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“(...) Queres que te cfiga 0 que penso, Diz, Penso que

nao cegamos, penso que estamos cegos, Cegos que veem,
Cegos que, vendo, ndo veem.

A mulher do médico levantou-se e foi a jane(a. Olhou

para baixo, para a rua coberta de [ixo, para as pessoas que
gritavam e cantavam. Depois [evantou a cabeca para o céu
e viu-o todo branco, Cﬁegou a minha vez, pensou. O medo

stibito fé-[a baixar os olhos. A cidade ainda ali estava.”

José Saramago em Znsato Sobre a Cequetra



SUMARIO

AGRADECIMENTOS . ...ttt et e st e e e s e steeneesneeseeaneeseeeneeenee e il
LISTADE FIGURAS ...ttt et et e et este e e sneesbeeneaneeneeeneen X
LISTADE TABELAS ...ttt ettt e sttt ea e bt et e saeeneeeneesneeeeeneeneas X
ABREVIATURAS E SIMBOLOS .......cooiiicececececteiete et Xl
RESUMO ... ettt sa et st e s et n e s XIV
AB STRACT ..ttt ettt ettt ettt et et e e e et e e e e eheent e e Rt e et en e e eae e et eR e e teeneeeaeeaneeneeneeeneeeneas XV
IO 11 1
1. INTRODU(}AO ............................................................................................. 2
1.1. APRESENTACAO CLIiNICA DA SiINDROME HEMOLITICO UREMICA ATIPICA......cuveeeeerieiiieeeenns 2
1.2 ENVOLVIMENTO DO SISTEMA COMPLEMENTO NA SHUA........ooiiiiiiiiiciiec e 2
1.3. O USO DO ECULIZUMABE NA SHUA ..ottt 4
1.4. A DESCONTINUIDADE DO ECULIZUMABE ......cuttiiiiiieitiiesteee st e s e e e e senne e s 6
1.5. O CENARIO BRASILEIRO .....tvteitetestteesteeeseste e e st e sttt e e st e sete e e saneeesneeesneeesanneesneeenanreeene 6
1.6. CENARIO PARA PESQUISA CLINICA ....eiiiiieittieesiteeesttee st e st e st e snneesneeenannee e 8

P © 1 = 8 1 I Y0 9
21. OBUETIVO PRIMARIO ...t iatteeeutitesastee sttt e seste e st e s ssse e e st e sete e e sneeesne e e sneeesanneesneeenanreeeae 9
2.2. OBUJETIVOS SECUNDARIOS ......uttiiitrieeireesasteeessseesasseeesereeessneeesaseeesneeesnaeesanneesnneeesanneeenes 9
3. PACIENTES E METODOS ......ccotiemicnsesnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 10
3.1. PACIENTES E DESENHO DO ESTUDO ....ceiitteeiireesrreesssreeessreesssreeessreesasnesessneesannesssneeennne 10
3.2. CRITERIOS DE INCLUSAQ ....eeiutiieitieesiteeestree st e sneee s s e sneeesssneesnneesssreeesnneesanneeesaneeens 10
3.3. CRITERIOS DE EXCLUSAOQ ...ceiutiieitiieeitir e st ee st smre et esnee e s ssneesnne e s ss e e e snneesanneeesanee e 11
3.4. DADOS COLETADOS.....ccutteeeuteeesneeesasreesaseeesasseesaneeesasseeaaseeesasreeeasseeaanreeesareeeanreeenareeenane 11
3.4.1. DAdOS ClINICOS ...t 11
3.4.2. ANENISE QENEGLICA.......ceveeeieeeeeeeeee ettt e e e ettt e e e e e e e e e s 11

3.5. DESFECHO PRIMARIO E DESFECHOS CLINICOS......uuvtiiiirieeireeesireeesiree e e sireessnnee e e 12
3.5.1. Desfecho primario: RECIAIVA ..............ueeeeeeieeeeeeeeeeciiieiaeaa e eeeesesciiaaaaaa e 12
3.6.1. DESTECNOS ClINICOS ...t 12

3.6. APROVACAO NO COMITE DE ETICA ettuuuieeiettieteeeeeetutaeseessestaneessesssnanesssesssnaesessesssnnseees 13
3.7. ANALISE ESTATISTICA ...ttt eieteeettteesttee ettt e ettt e e e st e s sns e s e e ssn e e sane e e snne e e sane e e nnneas 13
4. RESULTADOS ... oieeeeeeeeississ s s s s s s s e s ss s s ns s ssssssssssssss s s e s s s e s e s snnnnnnnnssssnns 14

4.1. CARACTERISTICAS DE BASE E GENETICAS DOS PACIENTES E EPISODIOS DE EXPOSICAO DE
RISCO. 14

4.2 . ACHADOS RELACIONADOS AS RECIDIVAS. ......uvtiirreeeiireeesireesssreeesireesasnesesineesssneeesaneee e 20
5. DISCUSSAD ..o s s s ss e ss s s e aesss s s e s e s sae s s nnns 28
5.1. DISCUSSAO DOS ACHADOS .....eeeiutiieiirieirreesssreesaneeesssreesasseesssreeessseesanreeesineesanreeesareee e 28
5.2. LIMITACOES DO ESTUDO .evvuuntiiiiietttseeseestaneessessssassessesssnnessesesssnnsesssessanesesersssnnseeesenes 30

vi



(I o o [ o I U £ Y o 100 31

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cocoeneurerireessreresesssssesessssssseseaeas 32
8. ANEXOS ... s s e n e aaa e e e e e e naennnnn 36
8.1. APROVAGCAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA ...ttt 36
8.2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO .....cieuriiiireiesireeesireee e esireessneeesineas 39
8.3. TERMO DE PARTICIPAGCAO EM PESQUISA CLINICA .......ceevieiriiririiiicieeeeee e e e ea e 41
8.4. FORMULARIO DE COLETA DE DADOS ....cecitreeiureesnreesasreesssreesasreeessneesasnessssneesasnesssneesnnne 42
9. APENDICES.......cuitirecresireesas et se s sse s st sssse s s asssssessssnens 47
9.1. DESCRICAO DA TECNICA DE PAINEL PARA SHUA ... 47
IO 11 N S 48

A)  ARTIGO: “ECULIZUMAB INTERRUPTION IN ATYPICAL HEMOLYTIC UREMIC SYNDROME DUE TO
SHORTAGE: ANALYSIS OF A BRAZILIAN COHORT”, PUBLICADO NA REVISTA JOURNAL OF NEPHROLOGY
EM JANEIRO DE 2021 (DOI 10.1007/540620-020-00920-Z) ......ccccuvreeeeiiiireeeeecieee e e 49

B) CONVITE PARA AUTOR DO CAPITULO, JA ESCRITO E ENTREGUE A EDITORA: “AVALIACAO

LABORATORIAL NAS MICROANGIOPATIAS TROMBOTICAS” NO LIVRO, AINDA NAO PUBLICADO “AVALIAGAO

LABORATORIAL EM NEFROLOGIA — MANUAL PRATICO PARA UsO DIARIO AMBULATORIAL E

HOSPITALAR ORGANIZADO PELA PROFA. DRA. GIANNA MASTROIANNI KIRSZTAJN — UNIFESP (2020)
57

C) APRESENTAGCAO ORAL DO TRABALHO “RECIDIVA EM SINDROME HEMOLITICO UREMICA ATIPICA
APOS DESCONTINUIDADE NAO PLANEJADA DA TERAPIA COM ECULIZUMABE: RESULTADOS PARCIAIS DA
ESCASSEZ DA DROGA NO BRASIL” NO XX CONGRESSO PAULISTA DE NEFROLOGIA EM ATIBAIA - SP.
(240 ) OO OUP RSP 61

D) PUBLICACAO DE ARTIGO ORIGINAL “HISTOPATHOLOGICAL FEATURES OF THROMBOTIC
MICROANGIOPATHIES IN RENAL BIOPSIES” NA REVISTA JOURNAL OF NEPHROPATHOLOGY (2019)...62

E) PUBLICACAO DE RESUMO DO TRABALHO “ATYPICAL HEMOLYTIC UREMIC SYNDROME RELAPSE
AFTER UNPLANNED ECULIZUMAB THERAPY DISCONTINUATION: RESULTS OF A BRAZILIAN SHORTAGE”
APRESENTADO NO CONGRESSO ERA-EDTA REALIZADO EM BUDAPESTE — HUNGRIA EM SUPLEMENTO
DA REVISTA NEPHROLOGY DIALYSIS TRANSPLANTATION. (2019)....cuuiiiiiiiieeee e e e 68

F)  APRESENTAGCAO DO TRABALHO “ATYPICAL HEMOLYTIC UREMIC SYNDROME RELAPSE AFTER

UNPLANNED ECULIZUMAB THERAPY DISCONTINUATION: RESULTS OF A BRAZILIAN SHORTAGE”, NO

FORMATO DE POSTER, NO CONGRESSO ERA-EDTA REALIZADO EM BUDAPESTE — HUNGRIA. (2019)
69

vil



AGRADECIMENTOS

A minha familia: minha mae Adalmira Pinhel Ernandes, meu pai Miguel
Ernandes Filho, minha irma Tatiana Ernandes Barbosa, meu cunhado Tarcisio
Barbosa e minha sobrinha Laura Ernandes Barbosa por fornecer combustivel ao
meu grande projeto, a vida.

Ao meu grande amor Danilo Euclides Fernandes por compartilhar todo
conhecimento em ciéncia, tecnologia, cultura, tempo e afeto.

A minha cachorra Shakira pelo companheirismo e ensinamentos sobre
simplicidade e amor.

A meu orientador Prof. Dr. Luis Gustavo Modelli de Andrade por todos
ensinamentos cientificos e empenho em minha formacao académica.

Aos meus mestres da Nefrologia FMB-UNESP Profa. Dra. Jacqueline
Caramori, Profa. Dra. Vanessa Santos Silva, Profa. Dra. Daniela Ponce, Profa.
Dra. Maria Fernanda de Carvalho (in memorian), Profa. Dra. Carmen Amaro,
Profa. Dra. Rosa Vieira, Prof. Dr. Luis Cuadrado, Prof. Dr. Luis Gustavo Modelli
de Andrade, Prof. Dr. Jodo Henrique Castro, Prof. Dr. Luis Cuadrado, Prof. Dr.
André Balbi, Prof. Dr. Alexandre Coelho, Prof. Dr. Francisco Habermann, Prof.
Dr. Roberto Franco e Prof. Dr. Pasqual Barretti por me ensinar, com exceléncia,
a arte de um oficio.

Aos meus mestres da Clinica Médica FMB-UNESP Profa. Dra. Paula
Gaiolla, Profa. Dra. Daniela Rezende, Profa. Marina Okoshi, Prof. Dr. Luis
Matsubara, Prof. Dr. Marcos Minicucci, Prof. Dr. Sergio Paiva, Prof. Dr. Roberto
Minoru e Prof. Dr. Leonardo Zornoff por me ensinar a adquirir e atualizar os
conhecimentos técnicos na profissao médica.

A Profa. Dra. Glaucia Mazeto (Endocrinologia) por me fazer enxergar o
brilho na Medicina e me introduzir a ciéncia.

Aos amigos e parceiros de residéncia em Nefrologia Mariana Contti e
Rodrigo Hageman pelo companheirismo e por transformar momentos tao dificeis
de trabalho e aprendizado em extrema alegria.

A todos os colaboradores deste trabalho Lucas de Moraes Soler, Halita

Vieira Gallindo Vasconcelos, Hong Si Nga, Ariane Moyses Bravin, Julio Cesar

viil



Andriotti Borges, Rodrigo Costa Gongalves, Rodrigo Brum Von Kriiger, Raquel
Martins Quinino, Viviane Branddo Santana, Maria Izabel de Holanda, Maria
Helena Vaisbich, Alice Pignaton Naseri, Gianna Mastroianni Kirsztajn, Lilian
Palma, Luis Gustavo Modelli de Andrade pelo esforgo em torna-lo possivel.

Aos colegas de exercicio Raquel Siqueira, Germana Brito, Carla Bernardi,
Priscila Ligeiro Esper, Marcella Frediani, Naira Oliveira, Ruana Girardi, Maria
Regina Araujo, Alessandra Conde Ferreira, Camila Bastos Sanches, Fabio
Simdes Lopes, Adriano Sanjuan, Cicero Alves, Francisco Mattedi, Jodo Egidio
Romao, Hugo Abensur, Giovanio Vieira, André Luiz Potratz, Cristina Gazeta,
Guilherme Santa Catarina, Rolf Passos, Renato Watanabe, Julio Cesar Andriotti
Borges, Jordan Vasconcellos, Marcelo Valério Alabarce da Silva, Rafael Gusson,
Anderson Simabuco Kohatsu e Tales Dantas Vieira por compartilhar angustias e
ensinamentos na pratica da Nefrologia.

A toda equipe da Faculdade de Medicina de Botucatu, Hospital das
Clinicas de Botucatu, Hospital Beneficéncia Portuguesa de Sao Paulo, Fresenius
Medical Care, Hospital IGESP e consultério por dividir comigo o espago de
aprendizado e exercicio profissional.

Ao amigo Daniel Lucas Conceicdao Costa pelo companheirismo e
ensinamentos cientificos.

A amiga Renata Midori Hirosawa pelo companheirismo na residéncia de
Clinica Médica que se mantém ainda vivo na pratica de consultério.

A Geraldina Africo pelo carinho que cuida da minha casa e de mim.

Aos grandes professores que me cercam Adriano Pires (educador fisico),
Simone Manetti (professora de lingua inglesa) e Christian Buchhaas (musico)
por manter minha rotina um eterno aprendizado de habilidades.

A todos os pacientes com doencas raras pela luta diaria pela existéncia.

Aos livros que li, filmes que vi, musicas que ouvi, pinturas e esculturas que
apreciei, lugares em que estive, pessoas que conheci e lagrimas choradas por

me manter humano.

X



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Fluxograma do eStudo. ...........cooiiiiiiiiiiiicccce e 14

Figura 2. Incidéncia cumulativa One minus de evento (recidiva de SHUa) ao

loNgo dO teMPO dEe EXPOSIGAOD. ... .ceeveiiiiieeeeeeiiiie e 21

Figura 3. Desfechos clinicos ao longo do tempo para cada episddio de exposigao

(o LY 417070 TR 22

Figura 4. Preditores independentes de recidiva apds descontinuidade do

eculizumabe em analise multivariada com regressao de CoxX...........ccceevvvvvnnnees 25

Figura 5. Incidéncia cumulativa comparativa de recidiva em pacientes com ou

Figura 6. Incidéncia cumulativa comparativa de recidiva em pacientes

transplantados e ndo transplantados...........cccoooooiiiiii i, 27



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Mutagdes relacionadas as formas hereditarias de SHUa.................... 4
Tabela 2. Esquema de terapia com eculizumabe na SHUa. ...............ccccceeeel 5

Tabela 3. Caracteristicas dos pacientes de acordo com o episddio de exposi¢cao

de risco pela descontinuidade do eculizumabe. ..............ccoiiiiiiiiiii 15

Tabela 4. Caracteristicas dos pacientes que tiveram a terapia com eculizumabe

AESCONINUAA. ... e 17

Tabela 5. Comparacgao de caracteristicas de todos os episddios, episddios que

nao apresentaram e episoddios que apresentaram recidivas. ............cccceeeeenne... 23

Tabela 6. Preditores independentes de recidiva apds descontinuidade do

eculizumabe em analise multivariada com regressao de CoxX...........ccceevvvvvnnees 24

X1



ABREVIATURAS E SIMBOLOS

ADAMTS13

A disingtegrin and metalloprotease with thrombospodin-1

like domains

anti - CFH

Anticorpo contra fator H

ANVISA

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

C3

Proteina C3 do complemento

C3a

Fracdo C3a de C3

C3b

Fracao C3b de C3

C5

Proteina C5 do complemento

C5b9

Complexo proteico C5b9 ou Complexo de Ataque a

Membrana

CAAE

Certificado de Apresentacdo de Apreciacéo Etica

CD141

Proteina CD141

CD46

Proteina CD46

CFB

Cofator B

CFH

Fator H

CFHR1

Proteina relacionada ao Fator H — 1

CFHR2

Proteina relacionada ao Fator H — 2

CFHRS3

Proteina relacionada ao Fator H — 3

CFHR4

Proteina relacionada ao Fator H — 4

CFHRS

Proteina relacionada ao Fator H -5

CFI

Fator |

DF

Distrito Federal

DGKE

Diacilglicerol quinase épsilon

DP

Desvio padrao

EMA

European Medicine Agency

FDA

Food and Drug Administration

Hib

Vacina contra Haemophilus influenzae do serotipo B

HR

Hazard ratio (Risco Relativo)

Intervalo de confianca

INF-2

Formina invertida 2

xii



KDIGO

Kidney Disease Improving Global Outcomes

MAT

Microangiopatia trombdética

MCP

Proteina cofator de membrana

MenACW135Y

Vacina meningocdcica conjugada tetravalente

MenB

Vacina contra meningococo B

NCT

National Clinical Trial

PIGA

Ancora de fosfatidilinusitol glicano

Pn13

Vacina contra pneumococo 13

Pn23

Vacina contra pneumococo 23

PTT

Purpura Trombocitopénica Trombotica

SHUa

Sindrome Hemolitico Urémica Atipica

STEC-SHU

Sindrome Hemolitico Urémica associada a Escherichia coli

produtora de Shigatoxina

TCLE

Termo de consentimento livre esclarecido

THBD

Trombomodulina

xiil



RESUMO

Introdugdo: O risco da descontinuagdo da terapia com eculizumabe em
pacientes com Sindrome Hemolitico Urémica Atipica (SHUa) ainda nao é claro.
O principal objetivo deste estudo foi analisar o risco de recidiva de SHUa apds a
descontinuagao do eculizumabe apds periodo de desabastecimento da droga no
Brasil.

Métodos: Rastreamos todos os centros de dialise cadastrados no Brasil (n=800)
interessados em participar no estudo de coorte de SHUa brasileira apds
desabastecimento através de correspondéncia eletrbnica e convite formal pela
Sociedade Brasileira de Nefrologia. Incluimos pacientes com SHUa que
descontinuaram, de forma nao planejada, a terapia com eculizumabe por pelo
menos 30 dias, entre 1 de janeiro de 2016 e 31 de dezembro de 2019, durante
a fase de manutencéao do tratamento. Definimos recidiva como apresentagao de
trombocitopenia, anemia hemolitica, injuria renal aguda ou microangiopatia
trombodtica em bidpsia renal.

Resultados: Analisamos 25 episédios de exposicido de risco em 24 pacientes.
A mediana da idade foi 33 (6 — 53) anos, 18 (72%) eram mulheres, 9 (36%)
tinham enxerto renal funcionante, (20%) estavam em didlise. Variantes em CFH
foram encontradas em 8 (32%) episédios. Encontramos 11 casos de recidiva. O
risco de recidiva foi de 34%, 44,5% e 58% em 114, 150 e 397 dias,
respectivamente. Nenhuma caracteristica de base foi relacionada a recidiva em
analise multivariada de Cox, incluindo variante em CFH.

Conclusao: Neste estudo, a incidéncia cumulativa de recidiva de SHUa em 397
dias foi de 58% apds a descontinuacéo do eculizumabe. A presenca de variante

genética do complemento nao foi associada com maior taxa de recidiva.

Palavras chave: Sindrome Hemolitico Urémica Atipica; Eculizumabe; Agentes

inibidores do Complemento
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ABSTRACT

Background: The risk of eculizumab therapy discontinuation in patients with
atypical hemolytic uremic syndrome (aHUS) is unclear. The main objective was
to analyze the risk of aHUS relapse after unplanned eculizumab discontinuation
due to a Brazilian shortage.

Methods: We screened all the registered dialysis centers in Brazil (n=800) willing
to participate in the aHUS Brazilian shortage cohort through electronic mail and
formal invitation by the Brazilian Society of Nephrology. We included patients with
aHUS whose eculizumab therapy had unplanned discontinuation for at least 30
days, between January 1, 2016 and December 31, 2019 during the maintenance
phase of treatment. Relapse was defined by the development of
thrombocytopenia, hemolytic anemia, acute kidney injury or thrombotic
microangiopathy in kidney biopsy.

Results: We analyzed 25 episodes of exposure to risk of relapse from 24
patients. The median age was 33 (6 — 53) years, 18 (72%) were female, 9 (36%)
had a functioning renal graft, 5 (20%) were undergoing dialysis. CFH variant has
been found in 8 (32%) episodes. There were 11 cases of relapses. The risk of
relapse was 34%, 44.5% and 58% at 114, 150 and 397 days, respectively. No
baseline variables were related to relapse in Cox multivariate analysis, including
CFH variant.

Conclusions: In this study, the cumulative incidence of aHUS relapse at 397
days was 58% after eculizumab discontinuation. The presence of complement

variant was not associated with a higher relapsing rate.

Keywords: Atypical Hemolytic Uremic Syndrome; eculizumab; Complement

Inactivating Agents
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1. INTRODUGAO

1.1.  Apresentacgao clinica da Sindrome Hemolitico Urémica Atipica

A Sindrome Hemolitico Urémica Atipica (SHUa) € uma doencga ultrarrara,
com incidéncia aproximada de 0,5 paciente por milhdo por ano, caracterizada
por injuria renal aguda, trombocitopenia e anemia hemolitica ndo imune[1].

SHUa é a manifestagao fenotipica de uma atividade desregulada da via
alternativa do sistema complemento que leva a um dano a superficie do
endotélio da microvasculatura, levando a Microangiopatia Trombaética (MAT)[2].

MAT é uma entidade histopatolégica secundaria a dano endotelial,
caracterizada por presenca de trombos de fibrina e plaquetas. Os achados
histolégicos da MAT associada a SHUa sao indistinguiveis de outras etiologias,
como Sindrome Hemolitico Urémica associada a Escherichia coli produtora de
Shigatoxina (STEC-SHU), Sindrome Hemolitico Urémica associada a infec¢ao
por pneumococo, Purpura Trombocitopénica Trombdtica (PTT) ou ainda causas
secundarias (MAT associada a gestacdo, hipertensdo maligna, rejeicéo
associada a anticorpos em transplante renal ou associada a drogas, por
exemplo)[3][4][5].

Os achados clinico-laboratoriais das MAT sao trombocitopenia, anemia
hemolitica ndo imune (queda de hemoglobina, presenga de esquizécitos em
esfregaco de sangue periférico, consumo de haptoglobina, aumento de lactato
desidrogenase sérico e pesquisa de COOMBS direto negativo) e lesdo de érgéo
alvo, mais comumente lesdo renal ou de sistema nervoso central. Os achados
histolégicos em bidpsias renais nas MAT podem ser: microtrombos em
glomérulos ou arteriolas, edema endotelial, achados compativeis com isquemia
renal (necrose tubular aguda ou necrose cortical) ou, em casos crénicos,
duplicidade de membrana basal glomerular conferindo um padrdo de

Glomerulonefrite Membrano-proliferativa[3][4][5][6].

1.2. Envolvimento do sistema complemento na SHUa



O sistema complemento é parte da resposta imune inata e € composto
por mais de 30 proteinas, podendo ser ativado por trés diferentes vias (via
classica, via da lecitina e via alternativa). Essas trés vias de ativagao levam a
uma via comum de reacdes que se inicia pela hidrélise de C3, clivando essa
proteina em C3a e C3b. Este é o ponto inicial da via alternativa, em que C3a
participa de reacdes de anafilaxia fraca enquanto C3b pode se refazer em C3,
gragas ao complexo enzimatico C3-convertase, ou dar continuidade as reagdes
terminais do sistema complemento. Quando um gatilho é gerado e leva a
amplificacdo das reacgdes, ha a formacdo do complexo de ataque a membrana
(C5b9). Varias proteinas controlam a atividade da via alternativa do sistema
complemento, tanto na superficie endotelial (por exemplo, proteina cofator de
membrana - MCP/CDA46), quanto em fase fluida (proteinas séricas), onde o fator
H do complemento (CFH) é o principal regulador{7][8][9][10][11].

Na SHUa, existe uma hiperatividade da via alternativa que leva a uma
producao desregulada do complexo C5b9, com consequente leséo da superficie
endotelial, o que resulta em MAT. Em pelo menos 50% dos pacientes com SHUa
€ possivel encontrar alteragdes genéticas ou autoimune que levam ao
descontrole do sistema complemento[1][2]. Além de formas autoimune
relacionadas a anticorpos contra CFH (anti - CFH), por exemplo, a SHUa pode
se apresentar sob formas hereditarias devido a mutagdes em genes que
codificam proteinas regulatérias do sistema complemento. As mutagcbes na
SHUa podem ser divididas em: 1 — perda de fungdo de reguladores do
complemento; 2 — ganho de fungao de ativadores do complemento; 3 — fendtipo
de SHUa associado a mutagdes nao relacionadas ao complemento[8][11]. A

tabela 1 traz exemplos de mutag¢des conhecidas na SHUa.



Tabela 1. Mutagdes relacionadas as formas hereditarias de SHUa

Tipo de mutagao Proteina codificada pelos genes mutados

Fator H (CFH)

Proteinas relacionadas ao fator H (CFHR1, CFHR2, CFHR3, CFHRA4,
Perda de fungéo de reguladores CFHR,S)
do complemento Proteina cofator de membrana (MCP /CD46)

Fator | (CFI)
Trombomodulina (THBD /CD141)

C3

Ganho de funcéo de ativadores Cofator B (CFB)

do complemento
Diacilglicerol quinase épsilon (DGKE)
Plasminogénio

Formina invertida 2 (INF-2)

Mutagdes nédo relacionadas ao
complemento

1.3. O uso do Eculizumabe na SHUa

Antes da aprovacado do eculizumabe, o risco de desfecho desfavoravel
(morte ou Doenga Renal Crénica com necessidade de permanéncia em dialise)
era de 79% em 3 anos apoés o diagnéstico de SHUa[10]. Em 2011, o Eculizumabe
foi aprovado para o tratamento da SHUa pelo FDA (Food and Drug
Administration) nos Estados Unidos da América e pelo EMA (European Medicine
Agency) na Europa. Até entdo, o tratamento para SHUa era limitado a
plasmaférese e infusdo de plasma, com desfechos muito ruins, exceto para
casos associados a anticorpo contra fator H que poderiam apresentar algum
beneficio. O eculizumabe um anticorpo monoclonal humanizado com alta
afinidade ao componente C5 do complemento, impedindo a formagao de
complexo C5b9. O bloqueio da porcao terminal do sistema complemento evita
dano a célula endotelial e progressao para MAT[12][13][14][15].

Estudos prospectivos com uso de eculizumabe no tratamento da SHUa
tém mostrado resultados positivos em relagao a eficacia e seguranga da droga.
Esses estudos avaliaram melhor resposta em pacientes com clinica de MAT
evidente (MAT em progresséo) em relagdo a recuperagdao de fungao renal,
recuperacao de niveis de plaquetas e hemoglobina. Ja pacientes em fases mais
crbnicas da doencga, adultos e criancas, apresentaram resposta inferior em

relagao a recuperacao de fungao renal. A melhora de qualidade de vida também



foi associado a terapia com eculizumabe em pacientes com
SHUAa[15][16][17][18]. O uso do eculizumabe profilatico no transplante renal tem
se mostrado util na prevencédo de recidiva de SHUa no enxerto renal, muitas
vezes evitando a perda de funcdo do enxerto[19][20].

Os estudos com eculizumabe utilizaram esquemas baseados na bula do
medicamento Soliris®, comercializado pela empresa Alexion Farmacéutica, e é
indicado o uso continuo da droga. Cada frasco de Soliris® possui 300mg em
30mL, e a dose deve ser realizada em infusdo endovenosa durante 25 - 45
minutos, uma vez por semana durante fase de inducdo. A tabela 2 mostra os
esquemas de uso do eculizumabe baseado no peso do paciente, em fase de
inducao e fase de manutencéo, conforme orientacédo de bula e estudos clinicos

em adultos e criancas[15][17].

Tabela 2. Esquema de terapia com eculizumabe na SHUa.

Peso (kg) Indugao Manutengao

900mg/semana durante 4 semanas

240 1200mg a cada 2 semanas

1200mg na 5% semana

600mg/semana durante 2 semanas

30a<40 900mg a cada 2 semanas

900mg na 32 semana

600mg/semana durante 2 semanas

20a<30 600mg a cada 2 semanas

600mg na 32 semana

600mg/semana por uma semana

10a<20 300mg a cada 2 semanas

300mg na 22 semana

300mg/semana por uma semana

5a<10 300mg a cada 3 semanas

300mg na 22 semana

A grande preocupagdo com o bloqueio da porcdo terminal do
complemento é o prejuizo na defesa contra germes encapsulados,
especialmente meningococo. Assim, € recomendada a profilaxia com as vacinas
conjugada tetravalente (MenACW135Y) e meningococo B (MenB). Como as
vacinas nao dao cobertura para alguns sorotipos de meningococo, é também
recomendado uso de antibidticos profilaticos para pacientes em uso da droga.
Outras vacinas também sdo orientadas como Pn13, Pn23, Hib e
influenza[14][21].



1.4. A descontinuidade do Eculizumabe

O risco de efeito colateral grave (infecgdo por meningococo), o alto custo
da medicacao e a necessidade de infusdo endovenosa quinzenal na terapia de
manutencdo geram o interesse em descontinuar a terapia com eculizumabe,
porém os estudos ainda tém se mostrado inconclusivos[22][23].

Em um estudo de coorte, Ardissino et al. avaliaram 16 pacientes com
SHUa que descontinuaram a terapia com eculizumabe. Houve recidiva em 5
pacientes (31,2%) em um seguimento de 180 dias. Trés deles tinham mutacao
em CFH; um paciente apresentava anticorpo anti-CFH e mutagao em proteinas
relacionadas a CFH, e um paciente apresentava mutagdo em gene que codifica
fator 1[24][25].

A coorte francesa de 38 pacientes com SHUa que descontinuou a terapia
com eculizumabe apresentou 12 recidivas (31%) em 22 meses de seguimento,
sendo a presencga da mutagdo em gene que codifica CFH um foi associada com
apresentacao clinica mais precoce[26].

Macia et al. analisaram casos publicados, casos n&o publicados, estudos
clinicos e dados do registro global de SHUa (The Global aHUS Registry). Em
relatos de casos nao publicados, 4 (66,6%) dos 6 pacientes que descontinuaram
o tratamento tiveram apresentacao clinica de MAT, enquanto dos 52 pacientes
de relatos publicados, 16 (30,7%) apresentaram recidiva. Em estudos clinicos
observacionais, dos 61 pacientes que descontinuaram, 12 (19,6%)
apresentaram MAT, 5 (41,6%) tiveram mutacdo em gene que codifica CFH
identificada. Na avaliacdo do registro global, 12 (15,7%) dos 76 que
descontinuaram tiveram o tratamento reintroduzido[27].

Em 2020, Fakhouri et al. publicaram o primeiro estudo prospectivo,
envolvendo 55 pacientes com SHUa, que avaliou a descontinuidade do
eculizumabe, em varios centros na Franga. Os autores encontraram 23% de
recidiva e consideraram a descontinuidade segura, com repercussao positiva na

qualidade de vida dos pacientes[28].

1.5. O cenario brasileiro



O Sistema Unico de Saude (SUS), sistema publico de saude brasileiro,
prevé pela lei 8080, artigo 7°, promulgada em 19 de setembro de 1990,
universalidade de acesso e integralidade na assisténcia. Esses principios do
sistema geram jurisprudéncia para uso de qualquer tratamento em territério
nacional, custeado pelo Estado.

Em margo de 2017, o eculizumabe foi registrado pela ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), com a marca de Soliris®, pela empresa Alexion
Farmacéutica - Brasil, sobe o registro 1981100010015, autorizagao 1098118.

Em 26 de abril de 2017, mesmo diante das evidéncias de que o
eculizumabe é o tratamento de primeira linha para SHUa[12][15][16][18], um
parecer da Advocacia Geral da Unido recomendou o uso antiagregantes
plaquetarios e nao incorporou o eculizumabe no rol de medicag¢des do SUS para
o tratamento de SHUa.

Entre margo de 2007 e dezembro de 2018, o governo federal do Brasil
totalizou um gasto de R$ 2,44 bilhées em compras de eculizumabe tanto para o
tratamento de SHUa quanto para Hemoglobinuria Paroxistica Noturna, através
de demanda judicial. Em 2017, a Policia Federal realizou a Operagao Calice de
Higia que investigou possiveis fraudes nos processos de judicializagao para
compras de medicacdes utilizadas no tratamento de doencas raras[29].

Em 10 de outubro de 2017, o jornal Estadao noticiou “Pacientes reclamam
de atraso de remédio por ministério”, referindo-se ao eculizumabe na matéria.
Em 27 de fevereiro de 2018, em notas taquigraficas na camara dos deputados
em Brasilia - DF, o deputado Padre Jodo, do Partido dos Trabalhadores do
estado de Minas Gerais, denunciou o desabastecimento de medicagdes de alto
custo para tratamento de doencgas raras no Brasil, citando mortes decorrentes
da falta do eculizumabe, mesmo depois do ministério da saude nao ter assumido
o desabastecimento por vias oficiais de comunica¢gdo. Em 17 de junho de 2019,
o portal de noticias G1 noticiou que “Pacientes com doencgas crénicas ficam sem
remédio de alto custo em Sao Paulo”, referindo-se ao eculizumabe, droga para
tratamento “anemia crénica” e para “transplantados”. Todas informacdes citadas,
foram encontradas por livre busca na plataforma Google.

Posteriormente, Caetano et al. relataram uma redugao significativa dos
gastos federais e numero de pessoas tratadas com eculizumabe em 2017,

quanto comparados com os anos de 2016 e 2018[29].



Diante das divergéncias de informacgdes e relatos diversos na imprensa
brasileira, em diferentes momentos, acreditamos que um periodo de
instabilidade no abastecimento de eculizumabe no Brasil pdde causar

descontinuagao de forma nao planejada da droga em pacientes com SHUa.

1.6. Cenario para pesquisa clinica

O desabastecimento do eculizumabe no Brasil gerou a oportunidade para
a realizagao de um experimento natural de descontinuidade nao planejada da
terapia na SHUa. Assim, foi gerada a seguinte questdao de pesquisa: Qual a
incidéncia da recidiva de SHUa apds a descontinuagao nao planejada da terapia

com eculizumabe ocorrida no Brasil devido a um desabastecimento da droga?



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo primario

Analisar a taxa de recidiva de SHUa, no Brasil, devido a descontinuidade
nao planejada da terapia com eculizumabe associado a um periodo de

desabastecimento da droga.

2.2. Objetivos secundarios

Identificar a variaveis genéticas a fim de tentar identifica-las como
variaveis preditoras de recidiva.
Comparar a taxa de incidéncia da descontinuidade n&o planejada com a

descontinuidade da literatura.



3. PACIENTES E METODOS

3.1. Pacientes e desenho do estudo

Este foi um estudo de experimento natural com desenho observacional do

tipo coorte retrospectiva. Foram enviadas correspondéncias eletrbnicas a 800

centros de Dialise e Nefrologia em todo Brasil com dados fornecidos pela

Sociedade Brasileira de Nefrologia com o convite formal para participagdo do

estudo.

Solicitamos dados clinicos e laboratoriais, através do preenchimento de

formulario de coleta de dados padronizado (em Anexos). Foi solicitado ao

colaborador o preenchimento de Termo de Consentimento Livre Esclarecido

(TCLE) (em Anexos), além de termo de participacdo em pesquisa (em Anexos).

3.2. Critérios de inclusao

Paciente com diagndstico clinico de SHUa em uso de terapia com
eculizumabe que apresentou descontinuidade nao programada por
pelo menos 30 (trinta) dias da terapia com eculizumabe, entre 01
de janeiro de 2016 e 31 de dezembro de 2019.

Consideramos como diagnéstico clinico de SHUa: achados clinicos
relacionados a MAT, definidos pela triade: anemia hemolitica
microangiopatica (reducdo de hemoglobina sérica, presenca de
fragmentos de globulos vermelhos/ esquizécitos, aumento da
lactado desidrogenase, teste de COOMBS direto negativo);
trombocitopenia ou reducdo de 25% da contagem basal de
plaquetas, e redugao da taxa de filtragdo glomerular (Injuria Renal
Aguda definida por KDIGO), excluindo STEC-SHU, PTT, o uso de
drogas, infecgdes ou outras potenciais causas
secundarias[1][7][30][31].

Consideramos como descontinuidade a nao realizagédo de duas ou

mais infusdes quinzenais dentro da terapia de manutencéo.
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Consideramos como descontinuidade n&o programada a
interrupcdo da droga sem decisdo do paciente e do médico
assistente, baseada na investigacao genética e condigdes clinicas

do paciente.

3.3. Critérios de exclusao

Diagndstico duvidoso de SHUa,

Presenca de falha de tratamento ou doenca ndo remitida no
momento da descontinuidade;

Descontinuidade do eculizumabe por tempo menor que 30 dias;
Descontinuidade planejada do eculizumabe, diante de decisdo de
paciente ou médico, a luz de estudo genético;

Presenca de fenétipo de SHUa com apenas mutacao de proteinas
relacionadas ao sistema de coagulagdo, ndo ao sistema
complemento (mutagéo no gene que codifica diacylglycerol kinase-
epsilon - DGKE) devido a comprovada auséncia de resposta a

terapia com eculizumabe[32].

3.4. Dados coletados

3.4.1. Dados clinicos

Os dados clinicos analisados foram idade, sexo, tempo de terapia prévia

com eculizumabe, status renal (rim nativo, rim transplantado com enxerto

funcionante, paciente em terapia de substituicdo renal com dialise), além da

avaliagao genética.

3.4.2. Analise genética

Painel para SHUa constando, na maioria dos casos, de amplificacéo e

sequenciamento de regides completa de genes que codificam ADAMTS13, C3,
CD46, CFB, CFH, CFHR1, CFHR2, CFHR3, CFHRS5, CFI, DGKE, PIGA, THBD,

e incluindo 10 pares de bases que margeiam regides exdnicas. No Brasil, as

analises foram realizadas de acordo com protocolo descrito por Palma et al[33].
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A descricao da técnica para realizacdo do painel para SHUa encontra-se no
Apéndice 1.

As variantes foram divididas como perda de fungdo (CFH, CFHRA1,
CFHR1-CFHR3, CFHRS, CFI), ganho de fungao (C3) e variantes genéticas nao
relacionadas ao complemento (DGKE). Todas as variantes identificadas foram
avaliadas de acordo com patogenicidade e causalidade[34]. Todas as variantes

exceto as benignas ou provavelmente benignas foram reportadas.

3.5. Desfecho primario e desfechos clinicos

3.5.1. Desfecho primario: recidiva

Consideramos recidiva de SHUa apds descontinuidade da terapia com
eculizumabe como desfecho primario. Recidiva foi como presenca de pelo
menos duas das caracteristicas abaixo:

e Trombocitopenia (contagem de plaquetas < 150 x 103 /l);

e Anemia hemolitica mecéanica (Hb < 10 g/ dl, DHL > que limite
superior da normalidade; haptoglobina abaixo do limite inferior da
normalidade ou indetectavel, presenca de fragmentos de gldbulos
vermelhos/ esquizdécitos em esfregago de sangue periférico);

e Disfuncgdo renal: Injuria Renal Aguda definida por KDIGO[31] ou
estar em dialise;

e Achados histolégicos compativeis com MAT (trombos glomerulares
e/ou arteriolar, duplo contorno de membrana basal glomerular,
destruicdo de células endoteliais) em bidpsia de rim nativo ou

enxerto renal.

3.6.1. Desfechos clinicos

Além da presenga somente de recidiva, descrevemos os achados clinicos
que caracterizaram o desfecho primario. A presenga de anemia hemolitica
mecanica e/ou trombocitopenia foi distinguida de acometimento renal da MAT,
caracterizada por piora de fung¢ao renal ou achado histolégico compativel com
MAT. Ainda houve como desfecho clinico a entrada em didlise devido ao

acometimento renal e morte associada a recidiva.
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Os episddios de recidiva foram tratados no servico médico de origem de
acordo com protocolo de tratamento local — incluindo plasmaférese e infusao de
plasma — uma vez que o eculizumabe nao estava imediatamente disponivel no

momento.

3.6. Aprovacao no comité de ética

Este estudo foi inscrito na Plataforma Brasil (CAAE:
90838218.4.0000.5411) e aprovado pelo Comité de ética e pesquisa da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP (Universidade Estadual Paulista
Julio de Mesquita Filho, Sdo Paulo, Brasil) (Namero do Parecer: 2.772.340).
(em Anexos) O estudo foi desenvolvido dentro das normas da Declaragao de

Helsinki.

3.7. Analise estatistica

As caracteristicas de base dos pacientes foram apresentadas como média
e desvio padrao para variaveis paramétricas e mediana e intervalo interquartil
para variaveis nao paramétricas. Utilizamos uma Kaplan-Meier curva para
estimar o risco de recidiva ao longo do tempo. Um modelo de regressao Cox foi
utilizado para avaliar preditores que poderiam estar associados com recidiva
(desfecho primario). Essas analises foram realizadas no programa R 3.6.3 com
os pacotes survival e survminer. No programa SPSS versdo 26.0, realizamos
analise univariada entre pacientes que apresentaram e nao apresentaram
recidiva, com teste T de student para variaveis continuas e teste exato de Fisher

para variaveis categoricas.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas de base e genéticas dos pacientes e episddios de

exposicao de risco.

Foram obtidos dados de 11 diferentes centros de todo o Brasil.
Rastreamos dados de 25 com diagndstico de SHUa e 26 episddios de exposi¢cao
de risco apos descontinuagdo da terapia com eculizumabe. Um paciente, que
apresentou um episodio, foi excluido por apresentar apenas mutacio isolada
nao relacionada ao complemento (variante DGKE).

O eculizumabe nao estava disponivel para tratamento dos episddios de
recidiva. A Unica excegao foi a Unica crianca que apds primeiro episodio de
descontinuidade e recidiva, retornou a droga, com remissao clinica, e
descontinuou novamente apds alguns meses.

Analisamos 24 pacientes com 25 episodios de exposi¢ao de risco. A figura
01 demonstra o fluxograma do estudo com casos rastreados, excluidos e

analisados.

Triagem
800 centros de dilise

Recrutamento
25 pacientes com SHUa
26 episddios de exposi¢ao

ao risco
Excluidos Critério de exclusio
1 paciente com SHUa =
1 episodio de Mutagio DGKE
€Xposi¢do ao risco

Analisados

24 pacientes com SHUa
25 episddios de exposi¢ao
ao risco

Figura 1. Fluxograma do estudo.
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A mediana de idade foi 33 (6 — 53) anos, 18 (72%) eram do sexo feminino,
9 (36%) eram transplantados com enxerto renal funcionante e 5 (20%) estavam
em tratamento de substituicdo renal com dialise. Em 22 episddios, o eculizumabe
estava sendo utilizado ha mais de 365 dias antes da descontinuagdo. A maioria
dos episodios de descontinuagao, 21 (84%), ocorreram no ano de 2017.

A investigacao genética foi realizada em 20 (80%) dos episddios de risco
analisados. Alguma variante genética foi encontrada em 16 (64%) dos episodios.
O gene que codifica CFH foi 0 que mais apresentou algum tipo de variante
encontrada (n = 8, 32%). A tabela 03 mostra todas as caracteristicas de base

dos pacientes nos episédios de exposi¢cao de risco estudados.

Tabela 3. Caracteristicas dos pacientes de acordo com o
episodio de exposicao de risco pela descontinuidade do
eculizumabe.

Parametros n=25
Mediana de idade, anos (intervalo) 33(6 — 53)
Sexo, n (%)
Feminino 18 (72)
Masculino 7 (28)
Transplante renal., n (%) 9 (36)
Dialise, n (%) 5 (20)
Duragao da terapia (dias), n (%)
<365 3(12)
150 1(4)
182 1(4)
350 1(4)
>365 22 (88)

Genes do complemento com mutagao
encontrada, n (%)

Presenca de qualquer variante identificada 16 (64)
CFH 8 (32)
CFI 2(8)
C3 5 (20)
CFHR1-CFHR3 8 (32)
CFB 1(4)
CFHR1 2(8)
CFHR5 4 (16)
Nenhuma variante identificada 4 (16)
N&o investigado 5 (20)

N: amostra; nenhuma variante identificada: nenhuma variante
identificada apos investigagdo genética de painel de SHUa.
CFH: fator H do complemento; CFHR1, CFHR3, CFHRS5:
proteinas relacionadas a CFH (CFHR1, CFHR3, CFHR5); CFl:
fator | do complemento; CFB: fator B do complemento, C3:
proteina C3 do complemento.
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A tabela 04 descreve cada episédio de exposicdo de risco, incluindo
caracteristicas de base dos pacientes, status renal (rim nativo, transplante renal
com enxerto funcionante ou paciente em dialise), bem como gene com mutagdes

identificadas e variantes genéticas.
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Tabela 4. Caracteristicas dos pacientes que tiveram a terapia com eculizumabe descontinuada.

Idade Status Duracéo da Duragéao da
Episédios Sexo terapia descontinuagdao Recidiva Genes Descrigao genética **
(anos) renal . .
(dias) (dias)
1 F 38 Tx >365 71 Sim _hao
investigada
2 M 34 Tx >365 365 Nao Nenhuma
Variante em CFH em heterogizose (c.3148A>T;
CFH p.Asn1050Tyr)
~ Delecdo em homozigose em CFH
3 M 25 T >365 233 N&o CFHRI- Dele¢cdo em homozigose abarcada em CFHR1-CFHR3
CFHR3 / . ~ .
Provavel VP tipo delegdo em homozigose abarcada no exon
23 em CFH
4 F 37 Tx >365 79 Sim Nenhuma
~ C3 Variante C3 em heterozigose (c.463A>C; p.Lys155GIn)
5 Mo 33 T 350 30 N&o DGKE VS| em heterozigose em DGKE (c.318C>G: p.Phe106Leu)
6 F 19 Tx >365 92 Nao Nenhuma
CFl Provavel VP em heterozigose em CF/ (c.1246A>C +
7 M 34 Tx 150 40 Sim CFB c.1071T>G + p.lle416Leu + p.lle357Met)
VSI em heterozigose em CFB (c.1505T>C; p.lle502Thr)
CFH Variante em CFH em heterozigose (c.1111C>A; p.His371Asn)
8 F 25 Nativo >365 409 Nao CFHR5 Variante em CFHR5 em heterozigose (¢.232T>C; p.Ser78Pro

+ ¢.835T>A,; p.Tyr279Asn + ¢.986_988del; p.Lys329del)
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10

1"

12

13

14

15

16

17

18

46

43

27

21

33

30

46

53

34

32

Nativo

Dialise

Tx

Nativo

Nativo

Nativo

Dialise

Dialise

Nativo

Nativo

>365

>365

182

>365

>365

>365

>365

>365

>365

>365

228

128

114

149

204

32

189

189

109

124

Sim

Sim

Sim

Nao

nao
investigada

CFH
C3

C3
CFlI
CFHR1-
CFHR3

CFHR1-
CFHR3

C3
CFHR1
CFHR1-
CFHR3

Nenhuma

CFH

CFH

CFH

nao
investigada

VP em heterozigose em CFH (¢.3473C>G; p.Ser1158)
VSI em heterozigose em C3 (c.3593A>G; p.GIn1198Arg)

Variante em heterozigose em C3 (c.193A>C + p.Lys65GIn)
Variante em heterozigoses em CF/ (c.530A>T + p.Asn177lle)
Delecdao em heterozigose abarcada CFHR1-CFHR3

VSI tipo delecdo em heterozigose em CFHR1-CFHR3

Variante em heterozigose em C3 (c.3100T>C; p.Trp1034Arg)
Variante em homozigose em CFHR1 (c.614C>T,;
p.Thr205Met)

VSl tipo delecdo em heterozigose em CFHR1-CFHR3

Provavel VP em homozigose em CFH (c.1756C>T; p.GIn586)

Provavel VP em homozigose em CFH (c.1756C>T; p.GIn586)

Variante em heterozigose em CFH (c.3572C>T;
p.Ser1191Leu)
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nao

19 34 Dialise >365 249 Nao . .
investigada
CFH ; .
. _ CFHR1- VP em heter02|goselem CFH (c.3548G>T; p.Trp1183Leu)
20~ 6 Nativo >365 49 Sim CFHR3 Delecao em heterozigose abarcada em CFHR1-CFHR3
VSI em heterozigose em CFHR5 (c.1664G>C; p.Arg555Pro)
CFHR5
CFH VP ; .
. _ CFHR1- em heter02|gose_em CFH (c.3548G>T; p.Trp1183Leu)
21* 6 Nativo >365 85 Sim CFHR3 Delecao em heterozigose abarcada CFHR1-CFHR3
VSI em heterozigose em CFHR5 (c.1664G>C; p.Arg555Pro)
CFHR5
VSI em heterozigose envolvendo duplicagdo CFHR1 em exon
22 36 Tx >365 85 No CFHR1 6
CFHR5 VSI em heterozigose em CFHR5 (c.254-2_266dup;
p.Ser88 Phe89insLeuGlyMetCysSer)
23 29 Nativo >365 397 sim CF%??L VSI em heterozigose em C3 (c.188C>G; p.Pro63Arg)
VSI tipo delecdo em homozigose em CFHR1-CFHR3
CFHR3
. ~ CFHR1- 5 .
24 30 Nativo >365 720 Nao CFHR3 Delecao em heterozigose em CFHR1-CFHR3
25 31 Didlise >365 720 Nao . Néo
investigada

Abreviagdes: Tx: transplante (enxerto renal funcionante); nenhuma: nenhuma variante genética identificada em painel para SHUa; VP: variante patogénica; VSI: variante de
significado incerto; CFH: fator H do complemento; CFHR1, CFHR3, CFHRS5: proteinas relacionadas a CFH (CFHR1, CFHR3, CFHRS5); CFI: fator | do complemento; CFB: fator B do

complemento, C3: proteina C3 do complemento. * Diferentes episddios de exposi¢ao no mesmo paciente.
** Variantes foram descritas de acordo com American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG).
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4.2 . Achados relacionados as

recidivas.

Dos 25 episodios de exposicao analisados, 11 (44%) apresentaram
recidiva. O risco cumulativo de recidiva de SHUa apds descontinuagao da terapia
com eculizumabe foi de 34% em 114 dias, 44,5% em 150 dias e alcangou seu

maximo de 58% com 397 dias de exposi¢ao, como mostra a figura 02.
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Figura 2. Incidéncia cumulativa One minus de evento (recidiva de SHUa) ao longo do
tempo de exposicao.
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Os desfechos clinicos foram presenga de achados laboratoriais

compativeis com manifestagdes sistémicas de MAT (anemia microangiopatica

e/ou trombocitopenia) e piora da fungdo renal como possivel manifestagéo

clinica de MAT. Um paciente transplantado apresentou perda de fung¢do do

enxerto e reiniciou hemodialise, enquanto outro apresentou o desfecho o6bito. A

figura 03 demonstra os desfechos clinicos apresentados pelos pacientes ao

longo do tempo.
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Figura 3. Desfechos clinicos ao longo do tempo para cada episddio de exposigao de

risco.

Microangiopathy (Microangiopatia) = achados laboratoriais compativeis com anemia microangiopatica e
trombocitopenia; Kidney microangiopathy (Microangiopatia renal) = injuria renal aguda e achados laboratoriais
compativeis com anemia microangiopatica e trombocitopenia; Start hemodialysis (inicio de didlise); Death (6bito).

22



Quando comparamos episédios que apresentaram recidiva com episodios
de exposicao de risco que nao apresentaram recidivas, ndo encontramos
diferenga estatistica para os dois grupos para as variaveis: idade, sexo, status
renal (rim nativo, transplante ou didlise) e caracteristica genética (presenca de
qualquer variante genética identificada, nenhuma variante identificada, auséncia
de investigacao genética e presencga de variante em CFH) como mostra a tabela
05.

Tabela 5. Comparagao de caracteristicas de todos os episodios, episédios que nao apresentaram e episédios
que apresentaram recidivas.

Sem Com
Todos (n=25) recidiva (n=14) recidiva (n=11) P-valor
Idade, anos
média (DP) 31,28 (10,8) 34,07 (9,1) 27,73 (12,2) 0,152
Sexo, n (%)
Feminino 18 72% 10 71,4% 8 72,7% 0,64°
Masculino 7 28% 4 28,6% 3 27,3%
Status renal
Rim nativo, n (%) 11 44% 5 35,7% 6 54,5% 0,29°
Transplante 9 36% 5 35,7% 4 36,4% 0,64°
Dialise 5 20% 4 28,6% 1 9,1% 0,24°
Caracteristicas genéticas
Qualquer variante identificada 15 60% 8 57,1% 7 63,6% 0,53°
Nenhuma variante
identificada 4 16% 2 14,3% 2 18,2% 0,60°
Sem investigacdo genética 5 20% 4 28,6% 1 9,1% 0,24°
CFH 8 32% 4 28,6% 4 36,4% 0,50°

DP, desvio-padrao; n, amostra; CFH, gene que codifica o fator H
@Teste exato de Fisher
bTeste T de student
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Em analise multivariada com regressdo de Cox, avaliamos possiveis
variaveis preditoras independentes para o desfecho recidiva de SHUa. Assim,
avaliamos idade, sexo masculino, estar em dialise, estar transplantado com
enxerto renal funcionante, nao ter apresentado variante genética identificada em
estudo genético, ndo ter realizado investigagcdo genética e ainda variante
genética identificada em gene que codifica CFH. A tabela 06 e a figura 04 nos
mostram que nenhuma variavel estudada foi associada com desfecho recidiva,

assim como o risco relativo para cada variavel e intervalo de confianga de 95%.

Tabela 6. Preditores independentes de recidiva apés descontinuidade do eculizumabe em analise multivariada com
regressao de Cox.

Anadlise com regressédo de Cox

Variaveis HR (IC 95%) p-valor
Idade 0,97 (0,89 — 1,04) 0,38
Sexo masculino 0,84 (0,15 -4,7) 0,84
Dialise 0,50 (0,03 — 7,28) 0,61
Transplante renal 1,37 (0,25 - 7,65) 0,72
Variante: nao identificada 1,49 (0,18 — 12,13) 0,71
Variante: ndo investigada 0,68 (0,05 - 8,52) 0,77
Variante: CFH 1,23 (0,23 — 6,64) 0,81

Legenda: Idade: idade por ano; sexo, masculino: sim ou nao; didlise: paciente em didlise sim ou néo; transplante renal: enxerto renal funcionante sim ou
ndo; variante: ndo identificada, nao investigada; CFH sim ou ndo. HR, hazard ratio; IC 95%: intervalo de confianga de 95%.
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Figura 4. Preditores independentes de recidiva apés descontinuidade do eculizumabe
em analise multivariada com regressao de Cox.

Age: idade em anos; sex (female or male): sexo feminino ou masculino; dialysis: dialise ndo ou sim; tx: transplante
renal com enxerto funcionante ndo ou sim; any_mutation: alguma mutagdo identificada, none: mutagdo nao
identificada, not investigated: mutagdo néo investigada; CFH: variante em CFH n&o ou sim.

Como a literatura relata maior patogenicidade em mutagcbes em gene que
codifica CFH, assim como estudos de descontinuagdao do eculizumabe que
ocorreram de forma nao planejada demonstraram maior recidiva nesses
pacientes, realizamos analise de incidéncia para pacientes com mutacdo em
CFH. Em 8 (32%) episddios, encontramos associagdo com variantes em gene
que codificam CFH. Em analise de incidéncia cumulativa com curva de Kaplan-
Meier (figura 05), nao houve diferenga na incidéncia de recidiva no grupo com
ou sem variante em CFH.

Também realizamos uma analise de incidéncia cumulativa com curva de
Kaplan-Meier para diferenciar a incidéncia de recidiva entre pacientes
transplantados de rim e nao transplantados (figura 06). Nao houve diferenca na

incidéncia de recidiva entre os dois grupos.
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Figura 5. Incidéncia cumulativa comparativa de recidiva em pacientes com ou sem CFH.
CFH=no: pacientes que nao apresentam variante em CFH. CFH=yes: pacientes que apresentam variante em CFH.
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Figura 6. Incidéncia cumulativa comparativa de recidiva em pacientes transplantados e
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TX=no: pacientes néo transplantados. TX=yes: pacientes transplantados.
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5. DISCUSSAO

5.1. Discussao dos achados

Os principais resultados deste estudo foram publicados no dia 02 de
janeiro de 2021 na revista Journal of Nephrology[35]. O artigo se encontra na
integra na segunda parte desta tese.

A falta de ensaios clinicos randomizados tornam as respostas sobre a
descontinuidade da terapia com eculizumabe na SHUa um assunto ainda
controverso. Neste estudo, avaliamos 25 episddios de descontinuacdo nao
planejada da terapia com eculizumabe em 24 pacientes com SHUa (um paciente
apresentou dois episédios de exposicdo de risco por descontinuar eculizumabe
com intervalo aproximado de 6 meses entre eles). Acreditamos ser alta uma
incidéncia cumulativa de 58% em 6 meses de exposi¢ao de risco, em especial
quando comparamos com outros estudos observacionais que analisaram a
descontinuagdo da terapia de forma planejada e evidenciaram uma taxa de
recidiva maxima ao redor de 30%[24][25][26][28][33].

No presente estudo, a maior parte dos casos de descontinuacao
ocorreram no ano de 2017, e o que reforca a possibilidade de estarem
relacionados com a menor disponibilidade da droga no Brasil. Devido a
impossibilidade de tratar os episédios de recidiva com eculizumabe de forma
imediata, tivemos dois desfechos clinicos graves (uma perda de funcdo do
enxerto renal e um 6bito no contexto de MAT).

O aparente pior resultado da descontinuidade realizada de forma nao
planejada pode estar associado a trés principais fatores: 1 — caracteristicas
genéticas da populagao estudada; 2 — inclusdo de pacientes transplantados, e 3
— nao monitorizacdo da ativacdo do complemento antes de manifestacbes
clinico-laboratoriais de MAT.

Em nossa amostra, identificamos variantes genéticas em 64% dos
episodios, estando CFH presente em 32%. Em estudos de descontinuagcao da
terapia com eculizumabe, a presenca de variante de CFH esteve envolvida com
precocidade de recidiva, presente em 80% e 72% dos estudos italiano e francés,

respectivamente. Além disso, ndo encontramos variante CD46, diferente dos
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estudos europeus. Entretanto, encontramos uma frequéncia maior de variante
de ganho de funcédo de C3, potencialmente grave[24][25][26]. O unico estudo
prospectivo de descontinuidade apresentou uma taxa de recidiva de 23%, porém
apenas 11% dos pacientes incluidos apresentavam mutacédo em CFH[28].

Buscamos associacdo da presenca de variante CFH como variavel
preditora independente de recidiva entre os episddios de exposi¢cao de risco
analisados. Nao encontramos tal associacdo com desfecho em analise
univariada (tabela 5), analise de incidéncia cumulativa com curva de Kaplan-
Meier (figura 2) e analise multivariada com regressao de Cox (tabela 6 e figura
4). A falta de associacao pode relacionada com o tamanho pequeno da amostra.

Tivemos 44% de recidiva em 9 episédios de exposi¢cao de risco em
pacientes transplantados com enxerto renal funcionante. A recidiva de MAT em
transplante renal esta relacionada as anormalidades genéticas e pode, ainda,
haver uma discordancia temporal entre as manifestacoes clinicas e achados
histopatolégicos[1][36]. Assim, o diagndstico de MAT no contexto de transplante
renal € muito desafiador. Talvez devéssemos avaliar a possibilidade de
protocolo de bidpsia apds a descontinuidade do eculizumabe para monitorizagao
e achado precoce de recidiva em avaliagao histolégica.

O tempo de seguimento apds a descontinuagdo da droga pode ser fator
limitante para apresentacdao de desfecho. Depdsitos de eculizumabe em
arteriolas renais podem permanecer detectaveis em até 5 meses apos a retirada
da droga[37]. Um efeito inibitdério no sistema complemento pode justificar o
aparecimento mais tardio de recidivas apds a descontinuagao da droga.

Sobre o desafio diagnéstico de recidiva de SHUa, observamos que os
estudos se utilizam achados laboratoriais e clinicos relacionados a
MATI[24][25][26][27]. A decisdo de reiniciar a droga poderia ocorrer antes de
desfechos clinicos nao favoraveis, como manifestagdes clinico laboratoriais de
MAT ou MAT evidente em bidpsia. Assim, apos a descontinuidade da droga, a
monitorizacdo dos niveis séricos de eculizumabe, detecgcdo precoce de
alteragdes histoldgicas e atividade do complemento deve ser realizada. Fakhouri
et al. demonstraram a incidéncia maior de recidiva apds a descontinuidade
esteve associada a elevacdo de niveis séricos de C5b9 soluvel[28].
Possivelmente, quando pudermos langcar mao de métodos diagndsticos mais

precisos, poderemos evoluir para um uso mais restritivo da droga e com uma
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prescricao individualizada[38]. Acreditamos que as evidéncias ainda nao sao
suficientes para determinar critérios eleger pacientes que possam ser
submetidos a descontinuidade do eculizumabe. Porém, uma vez que ela ocorra,
por decisdo de médico e paciente ou pela circunstancia, deveriamos langar mao
de ferramentas como avaliagao da atividade do complemento (C5b9 soluvel, por
exemplo) antes mesmo de manifestagbes laboratoriais de MAT e bidpsia

protocolar para rastreamento de MAT, mesmo sem evidéncia laboratorial.

5.2. Limitagdes do estudo

Este € um estudo observacional retrospectivo de experimento natural e
apresenta limitacdes. Diferentes colaboradores coletaram dados de prontuarios
meédico em diversos servigos. Todos os exames foram realizados em diferentes
centros.

Recebemos um numero pequeno de casos, principalmente por se tratar
de uma doenga ultrarrara. Possivelmente o tempo de seguimento pode nao ter
sido suficiente para avaliar resultados, em especialmente em pacientes com
variantes genéticas de menor patogenicidade. Nem todos os centros contatados
enviaram dados, assim outros pacientes em risco de exposicao podem nao ter
sido analisados.

Apesar das limitagdes, tivemos uma oportunidade uUnica de realizar um
estudo de experimento natural para avaliar recidivas de SHUa apés a
descontinuagao do eculizumabe feita de forma n&o planejada apds periodo de

desabastecimento no Brasil.
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6. CONCLUSAO

A incidéncia cumulativa de recidiva de SHUa alcangou 58% apdés 397 dias
de descontinuacdo do eculizumabe. Consideremos que essa alta incidéncia
demonstrou que a descontinuagédo da droga neste contexto nao foi realizada de
forma segura. Nesta coorte de pacientes, a presengca da variante do
complemento em CFH ndo esteve associada a maior da taxa de recidiva.

A incidéncia de recidiva de SHUa encontrada foi maior do que a descrita
na literatura em relagdo aos estudos de descontinuidade planejada do

eculizumabe.
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8. ANEXOS ‘

8.1. Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

Comus do by rm Ferqune
e Srres Numanat

@E? UNESP -FACULDADE DE Plaboforma
€~ MEDICINA DE BOTUCATU asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Descontinuidade do tratamento com Eculizumabe na Sindrome Hemolitico-Urémica
Atipica apds escassez no abastecimento no Brasil.
Pesquisador: MIGUEL ERNANDES NETO
Area Tematica:
Verséo: 1
CAAE: 90838218.4.0000.5411
Institui¢do Proponente: Departamento de Clinica Médica
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
Namero do Parecer: 2.772,.340

Apresentacio do Projeto:

A Sindrome Hemolitico-Urémica Atipica (SHUa) é considerada uma doenca ultra rara. A incidéncia anual
estimada nos Estados Unidos é de 1-2 casos/milhéio de habitantes. Na populagéo menor de 18 anos de
idade, chega a 3,3 casos/milhdo de habitantes, em dados europeus

Objetivo da Pesquisa:

GERAL.: Avaliar a evolugfo dos pacientes apbs a descontinuidade do fornecimento de Eculizumabe no
Brasil em pacientes com SHUa.

PRINCIPAL: Avaliar desfechos sobre a suspensdo do Eculizumabe na SHUa (mortalidade, microangiopatia
trombadtica, piora da fungdo renal)

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Trata-se de um estudo retrospectivo com andlise de dados de prontuério de pacientes com SHUa que
estavam em uso de Eculizumabe descontinuado nos anos 2017 e 2018, por escassez no fornecimento da
droga pelo Ministério da Salde ou por outra causa que resultou em dificuldade de acesso ao tratamento.
Para execugao do estudo sera solicitada a colaboragdo de médicos em todo territorio nacional que prestam
assisténcia a esses pacientes. Enviaremos um convite eletrénico para colaboragdo para médicos
nefrologistas responséaveis por centros de didlise e transplante renal no Brasil, Utilizaremos contato
eletrénico oferecido pelo site da Sociedade Brasileira de

Endereco: Chacara Bugnoli , sin

Bairro: Rubifio Junicr CEP: 18618970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mall: cep®fmb.unespbr
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Continuagso do Parecer: 2.772.340

Nefrologia e Associagéo Brasileira de Transplantes de Orgdos Solidos. Uma resposta sera aguardada no
periodo de 60 (sessenta) dias, apds envio do e-mail.

Riscos: ndo se aplica

Beneficios:Evidéncia sobre a descontinuidade de Eculizumabe na SHUa.

Metodologia de Analise de Dados: A amostra sera de conveniéncia resultando em todos os casos de SHUa
nos quais houve descontinuidade de uso do Eculizumabe. Sera realizada analise descritiva dos dados
clinicos e realizada curva de sobrevida de Kaplan-Meier do paciente e do rim apds a interrupgdo do uso de
Eculizumabe.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é bem escrita e trara beneficios académicos. Trata-se de estudo restrospectivo, proposto pelo
Departamento de Clinica Médica, de casos que ocorreram no Brasil em 2017 e 2018. N&ao ha indicagdo de
custos ou financiamento.

Consideragdes sobre os Termos de apresentac¢éo obrigatéria:

O pesquisador anexou todos os termos obrigatorios exigidos pelo CEP-FMB, a saber, (1) folha de rosto
devidamente assinada; (2) Projeto de pesquisa; (3) TCLE na forma de convite e em linguagem clara e
acessivel para os participantes da pesquisa (pacientes); (4) Anuéncia do EaP e (5) Folha de rosto
devidamente assinada;

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

O projeto de pesquisa apresentado encontra-se APROVADO.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Conforme deliberagéo do Colegiado em reuniéo ordinaria do Comité de Etica em Pesquisa da FMB/UNESP,
realizada em 03 de julho de 2018, o projeto encontra-se APROVADO, sem necessidade de envio a8 CONEP.
No entanto, informamos que ao final da execugdo da pesquisa, seja enviado o “Relatorio Final de
Atividades", na forma de "Notificagao", via sistema Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP

Enderego: Chacara Butignolli , s/n

Balrro: Rubi&o Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municiplo: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mall: cep@fmb.unesp.br
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Continuagio do Parecer: 2.772.340

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

(Esz? UNESP -FACULDADE DE Plataforma
€.  MEDICINA DE BOTUCATU asil

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 28/05/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1136599.pdf 16:11:25
TCLE/Termos de |TCLEECULIZUMABE.docx 28/05/2018 |MIGUEL ERNANDES| Aceito
Assentimento / 16:10:30 |NETO
Justificativa de
Projeto Detalhado / |shortage_corrections_May2018.docx 22/05/2018 |MIGUEL ERNANDES| Aceito
Brochura 12:02:25 |NETO
| Investigador
Outros anuencialnstitucional.pdf 22/05/2018 |MIGUEL ERNANDES| Aceito

12:00:19 |NETO
Folha de Rosto folhaderostroassinada.pdf 22/05/2018 |MIGUEL ERNANDES| Aceito
11:59:17 __|NETO
Situacdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
BOTUCATU, 16 de Julho de 2018
Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA
(Coordenador)
Enderego: Chacara Butignolli , sin
Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mail: cep@fmb.unesp.br
Pagina 03 de 03
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8.2. Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
RESOLUCAO 466/2012

CONVIDO, o Senhor (a) para participar do Projeto de Pesquisa intitulado "Descontinuidade do
tratamento com Eculizumabe na Sindrome Hemolitico-Urémica Atipica apés escassez no abastecimento
no Brasil.”, que serd desenvolvido por MIGUEL ERNANDES NETO (médico Nefrologista, pés graduando
do programa de Fisiopatologia em Clinica Médica), com orientagdo do profissional do Professor Dr. Luis
Gustavo Modelli de Andrade da Faculdade de Medicina de Botucatu ~-UNESP.

Estou estudando STNDROME HEMOLETICO UREMICA ATIPICA (SHUa). Solicito seu consentimento
para consultar seu prontudrio médico para coletar outras informagdes |d contidas como exames
realizados e manifestagdes clinicas apresentadas, antes e depois da interrupgdo do uso da medicagdo
Eculizumabe,

Este estudo poderd trazer beneficios a todos os pacientes com SHUa em uso de Eculizumabe.

Fique ciente de que sua participacdo neste estudo € voluntdria e que mesmo apés ter dado seu
consentimento para participar da pesquisa, vocé poderd retira-lo a qualquer momento, sem qualquer
prejuizo na continuidade do seu tratamento.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido serd elaborado em 2 vias de igual teor, o qual 01 via
serd entregue ao Senhor (a) devidamente rubricada, e a outra via serd arquivada e mantida pelos
pesquisadores por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa.

Qualquer ddvida adicional vocé poderd entrar em contrato com o Comité de Etica em Pesquisa através
dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 2® a 6* feira das 8.00 as 11.30 e das
14.00 a&s 17horas, na Chdcara Butignolli s/n® em Rubido Jinior - Botucatu - Sdo Paulo. Os dados de
localizagdo dos pesquisadores estdo abaixo descrito:

Apéds terem sido sanadas todas minhas dividas a respeito deste estudo, CONCORDO EM PARTICIPAR
de forma voluntdria, estando ciente que todos os meus dados estardo resguardados através do sigilo
que os pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que os resultados desse estudo poderdo ser
publicados em revistas cientificas, sem no entanto, que minha identidade seja revelada.

Botucatu /__ 7/

39



e eyl Eme o B

UPesquisador Participante da Pesquisa (ou Responsdvel)

Nome do participante da pesquisa:
Nome do responsdvel:

Nome: MIGUEL ERNANDES NETO
Email: m_ernandes@yahoo.com.br

Nome (orientador): Luis Gustavo Modelli de Andrade

Endereco: Departamento de Clinica Médica
Faculdade Medicina de Botucatu

Campus Rubido Jdnior s/ n

Telefone:
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8.3. Termo de Participagdo em Pesquisa Clinica

TERMO DE PARTICIPAGAO EM PESQUISA CLINICA

Eu, (nome do colaborador), CPF

, concordo em participar do Projeto de Pesquisa intitulado

“Descontinuidade do tratamento com Eculizumabe na Sindrome Hemolitico-Urémica
Atipica ap0s escassez no abastecimento no Brasil”, realizado pelo pesquisador Miguel
Ernandes Neto, CPF 28400105850, na Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, sob
orientacdo de Luis Gustavo Modelli de Andrade. O projeto em questdo esta inscrito na
PLATAFORMA BRASIL e ja& aprovado pelo COMITE DE ETICA EM PESQUISA
(CAAE: 90838218.4.0000.5411, Numero do Parecer: 2.772.340).

Estou ciente que participarei como colaborador deste projeto, oferecendo dados de

( ) paciente(s), com diagndstico de Sindrome Hemolitico-Urémica Atipica

que teve/tiveram interrompido o uso de Eculizumabe por pelo menos um més. Esses
dados foram coletados por mim através de instrumento de pesquisa especifico
oferecido pelo pesquisador, assim como o TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE
ESCLARECIDO assinado pelo paciente ou responsavel. Estou ciente que, caso minha
casuistica ndo se adeque aos critérios de inclusdo ou exclusdo da pesquisa, serei
informado através de meu enderego eletronico que ndo participarei da pesquisa e,
consequentemente sua publica¢do.

Sendo possivel minha colaboracdo nesse projeto, serei incluido na publicagdo fruto

dessa pesquisa na qualidade de co-autor.

, de de 2018
MIBUEL ERNANDES NETO Nome:
(pesquisador principal) (Colaborador)
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8.4. Formulario de coleta de dados

INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS DO ESTUDO:
“Descontinuidade do tratamento com Eculizumabe na Sindrome

Hemolitico-Urémica Atipica (SHUa) apos escassez no abastecimento no

Brasil.”

Pesquisador: MIGUEL ERNANDES NETO
Orientacao: Luis Gustavo Modelli de Andrade
DADOS DO PACIENTE

NOME (INICIAIS):

SEXO: M( ) F( )
IDADE (NO MOMENTO DA INTERRUPCAO DE ECULIZUMABE):

DATA DE NASCIMENTO: / /

MUTACAO IDENTIFICADA:

Qual/quais?

( ) MUTACAO nio identificada, apesar de investigada

( )Nao tem investigacao

USO DO ECULIZUMABE:

Data de inicio: / /
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Esquema:
( ) Inducao: 900MG 1X/SEMANA + 1200MG NA 5? semana
Manuteng¢ao: 1200mg quinzenal

( ) outro : qual?

DATA DO DIAGOSTICO DE SHUA:

/ /

() Desconhego

HOUVE ALGUMA CONDICAO AMPLIFICADORA DE COMPLEMENTO

IDENTIFICADA NO MOMENTO DO DIAGNOSTICO DE SHUA?

(1) sim (0) ndo / ndo se aplica

() Glomerulopatia; qual?

() Neoplasia; qual?

() Transplante renal

Manifestagao de MAT durante TX:

( ) Doenca auto imune; qual

() Gestagao/ Parto;
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() infecgdo viral/ bacteriana/ fingica aguda ou cronica,

qual

( ) Uso cronico de drogas; quais

() Hipertensao Maligna

( ) OUTRA; qual?

PACIENTE PORTADOR DE DRC dialitica durante descontinuidade de
ECULIZUMABE? ( )sim ( )Nao

Qual modalidade fazia?

( )HD ( )DP

Paciente transplantado renal durante descontinuidade de Eculizumabe?

( )sim ( )nado

DESCONTINUIDADE DO ECULIZUMABE:

Data da ULTIMA DOSE: / /

RETORNO DA DROGA: / /
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Exames e eventos

Antes da
interrupcio
do
Eculizumabe

Entre 15 dias
e 90 dias
apos
interrupc¢io

()

dias

Entre Entre
90 dias e 180 | 180 dias e 365
dias apos dias apds
interrupc¢io interrupc¢ao
( ) ( )
dias dias

HEMOGLOBINA/
HEMATOCRITO
(descrever em
todos periodos)

PRESENCA DE
ESQUIZOCITOS
(SIM OU NAO)

LACTATO
DESIDROGENAS
E
(DHL)

HAPTOGLOBIN
A
(REFERENCIA:

)

C3
(REFERENCIA:

)

CH50
(REFERENCIA:

)

PLAQUETAS

CREATININA
SERICA

(descrever em
todos periodos)

DIALISE
(INiCIO)

Transplante renal
neste periodo sem
Eculizumabe
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(descrever
creatinina em
todos periodos)

Gestacao/parto no
periodo sem
Eculizumabe

Intercorréncia
clinica no periodo
(relatar no espago
livre)

MORTE

TEMPO DE SEGUIMENTO

SEGUIMENTO SEM

(EM DIAS) ECULIZUMABE
SEGUIMENTO
TOTAL DO
PACIENTE

Espaco livre para relatar ou especificar algo que nao foi contemplado
por este instrumento
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9. APENDICES

9.1. Descricido da técnica de painel para SHUa

Todos os dados de andlises genéticas acessados, foram analises
realizadas pelo laboratério CENTOGENE lab, The Rare Disease Company
(Schillingasse 68 - 18057 Rostock/Germany).

Para Sindrome Hemolitico Urémica Atipica, o painel realizado consta de
codificagdo de regidao inteira dos genes ADAMTS13, C3, CD46, CFB, CFH,
CFHR1, CFHR2, CFHR3, CFHR5, CFl, DGKE, PIGA, THBD incluindo sequéncia
paralela de 10 pares de bases intrénicas amplificadas e sequenciadas. Analise
dos dados brutos sequenciados, incluindo a chamada de base, demultiplexacéo,
alinhamento para genoma humano de referéncias hg19, (Genome Reference
Consortium GRCh37) e variantes foram realizadas com uso de um software no
proprio laboratério.

Todas as variantes identificadas foram avaliadas quanto sua
patogenicidade e causualidade, e reportadas como patogénicas, provavelmente
patogénicas e variantes de significado indeterminado de acordo com diretrizes
da American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). Todas
variantes exceto as benignas ou provavelmente benignas foram reportadas. A
analise nao inclui variagdes de numero de coépias ou delegdes/duplicacdes
grandes.

Analise de MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) foram
realizadas utilizando SALSA MLPA probemix P236-A3 fornecido pela MRC-
Holland para testar delegdes ou duplicagbes dentro ou que incluem os genes
CFH, CFHR1, CFHR2, CFHR3, CFHR5.
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Abstract

Background The risk of eculizumab therapy discontinuation in patients with atypical hemolytic uremic syndrome (aHUS)
is unclear. The main objective of this study was to analyze the risk of aHUS relapse after eculizumab interruption due to
drug shortage in Brazil.

Methods We screened all the registered dialysis centers in Brazil (n=800), willing to participate in the aHUS Brazilian
shortage cohort, through electronic mail and formal invitation by the Brazilian Society of Nephrology. We included patients
with aHUS whose eculizumab therapy underwent unplanned discontinuation for at least 30 days between January 1st, 2016
and December 3 1st, 2019 during the maintenance phase of treatment. Relapse was defined by the development of thrombo-
cytopenia, hemolytic anemia, acute kidney injury or thrombotic microangiopathy (TMA) in a kidney biopsy.

Results We analyzed 25 episodes of exposure to risk of relapse, from 24 patients. Median age was 33 (6-53) years, 18 (72%)
were female, 9 (36%) had a functioning renal graft, 5 (20%) were undergoing dialysis. CFH variant was found in 8 (32%)
episodes. There were 11 relapses. The risk of relapse was 34%, 44.5% and 58% at 114, 150 and 397 days, respectively. No
baseline variable was related to relapse in Cox multivariate analysis, including CFH variant.

Conclusions In this study, the cumulative incidence of aHUS relapse at 397 days was 58% after eculizumab interruption.
The presence of complement variant does not seem to be associated with a higher relapse rate. The eculizumab interruption
was deemed not safe, considering that the rate of relapse was high.

Keywords Atypical hemolytic uremic syndrome - Eculizumab - Complement inactivating agents

Introduction have an inherited and/or acquired complement abnormality

[1].

Atypical hemolytic uremic syndrome (aHUS) is comple-
ment-mediated thrombotic microangiopathy (TMA) caused
by dysregulated activity of the alternative pathway. aHUS
is an ultra-rare disease with a reported incidence of approxi-
mately 0.5 per million per year. At least half of the patients

Suppl y Information The online version of this article
(https://doi.org/10.1007/540620-020-00920-z) contains
supplementary material, which is available to authorized users.

P4 Miguel Ernandes Neto
m_ernandes @yahoo.com.br

Extended author information available on the last page of the article

Published online: 02 January 2021

After approval of eculizumab, a humanized monoclonal
antibody against C5, by the US Food and Drug Adminis-
tration and the European Medicines Agency in 2011, pro-
spective studies have shown safety and efficacy of terminal
complement-inhibition in the management of adults and
children with aHUS [2-5].

(Although eculizumab is a life-long treatment, its high
cost and risk of severe adverse effects, such as meningococ-
cal infection, have been under discussion with the discon-
tinuation of eculizumab therapy [6-8].)

Some retrospective studies assessed the discontinuation
of eculizumab therapy in aHUS patients but there are still no
conclusive results. Pathogenic variants in complement genes

) Springer
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have been associated with a higher rate of aHUS relapse
[8-11]. Prospective studies are being performed to investi-
gate the safety of discontinuation under a planned protocol
(NCT 02574403).

In Brazil the medication is provided by the government
under judicial decision and aHUS patients receive the drug
through federal purchases. In 2017, the Brazilian federal
police conducted an operation to investigate fraud in pur-
chases of drugs that are used to treat rare diseases, includ-
ing eculizumab [12]. After that, the National Press reported
many cases of eculizumab interruption due to a shortage
in Brazil. This tragic episode provided an opportunity for
a natural experiment to evaluate the course of unplanned
eculizumab discontinuation and episodes of aHUS relapses.

Materials and methods
Study population

Through electronic mail and formal invitation by the Brazil-
ian Society of Nephrology, we screened all dialysis centers
in Brazil (n=800) that were interested in taking part in the
aHUS Brazilian shortage cohort.

Inclusion and exclusion criteria

We included patients with aHUS who discontinued eculi-
zumab therapy for at least 30 days, between January 1st,
2016 and December 31st, 2019 in the maintenance phase of
eculizumab (more than 6 months of eculizumab use). The
discontinuation of eculizumab was unplanned and motivated
by the government supply shortage.

We excluded patients with planned discontinuation or dis-
continuation for medical reasons. Patients with a doubtful
diagnosis of aHUS or only non-complement-related genetic
variants (Diacylglycerol Kinase Epsilon—DGKE) were also
excluded. DGKE-mediated aHUS was excluded as it is ecu-
lizumab non-responsive [13].

Renal transplant patients did not necessarily receive a
diagnosis of aHUS prior to kidney transplantation.

Therapy

All the patients had undergone approved intravenous eculi-
zumab dose (900 mg/week for 4 weeks, 1,200 mg at week 5
and then every 2 weeks indefinitely).

We defined interruption as at least 30 days without receiv-
ing a maintenance dosage of the eculizumab (lack of at least
2 doses of the drug), without a patient and medical decision
based on genetic investigation.

@ Springer

Definition of aHUS

The diagnosis of aHUS was established by the finding of
thrombotic microangiopathy, defined by the triad: microan-
giopathic hemolytic anemia (decreased hemoglobin, pres-
ence of fragmented red blood cells, increased LDH, negative
direct Coombs test), thrombocytopenia or 25% decrease in
the number of platelets and decreasing glomerular filtra-
tion rate, exclusion of the use of drugs, infections or other
potential secondary causes [14]. Thrombotic thrombocyto-
penic purpura and Shiga toxin-producing E. coli-associated
hemolytic uremic syndrome were excluded in all cases. The
diagnoses, which were made by primary care physicians,
were reviewed when the cases were elected to the Brazilian
cohort study.

Clinical data

Evaluated data were age, sex, time on eculizumab therapy,
kidney status (native kidney, kidney transplant with func-
tioning renal graft, undergoing dialysis), and genetic study.

Genetic analysis

For the atypical hemolytic uremic syndrome panel, the entire
coding region of the ADAMTS13, C3, CD46, CFB, CFH,
CFHRI1, CFHR2, CFHR3, CFHRS5, CFI, DGKE, PIGA,
THBD genes including 10 bp of intronic flanking sequences
were amplified and sequenced in the majority of cases. In
Brazil, all analyses are performed according to the protocol
described by Lilian et al. [15]. Antibody anti-CFH level was
not performed because it is unavailable in Brazil.

We divided variants according to loss of function (CFH,
CFHRI1, CFHRI-CFHR3, CFHRS, CFI), gain of function
(C3) and non-complement-related genetic variants (DKGE).
All identified variants were evaluated regarding their patho-
genicity and causality. All variants except benign or likely
benign variants were reported.

Exposure to risk

The exposure to the risk of aHUS relapse was assessed
when a patient under regular eculizumab treatment (more
than 100 days) discontinued the use of the drug for more
than 30 days (2 doses). If the patients resumed the use of
eculizumab for more than 6 months and then had therapy
interrupted again, we considered that as a new episode risk.
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Primary endpoint

We considered aHUS relapse as the primary endpoint.
Relapse was defined as the presence of at least two of the
following features, (ruled out an alternative diagnosis):

1. Thrombocytopenia (platelet count < 150 X 10*/uL).

2. Mechanical hemolytic anemia (Hb< 10 g/dL,
LDH > upper limit of normal, undetectable haptoglobin,
presence of fragmented red blood cells on blood smear).

3. Acute kidney injury (> 1.5 X serum creatinine increase
from baseline).

4. Features of thrombotic microangiopathy (glomerular
and/or arteriolar thrombi, double contours of glomerular
basement membrane, detachment of endothelial cells)
in performed kidney biopsy at the time of suspected
relapse.

Outcomes

Hemolytic anemia investigation was performed by using
blood count associated with platelet count and fragmented
red blood cells, LDH and haptoglobin measurement. Analy-
sis of kidney function was performed by measuring serum
creatinine. Urinalysis results were not provided. These clini-
cal variables were evaluated before and after eculizumab
interruption. We also evaluated the clinical outcomes of
death and need to start dialysis.

Relapses were treated by the primary care physicians
according to local protocols of treatment—including plas-
mapheresis—because eculizumab was unavailable at that
time. The only child who received the drug—with remis-
sion—for a few months was an exception.

Statistical analysis

Baseline variables are presented as mean and standard devia-
tion and median and interquartile ranges when appropriate.
We used the Kaplan—Meier survival analysis to estimate the
risk of relapse over time. A Cox regression model was used
to evaluate predictors that might be associated with relapse
(primary endpoint). The analysis was done in R 3.6.3 with
the survival and survminer package.

Results

Baseline characteristics

We retrieved data from 11 different centers throughout Bra-
zil out of 800 centers. We screened 25 patients with aHUS

and 26 episodes of exposure to risk after interruption of
eculizumab therapy. One patient was excluded (only DKGE

variant). We analyzed 24 patients with 25 episodes of expo-
sure to risk (Fig. 1). Median age was 33 (6-53) years, 18
(72%) were female, 9 (36%) had a functioning renal graft
and 5 (20%) were undergoing dialysis. In 22 episodes, eculi-
zumab use had been ongoing for longer than 365 days before
interruption (Table 1). The majority of discontinuation epi-
sodes occurred in 2017 (n=21, 84%).

Genetic characteristics

Among all episodes, 16 (64%) were associated with any
complement variant. CFH variant was found in 8 (32%) epi-
sodes, CFHR1-CFHR3 variant in 8 (32%) and C3 variant in
5(20%) (Table 1).

Relapses

We had a total of 11 cases of relapses in the 25 episodes
that were evaluated. The risk of aHUS relapse was 34% at
114 days, 44.5% at 150 days and reached the maximum of
58% at 397 days (Fig. 2). One transplant patient lost their
graft and restarted hemodialysis, whilst another patient died,
both cases were associated with aHUS relapse (Fig. 3). In
our sample, no extra-renal manifestations were reported.

We assessed the relapses in patients with CFH variant.
No differences were found in patients with or without the
CFH variant in the Kaplan-Meier cumulative incidence
analysis (Fig. 4).

We ran a Kaplan—Meier analysis of patients with and
without functioning kidney graft (supplementary 1).
Although the renal transplant patients seemed to relapse
earlier, we found no statistical difference between these two
groups (p=0.31).

In the Cox regression multivariate analysis, we assessed
age, sex, dialysis, kidney transplant, and genetic character-
istics as independent predictors of relapse after eculizumab

Screened
800 dialysis centers

Enrolled
25 aHUS patients
26 episodes of exposure
to risk

Excluded Exclusion criteria

1 aHUS patient
1 episode of exposure to [* | DGKE mutation

risk

Analyzed
24 aHUS patients
25 episodes of
exposure to risk

Fig.1 Study flow diagram
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Table 1 Baseline characteristics according to episodes of exposure to
risk after eculizumab therapy discontinuation

Parameters n=25
Median age, years (range) 33 (6-53)
Sex, n (%)

Female 18 (72)

Male 7(28)
Kidney transplant, n (%) 9 (36)
Dialysis, n (%) 5(20)
Duration of drug use (days), n (%)

<365 3(12)

150 14

182 14

350 14

> 365 22 (88)
Complement genes, n (%)

Any variant identified 16 (64)

CFH 8(32)

CFI 2(8)

Cc3 5(20)

CFHRI-CFHR3 8(32)

CFHRI1 2(8)

CFHRS5 4(16)

CFB 14

None 4 (16)

Not investigated 5(20)
No genetic variant was identified by a aHUS panel
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Fig.2 One minus cumulative incidence of aHUS relapse

discontinuation. None of these variables were associated
with aHUS relapse (Table 2). All the episodes of exposure
to risk and their clinical characteristics, standardized genetic
findings [16], and the presence of aHUS relapse are reported
in Table 3.
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Fig.3 Outcomes over time in each episode of exposure to risk.
Microangiopathy = laboratory features of hemolytic anemia or
thrombocytopenia; Kidney microangiopathy = kidney injury and lab-
oratory features of hemolytic anemia or thrombocytopenia

Strata <= CFHsno ~~ CFHsyes

06 —+
€
2
° 04
o
2
s
3
£ 02
3
o
00
0 200 400 600 800
Time
Number at risk
% CFH=no1 17 7 2 2 0
5 CFH=yes{_8 2 1 0 (1]
0 200 400 600 800
Time

Fig.4 Comparative incidence of relapsing in patients with or without
CFH

Discussion

In this study we evaluated 25 episodes of eculizumab inter-
ruption in 24 patients with aHUS and found a high rate of
aHUS relapse. Due to the lack of clinical trials the possibil-
ity of eculizumab discontinuation remains unclear. Other
published observational studies analyzed eculizumab dis-
continuation and showed an incidence of aHUS relapse of
about 30% [10, 11, 15], whereas the present study showed
a higher incidence in an unplanned discontinuation (58%).
The majority of eculizumab interruption episodes
occurred in 2017 and were probably due to legal issues

52



Journal of Nephrology

Table 2 Independent predictors of relapsing after eculizumab discon-
tinuation in multivariate Cox regression analysis

Variables Cox regression analysis
HR (95% CI) p value

Age 0.97 (0.89-1.04) 0.38
Sex, male 0.84 (0.15-4.7) 0.84
Dialysis 0.50 (0.03-7.28) 0.61
Kidney transplant 1.37 (0.25-7.65) 0.72
Variant: none 1.49 (0.18-12.13) 0.71
Variant: not investigated 0.68 (0.05-8.52) 0.77
Variant: CFH 1.23 (0.23-6.64) 0.81

Age is per year; sex male yes or no; patient in dialysis yes or no;
functioning kidney transplant yes or no; variant: none, not inves-
tigated; CFH yes or no. HR, hazard ratio; 95% CI, 95% confidence
interval

related to drug availability, leading to difficulties in supply.
Impossibility to acquire the medication led most of the phy-
sicians to adopt a close monitoring approach without a spe-
cific protocol. The patients did not have immediate access to
the medication to treat aHUS relapse. Besides a higher rate
of aHUS relapse, two major events occurred in this cohort
causing death and loss of kidney graft.

(In our cohort were identified any type of genetic variants
in 64% of the episodes. Most part of them were CFH, C3,
and CFI.) The CFH variant, which is a frequent variant in
aHUS cases, was shown to be related to the earliest onset
and high risk of relapse in some Italian and French studies.
Our multivariate analysis did not show a higher incidence
of relapse among episodes of exposure to risk related to the
CFH variant, although the relatively small sample size may
explain these findings. In addition, our cohort has very spe-
cific genetic characteristics, such as the absence of the CD46
variant and the impossibility to detect antibodies against fac-
tor H. However, we did find a higher prevalence of the C3
variant than in the Italian and French cohorts [9-11, 17].

Eculizumab deposits in renal arterioles can remain detect-
able until 5 months after drug withdrawal [18]. Therefore, a

residual inhibitory effect on the complement system could
justify the late appearance of relapses.

We had 44% of relapses in 9 episodes of risk in patients
with functioning renal graft. Recurrent TMA may depend
on genetic abnormalities in renal transplantation [19]. Fur-
thermore, clinical manifestations and histopathological
features may not be present at the same time [1]. Perhaps
protocol biopsy after eculizumab discontinuation should be
performed to identify relapses during the follow-up of these
aHUS patients.

The discontinuation studies used laboratory and clinical
features related to TMA as a diagnostic tool to assess relapse
in aHUS patients [8-11]. The decision to resume the drug
before the occurrence of unfavorable outcomes—clinical
manifestations or overt TMA—must lay on a detailed fol-
low-up of both eculizumab levels and complement activity.
Future perspectives might move towards restrictive use and
individualized prescription [20].

This study is retrospective and presents limitations. Sev-
eral collaborators collected data from medical records. All
exams, including genetic studies, were performed in differ-
ent laboratory centers. This study screened a small number
of patients with an ultra-rare disease and perhaps the follow-
up time was not long enough to assess outcomes, especially
in milder variants. Not all dialysis centers participated—only
11 out of 800 in Brazil—in the analysis, and thus possibly
more patients at risk were not included in the study. In addi-
tion, we included patients undergoing dialysis (who provide
limited features about)??? renal results. Despite these limita-
tions, this study had an unfortunate but unique opportunity
to evaluate abrupt eculizumab interruption.

In conclusion, the cumulative incidence of aHUS relapse
reached 58% after 397 days of eculizumab discontinuation.
The eculizumab interruption was deemed not safe, consider-
ing that the rate of relapse was high. In this cohort, despite
the study limitations described above, the presence of CFH,
the complement variant, does not seem to be associated with
a higher rate of relapse. Very important implications in ethi-
cal and financial terms require eculizumab interruption to
be avoided.
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mantida esta estrutura devido a padronizagiio necessdria para este tipo de livro.

Sugerimos digitagdo em corpo 12 com entrelinha de 1,5 para facilitar a revisdo, o projeto grifico e a
editoragdo do texto. As figuras e/ou fotos devem ser entregues com resolugdo minima de 300dpi.

Os capitulos sdo breves (com 15 a 20 paginas), por tratar-se de Manual Pritico para uso no dia a dia
ambulatorial ¢ hospitalar.

Aspectos que ndo se encaixem ¢ sejam considerados essenciais pelos autores podem ser
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contemplados na Introdug@o ou nas Informagdes Bésicas.

Alertamos que ndo podem ser usadas imagens (fluxogramas, figuras, quadros, tabelas) de outros
i igos. Esses devem ser produzidos pelo autor, mesmo que inspirados em outros (que
deverdo ser citados como fonte de consulta nas referéncias).

No caso de fotografia de exames, incluindo exames histopatologicos ou de imagem, deve ser

informado se ela ¢ do acervo pessoal dos autores ou cedida por profissional cujo nome deve ser
citado, assim como explicitado que foi por ele cedida para o autor.

1. Introdugdo - 1 ou 2 parigrafos.

Deve fazer a introdugdo ao tema de forma breve, sua relevincia ¢ conceitos necessarios para a
compreensdo do capitulo, que digam respeito @ doenga/distirbio ou ao tipo de investigagdo a ser
realizado.

2. Informacdes Bisicas - sobre a doenca ou distarbio.
Nio ¢ essencial separar nos subitens 2.1. a 2.5. Pode ser texto corrido.
2.1. Definigdio - 1 pardgrafo apenas.

Definir claramente a doenga, especificando os critérios clinicos e laboratoriais essenciais para a sua
caracterizagdo.

2.2. Epidemiologia - 1 paragrafo; s6 incluir se apropriado.
2.3. Etiologia - 1 ou 2 paragrafos breves; uma ou duas tabelas e/ou quadros.

Descrever os fatores ctiologicos. Incluir uma classificagdo etioloégica se considerar pertinente,
apresentada na forma de tabela e/ou quadro.

2.4. Fisiopatologia - 1 ou 2 pardgrafos breves; uma ou duas tabelas e/ou quadros e/ou
fluxogramas.

Quando pertinente, descrever de forma sucinta os mecanismos fisiopatolégicos envolvidos no
desenvolvimento, manutengio ¢ progressio da doenga. Incluir figuras, quadros e/ou fluxogramas se
apropriado para ilustrar, complementar e/ou resumir as informagdes do texto.

2.5. Niio hi necessidade de discutir tratamento no Capitulo. Qualquer mengio breve sobre o
assunto, se apropriada, pode ser feita na Introdugido ou nas Informagdes basicas.

3. Quadro Clinico - 1 ou 2 parigrafos breves; 1 ou 2 tabelas e/ou quadros ¢/ou figuras.

Descrever os aspectos clinicos da doenga. A gravidade, evolugdo clinica, estigios da doenga e fatores
progndsticos podem ser apresentados de forma resumida.

Incentiva-se o uso de tabelas e/ou quadros para ilustrar, complementar e/ou resumir as informagdes
do texto.

4. Diagnéstico - 1 ou 2 parigrafos breves.

Reunir conjunto de aspectos que permitem fazer o diagnostico. Pode ser texto corrido ou
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complementado por tabela, quadro ou fluxograma. O diagnéstico diferencial com outras condigdes
pode ser incluido, quando relevante.

5. Investigagiio Laboratorial.

: incipal i | itul
Além do texto, estimula-se a inclusdo de tabelas e/ou quadros e/ou figuras e/ou fluxogramas.

Deve contemplar a descrigdo dos exames laboratoriais importantes para investigagdo da doenga ou
distirbio em questdo.

Se houver exames de imagem ou histopatolégicos importantes, assim como anilise molecular,
inclusive genética, esses podem constituir outro item.

Deve incluir exames diagndsticos, exames utilizados para seguimento e para avaliagdo prognéstica
da doenga.

Exames especiais, biomarcadores de uso recente e novos métodos diagnosticos devem ser
mencionados, especificando-se que nido sdo de uso rotineiro no momento.

6. Resumo - da proposta de investigagio laboratorial - 1 quadro ou 1 fluxograma, sem texto.
Este item ndo pode faltar.

7. Referéncias Bibliograficas

A proposta ¢ a utilizagdo de referéncias bibliograficas e ndo de bibliografia consultada.
As referéncias devem ser incluidas ao longo do texto em ordem de aparecimento com nimeros
arabicos sobrescritos.

Devem ser incluidas preferencialmente até 20 referéncias bibliograficas, no estilo Vancouver,
priorizando as mais atuais,

A seguir, encontram-se exemplos de referéncias utilizando o estilo Vancouver adaptado:

ARTIGOS:

1. Fairley KF, Birch DF. Hematuria: a simple method for identifying glomerular
bleeding. Kidney Int. 1982; 21: 105-8.

2. Lai FM, Szeto CC, Choi PC. Primary IgA nephropathy with low histologic grade
and disease progression: is then "point of no return". Am J Kidney Dis. 2002; 39(2): 401-6.

OBS.: - Artigo com mais de seis autores, reduzir para trés autores e acrescentar - e cols.

3. Hallal AH, Amortegui JD, Jeroukhimov IM [excluir = ndo citar ~Casitlas—¥;

Sehulman-Cl-Manning-RJ;} e cols. Magnetic resonance cholangiopancreatography accurately
detects common bile duct stones in resolving gallstone pancreatitis, J Am Coll Surg. 2005;

200(6): 869-75.
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LIVROS:
1. O'Campo P, Dunn JR. Rethinking Social Epidemiology: Towards a Science of Change. Dordrecht,
Springer, 2012.

2. Carlson BM. Human Embryology and Developmental Biology. 4'" ed. St. Louis, Mosby, 2009.

CAPITULOS DE LIVROS:

1. Blaxter PS, Famsworth TP. Social health and class inequalities. In Carter C, Peel JR. Equalities
and Inequalities in Health. 2 e, London, Academic Press, 1976.

REVISTAS ELETRONICAS com e sem DOI:

1. Stockhausen L, Turale S. An explorative study of Australian nursing scholars and contemporary
scholarship. J Nurs Scholarsh [Internet]. 2011 Mar [cited 2013 Feb 19]; 43(1): 89-96. Available from:

http:/search.proquest.com. ezproxy.lib.monash.edu.au/ docview/858241255%ccountid=12528

2. Kanneganti P, Harris JD, Brophy RH, Carey JL, Lattermann C, Flanigan DC. The effect of
smoking on ligament and cartilage surgery in the knece: a systematic review. Am J Sports Med
[Internet]. 2012 Dec [cited 2013 Feb 19]; 40(12): 2872-8. Available from:

http://ajs.sagepub.com/content/40/12/2872 DOI: 10.1177/0363546512458223
7/0363546512458223

Gianna Mastroianni Kirsztajn
Organizadora
E-mail: dra.gianna@amail.com

htps://mail.yahoo. /a}! ey ite%25 %25C3%2_ ulo/messages/3IBE797.intlebr& lang«pt-BRA. partnersnonel.srcefp Pégina 4 de 4

60



c) Apresentacgao oral do trabalho “Recidiva em sindrome

hemolitico urémica atipica apés descontinuidade nao planejada

da terapia com eculizumabe: resultados parciais da escassez

da droga no Brasil” no XX congresso paulista de nefrologia em

Atibaia - SP. (2019)
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d) Publicagao de artigo original “histopathological features of
thrombotic microangiopathies in renal biopsies” na revista

Journal of Nephropathology (2019)

www.nephropathol.com DOI: 10.15171/jop.2019.27

Journal of Nephropatholog
W

Histopathological features of thrombotic microangiopathies in
renal biopsies

Miguel Ernandes Neto'*”, Lucas de Moraes Soler', Halita Vieira Gallindo Vasconcelos', Daniela
Cristina dos Santos’, Rosa Marlene Viero'”, Luis Gustavo Modelli de Andrade'”

'Department of Internal Medicine, Sio Paulo State University (UNESP), Botucatu, Sio Paulo, Brazil
“Hospital BP - a Beneficéncia Portuguesa de Sio Paulo, Sio Paulo, Sio Paulo State, Brazil
‘Department of Pathology, Sdo Paulo State University (UNESP), Botucatu, Sio Paulo, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT
Article type: M&n-dﬂmhgmmhﬂ%u-mwmdlnmzdbylhm
Original Asticle ludi d to endothedli Linjury.
Ob«wwrnnmsdyumtdmmdn jation between histopathological findings and
R 7 e 201 S 3
W”A;:m, Patients and Methods: This cross-sectional study comprised a sample of 34 paticnts who underwent =
Peblished caline: 12 July 2019 renal biopsy and received an initial TMA d.hpm resulting in 29 definitive TMA cases. We a
luated the TMA fe and clinical hi logical correlation. =
Rnnbx:mmﬁ'cqunl «blcginmatyplcnl liunolylk uremic syndrome (aHUS) (n= 10; g
e o 34.5%), hemolyti ed by Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC- =1
Hemelytic uremic syndsome HUS) (n=6; Ml%)aadmu&ryaumdm.k(mllﬂm We found the following T
Micsothrombi histological features; p with aHUS had thrombi in 60% of biopsi b liferati o
m@ gbmaulukpbrhh(MPGN)-ﬂbpanmanNandhdkmhlnm mmms"rwuus

had thrombi (14.3%), MPGN-like pattern (14.3%), endothelial swelling (14.3%) and ischemia
(57.1%); patients with dary cticlogics had thrombi (58.3%), endothelial swelling (16.7%),
ischemia (16.7%) and MPGN.-like pattern (8.3%).

Conclusions: The distributi oldukaMAﬂndhpmmmh:dwedologyintpluofmlao-
thrombi having been found mostly in aHUS and dary etiologies, wh hemia was found
mainly in STEC-HUS, Wedﬁwﬂdahhmhbghlmwaduwﬁmh

Implication for health policylpracticelresearchimedical education:

In 2 cross-sectional study on 34 pasi with thrombotic mic giopath (TMA)mmulblopay.weﬂoundthedumbunond'dasx
TMAﬁndmpmnmmhttdtomologymnp-kofmmhmmbilnnngb«nfwndmdymuyplal‘ lytic uremic synd and
y etiologi chemia was found mainly in hemolytic uremic synd amdbyShlploxlnpmdungnhndmmh

Please cite this ;uprr ar: Ernandes Nﬂo M, Soler LM Gallindo meda HV, dos Santas DC, Viero RM, Modelli de Andrade LG,
Histopathological f of thrombotic microangiopathies in renal biopsies. ] Nephropathol. 2019;8(3):22. DOI: 10.15171/jnp.2019.22.

1. Background
Thrombotic microangiopachy (TMA) is a histopathological
entity characterized by thrombi occluding microvasculature
related to endothelial injury. Clinical and laboratory
features associated with TMA are thrombocyropenia,
microangiopathic hemolytic anemia and organ damage,
usually kidneys and brain (1).

Many causes of endothelial injury lead to TMA. Primary
TMAs consist of diseases whose endothelial damage is
involved in its own pathogenic mechanism. Atypical

*Corresponding awehor: Miguel Ernandes Neto,
Email: m_ernandas@yahoo.com. be

hemolytic uremic syndrome (aHUS) is a dysregulation
of the complement system due to a lack of complement
inhibitory factors leading to hyperactivity of alternative
pathway. Thrombotic thrombocytopenic purpura is the
result of a severe deficiency of ADAMTS13 (A disintegrin
and metallop with thrombospondin type 1 motif,

ber 13), a metallop enzyme that cleaves von
Willebrand factor (vWF) in multimers. In Hemolytic
uremic syndrome caused by Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STEC-HUS) and hemolytic uremic
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syndrome associated with  Streprococeus  pnewmoniae
infection (pneumococcal HUS) the endothelial injury
occurs by toxins (Shiga toxin made by enterobacteria
and neuraminidase by invasive pneumococci infections,
respectively) (2,3).

Among secondary ctiologies are systemic lupus
erythematosus (SLE), severe hypertension or malignant
hypertension (MH), HIV-associated TMA, pregnancy-
assocated TMA (HELLP syndrome), disseminated
intravascular  coagulation (DIC), antibody-mediated

analysis of kidney biopsy specimens.

3. Patients and Methods

3.1. Patients and study design

Dara were collected from the medical records of all 3580
kidney biopsies performed (January 2000 to December
2017). This cross-sectional study induded a sample of 34
(0.9%) patients who underwent renal biopsy and received
a TMA report at the University Hospital of Botucatu
Medical School, Sio Paulo, Brazil.

rejection (AMR) in kidney transplant, malignancy-
assodated TMA  and  drug-mediated TMA,
including antincoplastic agents (c.g. gemcitabine),
immunosuppressive drugs (e.g. calcineurin inhibitors
- CNIs) and antiplatelet therapy (e.g. clopidogrel and
ticlopidine)  (2,4).

Kidneys are commonly affected by TMA and their
histopathological findings in light microscopy (LM)
can be categorized as: 1- Glomerular changes: the
microvasculature can be characterized by fibrinoid
necrosis, fibrin and platelet thrombi, often with nuclear
debris but no significant inflammation. Fragmented red
blood cells (RBCs) are also commonly scen entrapped
in thrombi, especially in acute phases. In addition,
microscopic findings also include endothelial swelling,
mesangiolysis and apparent thickening of capillary wall.
Chronic changes such as glomerular basement membrane
(GBM) remodeling with double contours and mesangial
expansion may result in a membranoproliferative
glomerulonephritis-like pattern (MPGN-like pattern); 2-
Vascular changes: when involved, arterioles and arteries
usually show thrombosis. They may also show necrosis
of the vessel wall with intimal swelling, mucoid change
and intimal proliferation. Those changes may lead to
narrowed lumens and concentric lamination of intimal
fibrosis causing “onion skin" appearance; 3-Tubule-
interstitial changes: acute tbular necrosis is a frequent
finding as a result of ischemic changes. Cortical necrosis
may occur due to a severe acute ischemia after obstruction
of microcirculation (2,5-8).

Regardless of the underlying etiology, all morphologic
features are very similar. Therefore, renal biopsy rarely helps
to establish etiological or prognostic information. Even
50, the literature remains unclear although authors suggest
pathological differences distinguishing causes of TMA.
Some authors suggest some histopathological differences
especially in secondary causes (2,5,7). A previous study
suggests  difference  between  histopathological TMA
findings of STEC-HUS and aHUS (9).

2. Objectives
This study aimed to assess the association between
histopathological findings and ctiology after pathological

The clinical data systematically recorded were age,
gender, TMA after kidney transplant and pregnancy-
associated TMA. Two nephrologists conducted chart
review in search of TMA etiological diagnoses and
organized them in three groups: aHUS, STEC-HUS,
secondary causes (SLE, AMR, MH, CNI and DIC).

We established as inclusion criteria the presence
of histopathological TMA features and compatible
clinical characteristics. Common clinical findings were
thrombocytopenia,  non-immune  microangiopathic
hemolytic anemia (decreased hemoglobin, clevated serum
levels of lactate dehydrogenase, schistocytes in blood film
and low serum haproglobin, plus negative Coombs test)
and organ injury (acute kidney injury) (3,6).

3.2. Renal histopathology

Two independent nephropathologists performed the
analyses of all specimens. By LM, the following stains were
used: hematoxylin and eosin, periodic acid-Schiff, Jones
silver and Masson’s trichrome. In immunofluorescence
microscopy, stains used were IgG, IgA, IgM, C3, Clqand
fibrinogen. None of those cases was evaluated by electron
microscopy (EM).

The microscopic findings were divided into four groups:
thrombi (arterial/arteriolar thrombi or within glomerular
capillary), endothelial swelling, ischemia (cortical necrosis
or acute tubular necrosis) and MPGN-like pattern (both
criteria were considered: mesangial interposition and
double contour appearance of GBM). Figure 1 shows some
photographic examples of histopathological findings.

Each pathologist documented the absence or presence of
each group of findings according to the histopathological
criteria, We considered only TMA cases with the consensus
between both pathologists.

3.3. Ethical approval

The study protocol was approved by the Ethics Committee
of Botucatu Medical School, Sio Paulo, Brazil (Approval
ID: 3.380.716). The current study was performed
according to the tenets of the Declaration of Helsinki.

3.4. Seatistical analysis
Results were cxpressed as numerical values and

2 Journal of Nephropathology, Vol 8, No 3, July 2019
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Figure 1. Histopathological features in light microscopy. (A)
thrombi in afferent arteriole and within glomerular capillary
(Hematoxylin and cosin, x200); (B) thrombi in arteriole and
within glomerular capillary (Masson's trichrome, x400); (C)
proliferative endarteritis (Hematoxylin  and  cosin, x200);
(D) necrosis and bleeding of renal parenchyma and thrombi
in adjacent glomeruli (Hematoxylin and cosin, x100); (E)
Reduplication of glomerular basement membrane (Hematoxylin
and cosin, x400); (F) MPGN-like pattern (Hematoxylin and
cosin, x200).

percentages for categorical variables. Continuous variables
were expressed as mean and standard deviations (SD).
Comparisons were based on Pearson chi-square test for
categorical data and Mann-Whitney U test for non-
Gaussian-distributed continuous parameters. All tests
were adjusted by Bonferroni correction. P<0.05 was
regarded as statistically significant. All statistical analysis
was performed with the use of software SPSS-25.0 (IBM
Corp. Released 2017, IBM SPSS Statistics for Windows,
vession 25.0. Armonk, NY: IBM Corp).

4. Results
4.1. Patients
We excluded 4 patients for not finding any clinical

‘Thrombotic microangiopathy in renal biopsies

evidence of TMA or possible associated etiology after a
chart review, cven at a different time than that of biopsy.
One patient was excluded for finding neither clinical nor
histopathological evidence of TMA in biopsy. Hence, we
considered those 5 cases as doubtful diagnosis.

Thus, this study included 29 biopsy-confirmed TMA
patients (18 native kidney biopsies and 11 renal graft
biopsies). Among them, 10 (34.5%) had aHUS as
etiological cause, 6 (24.1%) STEC-HUS and 12 (41.4%)
secondary causes of TMA. We found the following
secondary causes: 5 (17.2%) patients with AMR, 3
(10.3%) MH, 2 (6.9%) SLE, 1 (3.4%) DIC and 1
(3.4%) CNL Table 1 shows clinical and histopathological
characreristics according to etiological diagnosis.

In relation to baseline characteristics, aHUS patients
were predominantly female (60%6) and had a mean current
age of 33 years (SD=10). Half of them received aHUS
diagnosis after kidney transplant. STEC-HUS patients
were mostly male (85.7%) and on average 2 years old
(SD= 1). Patients with secondary ctiologics were mostly
female (759%) and on average 38 years old (SD= 13). Half
of them (50%) reccived diagnosis after kidney transplant
(AMR and CNI).

4.2. Findings

When evaluating histological findings, aHUS patients had
thrombi in 60% of biopsics, MPGN-like pattern in 20%
and ischemia in 20%. STEC-HUS patients had thrombi
(14.3%), MPGN-like pattern (14.3%), endothelial
swelling (14.3%) and ischemia (57.19). Among patients
with secondary etiologies, we found thrombi (58.3%),
endothelial swelling (16.7%), ischemia (16.7%) and
MPGN-like pattern (8.3%). All features are shown in
Figure 2.

A cluster of all histopathological features is shown in
Table 2, organized by thrombi location (glomerular,
arterial or both) and thrombi associated with MPGN-
like pattern. There was not a clear distribution of findings

according to etiology.

5. Discussion

In this paper, we evaluated 29 kidney biopsies in order

Table 1. Clinical and histopathological characteristics according to etiological diagnosis

Clinical findings

Female sex (%) 6 (60) 1(14.3) 9(75) 0.03

Age (y), mean (SD) 33 (10) 2(n 38(13) 0.04

After kidney transplantation (%) 5 (50) 0(0) 6 (50) 0.04

After pregnancy (%) 2(20) 0(0) 2(16.7) 0.46
www.nephropathol.com Journal of Nephropathology, Vol 8, No 3, July 2019 3
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Figure 2. Histopathological features distributed by etiology.

to achieve a histological pattern of TMA. Although the
TMA was characterized by thrombi in microvascularure
due to endothelial injury, other findings may be found in
TMA biopsies. A spectrum of histological features allows
us to sort in acute or chronic, even so it is not possible to
define an ctiology exclusively by the histology. Another
challenge in TMA is the discordance between timing of
clinical and pathological manifestations (5,8).

To date, the pathological mechanism in TMA that leads
to preferably endothelial cell damage in kidneys is still
unknown. It is known that the glomerular endothelium
cell health depends on vascular endothelial growth factor
(VEGF), without which intense angiogenesis occurs. In
TMA, regardless the cause, there is an endothelial damage
with dysregulation of ¢ tion, inflimmation and
vascular tone control (10,11).

In an acute phase of TMA progression, active glomerular
lesions may be seen as glomerular thrombi, endothelial
swelling or denudation, fragmented red blood cells,
subendothelial flocculent material by EM, mesangiolysis
and microaneurysm. In arterioles, active lesions may be
thrombi, endothelial swelling or denudation, intramural
fibrin, fragmented red blood cells, intimal swelling and/
or myocyte necrosis. Finally in arteries, they may be
thrombi, myxoid intimal swelling, intramural fibrin and
fragmented red blood cells (8).

Both LM and EM may show chronic lesions. Double
contours of peripheral capillary walls and variable
mesangial interposition are scen by LM, whereas new
subendothelial basement membrane and widening of the
subendothelial zone are seen by EM. Those glomerular
changes may also be called MPGN-like patern. In
arterioles, we may find hyaline deposits while, in arteries,
fibrous intimal thickening with concentric lamination
(“onion skin” appearance) (8).

Probably, chronic TMA patients present mild clinical
manifestations which make it difficult to identify clinical
correlation with all MPGN-like pattern biopsies. Our study
showed MPGN-like pattern in 20% of aHUS patients,
being even less in other ctiologics. A temporal mismatch
between clinical and morphologic manifestations makes
ctiology definition difficult in patients with MPGN-
like pattern, especially in secondary TMA. STEC-HUS
is more casily diagnosed, mainly related to diarrhea,
accordingly chronic lesions were less common (14.3% of
STEC-HUS patients).

Regarding etiologies, we found 34.5% of aHUS although
itisan ultra-rare discase (12) (the annual incidence is about
0.5 to 2 per million adults and 3.3 per million children or
adolescents) (13). A possible explanation for this finding
is thar this study was conducted in a transplant center
located in a high complexity hospital, where there is also
a maternity unit. aHUS can be revealed in both situations
(14,15). Morcover, the presence of micro-thrombi in 60%
of aHUS patients suggests that we performed carly biopsy
in this diagnostic suspicion.

According to the literature, severe STEC-HUS cases
are related to ischemic lesions(13). An experimental study
demonstrated different glomerular features between type
of Shiga toxin (stx). Stx type 1 was related to endothelial
lesion, while stx type 2 to mesangiolysis (16). Besides
suggesting biopsy indication occurs more often in
longstanding acute kidney injury, the type of toxin might
be responsible for ischemia in 57.1% of STEC-HUS
biopsies.

In a renal transplant scenario, many TMA etiologies
may represent a diagnosis challenge. There are three

Table 2. Histopathological features of thrombotic microangiopathy in renal biopsies

Histopathological findings
Only glomerular thrombi (%) 3(30) 0(0) 1(8.3)
Only arterial thrombi (%) 1(10) 1(14.3) 2(16.7)
Glomerular and arterial thrombi (%) 2(20) 0(0) 4(33.3) 0.42
Membranoproliferative-like pattern (%) 1(10) 1(14.3) 1(8.3)
MPGN:-like pattern + thrombi (%) 1(10) 0(0) 0(0)
Endothelial swelling (%) 0(0) 1(14.3) 2(16.7)
Ischemia (%) 2 (20) 4(57.1) 2(16.7)
4 Journal of Nephropathology, Vol 8, No 3, July 2019 wwwnephropathol.com



situations: recurrence, de novo TMA and associated
w antibody mediated rejection (AMR) (11,17). One
Brazilian cohort study with 1549 patients found 1.1%
of de novo TMA after kidney transplantation, excluded
AMR and recurrent HUS. CNIs withdrawal was the first
step in 59% of patients, followed by plasma exchange or
plasma infusion (35%). Graft survival after de nove TMA
was 43% in 4 years, significantly less than those who did
not have TMA after kidney transplant (85.6%)(18). The
carly CNI withdrawal in de novo TMA patients probably
dectcwsed  biopsies indicatons after Kidney wansplant
in our hospital, which performs on average 120 kidney
transplants a year (19).

In acute phase of AMR, circulating donor-specific
antibodies (DSA) can lead to a lytic endothelial cells injury
in kidney graft microvasculature associated to complement
activation, which is characterized by endothelial swelling,
cell necrosis, classic TMA and neutrophilic infiltration.
Chronically, AMR can be expressed by sub-lytic endothelial
cells injury whose histological findings can be MPGN-
like pawern (proliferative-reparative changes named
transplant glomerulopathy), pro-coagulant changes as
micro-thrombi or inflammatory infiltration manifested
as glomerulitis and capillaritis. Peritubular capillary C4d
staining helps us to diagnose AMR and it was positive in
55% of de movo TMA biopsies (20,21). In CAd-negative
AMR cases, increased expression of validated gene
transcripts in the biopsy tissue could be an indicative of
antibody interaction with vascular endothelium (22). The
involvement of the entire vascular tree and endarteritis are
features of AMR(17). The group of secondary TMA had
5 patients (41.6%) with AMR, all of them C4d-positive.
The small number of cases precluded a separate analysis.

Pregnancy is responsible for unmasking 209 of aHUS
among women, mostly in postpartum (14). A differential
diagnosis of TMA related to pregnancy is known as
HELLP syndrome, in which renal microvasculature and
hepatic sinusoids damage occur due to preeclampsia.
Preeclampsia  provides an  unbalance  between
proangiogenic factors (VEGF) and antiangiogenics
factors (sFltl — tyrosine kinase Fms-like soluble type 1)
(23). In HELLP (hemolysis, elevated liver enzyme levels,
and low platelet levels) syndrome, ordinary renal lesions
(glomerular endotheliosis and ATN) resolve after delivery
(24,25).

Out of all possible secondary TMA causes, we found
MH, DIC and SLE. A dysregulation of complement
and coagulation systems can give rise to DIC after an
endothelial damage, which is a cause of TMA due to
sepsis (26).

According to the literature, TMA is related 1o 15% of
MH biopsies since there is a predominant involvement of
arterioles and interlobular artery with intimal proliferation

Thrombotic microangiopathy in renal biopsies

leading to narrowed lumens (“onion skin” lesions) (5,27).

TMA in SLE patients may be associated with several
possibilities; overlapping Sderoderma, aHUS, MH,
antiphospholipid syndrome and TTT, in addition to
endothelial involvement of SLE activation. TMA was
found in 24% of biopsics with lupus nephritis, mostly in
class IV. Endocapillary hypercellularity was more prevalent
in lupus patients with TMA than those without TMA. A
previous study found that TMA in lupus nephritis biopsies
was an independent risk factor for renal outcome (28).

6. Conclusions

Although the distribution of classic TMA findings was not
related to ctiology, however, micro-thrombi were found
mostly in aHUS and secondary ctiologies. Furthermore,
ischemia was found mainly in STEC-HUS. Evaluation
of combined features did not help us demonstrating a
histopathological pattern in kidney biopsy-proven TMA
paticnts.

Limitations of the study

We acknowledge that this study has limitations. It has
a small sample of biopsies and many possible ctiologies.
Probably just severe TMA cases or those who did not
respond to the initial tearment had kidney biopsy
indication. We needed to believe in different medical
evaluations by doing chart review. Furthermore, the
grouping of secondary TMA causes precludes the
understanding of each single entity derails.
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INTRODUCTION: I d Disc \! b therapy in Atypical
Hemaolytk Uremic Syndrome (aHUS) has been described based on chisical evaluation,
penetic study and time of drug use, Our stady shows cutcomes after unplanned therapy
discortmuation dee 10 a Brardian shortage

METHODS: Methods: Emails were sent 8o 775 disdysis centers plus other 25 chnical
nephoologists throughout Brasil. We collected dats from 22 ‘NLSpmmuwsuh.d
eculzumad therapy interrupted for at least one moath, between January 2017 aad
December 2018 Owne patient wis excloded for havisg mutation in the gene encoding
for daacylglycerol kinase-epsilon (DGKE ). Pranary endpoints were bemalysis
(increased serum lactate debydrogenase or undetectable serum hapiogiobin), acete
kidney inpury (AKI) or stant of dialysis, and theombotic miceoungiopathy (TMA)
found in kidney biogsy.

RESULTS: Results: We analyred 22 episodes of exposure 1o risk among 21 patients
indhaded in this study. In relation 10 baseline characteristics, we fousd 15 female
patients (65.2% ), mean currest age of 31.5 years and standard deviations (SD) 118,
mean time without dreg use was 1478 days and SD = 102.3, 4 patients (18.2%) were s
dialysis and 9 (40.9%) had functvaing kidney transplast. Mutations were found i
pene encoding for the following prosens: CFM 9 (40.9%), C3 3(13.6%), CFMR1
CFHRY | (4.5%), CF1EA.5% ), wndetermined 4 (18.1%), In 4 (15.1%) ephsodes, there
were not genetic investigation. After dacentinuation, 10 episodes (45.4%) culminated
in any primary endpoint. The percentage of AHUS relapse in 30, 50 and 180 days were
respectively 0%, 25.6% ¢ $1L6%.

CONCLUSIONS: Conclusion: Our stody showed 45.4% of aHUS relapsc and &
curmralative incidence of 51.6% in 180 days. This is a high incidence of events in
unplanned disceatinustion of eculinumab therapy in sHUS patients.
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