) ng/mL. Eleven patients (14.9%) had HCQ blood
levels < 200 ng/mL (non-adherent group); 11 (14.9%), 200 — 499 ng/mL (group with
sub-therapeutic levels); and 52 (70.2%), = 500 ng/mL (adherent group). PR classified
incorrectly all patients in the non-adherent/sub-therapeutic levels groups and 2/52
(3.9%) adherent patients. Using MAT, the overall misclassification was 24/52 (46.2%)
in the adherent group; and 9/11 (81.8%) patients in the non-adherent group and 7/11
(63.6%) in the group with sub-therapeutic levels were correctly identified. The

sensitivity and specificity of MAT to identify patients in the non-adherent/sub-



therapeutic levels groups were 72.7% and 53.9%, respectively. The three groups were
similar regarding glandular and extraglandular disease parameters (P > 0.05).
Conclusions: The evaluation of HCQ blood levels is a promising tool for appraising
drug adherence in SjD. This is especially important as one-third of patients presented
non-adherence and sub-therapeutic levels, and neither PR nor MAT consistently
identified these patients.

Keywords: Sjogren's  syndrome.  Xerostomia. Dry eye  syndromes.

Hydroxychloroquine. Antimalarials. Medication adherence.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A doenca de Sjogren (DSj), segundo a mais recente nomenclatura, é uma
enfermidade crénica e com fisiopatologia autoimune, cuja carateristica preponderante
€ a presenca de um exuberante infiltrado inflamatoério crénico do tipo linfocitico e com
agressao ductal focal nas glandulas salivares e lacrimais. Esse processo inflamatorio
ocasiona dano e disfuncao glandular progressivos e, como consequéncia, surgem o0s
sintomas de secura ocular e oral, compondo-se a chamada sindrome sicca.
Adicionalmente, diversas manifestacdes sistémicas, tais como poliartralgia, poliartrite,
lesbes decorrentes de vasculite cutanea, particularmente a puarpura palpavel dos
membros inferiores, bronquiolite, doenca intersticial pulmonar, nefrite
tubulointersticial, glomerulonefrite, varias formas de acometimento do sistema nervoso
periférico e central, podem também atingir cerca de 40% dos pacientes com DSj
(Mariette & Criswell, 2018). Sobrepde-se ainda um alto risco para linfoma, o qual
constitui uma complicacdo da doenca em cerca de 5% dos casos (Nocturne et al.,
2021). A DSj acomete preponderantemente as mulheres, em propor¢do em torno de
9 a 20:1, por volta de 40 — 60 anos de idade. A prevaléncia global da DSj é estimada
em aproximadamente 60,8 doentes por 100 mil habitantes (Qin et al., 2015).

A etiologia da DSj, apesar de ndo ser ainda plenamente entendida, parece
envolver associadamente aspectos genéticos, hormonais, epigenéticos e ambientais,
progredindo para um importante desarranjo do sistema imune. Diversos genes estao
envolvidos, conferindo um modelo poligénico de susceptibilidade. Destaca-se a
denominada assinatura ao interferon (IFN), composta por genes amplificadores da
resposta do IFN tipo I, como o signal transducer and activator of transcription 4
(STAT4) e o IFN regulatory factor 5 (IRF5), resultando em ativacdo exacerbada das
células B (Li et al., 2013; Burbelo et al., 2014; Pasoto et al., 2019). Estdo envolvidos
ainda componentes do Human Leukocyte Antigen (HLA), por ex., HLA-DRB1.03:01,
HLA-DQA1 e HLA-DQA2 (Cruz-Tapias et al., 2012; Li et al., 2013; Pasoto et al., 2019).
Além desses, os genes nuclear factor kB (NF-kB) e o C-X-C motif chemokine receptor
5 (CXCR5), associados a hiperativagédo dos linfécitos B e a predisposi¢éo ao linfoma,
entre outros genes, tém sido imputados (Li et al., 2013; Burbelo et al., 2014; Pasoto et
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al., 2019). Por sua vez, um menor exposi¢cao os esteroides sexuais (McCoy et al.,
2020), bem como menor producdo de dehidroepiandroesterona (Konttinen et al.,
2015) podem explicar em parte a maior prevaléncia entre as mulheres na
perimenopausa. Os aspectos ambientais poderiam funcionar entdo como fatores
desencadeadores nos individuos predispostos, sendo o mais estudado o virus
Epstein-Barr (Pasoto et al., 2013; Pasoto et al., 2014). Todos esses fatores
desencadeariam respostas inadequadas das células do sistema imune inato e
adaptativo, gerando um processo inflamatorio linfocitico crénico, com a producao de
citocinas pro-inflamatérias. Evidéncias indicam ainda que as células epiteliais das
glandulas salivares na DSj sdo capazes de apresentar antigenos as células T e B,
bem como produzir ativamente quimiocinas e citocinas, como o IFN tipo | e o B-cell
activating factor (BAFF), com a subsequente produgcdo aumentada de autoanticorpos,
especialmente anti-Ro/SS-A e anti-La/SS-B (Chivasso et al. 2021).

O diagndstico da DSj baseia-se no conjunto de achados da avaliacéo clinica,
laboratorial e na histologia das glandulas salivares menores labiais, ndo havendo

sinais patognomonicos dessa patologia (Shiboski et al., 2017) (Quadro ).

Quadro I. Critérios do ACR e da EULAR para classificacdo da DSj (Shiboski et al.,
2017)

Histologia das glandulas Sialoadenite linfocitica focal, com escore focal = 1 3

salivares menores labiais (pelo menos um foco constituido por no minimo 50
linfécitos/4 mm? de tecido glandular)

Autoanticorpo Anticorpo anti-Ro/SS-A positivo 3

Exame de coloracdo ocular =~ Ocular Staining Score = 5 ou van Bijsterveld score = 1
4, em pelo menos 1 olho

Teste de Schirmer | < 5 mm/5 minutos (pelo menos 1 olho) 1
Taxa de fluxo salivar ndo < 0,1 mL/min 1
estimulado

Para classificagdo como DSj: somatoria dos pesos 2 4.

Obs.: O paciente deve ter pelo menos um sintoma de olho ou boca secos (conforme definicdo dos
critérios de classificacdo do Grupo do Consenso Americano-Europeu (Vitali et al., 2002) ou pelo
menos um dos dominios de doenca sistémica do ESSDAI (Seror et al., 2010).

Critérios de excluséo: radioterapia de cabeca e pescoco, hepatite C diagnosticada por reacao em
cadeia de polimerase, sindrome da imunodeficiéncia adquirida, doenca relacionada a IgG4,
amiloidose, sarcoidose e doenca enxerto vs. hospedeiro.

Obs.: Antes dos exames oculares e do fluxo salivar, deve ser considerado um intervalo de suspenséo
de drogas anticolinérgicas apropriado.

ACR= American College of Rheumatology, DSj= doenca de Sjogren, ESSDAI= EULAR Sjégren’s Syndrome

Disease Activity Index, EULAR= European League Against Rheumatism.
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A nomenclatura recente, DSj, em substituicdo a sindrome de Sjogren, foi
proposta pela Sjogren’s Foundation, considerando-se principalmente os avan¢os no
conhecimento sobre a etiopatogenia e a apresentacdo clinica, que possibilitam
distingui-la como uma condicao clinica especifica (Baer, 2023; Fox et al., 2023).

Todavia, o tratamento dos pacientes com DSj constitui-se ainda hoje em um
grande desafio. Véarias drogas modificadoras de doenca reumética (DMARDs), como
antimalaricos e imunossupressores, foram estudadas na DSj, porém sem eficacia
comprovada para o controle da sindrome sicca ou das manifestacdes sistémicas
(Ritter et al., 2022). Os sintomas de olho e boca secos sdo abordados comumente de
forma sintomética com medicacgdes topicas, lagrimas e saliva artificiais, e os agentes
agonistas dos receptores muscarinicos, como a pilocarpina. Por outro lado, o
tratamento dos varios acometimentos sistémicos dessa doenca é geralmente
realizado com a combinacdo de glicocorticoides e imunossupressores, como
metotrexato, leflunomida, azatioprina, ciclosporina, ciclofosfamida e micofenolato
mofetil, com base notadamente em séries de casos, estudos retrospectivos, abertos
e com amostras pequenas pacientes (Brito-Zerén et al., 2019).

Por sua vez, o agente imunobiol6gico mais estudado para o tratamento da DSj
tem sido o rituximabe, anticorpo monoclonal anti-CD20 que age através da deplecéo
dos linfocitos B. Estudos de metandlise e de revisdo sistematica, entretanto, ndo
demonstraram evidéncias claras de melhora dos sintomas de secura ou fadiga com o
uso do rituximabe na DSj (Souza et al., 2016; Letaief et al., 2018). Ja com relacdo ao
controle dos acometimentos sistémicos, o rituximabe tem sido recomendado (Valim et
al., 2015; Carsons et al.,, 2017; Ramos-Casas et al.,, 2020), porém com base
principalmente em séries de casos, estudos retrospectivos e observacionais (Mekinian
et al., 2012; Chen et al., 2016; Brito-Zeron et al., 2019).

A hidroxicloroquina (HCQ), farmaco antimalarico e imunomodulador, tem sido
utilizada no tratamento dos doentes com DSj, todavia com base em um baixo nivel de
evidéncia (Ramos-Casals et al., 2020; Wang et al., 2021). De forma geral, estudos
retrospectivos e prospectivos abertos da HCQ na DSj mostraram beneficios quanto
aos sintomas de olho e boca secos e dor articular, bem como diminui¢do dos niveis
de hipergamaglobulinemia e da velocidade de hemossedimentacdo, como detalhado
no Quadro Il (Fox et al., 1996; Manoussakis & Moutsopoulos, 1996; Yavuz et al.,
2011). Em contraste, um estudo prospectivo, randomizado e duplo-cego controlado

por placebo da HCQ em 120 pacientes com DSj, o estudo JOQUER, nao confirmou
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melhora na secura, dor ou fadiga apds seis meses de uso dessa medicacao
(Gottenberg et al.,, 2014) (Quadro Il). Dessa forma, pelas recomendacfes da
Sociedade Brasileira de Reumatologia (SBR) (Valim et al., 2015), Sjégren’s
Foundation (Carsons et al., 2017) e da EULAR (European League Against
Rheumatism) (Ramos-Casals et al., 2020) para o tratamento da DSj, a HCQ ¢é indicada
particularmente para o controle das manifestacées cutaneas e do envolvimento
articular inflamatério. Nao obstante, uma reanalise do estudo JOQUER recentemente
publicada (Collins et al., 2021) demonstrou que um subgrupo particular de doentes
com DSj, aqueles com alta carga de sintomas de secura, fadiga, dor, ansiedade e
depresséao, apresentou reducdo dos valores do EULAR Sjogren's Syndrome Patient
Reported Index (ESSPRI), que é uma ferramenta destinada a avaliacdo da
intensidade dos principais sintomas reportados pelos doentes e composto por trés
escalas visuais de secura (ocular/oral), fadiga e dor musculoesquelética (Seror et al.,
2011). Ademais, um estudo muito recente, com desenho prospectivo randomizado e
controlado, mas sem uso de placebo, e que incluiu 72 pacientes com DSj e olho seco
moderado a grave, evidenciou melhora no ESSPRI apds 12 meses de tratamento com
HCQ (Fang et al., 2023).
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Quadro Il. Trabalhos sobre a HCQ para o tratamento da DSj

Artigo N [E)stsuedn(;w b Duracéo Resultados
Kruize et al. 1993 19  Prospectivo 12 meses N&o melhorou sintomas
Controlado { Hipergamaglobulinemia
Fox et al. 1996 50 @ Retrospectivo @ 24 a 48 meses Melhora de:
- sintomas de secura
- parotidite
- dor musculoesquelética
{ 1gG e VHS
Tishler et al. 1999 14  Prospectivo 12 meses Melhora parcial de:
Aberto - sintomas de boca seca
- parotidite

- dor articular

I Gamaglobulinas, VHS, PCR

{ IL-6 (na saliva e no soro)
Rihl et al. 2009 35 | Retrospectivo = 6 meses T Fluxo salivar

T Teste de Schirmer

N&o melhorou sintomas secos

Cankaya et al. 2010 30  Prospectivo 7,5 meses N&o melhorou sintomas secos
Aberto

Yavuz et al. 2011 32  Prospectivo 48 meses Melhora dos:
Aberto - sintomas secos

- exames de fungéo glandular
I BAFF (na lagrima)

Gottenberg etal. 2014 120 Randomizado 6 meses Desfecho priméario nédo atingido
Duplo-cego ( escalas secura, fadiga e dor)
Controlado (duas de trés escalas)
Com placebo

Fang et al. 2023 72 | Prospectivo 12 meses J ESSPRI
Randomizado
Controlado
Sem placebo

BAFF= B-cell activating factor, ESSPRI= EULAR (European League Against Rheumatism) Sjégren’s Syndrome
Patient Reported Index, IgG= imunoglobulina G, IL-6= interleucina-6, N= numero de pacientes, PCR= proteina C
reativa, VHS= velocidade de hemossedimentagdo das hemacias.

Adaptado de: Pasoto SG. Contribuicédo para o estudo da sindrome de Sjogren primaria [tese livre-docéncia]. Sdo

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2021.

Apesar disso, revisando a literatura, ndo encontramos na DSj estudos
avaliando a adesédo medicamentosa concomitantemente através da quantificacdo dos
niveis sanguineos de HCQ, analise do refil de farméacia (RF) e de questionarios de
adesado medicamentosa. As possiveis correlagcdes das concentra¢cdes sanguineas da
HCQ com os diversos parametros glandulares e extraglandulares da doenca foram
também pouco abordadas.

Nesse aspecto, as concentracfes sanguineas da HCQ, determinadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés, high-performance liquid
chromatography, HPLC), sdo mais baixas nos pacientes com lUpus eritematoso
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sistémico (LES) com doenca ativa do que naqueles com doenca inativa (Costedoat-
Chalumeau et al., 2006; Garg et al., 2021). Além disso, em um dado momento da
doenca, a concentracdo sanguinea da HCQ abaixo de 600 a 1.000 ng/mL constitui-se
em um fator preditor de ativacdo do LES nos seis meses subsequentes (Costedoat-
Chalumeau et al., 2006; Cunha et al., 2017; Pedrosa et al., 2020). Adicionalmente, o
monitoramento dos niveis sanguineos de medicamentos pode ser importante no
acompanhamento dos pacientes com doencgas autoimunes cronicas, posto que a nédo
adesdao a terapéutica pode levar a repercussoées clinicas importantes. No LES, niveis
sanguineos de HCQ < 200 ng/mL sao considerados como um indicador de ndo adeséo
grave ao tratamento (Costedoat-Chalumeau et al., 2018).

Ja com respeito a DSj, um Unico estudo transversal, que avaliou a concentracao
sanguinea da HCQ em vérias doencas autoimunes, incluiu 43 pacientes com DSj, os
guais apresentaram niveis de HCQ de 675 (48,5 — 3.150) ng/mL (Eryavuz Onmaz et
al., 2021). Além disso, em consonancia com os resultados descritos no LES (Pan et
al., 2023), foi observada nesse estudo uma correlacdo negativa das concentracoes
sanguineas de HCQ com os valores do escore de atividade sistémica da doenca
(Eryavuz Onmaz et al., 2021), que foi mensurado através do EULAR Sjégren’s
Syndrome Disease Activity Index (ESSDAI) (Seror et al., 2010).

Porém, existem ainda muitas brechas no conhecimento sobre a adeséo
medicamentosa a HCQ na DSj, que nao foi avaliada no estudo acima referido, e séo
também desconhecidas as possiveis correlacdes das concentracfes sanguineas da
HCQ com os vérios parametros glandulares da doenca, tais como o Xerostomia
Inventory (XI) (Thomson et al., 1999), o Ocular Surface Disease Index (OSDI)
(Schiffman et al., 2000), o ESSPRI, o teste de Schirmer I, bem como as taxas de fluxo
salivar ndo estimulado e estimulado. Todos esses parametros sdo muito relevantes
no estudo dessa enfermidade caracterizada especialmente pelo dano e disfungcéo das

glandulas exdcrinas (Ramos-Casals et al., 2020; Martins et al., 2022).
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2. OBJETIVOS
Sendo assim, 0s objetivos desse projeto foram:
° Avaliar a adesdo medicamentosa a HCQ nos pacientes com DSj por meio da

qguantificacdo dos niveis sanguineos desse medicamento e,
concomitantemente, através da utilizacado do refil de farmacia e do questionario

de Medida de Adeséo aos Tratamentos (MAT).

o Avaliar as possiveis associacdes entre 0s niveis sanguineos da HCQ e os
diversos parametros glandulares e extraglandulares da doenca.
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3. PACIENTES E METODOS

3.1. Pacientes

Critérios de inclusao.

Foram incluidos doentes adultos com DSj, conforme preenchimento dos
critérios de classificagdo do American College of Rheumatology (ACR)/European
League Against Rheumatism (EULAR) (2016) (Shiboski et al., 2017), de ambos os
sexos, que encontravam-se em acompanhamento regular no Ambulatério de Doenca
de Sjogren da Disciplina de Reumatologia do Hospital das Clinicas HCFMUSP,
Faculdade de Medicina, Universidade de Séao Paulo, Sdo Paulo, SP, Brasil, e que
estavam recebendo uma dose estavel de HCQ por via oral de 4-5,5 mg/kg/dia (de
peso real, dosagem maxima de 400 mg/dia) (Pedrosa et al., 2020) por pelo menos

trés meses antes da entrada no estudo (Pedrosa et al., 2020; Browning, 2014).

Critérios de exclusao.

Os critérios de exclusdo do estudo foram: apresentar outras doencas
autoimunes sistémicas associadas; ter antecedente de radioterapia na regido da
cabeca e pescoco; ter sorologia positiva para hepatite B ou C, ou para o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV); doenca relacionada a 1gG4; amiloidose; sarcoidose;
doenca do enxerto vs. hospedeiro (Vitali et al., 2002; Shiboski et al., 2017); utilizac&o
de farmacos capazes de interagir com a HCQ (digoxina, antiacidos, tamoxifeno e
quimioterapicos) (McElnay et al., 1985; Melles & Marmor, 2014; Jallouli et al., 2015;
Baburaj et al., 2021); etilismo (Munster et al., 2002; Browning, 2014); infecc¢des ativas;
insuficiéncias hepatica e cardiaca (Raghoebar et al., 1986; Schrezenmeier & Ddorner,
2020); dialise, insuficiéncia renal crbénica grave (creatinina sérica = 3 mg/dL)
(AbuRahma et al., 2014; Schrezenmeier & Doérner, 2020); gestacdo; e recusa em

participar do estudo.
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3.2. Desenho do estudo

Trata-se de um estudo transversal observacional, no qual 163 pacientes
consecutivos com DSj foram avaliados na fase de selecdo. Desses doentes, 74
pacientes com DSj foram incluidos no estudo (Figura 1). Os pacientes foram incluidos
de 4 de setembro de 2020 até 8 de novembro de 2021.

Pacientes avaliados na fase de selegdo

(n=163)

Pacientes excluidos

(n=89)

- Pacientes que recusaram participar do estudo (n=27)

- Pacientes com outros critérios de exclusdo (n=62)*

Pacientes incluidos

(n=74)

Figura 1. Fluxograma do estudo.

*Qutras doencas autoimunes associadas (n=17), hepatite B (n= 2), doenca de Chagas
(n= 1), quimioterapia (h= 1), dose baixa ou alta da HCQ por peso real (< 4 ou > 5,5
mg/kg/dia) (n= 31), inicio da terapéutica com a HCQ ha menos de trés meses antes
da inclus&o no estudo (n=7) e gravidez (n= 3).

HCQ= hidroxicloroquina, n= nimero de pacientes.

3.3. Aprovacgao ética e consentimento informado

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica para Analise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do HCFMUSP (39705014.6.0000.0068, parecer
4.098.337) e todos os doentes assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) antes da inclusdo no estudo. O projeto foi também registrado no
Clinicaltrials.gov (NCT04546542).
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3.4. Avaliagbes clinicas

Os aspectos demograficos, socioecondmicos e a escolaridade dos pacientes
foram registrados a entrada no estudo. As avaliagbes clinicas foram realizadas
também nesse momento, sem conhecimento sobre as concentragfes sanguineas da
HCQ.

A adeséo ao tratamento foi avaliada por meio dos dados eletrdnicos de refil de
farmacia (RF) disponiveis no sistema de dispensacdo de medicamentos da farmacia
institucional. O RF foi definido como a razédo entre o niumero de doses da HCQ
dispensadas pela farméacia e o numero de doses prescritas. Os pacientes foram
classificados como nado aderentes a HCQ, quando menos de 80% da quantidade
prescrita do medicamento foi dispensada pela farmacia (Ting et al., 2012). A adesao
a HCQ foi avaliada também através do questiondrio de Medida de Adesdo aos
Tratamentos (MAT) (Delgado e Lima, 2001; Cabral et al., 2017).

A queixa de secura oral foi avaliada através de um questionario especifico, o
Xerostomia Inventory (XI) (Thomson et al., 1999; da Mata et al., 2012). As taxas de
fluxo salivar ndo estimulado e estimulado foram mensuradas de acordo com protocolo
de sialometria previamente descrito (Trevisani et al., 2019). Para a avaliacdo da
secura ocular, o questionario Ocular Surface Disease Index (OSDI) (Schiffman et al.,
2000; Prigol et al., 2012) foi utilizado e também o teste de Schirmer | (Trevisani et al.,
2019).

Os sintomas de secura ocular/oral, fadiga e dor foram quantificados pelo
EULAR Sjégren’s Syndrome Patient Reported Index (ESSPRI) (Seror et al., 2011,
Paganotti et al., 2015).

O grau da atividade sistémica da DSj foi analisado pelo EULAR Sjogren's
Syndrome Disease Activity Index (ESSDAI) (Seror et al., 2010; Serrano et al., 2013).
Para tanto, os pacientes foram submetidos a anamnese e exame clinico detalhados,
além da coleta de sangue para os exames laboratoriais componentes do ESSDAI.

Para aferir o dano decorrente da DSj, foi utilizado o Sjégren’s Syndrome
Disease Damage Index (SSDDI) (Vitali et al., 2007).

Além disso, através da anamnese e do exame clinico a inclusdo no estudo,
bem como da revisdo detalhada dos prontuarios eletrénicos dos doentes, foram

registrados os acometimentos sistémicos da DSj, o perfil de autoanticorpos, os
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tratamentos anteriores e atuais e as comorbidades. O indice de massa corporea (IMC)

foi também registrado no momento de entrada no estudo.

3.5. Niveis sanguineos de HCQ e metabdlitos

Os niveis no sangue de HCQ e metabdlitos, desetilhidroxicloroquina (DHCQ),
o principal metabolito e também ativo (Furst, 1996; Browning, 2014) e
bidesetilcloroquina (BDCQ), foram determinados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (do inglés, high-performance liquid
chromatography coupled to mass spectrometry, LC-MS/MS), conforme descrito
anteriormente pelo nosso grupo (Pedrosa et al., 2020; Duarte et al., 2021). Para tanto,
as amostras de sangue periférico total foram coletadas em tubos de heparina antes
da préxima dose de HCQ e foram anotados os horarios de tomada do medicamento.
Em seguida, essas amostras foram armazenadas a -80°C até o uso. O limite inferior
de quantificacdo da HCQ e metabdlitos no sangue total foi de 50 ng/mL. Os
coeficientes de variacdo intradiarios e interdiarios foram < 9,7% e < 9,3%,
respectivamente, para HCQ e metabdlitos, nas amostras com concentracdes baixas,
médias e altas. O limite superior de quantificacdo foi de 2.000 ng/mL. As amostras de
sangue com concentracdes superiores a 2.000 ng/mL foram diluidas para a
quantificacdo apropriada. Para as amostras com concentracdes inferiores a 50 ng/mL,
o valor de 25 ng/mL foi atribuido arbitrariamente para a analise estatistica. Todos os
ensaios laboratoriais foram realizados no equipamento ultra-high-performance liquid
chromatography Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA).

3.6. Classificagcdo dos pacientes pelos niveis sanguineos de HCQ

A n&o adeséo grave foi definida como niveis sanguineos de HCQ < 200 ng/mL
(Costedoat-Chalumeau et al., 2018). A faixa de niveis sanguineos de HCQ de 500 a
2.000 ng/mL foi considerada como terapéutica, conforme descrito anteriormente para
os doentes com LES (Durcan et al., 2015; Cunha et al., 2018; Kang et al., 2023).
Sendo assim, os pacientes com DSj foram classificados em trés grupos de acordo
com o0s niveis sanguineos de HCQ: grupo nao aderente (< 200 ng/mL), grupo com
niveis subterapéuticos (200 — 499 ng/mL) e grupo aderente (= 500 ng/mL).
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3.7. Anélise estatistica

Os dados obtidos foram registrados na plataforma REDCap (Vanderbilt
University, Nashville, TN, EUA). A analise estatistica foi realizada através do programa
SigmasStat, versédo 3.1, 2004. Para a comparacao dos trés grupos de pacientes com
DSj (ndo aderentes, com niveis subterapéuticos e aderentes) com relagdo as variaveis
continuas, a andlise de variancia unidirecional (One Way Analysis of Variance), o teste
de Tukey, o teste unidirecional de analise de variancia por postos de Kruskal-Wallis
(Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks) e o teste de Dunn foram
utilizados, quando recomendados. A hip6tese de distribuicdo normal de cada variavel
foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Quanto as variaveis categoricas, 0s
trés grupos de pacientes com DSj foram comparados através dos testes Qui-quadrado
e exato de Fisher, quando indicados. O coeficiente de correlagdo de Pearson (r) foi
utilizado, para avaliar as possiveis correlacbes entre os niveis de HCQ e os
parametros glandulares e extraglandulares da doenca. Apenas testes bicaudais foram
utilizados. Os resultados sdo expressos como n (%), média + desvio padrao (DP) ou

mediana (intervalo interquartil 25° — 75°). P < 0,05 foi considerado como significativo.
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4. RESULTADOS

Setenta e quatro pacientes com DSj foram incluidos no estudo. A idade média
foi de 48,2 + 12,1 anos e 73 deles (98,7%) eram mulheres. Sessenta e dois (83,8%)
pacientes haviam sido submetidos a bidpsia de glandulas salivares menores labiais
antes do estudo e 57 deles (91,9%) tiveram um resultado positivo. A duracédo da
doenca foi de 5,0 (2,0 — 10,0) anos. A entrada no estudo, o escore ESSDAI foi de 1 (0
—3) e 0 ESSPRIfoide 5,6 (3,0 —-6,0). Os aspectos demograficos, clinicos, sorolégicos,
bem como os parametros glandulares e extraglandulares da doenca, os tratamentos
anteriores e as comorbidades dos pacientes sao apresentados na Tabela I. Os dados
sobre o tratamento com a HCQ, a adesdo medicamentosa e 0s niveis sanguineos da
HCQ e metabdlitos, bem como a terapéutica atual com glicocorticoides e
imunossupressores sao mostrados na Tabela Il.

Os niveis sanguineos de HCQ e DHCQ foram 775,3 (min. — max. 25,0 —
2.568,6) ng/mL e 214,3 (min. — max. 25,0 — 781,2) ng/mL, respectivamente. Onze
pacientes com DSj (14,9%) apresentavam niveis sanguineos de HCQ < 200 ng/mL,
caracterizando o grupo ndo aderente; 11 (14,9%) apresentavam niveis sanguineos de
HCQ entre 200 — 499 ng/mL (grupo com niveis subterapéuticos); e 52 (70,2%)
apresentavam niveis de HCQ = 500 ng/mL (grupo aderente). Esses trés grupos de
doentes com DSj foram semelhantes quanto as caracteristicas demograficas, clinicas,
soroldgicas, terapéuticas e aos varios parametros glandulares e extraglandulares da
doenca (P > 0,05), conforme mostrado detalhadamente na Tabela I.

Como mostrado na Tabela Il, a dose prescrita de HCQ foi semelhante entre os
grupos ndo aderente, com niveis subterapéuticos e aderente: 4,7 + 0,3 mg/kg/dia, 4,8
+ 0,4 mg/kg/dia e 4,9 £ 0,4 mg/kg/dia de peso real, respectivamente, P= 0,619. Por
sua vez, a duracédo do tratamento com a HCQ foi menor no grupo n&o aderente [1,0
(1,0 — 2,0) anos] do que no grupo com niveis subterapéuticos [4,0 (2,3 — 8,8) anos] (P
<0,05) e ndo houve diferengca em comparagao ao grupo aderente [3,0 (1,0 — 7,0) anos]
(P 2 0,05) (Tabela Il). E importante ressaltar que o IMC foi comparavel nos trés grupos
de pacientes com DSj (P=0,922) (Tabela Il).
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A andlise do refil da farmacia revelou que esse método identificou
incorretamente todos o0s pacientes dos grupos ndo aderente/com niveis
subterapéuticos e 2/52 (3,9%) daqueles no grupo aderente. Por sua vez, com a
utilizacado do MAT, o erro de classificacao geral foi de 24/52 (46,2%) dos pacientes no
grupo aderente e foram devidamente identificados 9/11 (81,8%) dos doentes né&o
aderentes e 7/11 (63,6%) daqueles com niveis subterapéuticos. A sensibilidade e a
especificidade do MAT para identificar pacientes ndo aderentes/com niveis
subterapéuticos foram de 72,7% e 53,9%, respectivamente.

As andlises de correlacdo entre o0s niveis sanguineos de HCQ com os
resultados dos instrumentos clinicos de adesdo medicamentosa e com os diversos
parametros glandulares e extraglandulares da doenca séo apresentadas na Tabela
Ill. Observamos uma forte correlacao positiva entre os niveis sanguineos de HCQ e
os de DHCQ (r= 10,7882, P < 0,001), o seu principal metabdlito e também ativo, e fraca
correlacéo positiva entre os niveis de HCQ e BDCQ (r= 0,2457, P=0,035). Nao houve
correlagdes significativas entre as concentracdes no sangue de HCQ e os resultados
dos instrumentos clinicos de adesdo medicamentosa, RF e MAT (Tabela lll). Por outro
lado, observamos correlacfes negativas fracas entre os niveis de HCQ e os valores
do ESSPRI (r=-0,2355, P=0,043), bem como entre os niveis de HCQ com a escala
visual de secura ocular/oral do ESPRRI (r=-0,2805, P= 0,016) (Tabela IlI).
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Tabela I. Andlise comparativa dos trés grupos de pacientes com DSj quanto aos
aspectos demogréficos, parametros da doenca e tratamento’

Grupo néo aderente Grupo com niveis Grupo aderente P
subterapéuticos
HCQ? HCQ® HCQ®
< 200 ng/mL 200 — 499 ng/mL 2 500 ng/mL
n=11 n=11 n=52
Aspectos demograficos
Idade, anos 45,2 + 10,7 50,3 +12,2 48,4+ 12,5 0,596
Sexo feminino 11 (100) 11 (100) 51 (98,1) 0,999
Etnia
Branca 7 (63,6) 6 (54,5) 25 (48,1) 0,772
Afrodescendente 4 (36,4) 5 (45,5) 26 (50,0)
Asiatica 0 (0) 0 (0) 1(1,9)
Educagao, anos 16,0 (12,0 - 16,0) 12,0 (8,3 -12,0) 12,0 (11,0 - 15,5) 0,150
Status socioecondmico
A/B/C1P 9(81,8) 6 (54,5) 42 (80,8) 0,228
C2/DIEP 2 (18,2) 5 (45,5) 10 (19,2)
Aspectos clinicos
Idade ao diagndstico, anos 37,0 (30,3 - 48,8) 42,0 (35,0 — 48,8) 39,5 (34,0-51,0) 0,610
Tempo de doenca, anos 3,0(2,0-10,3) 50(4,0-11,3) 5,0(2,0-10,0) 0,718
Acometimentos prévios
Parotidite (historia) 7 (63,6) 8(72,7) 25 (48,7) 0,256
Articulart 9(81,8) 5 (45,5) 41 (78,8) 0,088
Pdrpura 2(18,2) 2(18,2) 10 (19,2) 0,999
Fendémeno de Raynaud 2(18,2) 3(27,3) 8 (15,4) 0,575
Respiratériod 0 (0) 2(18,2) 10 (19,2) 0,331
SNP 1(9,1) 1(9,1) 9(17,3) 0,782
SNC 0 (0) 0 (0) 1(1,9) 0,999
Renal 0 (0) 1(9,1) 3(5,8) 0,553
Miosite 0 (0) 0 (0) 2(3,8) 0,999
Linfoma 0(0) 0(0) 0 (0) -
Perfil de autoanticorpos
Anticélulas HEp-2 10 (90,9) 11 (100) 52 (100) 0,148
Anti-Ro/SS-A 9(81,8) 10 (90,9) 49 (94,2) 0,243
Anti-La/SS-B 5 (45,5) 7 (63,6) 25 (48,1) 0,636
Fator reumatoide 7 (63,6) 6 (54,5) 32 (61,5) 0,933
Parametros glandulares
ESSPRI 6,1+25 57+2.2 54+26 0,621
Secura 7,0 (5,0 -8,8) 7,0(7,0-7,0) 6,0 (5,0 - 8,0) 0,421
Fadiga 8,0 (4,3-10,0) 6,0 (3,3-7,5) 6,0 (2,0 - 8,0) 0,210
Dor 4,0(3,3-6,8) 5,0 (2,0 - 6,0) 5,0 (2,0 - 8,0) 0,888
Fluxo salivar (mL/min)
Nao estimulado 0,1 (0,0-0,3) 0,1(0,0-0,1) 0,1 (0,0-0,3) 0,904
Estimulado 0,5(0,1-0,9) 0,2(0,2-0,7) 0,4 (0,1-0,8) 0,723
Teste de Schirmer (mm)
Olho direito 5,0(4,0-11,5) 5,0 (1,5 - 25,0) 3,0(0,5-11,0) 0,667
Olho esquerdo 8,0 (4,4 —15,8) 4,0 (2,0 -18,0) 4,0(1,0-10,5) 0,620
Xl 42,0 (37,5 - 49,0) 41,0 (26,8 — 44,3) 40,5 (30,5 - 45,0) 0,539
OSsDI 55,6 (12,5 -73,3) 37,5 (16,8 - 62,2) 38,5 (14,3-60,4) 0,827
Parametros sistémicos
ESSDAI 1,0 (0,3 -2,0) 1,0(0-1,8) 1,0 (0-4,0) 0,399
lgG (mg/dL) 1511,0(1.342,3-2.4000)  1.736,0 (1.348,8 - 2.433,0)  1516,5(1.2355-2.020,0) (0,532
VHS (mm/h) 13,0 (4,0 —33,5) 14,0 (8,5-73,0) 13,0 (6,0 — 28,0) 0,575
PCR (mg/L) 1,6 (1,2-3,0) 1,0 (0,4 -3,2) 1,8 (0,8 - 3,8) 0,491
SSDDI 1,0 (1,0-2,8) 1,0 (1,0 -3,8) 2,0(1,0-3,0) 0,465

! Continua na préxima pagina...
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Grupo néo aderente Grupo com niveis Grupo aderente P
subterapéuticos
HCQ? HCQ? HCQ?
< 200 ng/mL 200 — 499 ng/mL 2 500 ng/mL
n=11 n=11 n= 52

Tratamentos anteriores
Prednisona 11 (100) 9(81,8) 40 (76,9) 0,244
Imunossupressores

Metotrexato 5 (45,5) 4 (36,4) 16 (30,8) 0,599

Leflunomida 0 (0) 0 (0) 2(3,8) 0,999

Azatioprina 5 (45,5) 7 (63,6) 21 (40,4) 0,343

Micofenolato mofetil 1(9,1) 0 (0) 7 (13,5) 0,530

Ciclosporina 0 (0) 0 (0) 1(1,9) 0,999

Ciclofosfamida 1(9,1) 1(9,1) 1(1,9) 0,209
Agentes bioldgicos

Rituximabe 2(18,2) 1(9,1) 5(9,6) 0,836

Abatacept 0 (0) 0 (0) 0 (0) -
Comorbidades
Hipertenséo 2 (18,9) 3(27,3) 14 (26,9) 0,844
Dislipidemia 1(9,1) 3(27,3) 10 (19,2) 0,525
Diabetes 0 (0) 0 (0) 3(5.8) 0,999
Obesidade 3(27,3) 3(27,3) 15 (28,8) 1,000
Hipotireoidismo 3(27,3) 2 (18,2 15 (28,8) 0,849

Os dados sao expressos em n (%), média + desvio padréo (DP) ou mediana (intervalo interquartil 25° — 75°).

aNiveis sanguineos de HCQ. A ndo adesao grave foi definida como niveis sanguineos de HCQ < 200 ng/mL

(Costedoat-Chalumeau et al., 2018). A faixa de niveis sanguineos de HCQ de 500 a 2.000 ng/mL foi considerada

como terapéutica (Durcan et al., 2015; Cunha et al., 2018; Kang et al., 2023).

bClasses socioeconémicas segundo a Classificacdo Socioecondmica da Associacdo Brasileira de Empresas de

Pesquisa (ABEP) (Brazilian Association of Research Companies, 2018).

¢Poliatralgia/artrite.

dBronquiolite e/ou doenca intersticial pulmonar.

DSj= doenca de Sjogren, ESSDAI= EULAR (European League Against Rheumatism) Sjégren’s Syndrome Disease
Activity Index, ESSPRI= EULAR Sjégren’s Syndrome Patient Reported Index, HCQ= hidroxicloroquina, IgG=

imunoglobulina G, OSDI= Ocular Surface Disease Index, SNC= sistema nervoso central, SNP= sistema nervoso

periférico, SSDDI= Sjégren’s Syndrome Disease Damage Index, XI= Xerostomia Inventory.
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Tabela Il. Andlise comparativa dos trés grupos de pacientes com DSj quanto ao

tratamento com HCQ, adesdo medicamentosa e niveis sanguineos do farmaco

Grupo néo aderente Grupo com niveis Grupo aderente P
subterapéuticos
HCQ? HCQ® HCQ?
< 200 ng/mL 200 — 499 ng/mL 2 500 ng/mL
n=11 n=11 n= 52

HCQ
Dose, mg/kg/dia® 47+0,3 48+04 49+04 0,619
Duracao, anos 1,0(1,0-2,0) 4,0 (2,3-8,8) 3,0(1,0-7,0) 0,031*
IMC (kg/m?) 27,0+£5,0 27,1+6,4 27,6 £4,8 0,922
Adeséo
RF- ndo aderente 0 (0) 0 (0) 2 (3,9 0,999
MAT- ndo aderente 9 (81,8) 7 (63,6) 24 (46,2) 0,076
Niveis- sangue
HCQ, ng/mL 69,5 (25,0 — 92,3) 375,5 (273,5 — 456,2) 1.109,4 (747,3-1.544,9)  <0,001
DHCQ, ng/mL 25,0 (25,0 - 70,1) 112,9 (64,5 — 192,4) 292,8 (205,3 — 394,6) <0,001
BDCQ, ng/mL 25,0 (25,0 - 87,4) 25,0 (25,0-97,1) 68,7 (39,6 — 100,8) 0,168
Uso atual
Prednisona 5 (45,5) 3(27,3) 15 (28,8) 0,499

Dose, mg/dia 5,0(4,4-8,8) 20,0 (10,6 — 20,0) 5,0 (5,0 — 13,8) 0,219
Imunossupressores

Metotrexato 1(9,1) 2(18,2) 4 (7,7) 0,485

Leflunomida 1(9,1) 0 (0) 0 (0) 0,148

Azatioprina 3(27,3) 4 (36,4) 12 (23,1) 0,545

Micofenolato 0 (0) 0 (0) 6 (11,5) 0,514

Ciclosporina 0 (0) 0 (0) 1(1,9) 0,999

Ciclofosfamida 0 (0) 0 (0) 0 (0) -
Agentes bioldgicos

Rituximabe 0 (0) 0 (0) 0 (0) -

Abatacept 1(9,1) 0 (0) 0 (0) 0,148

Os dados séo expressos em n (%), média + desvio padréo (DP) ou mediana (intervalo interquartil 25° — 75°).

aNiveis sanguineos de HCQ. A ndo adeséo grave foi definida como niveis sanguineos de HCQ < 200 ng/mL

(Costedoat-Chalumeau et al., 2018). A faixa de niveis sanguineos de HCQ de 500 a 2.000 ng/mL foi considerada

como terapéutica (Durcan et al., 2015; Cunha et al., 2018; Kang et al., 2023).
bDose pelo peso real.

*A duracdo do tratamento com HCQ foi menor no grupo ndo aderente do que naquele com niveis subterapéuticos

(P < 0,05) e nao houve diferenca significativa em comparacao aos pacientes do grupo aderente (P = 0,05).

BDCQ= bidesetilcloroquina, DHCQ= desetilhidroxicloroquina, DSj= doenc¢a de Sjégren, HCQ= hidroxicloroquina,

MAT= Medida de Adesao aos Tratamentos, RF= refil de farmacia.
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Tabela lll. Correlac6es entre o0s niveis sanguineos de HCQ com os seus metabolitos,
instrumentos clinicos de adesdo medicamentosa e parametros de doenca glandulares

e extraglandulares

R P
Niveis sanguineos de HCQ DHCQ - niveis sanguineos 0,7882 <0,001
BDCQ - niveis sanguineos 0,2457 0,035
Duracéo do uso da HCQ -0,0146 0,902
RF -0,0605 0,609
MAT 0,1726 0,141
ESSPRI -0,2355 0,043
Secura -0,2805 0,016
Fadiga -0,1955 0,095
Dor -0,0777 0,511
XI -0,1508 0,200
OSDI -0,0863 0,465
Fluxo salivar
N&o estimulado 0,1508 0,200
Estimulado 0,1649 0,160
Teste de Schirmer |
Olho direito 0,1428 0,225
Olho esquerdo 0,0648 0,584
ESSDAI 0,0447 0,705
IgG -0,0916 0,438
Gamaglobulinas -0,1262 0,284
SSDDI 0,0215 0,856

r= coeficiente de correlagdo de Pearson.

BDCQ= bidesetilcloroquina, DHCQ= desetilhidroxicloroquina, DSj= doenca de Sjogren, ESSDAI= EULAR
(European League Against Rheumatism) Sjégren’s Syndrome Disease Activity Index, ESSPRI= EULAR Sjégren’s
Syndrome Patient Reported Index, HCQ= hidroxicloroquina, |gG= imunoglobulina G, MAT= Medida de Adesao aos
Tratamentos, OSDI= Ocular Surface Disease Index, RF= refil de farméacia, SSDDI= Sjégren’s Syndrome Disease

Damage Index, XI= Xerostomia Inventory.
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5. DISCUSSAO

Nosso estudo fornece novas informagfes sobre a adesdo medicamentosa a
HCQ nos pacientes com DSj, com base no "padréo-ouro”, que € a quantificacdo dos
niveis sanguineos desse medicamento por LC-MS/MS. Conforme os resultados dos
niveis sanguineos de HCQ, cerca de um terco dos pacientes com DSj apresentou nao
adesdo grave (< 200 ng/mL) ou niveis subterapéuticos (200 — 499 ng/mL). Os
instrumentos clinicos de adesdo medicamentosa, o refil de farméacia e o questionario
MAT, ndo identificaram com precisdo esses casos.

Uma das vantagens do presente estudo é o tamanho da amostra de 74
pacientes com DS;j, conforme os critérios de classificacdo mais recentes propostos
pelo ACR e EULAR (Shiboski et al., 2017). Além do que, foram incluidos somente
pacientes com DSj em tratamento com uma dose estavel de HCQ (4-5,5 mg/kg/dia,
peso real) por pelo menos trés meses antes da entrada do estudo (Pedrosa et al.,
2020). Esse é um aspecto relevante, uma vez que a dose diaria de HCQ influencia a
concentracdo sanguinea do medicamento (Mok et al., 2016; Petri et al., 2020), como
foi demonstrado para pacientes com LES apds reducéo da dose de 5 mg/kg/dia para
2,5 mg/kg/dia de peso real (Zanetti et al., 2021). Estudos em animais e humanos
demonstraram ainda que o estado de equilibrio da concentracdo de HCQ nos
diferentes tecidos e no plasma é atingido apés trés meses de tratamento (Browning,
2014). Além disso, a aplicacéo de critérios de excluséo rigorosos foi importante para
evitar fatores de confusdo devido a intera¢cdes medicamentosas (McElnay et al., 1985;
Munster et al., 2002; Browning, 2014; Melles & Marmor, 2014; Jallouli et al., 2015;
Baburaj et al., 2021), bem como infec¢des atuais, insuficiéncias hepatica, cardiaca e
renal grave (Raghoebar et al., 1986; Schrezenmeier & Dorner, 2020).

Outro aspecto importante do nosso estudo foi a analise da adesao
medicamentosa incluindo a quantificacdo dos niveis no sangue de HCQ através do
método de HPLC, o qual tem sido utilizado em varios estudos com pacientes com LES
(Costedoat-Chalumeau et al., 2006; Durcan et al., 2015; Jallouli et al., 2015; Mok et
al., 2016; Costedoat-Chalumeau et al., 2018; Cunha et al., 2018; Hachulla et al., 2020;
Pedrosa et al., 2020; Petri et al., 2020; Duarte et al., 2021; Zanetti et al., 2021). De



36
Discussao

fato, o método LC-MS/MS, utilizado em nosso estudo, apresenta alta sensibilidade,
sendo considerado como a ferramenta mais precisa para a bioandlise da HCQ
(Chhonker et al., 2018).

As concentragfes sanguineas de HCQ e DHCQ), seu principal metabdlito ativo
(Furst, 1996; Browning, 2014; Chhonker et al.,, 2018), foram comparaveis aos
observados por Eryavuz Onmaz et al., em um estudo transversal recente usando LC-
MS/MS em varias doencgas reumaticas autoimunes, incluindo 43 pacientes com DS;j
(Eryavuz Onmaz et al., 2021). Esses autores observaram também uma moderada
correlagcdo negativa entre os niveis de HCQ e os valores do ESSDAI (Eryavuz Onmaz
et al., 2021), o que nédo foi confirmado em nosso estudo. A possivel explicacdo para
essa discrepancia sdo os diferentes graus de atividade sistémica da doenca
verificados nas populacdes de ambos os estudos. De fato, a média do ESSDAI foi
substancialmente mais elevada no estudo de Eryavuz Onmaz et al. (6,30 = 3,82),
comparativamente aos valores muito baixos observados em nosso estudo [1 (0 — 3)],
0 gque pode ter prejudicado a nossa avaliagcdo quanto a tal aspecto, sendo assim uma
limitacdo do presente estudo.

Em nosso estudo, estendemos as analises para varios outros parametros da
doenca além do ESSDAI. Contudo, n6és ndo observamos diferencas significativas
entre os trés grupos de pacientes com DSj (ndo aderentes, com niveis subterapéuticos
e aderentes) com relacdo aos diversos parametros glandulares e extraglandulares da
doenca, corroborando com os resultados do estudo JOQUER (Gottenberg et al.,
2014).

Por outro lado, encontramos correla¢cdes negativas fracas e significativas entre
0s niveis sanguineos de HCQ e os valores do ESSPRI e também entre os niveis
sanguineos de HCQ e a escala visual de secura do ESSPRI. No entanto, tais
resultados devem ser interpretados com muita cautela, pois o desenho transversal é
uma limitacéo do estudo que impossibilita uma concluséo sobre a efetividade da HCQ
na DSj. Todavia, nesse contexto, é interessante observar que uma reanalise do estudo
JOQUER sugeriu que o subgrupo de pacientes com DSj e alta carga de sintomas pode
ter beneficios do tratamento com a HCQ, com melhora no ESSPRI (Collins et al.,
2021). Reforcando esse achado, um recente estudo prospectivo randomizado
controlado, mas sem uso de placebo, mostrou melhora no ESSPRI apds 12 meses de

uso da HCQ em pacientes com DSj e olho seco moderado a grave (Fang et al., 2023).
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Um estudo retrospectivo multicéntrico mostrou ainda que o0s agentes
antimalaricos podem ser um fator de protecdo contra o dano acumulado da DSj,
especificamente no dominio pleuropulmonar (Herndndez-Molina et al., 2018). Um
beneficio adicional do uso prolongado da HCQ na DSj, a diminuicdo do risco de
doenca cardiovascular, foi demonstrado por um estudo de base populacional realizado
em Taiwan (Yang et al., 2020).

Resultados promissores foram ainda relatados no estudo RepurpSS-I, um
estudo randomizado, duplo-cego, controlado por placebo que analisou a combinacéo
da HCQ com a leflunomida, tendo sido observada uma reducédo significativa nos
valores do ESSDAI (van der Heijden et al., 2020).

Os principais mecanismos de acdo da HCQ envolvem a sua interferéncia na
atividade lisossomal, na autofagia e na sinalizacdo dos receptores Toll-like,
culminando em diminuicdo da producédo de citocinas e em modulacdo de moléculas
coestimulantes (Schrezenmeier & Doérner, 2020). Além do mais, o tratamento dos
pacientes com DSjcom HCQ levou a uma diminuicdo na assinatura ao IFN em relacéo
ao grupo placebo (Bodewes et al., 2020).

O nosso estudo fornece dados novos sobre a adesdo medicamentosa a HCQ
nos pacientes com DSj, um aspecto relevante para a pratica clinica e que ndo havia
sido abordado em estudos anteriores (Eryavuz Onmaz et al., 2021). De acordo com
0s niveis sanguineos de HCQ, aproximadamente um terco dos nossos doentes com
DSj apresentou ndo adesao grave (< 200 ng/mL) ou niveis subterapéuticos (200 — 499
ng/mL), sendo que tais faixas haviam sido descritas previamente para os pacientes
com LES (Durcan et al., 2015; Costedoat-Chalumeau et al., 2018; Cunha et al., 2018;
Kang et al., 2023).

Em estudos que avaliaram a adesdao a HCQ nos pacientes com LES, a
frequéncia de ndo adeséo grave (niveis sanguineos de HCQ < 200 ng/mL) variou de
3,2% a 18,4%, sendo mais frequente naqueles com doenca ativa (Costedoat-
Chalumeau et al., 2018; Hachulla et al., 2020). Por outro lado, a abordagem da adesé&o
medicamentosa através de questionarios, como o 8-item Morisky Medication
Adherence Scale (MMAS-8), revelaram que mais de um tergco dos doentes com LES
foram classificados como nao aderentes (Costedoat-Chalumeau et al., 2018; Hachulla
et al., 2020). Os coeficientes de correlacdo entre os niveis sanguineos de HCQ e os
resultados dos questionérios, no entanto, foram fracos ou moderados (Costedoat-
Chalumeau et al., 2018; Hachulla et al., 2020). Com respeito a analise da adeséao
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medicamentosa através do RF comparativamente aos niveis sanguineos de HCQ,
somente o segundo método foi preditivo de exacerbacdo da atividade do LES
(Andrade Balbi et al., 2022).

A nao adesao grave no LES foi associada a idade mais jovem, ao desemprego
(Costedoat-Chalumeau et al., 2018) e ao IMC mais elevado (Pedrosa et al., 2021).
Esse ultimo parametro foi semelhante entre os trés grupos de pacientes com DSj e
nao pareceu ser a causa subjacente da baixa adesdo no presente estudo. Fatores
socioecondémicos e escolaridade também néo foram associados a ndo adesao grave
nos pacientes com DSj, provavelmente devido ao fato de nosso centro fornecer
medicagdo gratuita para todos os pacientes. O Unico fator associado a ndo adesao
grave foi uma duracdo menor do tratamento com HCQ comparativamente ao grupo
com niveis subterapéuticos, o que, provavelmente, nao foi relacionado ao estado de
equilibrio do farmaco, uma vez que todos os pacientes tiveram um minimo de trés
meses de terapia antes da entrada no presente estudo (Browning, 2014; Pedrosa et
al., 2020).

Em conclusao, a quantificacdo dos niveis sanguineos de HCQ é um método
promissor para avaliar a adesdo a medicacdo na DSj. Isso é especialmente
importante, pois um terco dos pacientes apresentou niveis de nao
adesao/subterapéuticos e os instrumentos clinicos, RF e MAT, nédo identificaram tais
doentes de forma confiavel. Mais estudos prospectivos sdo necessarios para

determinar a relevancia do monitoramento sanguineo da HCQ na DS;j.



39
Conclusdes

6. CONCLUSOES

o Este estudo fornece novos conhecimentos sobre a adesdo medicamentosa a
HCQ na DSj com base na quantificacdo dos niveis sanguineos desse farmaco
por LC-MS/MS, sendo que um terco dos pacientes com DSj apresentaram néo

adesdo grave (< 200 ng/mL) ou niveis subterapéuticos (200 — 499 ng/mL).

o O refil de farmacia e o questionario de Medida de Adesdo aos Tratamentos

(MAT) néo identificaram com precisao esses casos.

o O monitoramento dos niveis sanguineos da HCQ parece ser uma ferramenta
valiosa para avaliar a adesédo ao tratamento na DSj. Mais estudos prospectivos

Sao necessarios para determinar seu impacto no seguimento dos pacientes.
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