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"(...) Cause love’s such an old fashioned word

And love dares you to care for the people on the edge of the night
And love dares you to change our way of

Caring about ourselves {(...)"

David Bowie e Queen.
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Resumo

Introdugdo: a Sindrome Hemolitico Urémica Atipica (SHUa) é uma doencga ultrarrara que
apresenta recidiva frequente no transplante renal. O uso de bloqueadores do complemento

modificou a histdria natural da SHUa.

Objetivos: Avaliar a evolucdo da SHUa apds o transplante renal estratificado pelo uso do

inibidor especifico do complemento (eculizumabe).

Métodos: Foi realizado contato com os 81 centros ativos de transplante do Brasil através de
um convite da Associa¢do Brasileira de Transplante de Orgdos (ABTO). Foram inclusos todos
os pacientes transplantados renais com diagndstico de SHUa no periodo de 01/01/2007 a
31/12/2019. O seguimento foi mantido até dezembro de 2020. Os pacientes foram
estratificados em trés grupos: sem uso de eculizumabe, eculizumabe para tratamento e

eculizumabe em profilaxia.

Resultados: Do total de 45 casos, 7 foram excluidos, resultando em 38 casos de SHUa. A
mediana de idade foi de 30 (24-40) anos, com predominio do sexo feminino (63% dos casos).
A utilizagcdo de eculizumabe ocorreu na maioria dos casos (45% em tratamento e 26% em
profilaxia). A perda do enxerto por microangiopatia trombodtica (MAT) ocorreu em 32% dos
casos e 17% evoluiram para 6bito. Ao dividirmos os pacientes em subgrupos foi observado
gue o grupo que nao fez tratamento com eculizumabe evoluiu com perda do enxerto atribuida
a MAT em 91% dos casos, em contraponto, o grupo que foi submetido a tratamento com
bloqueador do complemento teve menor perda do enxerto respectivamente no grupo
profildtico e no tratamento de 10% e 5.9%, p<0.001. O risco de perda do enxerto por MAT no
grupo profilatico foi 0.07 [0.01-0.55], p = 0.012 e no grupo eculizumabe foi de 0.04 [0.00 —

0.28], p = 0.002, foram menores comparado ao grupo sem uso de eculizumabe.

Conclusao: A perda do enxerto por MAT na auséncia do eculizumabe foi elevada nessa coorte.
Reforca a necessidade do seu uso em pacientes transplantados renais com diagndstico de
SHUa tanto para o uso profilatico quanto terapéutico. Houve uma tendéncia a melhores
resultados para o uso profilatico da droga resultando em melhor sobrevida do paciente. Sdo
necessarios estudos de custo efetividade e de descontinuidade para avaliar o impacto
financeiro da utilizacdo do eculizumabe no transplante renal especialmente em paises de

baixa a média renda.



Palavras-Chave: Microangiopatia; Sindrome Hemolitico Urémica Atipica; Transplante
Renal; Eculizumabe



Abstract

Introduction: Atypical Hemolitic Uremic Syndrome (aHUS) is an ultra-rare disease that
presents frequent recurrence in kidney transplantation. The use of complement blockers

changed the natural history of aHUS.

Objectives: To evaluate the evolution of aHUS after kidney transplantation stratified by the

use of the specific complement inhibitor (eculizumab).

Methods: Contact was made with the 81 transplant centers in Brazil through an invitation
from the Brazilian Organ Transplant Association (ABTO). All kidney transplant patients
diagnosed with aHUS in the period from 01/01/2007 to 31/12/2019 were included. The follow-
up was continued until december 2020. Patients were stratified into three groups: no use of

eculizumab, eculizumab for treatment and eculizumab for prophylaxis.

Results: A total of 45 cases were analyzed, 7 were excluded, resulting in 38 cases of aHUS. The
median age was 30 (24-40) years, with a predominance of females (63% cases). The use of
eculizumab ocurred in most cases (45% in treatment and 26% in prophylaxis). The graft loss
due to trombotic microangiopathy (TMA) ocurred in 32% of the cases and 17% died. When
dividied into subgroups, it was observed that the group that did not undergo treatment with
eculizumab evolved with graft loss to TMA in 91% of cases, in contrast, the group which
underwent treatment with complement blocker had less graft loss, respectively in the
prophylactic and in the treatment group of 10% and 5.9%, p<0.001. The risk of TMA graft loss
in the prophytactic group was 0.07 [0.01-0.55], p = 0.012 and in the eculizumab group it was
0.04 [0.00 — 0.28], p = 0.002, were lower compared to the group without the use of

eculizumab.

Conclusion: TMA graft loss in the absence of eculizumab was high in this cohort. It reinforces
the need for its use in kidney transplant patients diagnosed with aHUS for both prophylactic
and therapeutic use. There was a tendency to better results for the prophylactic use of the
drug resulting in better patient survival. Cost-effectiveness and discontinuity studies are
needed to assess the financial impact of the use of eculizumab in kidney transplantation,

especially in low to médium- income countries.



Key words: Microangiopathy; Atypical Hemolitic Uremic Syndrome; kidney Transplantation;

Eculizumab
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Introducgao

A sindrome hemolitico urémica atipica (SHUa) é uma doencga ultrarrara com uma
incidéncia aproximada de 0,5 casos por milhdo de habitantes por ano, sendo que em mais da
metade destes pacientes pode ser encontrada uma anormalidade intrinseca ou adquirida da

cascata de complemento.3

A sindrome hemolitico urémica atipica é caracterizada por hemdélise microangiopatica,
com fragmentacdo da série vermelha do sangue e presenca de esquizdcitos no sangue
periférico, baixos niveis de haptoglobina, elevacdo de desidrogenase lactica (DHL) e declinio
nos niveis basais de hemoglobina e plaquetas.* Essas alteracdes laboratoriais s3o
acompanhadas de envolvimento de pelo menos um drgao, sendo os sitios principais os rins,

sistema nervoso central (SNC) e trato gastrointestinal (TGI).*

Sua primeira descri¢do foi realizada por Gasser® em 1955 quando o diagnédstico de
SHUa ainda era agrupado junto com todas as outras microangiopatias trombadticas (MATSs),
nao havendo distincdo entre Pudrpura Trombdtica Trombocitopénica (PTT) e SHU tipica

causada por E.coli produtora de Shiga-toxina, conhecida atualmente como STEC-SHU.
Fisiopatologia

A fisiopatologia consiste em lesdes das células endoteliais da microvasculatura, com
diversos gatilhos que desencadeiam o processo. O fendbmeno da MAT é consequéncia da
desregulacdo da via alternativa do complemento. Contribuem para isso fatores genéticos,
como producdo de auto-anticorpos e mutacdes nas proteinas do sistema complemento em

aproximadamente 60% dos casos.®

O sistema complemento compde a imunidade inata do organismo e é essencial para a
defesa contra infec¢cbes através da formagao de imunocomplexos e anticorpos, encarregando-
se também da eliminacdo de restos apoptoticos. Este sistema é composto por trés vias:
classica, alternativa e da lecitina.” A ativacdo de qualquer uma dessas vias leva a formacdo de
complexos multiproteicos com atividade da C3- convertase sobre a proteina C3, gerando C3b.
Esta por sua vez, pode ligar-se covalentemente nas superficies que ativam complemento,
facilitando sua fagocitose por polimorfonucleares e macréfagos, ativando C5, que conduz a

formacdo do complexo de ataque a membrana e lise celular.®”:2
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O C3b é apenas um dos componentes da C3-convertase da via alternativa e sua
producdo amplifica de maneira significativa a ativacdo do complemento, promovendo a
formacao adicional de C3-convertase. Para evitar que a ativacao do complemento cause danos
aos proprios tecidos, existem diversas proteinas reguladoras desse processo: como fator H
(FH), proteina cofator de membrana (MCP), fator | do complemento (FI) que dissociam a C3
convertase e induzem degradac¢ao de C3b. Assim, em condi¢gdes normais, os niveis de C3b sdo
mantidos baixos e na ativacdo do sistema complemento seu depdsito se limita as estruturas
responsaveis por essa ativacdo. E esse desbalanco entre a ativagdo do sistema complemento

e sua regulacdo nas superficies celulares que é a base da patogénese da SHUa.>10.11

Varios estudos mostram que os pacientes com SHUa sdo portadores de mutag¢do nos
genes reguladores do complemento: FH, MCP, Fl, trombomodulina (THBD), fator B (FB) e C3.
Todas essas mutagdes causam desregulacao da via alternativa, pois geram um defeito na
protecdo das superficies celulares, perdendo a autorregulacdo deste sistema. Enquanto
muta¢Ges em FH, MCP e Fl incapacitam a fungao reguladora, as muta¢des em FB e C3 resultam
em maior atividade da C3-convertase. Descreve-se que 60% dos pacientes com SHUa sao

portadores de variantes genéticas.>1-1?

Para o diagndstico de SHUa deve-se afastar causas que provoquem MATSs secundarias,
dentre elas: causas infecciosas; como infeccdo invasiva pelo sorotipo Streptococcus
pneumoniae, infec¢do pelo virus HIN1, outras infecgdes virais como Citomegalovirus (CMV) e
parvovirus, neoplasias, drogas: imunossupressores como inibidores de calcineurina
(tacrolimos/ciclosporina), inibidores da mTOR (sirolimos/everolimos), antivirais, inibidores de
crescimento de fator tecidual, entre outros. Inclui-se neste grupo outras entidades que
precipitam a SHUa, como hipertensdo arterial maligna, gestacdo/puerpério, transplante de

medula e drg3os sdlidos e outras doencas autoimunes ou glomerulopatias.®

Diante disso, pode-se afirmar que para o desenvolvimento da SHUa sdo necessarias
duas condicdes: a existéncia de um fator de suscetibilidade, seja genético ou adquirido e a

presenca de outros fatores moduladores, como os citados acima.*

Hong Si Nga 2021 2




Estudo de Coorte Brasileira de Sindrome Hemolitico Urémica Atipica em Transplante Renal

Diagnéstico

A apresentacdo clinica da SHUa é bastante inespecifica, sendo esta uma das causas de
sua dificuldade diagndstica. Pode ser composta por fadiga, cansago, dispnéia, mal-estar geral,
diminuicdo do débito urindrio e edema. Pode ser precedida por algum evento desencadeador,

como uma gastroenterite, sintomas gripais, vacina¢do ou gestacdo.'34

A triade caracteristica é composta por trombocitopenia, anemia hemolitica
microangiopatica e lesdo renal aguda.'® No entanto, a apresenta¢do de qualquer uma das trés
é bastante varidvel, sendo que a trombocitopenia pode ser de moderada a ausente, mas
normalmente caracterizada por uma contagem plaquetaria <150.000/mm ou >25% de
reducdo da linha basal e a apresentacdo renal usualmente com creatinina elevada e/ou taxa
de filtracdo glomerular (TFG) reduzida, e/ou pressdo arterial elevada, urindlise anormal e pode

variar de pequeno grau de proteinuria a proteinuria nefrética.!®

Pode ter acometimento de outros 6rgdos, como sintomas neuroldgicos apresentados
com confusdo mental e/ou convulsdes e sintomas gastrointestinais através de diarréia com

ou sem sangue, nduseas, vomitos e dor abdominal.'’

Na maioria dos casos, o diagndstico de SHUa é realizado por exclusdao, sendo que os
principais diagndsticos diferenciais, a PTT e a STEC-SHU, devem ser descartados. Uma
atividade da enzima ADAMTS13 < 5% estabelece o diagndstico de PTT* e uma pesquisa de

toxina Shiga/EHEC positivo confirma diagndstico de STEC-SHU.*8

N3o existe nenhum teste diagndstico que confirme a SHUa, sendo os testes de variante
genética e biomarcadores existentes nao especificos e a espera desses resultados ndo devem
atrasar o tratamento.?®?° A biépsia renal nos casos de comprometimento renal agudo é uma

boa ferramenta auxiliar diagndstica, mostrando principalmente sinais de MAT na histologia.?!

Na histopatologia da MAT sdo achados da microscopia éptica:

- AlteracGes glomerulares: Necrose fibrindide, trombo de plaquetas e/ou fibrina,
normalmente com debris nucleares, mas sem inflamacado significativa. Fragmentacao das
células vermelhas podem ser encontradas dentro dos trombos. Expansdo mesangial,

mesangiolise e espessamento da parede capilar também sdo achados frequentes.
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Pode ocorrer remodelacdo da membrana basal glomerular com duplo contorno e
expansdao mesangial resultando em alteragGes semelhantes a glomerulonefrite

membranoproliferativa.

- AlteracOes vasculares: trombose em artérias e arteriolas quando comprometidas.
Pode ocorrer necrose da parede dos vasos com expansdo e proliferacdo intimal. Essas
alteragbes podem resultar em lUmens mais estreitos e laminagdo concéntrica da intima com

fibrose caracterizando a aparéncia de "casca de cebola".

- Tubulos-intersticio: necrose tubular aguda é um achado frequente como resultado
de alteragdes isquémicas. Necrose cortical pode ser resultado de isquemia aguda severa apds

obstrucdo da microcircula¢do.”.2222

Assim, o diagndstico da doenca é complexo pela falta de um teste especifico,
apresentacdo clinica varidvel e presenca de diversos fatores de confusdo e diagndsticos
diferenciais, exigindo desta forma um alto grau de suspeicdo para que seu diagndstico seja

possivel.

Tratamento

O tratamento de suporte deve ser sempre implementado, com administracdao de
volume de acordo as necessidades volémicas do paciente ou restricdo hidrica. Controle da
pressdo arterial sistémica e evolucdo para terapia renal substitutiva (TRS) se assim o for
necessario. Transfusdo de hemoderivados de acordo com indicac3o clinica.?® Infec¢des que

estejam desencadeando o processo de SHUa devem ser tratadas prontamente.?

Relatos na literatura descrevem o uso da plasmaférese como principal tratamento de
suporte na suspeita de SHUa, porém aproximadamente 70% dos casos evoluem para
necessidade de TRS e 6bito em 3 anos de diagndstico.?* Atualmente, o tratamento de escolha
de acordo com os estudos mais recentes®? é a administracdo do eculizumabe, que mostrou
superioridade a plasmaférese quanto a evolugdo, progndstico e seguranca da droga, sendo
gue o uso desta mostrou menores taxas de recorréncia da doenca e melhor evolucdo da

funcdo renal 262728

Hong Si Nga 2021 4




Estudo de Coorte Brasileira de Sindrome Hemolitico Urémica Atipica em Transplante Renal

O eculizumabe é um anticorpo monoclonal anti-C5 que bloqueia a conversdo de C5a e
C5b no complexo de ataque a membrana C5b-9. O bloqueio da via terminal do complemento
realizada pela droga reduz de maneira rapida e sustentada o processo de ativacao
incontrolada do C5, com uma boa resposta clinica, mantendo as fungdes de complemento

proximal intactas.?®

Sua tolerabilidade é muito boa e o principal efeito colateral do bloqueio do
complemento seria o risco de meningite meningocdcica, sendo mandatdrio para os pacientes
que recebem a droga que facam profilaxia.?>3° Ha descricdo de maior risco de infec¢des virais
e bacterianas principalmente em pacientes transplantados3!, porém resultados de longo

prazo em séries de casos mostram boa evolu¢do com o uso deste medicamento.??

Diante de um paciente transplantado renal que desenvolva sinais de MAT e que tenha
antecedente pessoal ou familiar de SHUa deve-se sempre considerar recorréncia da doenca e
seu tratamento é realizado da mesma forma que em rins nativos, com a administracdo de

eculizumabe precocemente.33

A profilaxia com plasmaférese mostrou resultados nao satisfatérios, com descricao de
casos de recorréncia, principalmente quando se espaca as sessGes, além de impacto na
qualidade de vida dos pacientes se houver necessidade de manter a plasmaférese a longo

prazo, além das complica¢des relacionadas ao cateter como infec¢do e trombose.3%:33

Os resultados de profilaxia com eculizumabe sao muito positivos e com boa tolerancia
pelos pacientes, considerado mais eficaz que as outras op¢bes pelos estudos atuais e
recomendado como primeira estratégia de preven¢do3*33, assim como demonstrado por de
Andrade et al??, numa série de 7 casos de novo e de uso profilatico que mostrou boa evolugcdo

em pacientes tratados primariamente com eculizumabe.

Recomenda-se ainda vacinar todos esses pacientes para N.meningitidis e considerar

manter profilaxia com antibidtico durante todo tempo de tratamento com eculizumabe.3>33

A apresentacdo do eculizumabe é de 300mg (10mg/mL), a embalagem com um frasco-
ampola contendo 30mL de solucdo estéril para diluicdo para infusdo intravenosa. Apds a

diluicdo, a concentragdo final da solucdo para infusdo é de 5mg/mL. A duracdo prevista é de
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25 a 45 minutos por infusdo intravenosa.3® Segue abaixo tabela com regime de tratamento

padrdo de acordo com EMA/FDA.3°

Tabelal- Regime de tratamento com eculizumabe, terapia padrido de acordo com EMA/FDA

Peso Fase de indugao Fase de manutengao

>40Kg 900mg/sem, por 4 sem 1200mg, na 52 sem e a cada 14 dias
30 a 40Kg 600mg/sem, por 2 sem 900mg, na 32 sem e a cada 14 dias
20 a 30Kg 600mg/sem, por 2 sem 600mg, na 32 sem e a cada 14 dias
10 a 20Kg 300mg /1x 300mg, na 22 sem e a cada 14 dias
5a 10Kg 300mg/1x 300mg, na 22 sem e a cada 31 dias

Kg-quilogramas, sem- semana

SHUa e Transplante Renal

O transplante renal é uma condi¢ao propicia para o desenvolvimento de SHUa, pois
concentra pacientes com doencas de base que apresentam desregulacdo no sistema
complemento e aplicam-se a eles fatores desencadeantes da doenga, como o estresse
cirurgico, lesdo de isquemia/reperfusdo, uso dos inibidores de calcineurina e/ou imTOR e
infec¢des virais caracteristicas deste grupo. Todos esses gatilhos causam lesao endotelial com

ativac3o do sistema complemento.?’

Se os sinais de MAT num transplantado renal for de novo, deve-se descartar
diagndsticos diferenciais e causas secunddrias que estejam desencadeando o processo,
principalmente rejeicdo aguda humoral, infec¢des virais e o uso de imunossupressores. Diante
deste contexto, a primeira conduta seria corrigir as causas secundarias especificas, com o
tratamento etiolégico e modificacdo dos imunossupressores.3® Se ndo houver melhora dos

pardmetros, considerar eculizumabe nos casos refratarios.?%3*
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Descreve-se uma recorréncia da doenca no pds-transplante renal estimada em 50 a
80%, a depender da estratificacdo de risco baseada em variantes genéticas, sendo
recomendado o uso de eculizumabe profilatico pelo KDIGO de 20173° quando o paciente é
considerado de alto a moderado risco, ja que a recorréncia nessa situagao pode levar a perda
do enxerto e a terapia com plasmaférese n3o é resolutiva.’® As variantes genéticas
consideradas patogénicas sdo principalmente aquelas que geram ganho de fungao do sistema
complemento, como C3 e CFB, e aquelas que codificam componentes circulantes do
complemento, como CFH e CFI.*! Em contrapartida, a taxa de recorréncia é baixa (8%)
naqueles que tem variante isolada de MCP, uma vez que o endotélio do enxerto expressa uma
variante funcional.** Ainda é descrito uma pior evolucdo da doenca no transplantado renal

comparado ao acometimento em rins nativos.*?
A tabela 2 mostra exemplos de mutag¢des conhecidas na SHUa.

Tabela 2- Mutagdes relacionadas as formas hereditarias de SHUa*?

Tipo de mutagao Proteina codificada pelos genes mutados
Perda de funcdo de reguladores do e Fator H (CFH)
complemento e Proteinas relacionadas ao fator H

(CFHR1, CFHR2, CFHR3, CFHR4,
CFHRS5)

e Proteina cofator de membrana
(MCP/CD46)

e Fator | (CFI)

e Trombomodulina (THBD/CD141)

Ganho de funcdo de ativadores do e (3

complemento e Cofator B (CFB)

Mutagdes nao relacionadas ao e Diacilglicerol quinase épsilon (DGKE)
complemento e Plasminogénio

e Forminainvertina 2 (INF-2)
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Frente a essas evidéncias, discute-se atualmente os custos com a droga para o
tratamento desses pacientes e o impacto orcamentario causado no programa de transplantes
do nosso pais. O Brasil é o pais com o maior numero de transplantes renais realizados pelo
sistema publico de saude, totalizando mais de 6.000 transplantes de rim por ano ocupando o

quarto lugar no cenario mundial, atras dos Estados Unidos, China e india.**

O uso do eculizumabe foi aprovado pelo FDA em 2011 e registrado pela ANVISA em
2017, que apods o registro apresentou uma diminuicdo de 35% nos custos com compra e
distribuicdo da droga para o Ministério Publico.*> Seguiu-se um periodo de instabilidade do
abastecimento da medicagao no pais e desde 2019 nao ha mais acesso a droga via programa
de doagdo, desta forma, inviabilizando tratamento imediato naqueles pacientes com
diagnédstico de novo no pés-transplante. Assim, alguns estudos de custo-efetividade e de
descontinuacdo da droga se fizeram necessdrios perante a situacdao atual, na tentativa de

melhorar e protocolar o manejo desses pacientes e viabilizar o tratamento de todos.

Em avaliacdo retrospectiva observacional de Macia et al*, a descontinua¢do do
eculizumabe levou a uma subsequente manifestacdo de MAT em 31% dos casos, assim como
estudo de Ernades-Neto et al*’ avaliou episddios de SHUa com descontinua¢do ndo
programada da droga e obteve 44% de recidiva. Em contrapartida, uma avaliacdo de série de
casos de Ardissino et al*®, com 10 pacientes em tratamento com eculizumabe que
concordaram em descontinuar a medicacdo apresentou recidiva de 3 pacientes, sendo que
todos recuperaram a fungao renal apds reestabelecimento do tratamento. Os 3 pacientes
possuiam variante em CFH e o autor considera plausivel descontinua¢do baseada em variante

genética.

E apesar da eficdcia comprovada com eculizumabe na literatura, a melhor estratégia
de tratamento ainda é discutivel. Ndo ha evidéncias que suportam o tratamento para a vida
toda e limitar o periodo de tratamento inicial em pacientes incidentes em rins nativos e
profilaxia em casos selecionados no transplante renal com descontinuacdo apds cuidadosa

avaliacdo parece ser o futuro a seguir.*?

Diante da incidéncia desconhecida de SHUa no cendrio do transplante renal no Brasil,

além de uma escassez de dados nacionais, consideramos necessdria a avaliacdo da coorte
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brasileira quanto ao uso de eculizumabe, com avaliacdo da resposta aos diferentes

tratamentos e o perfil genético desta populagao.
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Objetivos

Objetivo primario: Avaliar a evolucdo da Sindrome Hemolitico Urémica Atipica (SHUa) apds o
transplante renal estratificado pelo uso do inibidor especifico do complemento (eculizumabe).
Os pacientes foram divididos em trés grupos: sem uso de eculizumabe, eculizumabe

profilatico e eculizumabe tratamento.

Objetivos secundarios: Descrever a incidéncia de SHUa no Brasil no pds-transplante,
caracterizar o perfil demografico do paciente com SHUa no transplante e caracterizar o perfil

genético desta populagao.

Hong Si Nga 2021 10




Estudo de Coorte Brasileira de Sindrome Hemolitico Urémica Atipica em Transplante Renal

Materiais e Métodos

Populagdo

Trata-se de estudo de coorte retrospectivo multicéntrico no qual foram avaliados
todos os pacientes com o diagndéstico de Sindrome Hemolitico Urémica Atipica (SHUa) no
transplante renal. Foi realizado contato com os 81 centros ativos de transplante do Brasil e
estes foram convidados a participar do estudo através de um convite da Associacdo Brasileira
de Transplante de Orgdos (ABTO) (Anexos). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP (Universidade Estadual Paulista Julio
de Mesquita Filho, Sdo Paulo, Brasil), Nuomero do Parecer: 2.810.751 (Anexo). Um formulario

de dados padronizado foi fornecido para cada centro participante (Anexo).

Critérios de inclusdao: Todos os pacientes transplantados renais de qualquer idade com
diagndstico de SHUa no pré-transplante ou realizado apds o transplante. Foram incluidos

pacientes do periodo de 01/01/2007 a 31/12/2019.

Critérios de exclusdo: pacientes com suspeita diagndstica de SHUa ndo confirmada. As
principais patologias de exclusdao foram PTT, STEC-SHU e rejeicdo aguda mediada por

anticorpo.

Defini¢des
Diagndstico de SHUa

O diagnéstico de SHUa foi feito pela histoéria clinica de microangiopatia trombética
(anemia com esquizécitos, aumento de DHL, plaguetopenia e piora de funcdo renal)
excluindo-se causas secundarias como uso de drogas, infeccdes ou outras possiveis causas
secunddrias como sugerido na literatura.?>*° Todos os casos foram submetidos a bidpsia renal
sendo compativel com microangiopatia trombética, caracterizado por deposicao de trombos

oclusivos ricos em plaquetas/fibrina em pelo menos um glomérulo e/ou artéria/arteriola
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renal.*>>% Foram afastados em todos os casos o quadro de rejeicdo mediada por anticorpos

pela histologia e pelo resultado do anticorpo antidoador. Foi solicitada a andlise da atividade

da enzima ADAMTS 13 em todos os casos. Os pacientes incluidos foram aqueles no qual o

diagndstico mais provavel apds anadlise de todos os resultados disponiveis foi SHUa. No

momento do diagndstico também foram afastadas doencas autoimunes e repetidas as

sorologias para doengas virais e parasitdrias. O diagndstico de SHUa foi revisado em todos os

casos seguindo os passos de Andrade e cols®? em contato com cada centro participante

(Tabela 3). A histéria clinica dos casos incluidos e andlise genética estao disponiveis no anexo

01.

Tabela 3. Passos para o Diagndstico da Sindrome Hemolitico-Uremica atipica (SHUa) na

coorte3?

Anemia hemolitica microangiopatica (queda de hemoglobina, presenga de

esquizacitos, reticulocitose, aumento de DHL, teste de Coombs direto negativo),
plaguetopenia ou queda de 25% do niumero de plaquetas e piora de fun¢ao renal

Atividade da Enzima ADAMTS 13 > 5% afasta deficiéncia severa
Suspensao ou reducdo da dose de Persisténcia do quadro de
inibidores da calcineurina e/ou microangiopatia sugere SHUa

inibidores da mTOR
Exclusdo de infec¢Ges virais
(HIV; HTLV I/11; hepatite B; hepatite C; citomegalovirus; Epstein-Barr)

Exclusdo de Infecgdes Bacterianas
(hemocultura, cultura de urina, cultura de fezes)

Exclusdo de doengas autoimunes
(FAN, antiDNAn, ANCAc , ANCAp, fator reumatoide)

Histologia sugestiva de microangiopatia

Exclusao de rejeicao mediada por Pesquisa de C4d negativa na bidpsia e
anticorpos auséncia de anticorpo antidoador

Diagndstico de SHUa

Complementar estudo com a pesquisa de mutagao (painel de SHUa)
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Analises histoldgicas

As analises das bidpsias foram feitas por patologista experiente em patologia renal e
rim transplantado. Foram feitas andlises de pesquisa de C4d em todas as bidpsias por
imunofluorescéncia e imunohistoquimica. Cada centro ficou responsdvel em enviar uma cépia

do laudo da bidpsia.

Analise genética

A anadlise genética foi realizada segundo indicacdo de cada centro ndo sendo necessaria
para a comprovacao diagndstica. Os casos disponiveis foram realizados por painel genético e
disponibilizados por cada centro colaborador. O painel genético para SHUa reside na
amplificacdo e sequenciamento de regides codificadoras dos genes ADAMTS13, C3, CD46,
CFB, CFHR1, CFHR2, CFHR3, CFHRS5, CFl, DGKE, PIGA, THBD, e incluindo 10 pares de bases que

margeiam regides exdnicas.>!

Anticorpo Antidoador

As analises dos anticorpos antidoador a partir de janeiro de 2000 foram realizadas para
as classes | e Il e para todos os loci de classe | (A, B e C) e de classe Il (DP, DQ e DR) por técnica
de single antigen por luminex. Foi considerado resultado positivo pré-transplante uma
intensidade de fluorescéncia (MFI) maior que 1500 e pds-transplante maior que 300. Antes da
data de janeiro de 2000 o painel foi realizado pela técnica CDC sem quantificacdo de

anticorpos especificos.

Imunossupressao

A imunossupressdo e terapia de inducdao foram definidas em cada centro segundo
protocolo local. A necessidade de conversdo da imunossupressdo nos casos de diagndstico de
SHUa foi feita por cada centro segundo protocolo préprio como parte do processo de

diagndstico diferencial da SHUa. Sendo mais favordvel o diagnéstico de SHUa quando apds 7
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dias da suspensdo ou reducdo da dose de inibidores de calcineurina e/ou inibidores imTOR

houve persisténcia do quadro.
Tratamento da Microangiopatia

Para o tratamento da MAT foram avaliadas a plasmaférese, infusdo de plasma e o
tratamento com inibidor especifico do complemento (eculizumabe, eculizumab - Soliris®,
Alexion Pharmaceu-ticals, Cheshire, CT, USA). O tratamento com inibidor especifico do
complemento foi realizado segundo disponibilidade de eculizumabe (doa¢do emergencial ou
acesso judicial) e segundo indicacdo de cada centro. Os casos que fizeram uso de eculizumabe

seguiram o protocolo descrito por Andrade e cols.3°
Administragao de eculizumabe

Realizada infusdo e diluicdo de acordo com previsto em bula do eculizumabe pela empresa

farmacéutica Alexion.3®

Uso de Novo: Ao diagndstico foi feita dose de ataque de 900mg por semana no total de 4

semanas e apos a dose de 1200mg a cada 15 dias.

Uso Profilatico: Foi feita dose de 900mg no dia da cirurgia antes da reperfusdo e apds dose

adicional de 900mg apds 24 hs. Apds mantida com 1200mg a cada 15 dias.

Nos pacientes com peso corporal inferior a 40Kg, o regime consiste em fase inicial com 600mg
por semana no total de 2 semanas e apds 900mg na semana 3; seguidos de 900mg a cada 15

dias.3®

Acesso a Medicagao

Avaliamos o acesso inicial ao eculizumabe em duas categorias: acesso via programa de

doacdo ou acesso via judicial.

O acesso via programa de doacdo era o acesso fornecido pela empresa Alexion
mediante solicitacdo. O acesso judicial era realizado mediante solicitagcdo para o governo via

processo judicial.
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Variaveis Preditoras

Foram coletadas informacdes referentes ao perfil epidemioldgico, caracteristicas do

transplante e imunossupressao.

Para o perfil epidemiolégico foram levantados dados de: sexo, idade ao diagndstico,
racga, painel de reatividade (PRA), doenca renal de base, presenca de comorbidades, método

de dialise (peritoneal, hemodialise ou conservador) e tempo de dialise.

Os dados referentes aos transplantes foram: transplante com doador vivo ou falecido,
compatibilidade HLA (mismatches), idade do doador, causa da morte do doador, creatinina

do doador, evolugao para retardo de fungao do enxerto.

Os dados referentes a imunossupressao levantados foram a terapia de inducgdo
(basiliximabe, timoglobulina ou ausente) e o uso ou ndo de indugdo com eculizumabe. Para a
terapia de manutenc¢do, a combinac¢do de inibidor de calcineurina com micofenolato ou

azatioprina ou a combinacdo de inibidor de calcineurina com imTOR.

Os casos relatados de rejeicdao foram presumidas clinicamente ou foram comprovadas
por bidpsia dentro do primeiro ano de transplante e em momento diferente ao diagndstico
de SHUa, uma vez que, todos os episddios incluidos tinham bidpsia renal com descricdo de
MAT. Todos os quadros de rejeicdo comprovadas por bidpsia foram descritas de acordo com
os critérios de Banff 2017°2, porém alguns casos foram apenas relatos de cada centro baseado

em dados clinicos.

Foram levantados os diagnésticos de evolugcdao pds-transplante de rejeicdao aguda
presumida ou comprovada por bidpsia, infeccdes por citomegalovirus ou outros virus.

Ocorréncia de eventos trombéticos pds-transplante e evolugao do enxerto.

Grupos

Foram analisados trés grupos: auséncia de tratamento especifico; tratamento

profilatico e tratamento realizado ao diagndstico com inibidor especifico do complemento.
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Auséncia de tratamento: pacientes que ndo receberam nenhuma dose de inibidor especifico

do complemento para a profilaxia ou tratamento da SHUa.

Tratamento Profilatico: pacientes com diagndstico de SHUa pré-transplante que foram
submetidos a transplante renal em uso do eculizumabe ou que iniciaram a medicacdo no

momento do transplante.

Tratamento: pacientes que apresentaram quadro de SHUa no pés-transplante e receberam

eculizumabe para o tratamento da recidiva.

Desfecho

O desfecho primario analisado foi a perda do enxerto por MAT. Desfechos secundarios

analisados foram recidiva da MAT, rejei¢do e ébito.

A recidiva de MAT foi definida como a presenca de pelo menos duas das seguintes
apresentacdes: 1 — microangiopatia trombdtica em bidpsia do enxerto renal; 2 — lesdo renal
aguda (aumento>50% da creatinina basal); 3 — plaquetopenia (contagem de plaquetas <
150.000/uL); 4 — anemia hemolitica (Hb < 10 g/dL, DHL > que o limite superior do valor de

referéncia, haptoglobina consumida, presenca de esquizdcitos no sangue periférico).

Analise Estatistica

As varidveis continuas foram apresentadas em mediana e percentis e as varidveis
categdricas expressas em numero e percentagem. As comparacdes entre grupos para
variaveis continuas foram feitas com o teste de Kruskal-Wallis e para as categoéricas o teste de
qui-quadrado. Foi utilizado teste de ajuste para multiplas comparacgdes: False discovery rate

correction for multiple testing segundo Benjamini & Hochberg (1995).°3

Foi construida andlise de Kaplan-Meier para estimativa do efeito do tratamento na
incidéncia do evento perda por MAT. A estimativa de hazard ratio foi realizada com regressao
de Cox. A validade do modelo de Cox foi avaliada pela analise de residuo de Schoenfeld. As

analises foram feitas com o software R versdo 4.0.2 e os pacotes survival e gtsummary.
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Resultados

Do total de 81 centros ativos de transplante renal no Brasil, 6 centros concordaram em
participar do estudo e completaram os tramites regulatérios fornecendo dados de 45

pacientes submetidos a transplante renal com diagnéstico presumido de SHUa.

Os centros participantes pertenciam ao Hospital das Clinicas de Botucatu, Hospital de
Base de S3o José do Rio Preto, Hospital Beneficiéncia Portuguesa de Sao Paulo, Universidade
Estadual de Campinas, Santa Casa de Belo Horizonte e Complexo da Santa Casa de Porto

Alegre.

Do total de 45 pacientes apds reanadlise individual de cada caso foram excluidos 7
casos por ndo preencherem todos os critérios para SHUa (Figura 1). Dos 7 casos que nao
preenchiam critério de SHUa, 3 casos foram excluidos porque o diagnéstico final foi rejeicao
mediada por anticorpo, 1 caso foi excluido apds analise genética que comprovou PTT e 3 casos
foram excluidos porque a biépsia renal ndo evidenciava MAT. Desta forma foram incluidos 38

pacientes com diagndstico confirmado de SHUa e mantido o seguimento até 21/12/2020.
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81 centros ativos de Transplante no
Brasil no periodo de 01/01/2007 a
31/12/2019

Pacientes com SHUa presumida
submetidosa transplante

n=45

(6 centros participantes) Excluidos (n=7)

-n=3- ndo preenchem
critérios de SHUa

- n=3 - rejeicdo mediada por
anticorpo

-n=1-PTT

A /

n=38 pacientes

SHUa: Sindrome Hemolitico Urémica Atipica; PTT: plrpura trombocitopénica trombotica

Figura 1- Fluxograma do estudo

A mediana de idade foi de 30 (24-40) anos, com predominio do sexo feminino (63%
dos casos), sendo a principal causa de doenca renal a indeterminada e a maioria dos casos
foram submetidos a transplante renal com doador falecido (68%). A maior parte foi induzida
com timoglobulina (61%) e a imunossupressao predominante de manuten¢do foi a
combinacdo de tacrolimo associado a micofenolato e prednisona (75%). O ano mediano de

apresentacdo foi o ano de 2015 (2013, 2017) (Tabela 4).
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Tabela 4. Dados demograficos e caracteristicas gerais dos pacientes com diagnéstico de

SHUa no transplante renal

Caracteristicas N=38
Idade (anos) 30(24-40)
Sexo (n,%)

Feminino 24 (63%)
Masculino 14 (37%)
Raga (n,%)

Branco 22(61%)
Pardo 14(39%)
Missing 2
Ano Diagnéstico 2.015(2.013-2.017)
Painel (%) 0(0.20)
Missing 4
Doenga de base (n,%)

Glomerulonefrite cronica 5(14%)
Indeterminada 17 (46%)
Nefropatia por C3 2 (5.4%)
SHUa 11 (30%)
Outros 2 (5.4%)
Missing 1
Método de didlise (n, %)

Conservador 1(2.6%)
DP 5(13%)
HD 32 (84%)
Tempo de didlise (meses) 22 (11.35)
Missing 1
Doador(n,%)

Falecido 26 (68%)
Vivo 12(32%)
Idade do doador (anos) 42 (28.50)
Missing 3
Causa morte doador (n, %)

Cerebrovascular 12 (48%)
TCE 10 (40%)
Outros 3(12%)
Missing 13
Indugao (n, %)

Timoglobulina 22 (61%)
Basiliximabe 8 (22%)
Sem inducdo 6 (17%)
Missing 2
Indugdo com eculizumabe (n, %) 7 (19%)
Missing 1
Imunossupressao (n, %)

Tac+ MFS + P 27 (75%)
Tac +imTOR + P 7 (19%)
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Outros 2 (5.6%)

Missing 2
Varidveis continuas expressas em mediana e intervalo interquartilico 25 e 75%
DP: didlise peritoneal; HD: hemodialise; SHUa: Sindrome Hemolitico Urémica atipica, TCE:
trauma cranio-encefalico, Tac: Tacrolimo; MFS: Micofenolato sddico; P: Prednisona; imTOR:
inibidores da mTOR

Do total, 41% fizeram tratamento com plasmaférese e somente 29% da amostra ndo
utilizaram eculizumabe. A utilizagdo de eculizumabe ocorreu na maioria dos casos (45% em
tratamento e 26% em profilaxia). O acesso inicial ao eculizumabe ocorreu na maioria por via
programa de doagdo tempordria. A perda do enxerto por MAT ocorreu em 32% dos casos e

17% evoluiram para ébito (Tabela 5).

Ainda mais 5 casos evoluiram para perda do enxerto, porém as causas ndo estavam
relacionadas a recidiva de MAT. Um paciente perdeu o enxerto por pseudoaneurisma na
anastomose com estenose grave da artéria renal, outro evoluiu com nefropatia por
poliomavirus, um paciente necessitou de enxertectomia por fistula urinaria e sangramento
abundante de pdlo inferior na abordagem e 2 pacientes evoluiram com quadro de LRA apds
qguadro infeccioso ( abdomen agudo com enterectomia e choque séptico por ulcera do pé

infectada).

Tabela 5. Dados de tratamento e desfecho dos pacientes com diagndstico de SHUa no
transplante renal

Caracteristicas N=38
TRATAMENTO

Plasmaférese (n, %) 13 (41%)
Missing 6
Eculizumabe (n, %)

N3o 11 (29%)
Profilatico 10 (26%)
Tratamento 17 (45%)
Acesso Inicial ao eculizumabe

N3o teve acesso 11 (29%)
Acesso via programa de doagao 24 (63%)
Acesso via judicial 3(7,9%)
DESFECHOS

Rejeicdo (n, %) 12 (32%)
Perda por MAT (n, %) 12 (32%)
Obito (n, %) 6 (17%)

MAT: microangiopatia trombética
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A andlise de variantes genéticas foi realizada em 19 pacientes (50% da amostra). Do
total de casos em que se realizou a andlise genética ndo foram encontradas variantes em 26%
dos casos. A variante mais frequente foi a do fator H (26%). As variantes relacionadas ao fator
H (CFHR5 e CFHR1-CFHR3), relacionada ao fator | e a trombomodulina tiveram frequéncia de
10.5% cada (Tabela 6, Figura 2). As andlises detalhadas das variantes estdo descritas no anexo

(Anexo).

Tabela 6. Pesquisa de variantes genéticas nos pacientes com diagndstico de SHUa no
transplante renal.

Caracteristica n= 38 N=19
Total de casos Analise Realizada
(% total) (% casos
realizados)
Teste Genético Ndo realizado \ 18 (50%)
Teste Genético | Auséncia de 5(13%) 5(26.3%)
Variantes
CFH& 5 (13%) 5 (26.3%)
CFHR5 2 (5.3%) 2 (10.5%)
CFHR1-CFHR3 ' 2(5.3%) 2 (10.5%)
CFI* 2 (5.3%) 2 (10.5%)
TBHD* ' 2(5.3%) 2 (10.5%)
c3 1(2.6%) 1(5.2%)

& um caso da variante CFH estava associado a CFl; * em um caso da variante CFl estava
associado a variante CFB e outro caso o CFl estava associado a CFHR1-CFHR5; + um caso da
variante TBHD estava associada a CFHR5 e outro casos associados a PLG
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Figura 2. Resultados das analises genéticas nos casos que realizam o teste genético (n=19)
nos pacientes com diagnodstico de SHUa no transplante renal.

Ao dividirmos os pacientes em subgrupos foi observado que o grupo que ndo fez
tratamento com eculizumabe evoluiu com perda do enxerto atribuida a MAT em 91% dos
casos, em contraponto, o grupo que foi submetido a tratamento com bloqueador do
complemento teve menor perda do enxerto respectivamente no grupo profilatico e
tratamento de 10% e 5.9%, p<0.001 (Tabela 7). A rejeicdo ocorreu em 67% dos casos nos
pacientes que nao fizeram uso de eculizumabe comparados a zero e 35% respectivamente nos
grupos profilatico e tratamento, p=0.021 (Tabela 7). O ano de diagndstico foi numericamente
maior nos grupos profilatico e tratamento em comparagao ao grupo sem uso de eculizumabe

respectivamente: 2017, 2015 e 2013, p=0.07 (Tabela 7).
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Tabela 7. Comparagdao dos dados demograficos e caracteristicas gerais de acordo com
tratamento (sem uso de eculizumabe, eculizumabe profilatico, eculizumabe tratamento)

Caracteristicas Nao Profilatico Tratamento p
(N=11) (N=10) (N=17) ajustado*

Idade anos 29(28,45) 26(19,32) 31(26,38) 0.3

Sexo (n, %) 0.6

Feminino 6(55%) 8(80%) 10(59%)

Masculino 5(54%) 2(20%) 7(41%)

Raga (n,%) 0.3

Branco 6(55%) 8(89%) 8(50%)

Pardo 5(54%) 1(11%) 8(50%)

Missing 0 1 1

Painel (%) 0(0.4) 0(0.0) 0(0.22) 0.7

Missing 2 1 1

Ano Diagnéstico 2.013 2.017 2.015 0.072
(2.011,2.014) (2.015,2.017) (2.014,2.016)

Doenga de base(n,%)

GNC 2(18%) 0(0%) 3(19%) 0.007

Indeterminada 6(55%) 1(10%) 10(62%)

Nefropatia C3 2(18%) 0(0%) 0(0%)

Outros 0(0%) 1(10%) 1(6.2%)

SHUa 1(9.1%) 8(80%) 2(12%)

Missing 0 0 1

Método de

didlise(n,%) 0.8

Conservador 1(9.1%) 0(0%) 0(0%)

DP 1(9.1%) 2(20%) 2(12%)

HD 9(82%) 8(80%) 15(88%)

Tempo de didlise

meses, (n,%) 11(9.21) 26(18.56) 22(19.35) 0.2

Missing 1 0 0

Doador (n,%) 0.13

Falecido 5(45%) 7(70%) 14(82%)

Vivo 6(55%) 3(30%) 3(18%)

Idade do

doador(anos) 50(43.54) 34(18.45) 39(33.47) 0.3

Missing 3 0 0

Causa morte (n,%) 0.3

Cerebrovascular 3(75%) 1(14%) 8(57%)

TCE 1(25%) 5(71%) 4(29%)

Outros 0(0%) 1(14%) 2(14%)

Missing 7 3 3

Indugdo (n,%) 0.10

Timoglobulina 2(22%) 8(80%) 12(71%)

Basiliximabe 3(33%) 2(20%) 3(18%)

Sem indugao 4(44%) 0(0%) 2(12%)

Missing 2 0 0
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Imunossupressao(n,%) 0.021
Tac+MFS+P 9(100%) 10(100%) 8(47%)

Tac+imTOR+P 0(0%) 0(0%) 7(41%)

Outros 0(0%) 0(0%) 2(12%)

Missing 2 0 0

Plasmaférese (n,%) 5(56%) 3(30%) 5(38%) 0.7
Missing 2 0 4

Rejei¢do 6(67%) 0(0%) 6(35%) 0.021
Perda por MAT (n,%) 10(91%) 1(10%) 1(5.9%) <0.001
Obito (n,%) 2(20%) 0(0%) 4(27%) 0.4

* p ajustado para multiplas comparagdes

A variaveis continuas foram apresentadas em mediana e intervalo interquartilico; GNC:
glomerulonefrite cronica; TCE: trauma cranioencefalico; DP: didlise peritoneal; HD:
hemodialise; Tac: Tacrolimo; MFS: Micofenolato sddico; P: Prednisona; imTOR- inibidores da
mTOR

Considerando o desfecho perda do enxerto por MAT ao fim de 1000 dias a incidéncia
encontrada foi respectivamente nos grupos tratamento, profilaxia e auséncia de eculizumabe:

7.6%, 10%, e 86.4%, p<0.0001 (Figura 3).
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Figura 3. Incidéncia cumulativa da perda do enxerto por microangiopatia trombética ao
longo do tempo de exposi¢do (dias)
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A razdo de risco para perda do enxerto por MAT no grupo profilatico foi 0.07 [0.01-
0.55], p = 0.012 e no grupo eculizumabe foi de 0.04 [0.00 — 0.28], p = 0.002, risco menor
comparado ao grupo de auséncia de uso de eculizumabe (Tabela 8, Figura 4). A anadlise de

residuos mostra a validade da regressao de Cox (anexo).

Tabela 8. Uso de eculizumabe e risco de perda do enxerto por microangiopatia trombética
(Andlise de Cox)
Caracteristicas HR IC (95%) p

Sem eculizumabe Referéncia
Profilatico 0.07 (0.01-0.55) 0.012

Tratamento 0.04 (0.00-0.28) 0.002

HR: Hazard Ratio; IC: Intervalo de confianca

Hazard ratio

eculizumabe H.frl:f 1) reference .
profilatico 0.080 | | in s
(N=10) [(0.0088 - 0.55) I . 1 0012

tratamentc  0.035 | : -
N=17) [0.0045 - 0.28] i { 0.002

# Eventz: 12; Globsl p-value [Log-Rank): 1. 1688s-085
AIC: 60.25; Concordance indexpOf% 0.0050.01 0.02 005 01 0.2 0.5

Figura 4. Uso de eculizumabe e risco de perda do enxerto por microangiopatia trombdética
em andlise por regressao de Cox.
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Considerando a sobrevida ao fim de 1000 dias de transplante renal, a incidéncia
encontrada foi respectivamente nos grupos auséncia de tratamento, tratamento e profilaxia:

40%, 70%, e 100%, p=0.13 (Figura 5). As causas de dbito foram choque hemorragico em 2

casos e 4 casos de choque séptico.
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Figura 5. Incidéncia cumulativa do ébito ao longo do tempo de exposicdo (dias)
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Quanto ao ano de diagndstico alguns pacientes do grupo sem eculizumabe tiveram
diagnodsticos anteriores ao ano de 2010 (n=2) e a maioria (n=10) evolui para perda do enxerto.
Os pacientes do grupo profildtico e tratamento com eculizumabe foram diagnosticados mais
recentemente apds o ano de 2010 e apresentaram na maioria dos casos evolugao favoravel

do enxerto (Figura 6).

tratamento 4
Perda por MAT
P @ nao
© sim
9 XX
=
S profilatico - @ ® O @& o @ i
o Eculizumabe
L
§ nao
@ profilatico
tratamento
nao
2005 2010 2015 2020

Data Diagnostico

Figura 6. Desfecho clinico estratificado pelo uso do eculizumabe e pelo ano de diagnéstico.
Cores: vermelho sem uso de eculizumabe, verde uso profilatico e azul uso em tratamento.
Formas: bola sélida sem perda do enxerto; estrela: perda do enxerto

A figura 7 mostra o desfecho perda do enxerto por MAT estratificado pelo tempo de
inicio de tratamento com eculizumabe a partir da data do diagndstico. Sendo a sobrevida do
enxerto ao final de 1000 dias de 100% para os grupos que iniciaram tratamento com < de 30
dias do diagndstico, assim como para o grupo que iniciou o tratamento entre 30 e 90 dias do
diagndstico. Ja a sobrevida do enxerto ao fim de 1000 dias para o grupo que iniciou o

tratamento apds 90 dias do diagndstico foi de 80%, IC 95% (0.516-1.0), p=0.45.
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Figura 7- Incidéncia cumulativa da perda do enxerto por microangiopatia trombética ao
longo do tempo de exposi¢ado (dias) estratificado pelo tempo de inicio do eculizumabe
apos diagnostico
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Discussao

Esse é o primeiro estudo brasileiro que retne casos de SHUa no cenario do transplante
renal. Antes do advento dos inibidores do complemento o tratamento desses pacientes
limitava-se a plasmaférese e/ou plasma com resultados insatisfatorios.>® O desfecho da
sobrevida do enxerto e do paciente modificou-se sensivelmente apds a possibilidade da
administracdo do eculizumabe.>* Demonstramos que o uso do bloqueador especifico do
complemento tanto na profilaxia quanto no tratamento esteve associado a uma expressiva
reducao da perda do enxerto por MAT. O perfil desta coorte brasileira de pacientes com SHUa
foi constituida predominantemente por mulheres (63%) e adultos jovens (30 anos) de forma

similar a outros estudos.?”- >>°¢

Ap06s aprovacio do eculizumabe para uso na SHUa em 2011 pelo FDA %7 sua utilizag3o
gradual no pds-transplante modificou a histdria natural da recidiva no enxerto. A inclusdo do
eculizumabe como opc¢do terapéutica mostrou bons resultados de eficacia e seguranca
melhorando significativamente a sobrevida do enxerto?®,2° através da prevencdo da recidiva

da microangiopatia.3%°°

Na nossa coorte, 41% dos casos foram submetidos a plasmaférese, mas o uso do
eculizumabe foi o melhor preditor de prevencdo de risco para perda do enxerto por MAT tanto
no uso profilatico quanto no terapéutico. E apesar do presente estudo ndao mostrar diferenca
significativa quanto ao tempo de inicio da droga e desfecho renal, é provavel uma melhor
evolucdao quando administra¢cdo da medicacao é realizada dentro de um intervalo menor que
90 dias a partir da data do diagndstico. A coorte francesa de Zuber et al havia demostrado
excelentes resultados com o uso de eculizumabe no pds-transplante, praticamente abolindo
as perdas do enxerto por recidiva de MAT.>® De forma semelhante Siedlecki et al®® avaliando
dados do Registro Global de SHUa (Global aHUS Registry) mostrou que quanto mais precoce
o uso de eculizumabe no pds-transplante melhores os resultados. Assim segundo o KDIGO? os
pacientes com diagndstico de SHUa devem ser tratados primariamente com eculizumabe
sendo a plasmaférese e/ou plasma menos efetivos em tratar a recorréncia da MAT. Apesar
destas recomendacGes o uso de eculizumabe em paises de renda média como o Brasil ainda

€ um desafio.
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No Brasil a primeira utilizacdo ocorreu apds a data de aprovacdo do FDA e EMA na

Europa com o primeiro caso de uso profilatico relatado na nossa coorte no ano de 2011.

Mesmo sem aprovacgao da agéncia reguladora brasileira (ANVISA) houve utilizagdo de
eculizumabe no Brasil de forma bastante agil por doacdo tempordria da empresa farmacéutica
Alexion.>® A quase totalidade dos casos analisados nesta coorte tiveram uso inicial por doagdo
temporadria (92% dos casos) seguido do acesso da medicagdo por ordem judicial. A droga foi
registrada pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria) em marco de 2017.%° Apesar
do registro da medicacdo as doagdes de cardter emergencial pela empresa Alexion
Farmacéutica foram canceladas no ano de 2019 e o acesso a droga a partir desta data foi
exclusivamente por processo judicial. Estimulados pela sociedade foi solicitado um parecer da
Comissdo Nacional de Incorporacdo de Tecnologia no SUS (CONITEC) para incorporacao da
medicacdo no Sistema Unico de Satde (SUS). Entretanto, no ano de 2019, a CONITEC concluiu
pela ndo incorporacdo do eculizumabe ao sistema publico de saude em parte devido ao alto
custo desta terapia.* Desta forma, atualmente no Brasil a Unica possibilidade de acesso a
medicac3do é por via judicial, um processo moroso que atrasa o inicio do tratamento.®! Apesar
destas dificuldades, a elevada utilizacdo de eculizumabe na presente coorte (71%),
possivelmente reflete a estrutura do servico de transplantes no Brasil que esta ligado a centros
universitarios, facilitando a investigacdo de patologias raras. Outra possivel explicacdo foi o
acesso ao eculizumabe por doacado temporaria até o ano de 2019. A despeito do grande
intervalo temporal considerado neste estudo, a quase totalidade dos casos (95%) foram
contemporaneos ocorrendo apds o ano de 2011. Houve apenas dois pacientes (5% da
amostra) com diagndstico anterior ao de 2010 onde ndo havia possibilidade de tratamento

com os inibidores do complemento.

A despeito de todas estas dificuldades de acesso a medicacdo no Brasil, o efeito do
eculizumabe na prevencao da recorréncia de MAT foi claramente demonstrado no presente
estudo apesar de algumas limitacdes como o desenho ndo randomizado e a indicacdo do uso
mediante a disponibilidade de acesso (doagdo ou via judicial). Entretanto, este estudo reflete
dados de vida real que sdo Uteis para avaliar doencas raras onde um desenho randomizado

nem sempre é possivel.6%63
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Ademais ndo houve diferencas nas principais caracteristicas demograficas entre os

grupos sem tratamento, de tratamento e de profilaxia com eculizumabe.

O impacto destas informagdes é relevante para o Brasil que se posiciona como o maior
pais em nimero de transplantes realizados pelo sistema publico de Satide (SUS)®* e reserva
para este programa um orcamento anual em torno de 1 bilhdo de reais.®* Neste contexto o
uso de uma medicagdo com alto custo como o eculizumabe cujos gastos do governo brasileiro
em sua aquisicdo no ano de 2016 foram de RS 624.621.376,84 (60% do or¢camento anual
destinado ao transplante) pode prejudicar a sustentabilidade do programa.* Desta forma
impdem-se um dilema ético sobre o uso de uma medicacdo de alto custo, porém com grande
eficacia. Estudos de custo efetividade demostraram que o uso de eculizumabe por tempo
indeterminado ndo foi custo-efetivo no pds-transplante renal. Em contraponto o uso por curto
periodo com infusdo adicional em casos de recidiva se demonstrou custo efetivo resultando
num QALY incremental de 9.55.5> A despeito da indefinicdo sobre a interrup¢do do uso de
eculizumabe no pds-transplante?’, parece racional propor seu uso por um curto periodo
somado aos episddios de recidivas, frente a ndo oferecer tratamento com inibidor do
complemento. Esta estratégia poderia beneficiar os pacientes com SHUa através do
fornecimento de uma medicacdo comprovadamente eficaz sem onerar excessivamente o

servico publico de saude, em especial em paises de baixa renda.

Segundo o estudo STOPECU®® em um trabalho prospectivo com 55 pacientes com
diagndstico de SHUa em rins nativos que foram submetidos a descontinuac¢do do eculizumabe,
foi observado uma recidiva da doenga de 23%. Porém naqueles que nao foi identificada
nenhuma variante genética houve uma étima evolucgdo renal, sem nenhuma recidiva mesmo
apos descontinuacdo da droga em 2 anos de seguimento, sendo razoavel considerar que a

descontinuacdo da medicacdo é segura baseada em perfil de variante genética.

A mortalidade seguiu o mesmo padrao observado para a recidiva de MAT, sendo maior
no grupo sem tratamento, intermedidria no grupo de tratamento e menor no grupo de
profilaxia com eculizumabe (100% de sobrevida). Os casos de 6bito observados no grupo sem
tratamento foram mais precoces e possivelmente relacionados a atividade descontrolada do
sistema complemento. A mortalidade intermedidria foi observada no grupo de tratamento e

pode se justificar pelo uso mais tardio do inibidor do complemento devido ao retardo entre o
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diagnéstico e a disponibilidade da medicacao a semelhanca do que foi reportado no registro
de SHUa.3° A melhor sobrevida foi observada no grupo de profilaxia que recebeu a medicacdo
de forma planejada. Ndo houve diferencas significativas nas analises de sobrevida

possivelmente devido ao tamanho da amostra.

Outro ponto deste estudo foi a elevada taxa de rejeicdo celular aguda no primeiro ano
de transplante atingido até 67% no grupo que ndo recebeu eculizumabe e 35% no grupo de
tratamento. Este fato pode ser atribuido a conversdao ou reducdo da imunossupressdo no
momento da apresentacdo clinica de MAT, como a redugdo ou suspensdo do inibidor de
calcineuria.?? Corroborando este fato, o grupo de profilaxia no qual rotineiramente n3o sdo
feitas modificagcdes na imunossupressao, ndo houve episddios de rejeicdo. Quanto a gravidade
dos episddios de rejeicdo, apesar de ndo haver comprovacdo por bidpsia de todos os casos, a
resposta ao tratamento com corticéide e a auséncia de anticorpo antidoador reforgcam se

tratar de possiveis episddios de rejeicdes mediada por células T.

Outra importante informacgao foram as analises genéticas que podem ser usadas para
conhecer o perfil genético da populacdo brasileira reconhecida por altas taxas de
miscigenacdo.®’ A dificuldade de realizacdo de exames genéticos num pais de renda média
como o Brasil se reflete nesta casuistica onde 50% da amostra ndo teve acesso a teste de
analise genética. Dos casos que foram submetidos a teste de analise genética, em 26% nao foi
encontrada variante, semelhante a literatura que reporta taxas de 30-40%.'> Daqueles que
apresentavam variantes, a mais frequente foi a do fator H, a semelhanca do reportado por
outros autores.3*2! Encontramos uma maior frequéncia de variantes relacionadas ao sistema
complemento como CFHR1-CFHR3 e CFHR5 nesta coorte a semelhan¢a de outra coorte
brasileira como Palma et al>>. Adicionalmente foram encontrados dois casos com variantes
relacionada ao sistema de coagulacdo (trombomodulina) relacionados a SHUa.®® Nos casos
analisados ndo houve possibilidade de dosagem do anticorpo antifator H porque estes exames

ndo estdo disponiveis no Brasil.
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Limitagdes do estudo

Este é um estudo observacional que apresenta como limitacdo a andlise retrospectiva.
O melhor desenho para a comparagao entre os desfechos seria um estudo randomizado que,
entretanto, ndo pode ser realizado pela natureza da doenca rara. O acesso a medicacdo nao
foi homogéneo em cada centro, variando segundo protocolo local e disponibilidade de doagao
temporaria do inibidor especifico do complemento.

Como avaliamos uma série histdrica, foram incluidos casos de diferentes linhas
temporais. Entretanto, excluindo 2 pacientes com diagndstico anterior ao ano de 2010 os
demais casos foram contemporaneos.

Pelo tamanho da amostra nao foi possivel adicionar outras varidveis de confusdo nas
analises de Cox ou realizar estratificacGes pelo tipo de variante genética.

Apesar das limitac¢des, este é o primeiro estudo de uma coorte de SHUa no transplante
renal na populacdo brasileira. Num pais de recursos limitados e com um grande programa
publico de transplantes, analisar a resposta ao tratamento do eculizumabe é de fundamental

importancia para definir politicas de saude publica.

Conclusoes

A perda do enxerto por MAT na auséncia do uso de inibidor do complemento foi
elevada na coorte de pacientes transplantados renais. Isto reforca a necessidade do uso de
eculizumabe em pacientes transplantados renais com diagnéstico de SHUa tanto para o uso
profildtico quanto terapéutico. Houve uma tendéncia a melhores resultados para o uso do
eculizumabe profilatico resultando em melhor sobrevida do paciente. S3o necessarios estudos
de custo efetividade e de descontinuidade para avaliar o impacto financeiro da utilizacdo do

eculizumabe no transplante renal especialmente em paises de baixa a média renda.
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Formulario de Coleta de Dados
INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS DO ESTUDO:

"Estudo de Coorte Brasileira de Sindrome Hemolitico Urémica Atipica em Transplante
Renal "

Pesquisador: Hong Si Nga

Orientagao: Luis Gustavo Modelli de Andrade

1-Dados do paciente
-Nome (iniciais):
-Sexo:

-ldade:

-Cor:

-Painel:

-Doenca de base:
-Comorbidades:
-Método de dialise:
-Tempo de didlise:

-Numero de gestaces:

2-Caracteristicas do transplante:
-Data do transplante:

-Doador (vivo ou falecido):

-Sexo doador:

-Causa morte doador:

-Cr final doador:

-Tempo de isquemia fria:

-DGF (sim ou ndo):

-DGF ( nimero de dias):
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-Numero de dias de internacao;
-Cr alta:

-Mismatches:

3-Imunossupressao:

-Indugdo (sim ou ndo):
-Medicao de indugdo e dose:
-Esquema imunossupressores:
-Nivel sérico:

-Conversao:

-Motivo conversao:

-Intercorrencias imunossupressao:

4-Diagnéstico:

-Data diagndstico:
-Fator desencadeante:
-Infeccao:

-Sintomas clinicos:
-DHL:

-Hb/Ht:

-Plaquetas:
-Haptoglobina:

-BT/BI:

-Creatinina:
-Proteinduria:

-Urinal:
-Acometimento outros érgaos:

-Mutacdo genética:
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-Dosagem ADAMST13:

-Teste Shiga toxina:

5-Tratamento:

-Suporte:

-Infec¢do secundaria:

-Mudang¢a Imunossupressao:
-Plasmaféres(sim ou ndo)
-Plasmaférese(nimero de sessdes):
-Eculizumbe (sim ou ndo):
-Eculizumabe(tempo de tratamento):

-Intercorrencias tratamento:

6-Evolugao:

-Evolugdo Cr:

-Necessidade de terapia renal substitutiva;
-Evolucdo Hb/Ht:

-Evolucgdo plaquetas:

-Evolugdo DHL:

-Evolugao haptoglobina:

-Outros:

7-Desfecho:

-Obito (sim ou n3o):

-Causa o6bito:

-Perda do enxerto (sim ou ndo):

-Cr final:
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Analise de Residuos da Regressao de Cox

Global Schoenfeld Test p: 0.2383

Schoenfeld Individual Test p: 0.2383

oy M o -~
= (] = (]
1 1 1 1
.
"
\
B
1
fl
'
!

i
M3
|
wn
1
1
1
1
1
1
u
|
\
\
1
1
'
.
v

Beta(t) for eculizumabe

tn
=
1

12 79 14 25 40 240 830 1700
Time

Hong Si Nga 2021

50




Estudo de Coorte Brasileira de Sindrome Hemolitico Urémica Atipica em Transplante Renal

Tabela com Variantes Genéticas

Casos sexo Idade doenga de Genes Descrigao genética
(anos) base
1 M 58 nefropatia C3 sem mutagao
2 M 55 nefropatia C3 ndo realizado
3 F 24 SHUa nao realizado
4 M 32 indeterminada C3 variante heterozigota de C3 c.463A>C p.(Lys155GIn)
5 F 29 indeterminada CFH variante heterozigota CFH provavelmente patogenica c.2056+ 1G>A
6 F 29 SHUa CFH variante heterozigota CFH provavelmente patogenica c.2056+ 1G>A
7 M 31 indeterminada sem mutacao
8 M 19 SHUA CFH variante CFH c.3148A>T p.(Asn1050tyr)
9 M 21 SHUa CFH variante CFH ¢.3148A>T p.(Asn1050tyr)
10 F 38 indeterminada sem mutacdo
11 F 31 indeterminada nado realizado
12 F 17 SHUa CFHR5 variante heterozigota CFHR5 ¢c.1067G>A (p.Arg356His)

Hong Si Nga 2021

51




Estudo de Coorte Brasileira de Sindrome Hemolitico Urémica Atipica em Transplante Renal

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

45

45

35

33

48

32

45

16

19

26

30

36

indeterminada

SHUa

indeterminada

indeterminada

indeterminada

GNC

GNC

SHua

SHUa

indeterminada

SHUa

SHUa

sem mutacao
nao realizado

CFl, CFB

sem mutagao

nao realizado

CFI,CFHR1,CFHR3

nao realizado

CFH, CFI

CFHR5, THBD

ndo realizado

ndo realizado

CFHRS5, CFHR1

variante heterozigota CFl c.[1246A>C(;)1071T>G]; p.[lle416Leu) (;) (le357Met)]

variante heterozigota CFB c.1505T>C;p.(lle502Thr)

variante heterozigota CFl c.1246A>C(p.lle416Leu),

larga delecdo heterozigotica englobando todo gene CFHR1 e CFHR3

variante heterozigota patogénica CFH c.3628C>T p.(Arg1210Cys),
variante heterozigota CFI de significado incerto c.502A>G p.(Arg168Gly)
variante heterozigota CFHR5 ¢.432A>T;p.(Lys144Asn),

variante heterozigota THBD c.40G>A;p.(Gly14Ser)

variante heterozigota CFHR5 ¢.254-2_266dup p.(Ser88_ Phe89ins-LeuGlyMetCysSer)/ CFHR1 (MLPA)
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25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

29

26

27

29

42

45

29

29

18

23

45

40

21

20

indeterminada

indeterminada

indeterminada

SHUa

GNC

indeterminada

GNC

GNC

indeterminada

indeterminada

indeterminada

indeterminada

indeterminada

SHUa

nao realizado
nao realizado
nao realizado
nao realizado
nao realizado
nao realizado
CFHR1 e CFHR3
nao realizado
nao realizado
ndo realizado
CFHR1 e CFHR3
nao realizado
nao realizado

THBD, PLG

delecdo heterozigota englobando os genes CFHR1 e CFHR3

delecdao homozigota englobando os genes CFHR1 e CFHR3

variante heterozigota THBD ¢.1208G>a p. (Arg403Lys)/ variante heterozigota PLG c.758g>A p.(arg253His)
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Abstract

Background: Atypical Hemolytic Uremic Syndrome (aHUS) is an ultrarare disease that leads to
kidney graft failure due to ongoing Thrombotic Microangiopathy (TMA). The aim was
evaluating the frequency of TMA after kidney transplantation in patients with aHUS in a

Brazilian cohort stratified by the use of the specific complement-inhibitor eculizumab.

Methods: This was a multicenter retrospective cohort study including kidney transplant
patients diagnosed with aHUS. We collected data from 118 transplant centers in Brazil
concerning aHUS transplanted patients between 01/01/2007 and 12/31/2019. Patients were
stratified into three groups: no use of eculizumab (No Eculizumab Group), use of eculizumab
for treatment of after transplantation TMA (Therapeutic Group), and use of eculizumab for

prophylaxis of aHUS recurrence (Prophylatic Group).

Results: Thirty-eight patients with aHUS who received kidney transplantation were enrolled in
the study. Patients’” mean age was 30 years (24-40), and the majority of participarts was
women (63% of cases). In the No Eculizumab Group (n=11), there was a 91% graft loss due to
the TMA. The hazard ratio of TMA graft loss was 0.07 [0.01-0.55], p = 0.012 in the eculizumab

Prophylatic Group and 0.04 [0.00 - 0.28], p = 0.002 in the eculizumab Therapeutic Group.

Conclusion: The TMA graft loss in the absence of a specific complement-inhibitor was higher
among the Brazilian cohort of kidney transplant patients. This finding reinforces the need of
eculizumab use for treatment of aHUS kidney transplant patients. Cost optimization analysis
and the early access to C5 inhibitors are suggested, especially in low-medium income

countries.

Keywords: Atypical Hemolytic Uremic Syndrome; Thrombotic Microangiopathy; Kidney
Transplantation; eculizumab
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Introduction

The atypical Hemolytic Uremic Syndrome (aHUS) is an ultrarare disease with an
incidence of approximately 0.5 cases per million inhabitants per year, and more than half of
patients affected by this disease have an intrinsic or acquired abnormality related to the
complement system([1]. The aHUS is a consequence of the dysregulation of the alternative
complement pathway due to genetic factors, such as autoantibodies and mutations in the
proteins of the complement system in approximately 60% of cases[2]. The use of
plasmapheresis is the primary supportive treatment in suspected aHUS, however, almost 70%
of cases progress to renal replacement therapy and death within 3 years after diagnosis[3].
Currently, the treatment of choice[2, 4] for aHUS is the administration of eculizumab, which
showed lower rates of relapses and better renal function compared with plasmapheresis.[5-7]
The eculizumab is a long-acting humanized monoclonal antibody that inhibits the cleavage of
C5 into C5a and C5b and, hence it inhibits deployment of the terminal complement system
including the formation of membrane attack complex (C5b-9). The blockade of the terminal
complement pathway performed by the drug quickly and sustainably reduces the process of

uncontrolled C5 activation[8].

In the scenario of kidney transplantation, prophylaxis of Thrombotic Microangiopathy
(TMA) recurrence with plasmapheresis has shown unsatisfactory results with a negative
impact on graft and patient survival[9, 10]. The prophylaxis of recurrence with eculizumab was
considered more effective and this has been recommended as the first line prevention
strategy[11, 12]. However, due to the high cost of this medication, especially in middle-
income countries, the evaluation of its effectiveness is extremely important. The primary aim
of this study was to evaluate the recurrence of TMA after kidney transplantation in patients
with aHUS in a cohort of Brazilian patients who were stratified by the use of the specific

complement-inhibitor eculizumab.



©CO~NOOOTA~AWNPE

Methods

Population

This was a multicenter retrospective cohort study including kidney transplant
recipients diagnosed with aHUS. We contacted the 118 transplant centers in Brazil through the
Brazilian Transplant Association (ABTO) and invited them to report data on the aHUS
transplanted patients. The study was approved by the Research Ethics Committee of the
Faculty of Medicine of Botucatu-UNESP (CAE#: 2,810,751) and was performed in line with the
principles of the Declaration of Helsinki. A standardized data form to collected information was

provided for each participating center.

Inclusion criteria: All patients diagnosed with aHUS either as primary disease or after relapsing
in a kidney transplantation between January 1%, 2007 and December 31, 2019. The last

follow-up was December 31°, 2020.
Exclusion criteria: Patients who did not fulfill the aHUS diagnostic criteria described below.
Diagnosis of aHUS

The diagnosis of aHUS was performed using the clinical history and laboratory exams
compatibile with TMA (microangiopathic hemolytic anemia, increased lactate dehydrogenase
> 1.5 upper normal limit, thrombocytopenia, and kidney injury), and by excluding drug use,
infections, and secondary causes[13, 14]. All cases were submitted to a post transplant renal
biopsy which had to be compatible with TMA, characterized by deposition of platelet-rich
fibrin or occluding thrombi in at least one glomerulus and/or renal artery or arteriole[15, 16].
In all cases, a diagnosis of antibody-mediated rejection was ruled out by histology and by a
negative result of the anti-donor antibody (DSA). The ADAMTS 13 (disintegrin and
metalloproteinase with a thrombospondin type 1 motif) activity assay was done in all cases
after the year 2011, and values above 5% excluding severe deficiency, i.e., Thrombotic
Thrombocytopenic Purpura. At the time of diagnosis, autoimmune diseases were also ruled
out and the viral serology was performed (cytomegalovirus, BK virus, and HIV). The diagnosis
of all aHUS was reviewed following the steps suggested by Andrade et al[17]. The demographic

data of included cases and genetic analysis are available in the Attachment Table 1.

Genetic Analysis
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Genetic analysis was performed according to the indication of each center and this was
not required for diagnostic confirmation. The most common test was the aHUS panel which
comprised the amplification and sequencing of complete regions of genes encoding
ADAMTS13, C3, CD46, CFB, CFHR1, CFHR2, CFHR3, CFHR5, CFl, DGKE, PIGA, THBD, and
including 10 bases pairs next to exons. The analyses were performed according to the protocol

described by Richards et al[18] .

Donor Specific Antibody (DSA)

Detection of DSA from January 2000 until the end of the study period were conducted
for class | in loci A, B, and C, and and for class |l loci DP, DQ, and DR using the single antigen by
the Luminex technique. A positive result was considered when mean fluorescence intensity
(MFI) was greater than 1500 pre-transplant and greater than 300 post-transplant. Before
January 2000, the panel was performed using the complement-dependent cytotoxicity (CDC)

technique without quantification of specific antibodies.

Immunosuppression

The immunosuppression protocol and choice of induction therapy were defined at
each center according to local protocols. The immunosuppression switch after the aHUS
diagnosis was managed by each center according to its protocol as part of the aHUS

differential diagnosis process.

Treatment of Microangiopathy

For the treatment of TMA, plasmapheresis, plasma infusion, and treatment with
specific complement inhibitor (Eculizumab, eculizumab - Soliris®, Alexion Pharmaceuticals,

Cheshire, CT, USA) were used according to the availabilty.

Administration of Eculizumab

Patients were stratified into three groups according to the use of eculizumab:

No eculizumab use: patients who did not receive any dose of complement inhibitor before or

after transplantation.
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Therapeutic Group: patients who received eciluizumab at the time of diagnosis of post-
transplantation TMA, comprising a loading dose of 900 mg per week for a total of 4 weeks,

followed by 1200 mg at week 5 and then 1200mg every 15 days.

Prophylactic Group

Patients who received a 900 mg dose on the day of the surgery before organ transplant

reperfusion followed by a 900mg dose after 24 hours, and then 1200mg every 15 days.

Predictor Variables

All data was collected through an unidentified form. Demographics and epidemiological data,

transplant characteristics and immunosuppression.

Demographics and epidemiological data, i.e, gender, age at diagnosis, ethnicity, panel
reactivity antibody (PRA), underlying kidney disease, presence of comorbidities, dialysis
method (peritoneal, hemodialysis or preemptive), time on dialysis, living or deceased donor
transplantation, number of HLA mismatches, donor’s age and cause of death (when a

deceased donor).

Immunosuppression data: induction therapy (basiliximab, thymoglobulin or no induction) and
maintenance therapy (combination of calcineurin inhibitor with mycophenolate or

azathioprine or the combination of calcineurin inhibitor with mTOR inhibitor).

Acute rejection was clinically presumed (elevation of serum creatinine of at least 20%
compared to baseline) or was biopsy-proven within the first year of transplantation. Time
lapse between aHUS relapse and acute rejection was calculated. All biopsy-proven rejections

were described according to Banff 2017 criteria[19].

TMA recurrence

TMA recurrence was defined as the presence of two or more of the following presentations: 1
- thrombi in renal graft biopsy; 2 - acute kidney injury (> 50% increase in baseline creatinine); 3
- thrombocytopenia (platelet count <150,000/uL); 4 — micorangiopathic hemolytic anemia (Hb
<10 g/dL, lactate dehydrogenase more than 1.5 times reference upper limit value, consumed

haptoglobin, presence of schistocytes in the peripheral blood).
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Groups

Three groups were analyzed. Patients with aHUS with the absence of specific treatment, those
with aHUS with eculizumab prophylactic treatment, and those with aHUS with eculizumab

treatment after transplantation.

No Eculizaumab use: patients who did not receive any dose of specific complement-inhibitor.

Prophylactic eculizumab: patients with a pre-transplant aHUS diagnosis who underwent
kidney transplantation during eculizumab treatment or who started the medication before

graft reperfusion.

Eculizumab treatment: patients who presented TMA in the post-transplant period and

received eculizumab for the treatment of recurrence.

Outcome

The primary outcome analyzed was the recurrence of TMA leading to graft loss. Secondary

outcomes analyzed were the number of rejection episodes and death.

Statistical analysis

Continuous variables were presented as medians and percentiles (25 and 75%) and
categorical variables were expressed as numbers and percentages. Comparisons between
groups for continuous variables were made using the Kruskal-Wallis test and for categorical
ones, we used the chi-square test. Adjustment test was used for multiple comparisons: False

discovery rate correction for multiple testing according to Benjamini & Hochberg (1995)[20].

Kaplan-Meier analysis was constructed to estimate the effect of treatment on the
incidence of the outcome (TMA graft loss). Hazard ratio estimates were performed using Cox
regression. The validity of the Cox model was assessed by the Schoenfeld residue analysis. The
analyzes were made with the software R version 4.0.2 and the survival and gtsummary

packages.
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Results

Of the 118 kidney transplant centers in Brazil, 6 centers agreed to participate and
completed the regulatory procedures and provided data from 45 patients with a presumed
diagnosis of aHUS. Of the 45 patients, 7 cases were excluded because they did not fulfill the
aHUS criteria (Figure 1), that is, presence of antibody-mediated rejection (n=3), thrombotic
thrombocytopenic purpura (n=1), and absence of TMA findings at baseline kidney biopsy (n=3).

Thus, our final sample included 38 patients (Fig 01).

The median age was 30 (24-40) years, with a predominance of females (63%), the most
frequent kidney disease was undetermined, and the majority of aHUS patients were
transplanted with a deceased donor (68%). The majority were induced with thymoglobulin
(61%) and the maintenance immunosuppression was the combination of tacrolimus associated
with mycophenolate and prednisone (75%). The median year of aHUS presentation was the

year 2015 (2013, 2017) (Table 1).

Of the total, 42% underwent plasmapheresis treatment and 71% received eculizumab
(26% received plasmapheresis and eculizumab). According to eculizumab stratification, 11
patients were in the No Eculizumab use, 10 were in the Prophylatic Group and 17 were in the
Therapeutic Group. The TMA graft loss occurred in 32% of the cases, and 17% of patients died

during the study period (Table 1).

The analysis of genetic variants was performed in 19 patients (50% of the sample).
Negative results were found in 26% of the patients. Among the positive findings, the most
frequent variant was detected in Factor H (26%). The variants related to factor H proteins
(CFHR5 and CFHR1-CFHR3), Factor | and Thrombomodulin had a frequency of 10.5% each
(Supplementary Fig 01, Supplementary Table 1). Detailed analyses of the variants are

described in the Supplementary Table 02.

TMA recurrence

When analyzing the groups, 91% of patients the group that did not receive eculizumab
lost the graft due to the aHUS recurrence. In contrast, both groups that received the
eculizumab had lower rates of graft loss, 10% in the Prophylactic Group and 5.9% in the

Therapeutic Group (p <0.001) (Table 2). The acute rejection occurred in 67% of the patients
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who did not use the eculizumab compared with 0 and 35% in the Prophylactic and Therapeutic
groups, respectivelly (p = 0.021) (Table 2). The use of eculizumab occurred more recently
(2015 for the therapeutic group and 2017 for the prophylactic group) compared with the
group that did not receive the drug (2013, p = 0.07) (Table 2).

The incidence of TMA graft loss at 1000 days was respectively in the therapeutic,
prophylaxis and no eculizumab groups: 7.6%, 10%, and 86.4%, p <0.0001 (Fig 2A). The hazard
ratio graft loss was 0.07 [0.01-0.55], p = 0.012 in the eculizumab Prophylatic group and 0.04
[0.00 - 0.28], p = 0.002 in Therapeutic group, much lower compared with the eculizumab non-

use group.

The cumulative survival at 1000 days was 100% in the Prophylaxis, 70% in Therapeutic
group, and 40% in the no eculizumab group. The p value was 0.13 (Fig 2B). The cause of death

was hemorrhagic shock (n=3) and septic shock (n=3).

Time of aHUS Diagnosis

Regarding the year of aHUS diagnosis, two patients in the no eculizumab group were
diagnosed before the year of 2010. Patients in the eculizumab groups (prophylatic or
therapeutic) were diagnosed after the year 2010 and the majority of the cases evolved without

TMA recurrence (Supplementary Fig 02).
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Discussion

The present study evaluated TMA recurrence in a large cohort including aHUS patients
after kidney transplantation in Brazil. The Brazilian aHUS cohort was composed of
predominantly of women (63%) and young adults (30 years), wich is a similar finding reported
by other studies[6, 21, 22]. Before the advent of complement inhibitors, the treatment of
these patients was limited to plasmapheresis and/or plasma infusion that had showed
unsatisfactory results[23]. Confirming these observations, in another Brazilian cohort of TMA
patients after transplantation, the graft survival was greatly reduced without the use of
specific complement-inhibitors[24]. However, the inclusion of the eculizumab as a therapeutic
option after transplantation has been significantly improving graft survival[7, 8] by preventing
the recurrence of TMA[17, 22]. We demonstrated that the use of the eculizumab in

prophylaxis or treatment was associated with a significant reduction in TMA graft loss.

In our cohort, 42% of the patients underwent plasmapheresis, but the use of the
eculizumab was the best predictor associated with a lower risk of TMA recurrence. A French
cohort conducted by Zuber et al had demonstrated that eculizumab had revolutionized clinical
outcomes after kidney transplantation practically abolishing graft losses due to the TMA
recurrence[25]. Similarly, Siedlecki et al[26] from the Global aHUS Registry, showed that a
delay in eculizumab treatment is associated with an increased risk of dialysis after
transplantation and reduced allograft function. Thus, according to KDIGO[1], patients
diagnosed with aHUS should be treated primarily with eculizumab aiming to prevent TMA
recurrence. Despite these recommendations, the use of eculizumab in middle-income

countries like Brazil is still a challenge.

In Brazil, the first use of prophylactic eculizumab reported in our cohort happened in
2011 through compassionate use. Almost all cases in this cohort had initial access to
medication by compassionate access program (92% of cases) followed by the access to
judicialization. The eculizumab was registered by the Brazilian Health Regulatory Agency
(ANVISA) in March 2017. In 2018, a specialized evaluation was requested from the Brazilian
Institute of Health (CONITEC) to incorporate the medication into the public health system.
However, in 2019 CONITEC concluded that eculizumab was not suitable to be incorporated
into the public health system due to the high cost of this therapy[27]. For this reaseon,
currently, in Brazil, the only way to access eculizumab is through judicialization, which is this
country is a lengthy process and that delays the beginning of the treatment in months[28].

Despite these difficulties, the higher rates of eculizumab use in the present cohort (71%)
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possibly reflect on the structure of the transplant services in Brazil that is linked to university
centers, which could accelerate the investigation of rare diseases. Another contributing of this
study was the access to eculizumab by compassionate access program that was available until

the year 2019.

The impact of this information is relevant to Brazil, which is ranked at the first position
in the number of transplants performed by the Brazilian public health system (SUS)[29] and
reserves for this purpose an annual budget around RS$1 billion[29]. In this context, the use of a
high-cost medication such as eculizumab, which acquisition expenditure by the Brazilian
government in the year 2016 was R$624,621,376.84 (60% of the annual budget destined for
transplantation) may jeopardize the sustainability of the health program[27]. Thus, an ethical
dilemma is imposed on the use of a high-cost medication, but that shows great efficacy. Cost-
effectiveness studies have shown that the long-term use of eculizumab was not cost-effective
in transplantation. In contrast, short-term use of eculizumab upon recurrence has proven to be
cost-effective and has resulted in an incremental quality-adjusted life year (QALY) of 9.55[30].
Despite the uncertainty regarding the safety of eculizumab interruption after
tranplantation[31] it seems rational to propose its use for a short-time period comparing to
provide no access to the treatment with eculizumab. This strategy may benefit the access of
eculizumab without resulting in an excessive cost to the public health system, especially in

low-income countries.

The mortality observed in the no eculizumab group was higher and earlier after
transplantation, this is possibly related to the uncontrolled activity of the complement system.
Intermediate mortality was observed in the therapeutic group that may be justified by the
delay between diagnosis and medication availability, a similar finding to what was reported in
the aHUS registry[26]. The best survival (100%) was observed in the prophylaxis group that
received the medication in a planned way. There were no infections secondary to

encapsulated organisms as a result of eculizumab treatment.

Another point of this study was the high rate of acute rejection in the first year of
transplantation, reaching up to 67% in the group that did not receive eculizumab and 35% in
the eculizumab treatment group. This fact can be attributed to the conversion or reduction of
immunosuppression at the time of the clinical presentation of TMA, such as the suspension of
the calcineurin inhibitor[17]. Corroborating with this fact, in the prophylaxis group, where
changes in immunosuppression were not performed, there were no episodes of rejection.

Regarding the severity of the rejection episodes, although there is no biopsy-proven of all
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cases, the response to treatment with corticosteroids, and the absence of anti-donor

antibodies reinforce the fact that they were probably T-cell-mediated rejections.

Another important piece of information was the genetic analysis that can be used to
determine the genetic profile of the Brazilian population recognized by high rates of
miscegenation[32]. The difficulty to prescribe genetic tests in a middle-income country as
Brazil is reflected on this series in which 50% of the sample did not have access to genetics. Of
the cases that underwent genetic analysis test, in 26% no variant was found, similar to the
literature that reports rates of 30-40%[33]. Of those cases that had variants, the most frequent
was in Factor H, a similar result reported by other authors[11, 34]. We found a higher
frequency of variants related to the complement system such as CFHR1-CFHR3 and CFHRS5 in
this cohort, similarly to other Brazilian cohorts such as Palma et al[21], Andrade et al e

Ernandes-Neto[31].

Study Limitations

This is an observational study that has design limitations of a retrospective analysis.
The optimal design for comparing different treatments would be a randomized study.
However, we were unable to adopt such design given the rare characteristic of aHUS. The
access to complement inhibitor medication was not homogeneous in each center, varying
according to the local protocol and availability of the compassionate access program.

As we evaluated a retrospective cohort, cases from different timelines were included.
Despite the large period considered in this study, the majority of the cases (95%) was
contemporarily occurring after the year of 2011. There were only two patients (5% of the
sample) diagnosed before 2010, where there was no possibility of treatment with complement
inhibitors. In genetic analysis, despite the presence of variants related to Factor H (CFHR1-
CFHR3 and CFHRS5), there was no possibility of dosing the anti-factor H antibody because these
tests are not available in Brazil. Due to the sample size, it was not possible to add other
confounding variables in the Cox analysis or to perform stratifications by the type of genetic

variant.

Despite these limitations, to our knowledge, this is the first study of the Brazilian aHUS
cohort in kidney transplantation. In a country with limited resources such as Brazil and with a
huge public transplant program, analyzing the eculizumab treatment is fundamental to define

public health policies.
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Conclusion

The TMA graft loss in the absence of a specific complement-inhibitor was high in the
Brazilian cohort of kidney transplant patients. This reinforces the need for eculizumab use in
kidney transplant patients diagnosed with aHUS as prophylactic or therapeutic approach.
There was a tendency of better results due to the use of eculizumab prophylactic, which
resulted in better patient survival rate. Further cost-effectiveness and discontinuity studies are
warranted to assess the financial impact on the eculizumab use in kidney transplantation,

especially in low-medium income countries.
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Legends to figures

Figure 1- Flowchart study

Figure 2. A. Cumulative incidence of TMA graft loss (days) in the Brazilian aHUS cohort
patients divided by groups: not received eculizumab (red), prophylactic eculizumab (green),
and eculizumab treatment (blue). B. Cumulative survival (days) in the Brazilian aHUS cohort
patients divided by groups: not received eculizumab (red), prophylactic eculizumab (green),

and eculizumab treatment (blue).
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analysis
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Supplementary Figure 01. Results of genetic analysis in cases submitted to genetical analysis

(n =19) in the Brazilian aHUS cohort in kidney transplantation.

Supplementary Figure 02. Outcomes of the Brazilian aHUS cohort patients divided by year of
the aHUS diagnosis. Colors: not received eculizumab (red), prophylactic eculizumab (green)

and eculizumab treatment (blue).
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Table 1. Demographic data of Brazilian aHUS cohort patients in renal transplantation
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Features N=38
Age (years) 30(24.40)
Sex (n,%)

Female 24 (63%)
Male 14 (37%)
Ethnicity (n,%)

White 22(61%)
Black/Pardo 14(39%)
Missing 2
Year at aHUS diagnosis 2,015(2,013, 2,017)
Panel Reactive Antibody (%) 0(0.20)
Missing 4
Underlying kidney disease (n,%)

Glomerulonephritis 5(14%)
Indeterminate 17 (46%)
C3 Nephropathy 2 (5.4%)
aHUS 11 (30%)
Other 2 (5.4%)
Missing 1
Dialysis method (n, %)

Preemptive 1(2.6%)
Peritoneal 5(13%)
Hemodialysis 32 (84%)
Time on Dialysis (months) 22 (11.35)
Missing 1
Transplant Donor (n,%)

Deceased 26 (68%)
Living 12(32%)
Donor Age (years) 42 (28.50)
Missing 3
Cause of death donor (n, %)

Cerebrovascular/Stroke 12 (48%)
Head Trauma 10 (40%)
Other 3(12%)
Missing 13
Induction Therapy (n, %)

Thymoglobulin 22 (61%)
Basiliximab 8(22%)
Without induction 6 (17%)
Missing 2
Eculizumab Induction (n, %) 7 (19%)
Missing 1
Immunosuppression (n, %)

Tac+ MFS + P 27 (75%)
Tac+imTOR + P 7 (19%)
Outher 2 (5.6%)
Missing 2
TREATMENT

Plasmapheresis (n, %) 16 (42%)
No plasmapheresis and no eculizumab 5(13%)
Only Eculizumab 17 (45%)
Only plasmapheresis 6 (15%)
Plasmapheresis and eculizumab 10 (26%)
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Eculizumab (n, %)

No 11 (29%)
Prophylactic 10 (26%)
Treatment 17 (45%)
Initial accesss to Eculizumab

No access to medication 11 (29%)
Compassionate access program 24 (63%)
Brazilian judicial system 3(7,9%)
OUTCOME

Acute Rejection (n, %) 12 (32%)
TMA graft loss (n, %) 12 (32%)
Death (n, %) 6 (17%)

Continuous variables expressed as the median and interquartile range (25 and 75%)
aHUS: atypical hemolytic uremic syndrome; Tac: Tacrolimus; MFS: Mycophenolate sodium; P:
Prednisone; imTOR: mTOR inhibitors; TMA: thrombotic microangiopathy
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Table 2. Comparison of demographic and outcome in the Brazilian aHUS cohort patients according to the treatment (without the use of Eculizumab,
prophylactic Eculizumab, and Eculizumab treatment)

Features Eculizumab Eculizumab Eculizumab

No Prophylactic Treatment o]

(N=11) (N=10) (N=17) adjusted *

Age (years) 29(28,45) 26(19,32) 31(26,38) 0.3
Sex (n,%) 0.6
Female 6(55%) 8(80%) 10(59%)
Male 5(54%) 2(20%) 7(41%)
Ethnicity (n,%) 0.3
White 6(55%) 8(89%) 8(50%)
Black/Pardo 5(54%) 1(11%) 8(50%)
Missing 0 1 1
Panel Reactive Antibody (%) 0(0.4) 0(0.0) 0(0.22) 0.7
Missing 2 1 1
Year at aHUS diagnosis 2,013 (2,011, 2,014) 2,017 (2,015, 2,017) 2,015 (2,014, 2,016) 0.072
Underlying kidney disease (n,%)
Glomerulonephritis 2(18%) 0(0%) 3(19%) 0.007
Indeterminate 6(55%) 1(10%) 10(62%)
C3 Nephropathy 2(18%) 0(0%) 0(0%)
Others 0(0%) 1(10%) 1(6.2%)
aHUS 1(9.1%) 8(80%) 2(12%)
Missing 0 0 1
Dialysis method (n,%)
Preemptive 1(9.1%) 0(0%) 0(0%) 0.8
Peritoneal 1(9.1%) 2(20%) 2(12%)
Hemodialysis 9(82%) 8(80%) 15(88%)
Time on Dialysis (months) (n,%) 11(9.21) 26(18.56) 22(19.35) 0.2
Missing 1 0 0
Transplant Donor (n,%)
Deceased 5(45%) 7(70%) 14(82%) 0.13
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Living 6(55%) 3(30%) 3(18%)

Donor Age (years) 50(43.54) 34(18.45) 39(33.47) 0.3
Missing 3 0 0

Cause of death donor (n,%)

Cerebrovascular/Stroke 3(75%) 1(14%) 8(57%) 0.3
Head Trauma 1(25%) 5(71%) 4(29%)

Others 0(0%) 1(14%) 2(14%)

Missing 7 3 3

Induction Therapy (n,%)

Thymoglobulin 2(22%) 8(80%) 12(71%) 0.10
Basiliximab 3(33%) 2(20%) 3(18%)

Without induction 4(44%) 0(0%) 2(12%)

Missing 2 0 0

Immunosuppression (n,%)

Tac+ MFS+P 9(100%) 10(100%) 8(47%) 0.021
Tac+imTOR + P 0(0%) 0(0%) 7(41%)

Othres 0(0%) 0(0%) 2(12%)

Missing 2 0 0

Plasmapheresis (n,%) 5(56%) 3(30%) 5(38%) 0.7
Missing 2 0 4

Acute Rejection 6(67%) 0(0%) 6(35%) 0.021
TMA graft loss (n,%) 10(91%) 1(10%) 1(5.9%) <0.001
Death (n,%) 2(20%) 0(0%) 4(27%) 0.4

Continuous variables expressed as the median and interquartile range (25 and 75%)

aHUS: atypical hemolytic uremic syndrome; Tac: Tacrolimus; MFS: Mycophenolate sodium; P: Prednisone; imTOR: mTOR inhibitors; TMA: thrombotic
microangiopathy. * p adjusted for multiple comparisons
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Supplementary. Thrombotic microangiopathy after kidney transplantation: analysis of the Brazilian Atypical Hemolytic Uremic Syndrome
cohort

Table 1. Genetic variants of Brazilian aHUS cohort patients in renal transplantation

n=38 N=19
Total cases Genetic analysis
(% total) performed
(% cases performed)
Genetic Test Not Performed 18 (50%)
Genetic Test No variants found 5(13%) 5(26.3%)
CFH& 5(13%) 5(26.3%)
CFHR5 2 (5.3%) 2 (10.5%)
CFHR1-CFHR3 2 (5.3%) 2 (10.5%)
CFI’ 2 (5.3%) 2 (10.5%)
TBHD* 2 (5.3%) 2 (10.5%)
Cc3 1(2.6%) 1(5.2%)

& one case of the CFH variant was associated with CFl; * in one case of the CFl variant it was associated with the CFB variant and in another case the CFl was
associated with CFHR1-CFHR5; + one case of the TBHD variant was associated with CFHR5 and another case associated with PLG
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Table 02. Detailed description of the underlying disease, age and genetic analysis of the Brazilian aHUS cohort patients in renal

transplantation

Id Sex Age Underlying Kidney Genetics Detail Genetics Analysis
(yers) Disease
1 Male 58 C3 Nephropaty Without
variants
2 Male 55 C3 Nephropaty Not
performed
3 Female 24 aHUS Not
performed
4 Male 32 Indeterminate C3 heterozygous variant C3 c.463A>C p.(Lys155GIn)
5 Female 29 Indeterminate CFH heterozygous variant CFH ¢.2056+ 1G>A
6 Female 29 aHUS CFH heterozygous variant CFH c.2056+ 1G>A
7 Male 31 Indeterminate Without
variants
8 Male 19 SHUA CFH variant CFH c.3148A>T p.(Asn1050tyr)
9 Male 21 aHUS CFH variant CFH c.3148A>T p.(Asn1050tyr)
10 Female 38 Indeterminate Without
variants
11 Female 31 Indeterminate Not
performed
12 Female 17 aHUS CFHR5 heterozygous variant CFHR5 c.1067G>A (p.Arg356His)
13 Female 45 Indeterminate Without
variants
14 Female 45 aHUS Not
performed
15 Male 35 Indeterminate CFI, CFB heterozygous variant CFl c.[1246A>C(;)1071T>G]; p.[lle416Leu) (;) (lle357Met)]
heterozygous variant CFB ¢.1505T>C;p.(l1e502Thr)
16 Male 33 Indeterminate Without
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Figure 01. Results of genetic analysis in cases submitted to genetical analysis (n = 19) in the Brazilian aHUS cohort in kidney transplantation.
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Figure 02. Outcomes of the Brazilian aHUS cohort patients divided by year of the aHUS diagnosis. Colors: not received eculizumab (red), prophylactic

eculizumab (green) and eculizumab treatment (blue).
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