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1 RESUMEN

1.1 RESUMEN

El Sindrome hemolitico urémico atipico primario es una microangiopatia mediada por el

complemento.

Estudiamos presentacion, evolucién y prondstico en relacién con edad, sexo, y
trastornos genéticos en una cohorte de 48 pacientes diagnosticados de éste en el Hospital

Universitario A Coruia. 40 adultos, 25 mujeres, 39 esporadicos.

Los adultos presentaron con mayor frecuencia Hb < 11g/dl, valores de LDH inferiores,
de creatinina superiores, mayor frecuencia de didlisis y de HTA. La creatinina plasmatica fue
superior en las mujeres. 57% de los 37 estudiados presentaron variantes genéticas, 11 no

descritas previamente.

94% tuvieron recuperacion hematoldgica, 48% entraron en didlisis. La supervivencia
renal a 1, 5 y 10 afos fue de 56%, 53% y 50% respectivamente. Todos los pacientes con
eculizumab abandonaron la didlisis (80% recuperaron integramente funcién renal) (NNT = 1,96).
21% tuvieron recidiva en los rifiones nativos y 46% en los injertos, que condicioné el 91% de las
pérdidas. 19 pacientes recibieron 26 injertos. Los tratados con eculizumab no experimentaron
recidiva y mantienen injerto funcionante. Mortalidad total 14%. Supervivencia de pacientes a 1,
5y 10 afios, 98%, 96% y 90% respectivamente. Al final del seguimiento 45% mantienen funcidn

renal integra, 19% tienen injerto funcionante y 23% permanecen en dialisis.

1.2 ABSTRACT

Primary atypical hemolytic uremic syndrome is a complement-mediated

microangiopathy.

We studied presentation, evolution and prognosis in relation to age, sex, and genetic
disorders in a cohort of 48 patients with this diagnostic in the Universitary Hospital A

Corufia. 40 adults, 25 women, 39 sporadic.

Adults had with higher frequency Hb <11g/dl, lower LDH values, higher
creatinine levels, higher dialysis frequency and of HTA. Plasmatic creatinine was higher in

women. 57% of the 37 studied presented genetic variants, 11 not previously described.



94% had hematological recovery, 48% went on dialysis. The renal survival at 1, 5
and 10 years was 56%, 53% and 50% respectively. All patients with eculizumab abandoned
dialysis (80% fully recovered renal function) (NNT = 1.96). 21% had recurrence in the
native kidneys and 46% in the grafts, which conditioned 91% of the losses. 19 patients
received 26 grafts. Those treated with eculizumab did not experience recurrence and
maintain a functioning graft. Total mortality 14%. Survival of patients at 1, 5 and 10 years,
98%, 96% and 90% respectively. At the end of the follow-up 45% maintain complete renal

function, 19% have functioning grafts and 23% remain on dialysis.

1.3 RESUMO

A Sindrome hemolitica urémica atipica primaria é unha microanxiopatia mediada

polo complemento.

Estudamos presentacion, evolucidén e prognostico en relacion coa idade, sexo e
trastornos xenéticos nunha cohorte de 48 pacientes diagnosticados dela, no Hospital

Universitario A Corufia. 40 adultos, 25 mulleres, 39 esporadicos.

Os adultos tifian cunha frecuencia mais alta Hb <11g/d], valores inferiores de LDH,
niveis de creatinina mais altos, maior frecuencia de didlise e de HTA. A creatinina plasmatica
foi maior nas mulleres. 57% dos 37 estudados presentaron variantes xenéticas, 11 non

descritas anteriormente.

94% tivo recuperaciéon hematoloxica, 48% foi a didlise. A supervivencia renal aos 1,
5 e 10 anos foi do 56%, 53% e 50% respectivamente. Todos os pacientes con eculizumab
abandoaron a didlise (80% recuperou a funcién renal totalmente) (NNT=1,96). O 21%
presentaba recorrencia nos riles nativos e o 46% nos enxertos, o que condicionou 0 91%
das perdas. 19 pacientes recibiron 26 enxertos. Os tratados con eculizumab non
experimentaron recidiva e mantiveron un enxerto funcionante. Mortalidade total 14%.
Supervivencia de pacientes a 1, 5 e 10 anos, 98%, 96% e 90% respectivamente. Ao final do
seguimento, 0 45% mantén a funcién renal completa, 0 19% ten enxertos funcionantes e o

23% seguen en didlise.
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2 INTRODUCCION

2.1 DEFINICION

El sindrome hemolitico urémico atipico (SHUa) es una entidad rara que afecta en
forma esporadica o familiar y con caracter recidivante a pacientes pediatricos y adultos de
ambos sexos. Se caracteriza por anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia y
dafio renal agudo, y su pronéstico es severo porque puede producir la muerte o a la pérdida
definitiva de la funcidén renal. Su substrato histopatolégico es una microangiopatia
tromboética con dafno endotelial y depdsito de trombos plaquetarios que ocluyen la luz

vascular en todo tipo de territorios, aunque con predominio en la circulacién renal (Fig. 1).

Figura 1: Imagen de MAT. Presencia de trombos plaquetarios ocluyendo las luces capilares,
engrosamiento del espacio subendotelial y detritus celulares. Cortesia del Dr. J]. Mosquera. Servicio de
Anatomia patolégica. Hospital Universitario de A Corufia

Hasta el afio 2011 se consideré6 como enfermedad huérfana al carecer de un
tratamiento farmacoldgico basado en lo que parece su mecanismo patogénico fundamental:
la alteracion genética o adquirida en las proteinas reguladoras de la actividad de la via

alternativa del complemento (1), (2), (3).



2.2 EPIDEMIOLOGIA Y MANIFESTACIONES CLINICAS

El SHUa es una entidad muy poco frecuente. Esta catalogada como una enfermedad
rara segun los criterios de la Unién Europea que define como enfermedades raras a aquellas
cuya prevalencia es inferior a cinco casos por cada 10.000 habitantes de la comunidad (4).
Los datos epidemiolégicos disponibles son limitados y la incidencia varia entre 0,4y 1,9
pacientes por millon en funcién de la poblacidn estudiada y de la metodologia utilizada (5)
(6-8). En Europa se ha estimado una prevalencia en pacientes menores de 18 afios de edad
de 3,3 pacientes por millén de habitantes, desde que se conocieron los resultados de un
estudio sobre 167 pacientes de diversos paises realizado por la Sociedad Europea de

Nefrologia en 2006 (9).

La frecuencia del SHUa podria estar infraestimada como siguieren los resultados de
algiin laboratorio de referencia que revelan altas tasas de pacientes con SHUa
diagnosticados erréneamente como PTT (10) o los de un meta-analisis reciente que revela

un incremento notable de casos publicados entre 2000 y 2005 (11)

La forma esporadica de presentacion es la mas frecuente. La familiar se produce
entre un 16-30% de los casos (6), (12), (13), (14). El motivo de que las formas familiares no
sean mas frecuentes se debe a que la penetrancia de la enfermedad es del 50%. Ademas, el
diagnostico de SHUa esporadico no es permanente porque el momento de la presentacion
de la enfermedad varia entre los miembros de la misma familia. El consejo genético no es
facil porque no se puede eliminar el riesgo de enfermedad en un familiar con la misma
mutacién de su probando en base a la presencia o ausencia de haplotipos de riesgo
conocidos y porque puede haber otros factores genéticos u otros polimorfismos no

identificados en los sujetos emparentados relevantes para provocar la enfermedad (2).

La enfermedad puede manifestarse en cualquier edad (2).Para algunos es mas
frecuente en los pacientes pediatricos/adolescentes, excepto en portadores de mutaciones
en CFI o C3 (12)), mientras que para otros seria mas frecuente en adultos(6). A pesar de
que el conocimiento de la frecuencia relativa de la enfermedad en pacientes
pediatricos/adolescentes y en adultos es imprescindible para una correcta planificacion
sanitaria, su estudio se ha hecho de forma poco robusta desde el punto de vista
epidemioldgico. De hecho, ninguno de los estudios mencionados hace referencia a la
poblacién especifica en riesgo, sino que estiman sus datos en relacion a la poblacién total

(5-8), (12).



La frecuencia relativa de SHUa en mujeres y varones también es controvertida.
Algunos autores encuentran que la frecuencia por sexo es similar en la poblacién pediatrica
(13), mientras que otros afirman que hay una ligera mayor prevalencia de mujeres en la
edad adulta descontando el efecto del embarazo como factor desencadenante (6), (13). En
las series publicadas se proporciona la prevalencia inicial de sexos en las caracteristicas
basales de la poblacién en estudio, pero no la incidencia relativa al nimero de mujeres y
varones en riesgo en la poblacion de referencia. Tampoco se analizan las diferencias en las
formas de presentacidn de la enfermedad, ni su severidad ni en funcién del sexo. Los inicos
estudios especificos en mujeres con SHUa se han realizado en relacidn con el embarazo (15-

18).

El SHUa suele presentarse, abruptamente, como evento tinico o como una recidiva
asociado a un episodio desencadenante como infeccién, embarazo o exposiciéon a drogas.
Sin embargo, se han publicado casos en los cuales los pacientes evolucionan sin anemia ni
trombocitopenia pero con proteinuria, hipertensiéon y deterioro progresivo de la funcién
renal (2), (19). Esta forma de presentacion puede cambiar los conceptos epidemiolégicos y
clinicos sobre la enfermedad y modificar los criterios de indicacién de biopsia renal en las

nefropatias en evolucidn (20).

Los factores desencadenantes mas frecuentes son las infecciones, sobre todos las de
vias respiratorias superiores y las gastroenteritis. Se ha sugerido que algunas mutaciones
en el complemento podrian explicar la mayor susceptibilidad a las infecciones en estos
pacientes (21). En las mujeres el embarazo, sobre todo en la fase postparto, es un
antecedente frecuente(12), (15), (17), (18). En ocasiones, es dificil distinguir si las
manifestaciones gastrointestinales se corresponden a una infeccién desencadenante o son
la consecuencia de afectacién endotelial secundaria a MAT. En el primer caso las
manifestaciones gastrointestinales anteceden a la enfermedad y en el segundo se

manifestarian a la vez que el resto de alteraciones renales o extra renales.

Las manifestaciones extrarenales dependen del territorio vascular afectado (22).
Son frecuentes las neurolégicas que incluyen irritabilidad, confusién, trastornos motores,
convulsiones y coma. También son frecuentes las nauseas, los vomitos y la diarrea, y se han
descrito casos con hepatitis, pancreatitis y hemorragia intestinal. Las manifestaciones
cardiacas consisten en enfermedad coronaria con infarto, muerte subita, cardiomiopatia
dilatada y estenosis y trombosis de vasos de mediano calibre en fases tardias de la
evolucion(6), (12), (19). También se han descrito casos con afectaciéon pulmonar (19) o

cutanea (23).



La anemia hemolitica y la trombocitopenia son las principales manifestaciones
hematolégicas del SHUa. La anemia puede ser severa y los pacientes pueden requerir
soporte transfusional. Las cifras de plaquetas se mantienen entre 30000-50000/mm3. La
trasfusion de plaquetas no esta indicada excepto en episodios de sangrado, o por necesidad
de procedimientos quirurgicos, porque puede incrementar su depdsito endotelial. Algunos
autores han encontrado en pacientes tratados con eculizumab, una relaciéon entre el
incremento en los valores plasmaticos de LDH y el descenso en los valores de hemoglobina

inicial con un mejor pronoéstico renal del SHUa (24).

La afectacion renal suele ser severa o muy severa sobre todo en los pacientes adultos
y muchos pacientes, con una frecuencia que oscila entre 40% y 81% segun las series,
requieren de didlisis como tratamiento substitutivo (6) (12) (24) (25). La hipertensién
arterial y la proteinuria son frecuentes. La hipertensién arterial es secundaria a
hiperreninemia y a sobrecarga de volumen, y la proteinuria es un marcador de dafio
glomerular. Sin embargo, a pesar de su frecuencia, de su interés como marcadores de
actividad de la enfermedad renal y de ser marcadores independientes de riesgo
cardiovascular no han sido objeto de un escrutinio tan riguroso como la creatinina

plasmatica o el filtrado glomerular estimado (eGFR)

2.3 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL: BASES CLINICAS,
GENETICAS Y MOLECULARES

El SHUa es un diagnoéstico de exclusion y adquiere caracter independiente después
de un proceso inacabado de depuraciéon clinica y de avances en el conocimiento de los
mecanismos genéticos y moleculares de cada una de las microangiopatias trombéticas. Por
eso, se han propuesto diferentes clasificaciones del sindrome hemolitico urémico para

proporcionar algoritmos diagndsticos y terapéuticos adecuados(26-31) (Figuras 2, 3 y 4).
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colaboradores Kidney Int. 2.017

En el servicio de nefrologia del CHUAC, estamos trabajando un algoritmo
diagnostico propio, elaborado en colaboracién con la Facultad de Informatica de la

Universidad de A Corufia (32).

Las entidades clinicas que se han segregado del conjunto de las microangiopatias
trombdticas son: la pirpura trombocitopénica trombética; el sindrome hemolitico urémico
“tipico” secundario a infeccion por Escherichia. Coli, Shigella dysenteriae o por Streptococus
pneumoniae; el generado por defectos en el metabolismo de la cianocobalamina; el
secundario a la alteracion de la proteina DGKE de la coagulacion y el que se manifiesta tras
la exposicion a algunas drogas o en el contexto de otras enfermedades que cursan con dafio

endotelial (3), (29).

Moscovitch, en 1924 describi6 la primera microangiopatia trombotica,
probablemente una purpura trombocitopénica trombética, en una mujer de 16 afios que
ingresé en un hospital de Nueva York con un cuadro de debilidad generalizada, palidez,

purpura y hemiparesia. La paciente fallecié a los 14 dias por fallo cardiaco, y su autopsia
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evidencié la presencia de trombos hialinos en arteriolas terminales y capilares en multiples
organos y en el rifidon (33). Hoy se sabe que la PTT es secundaria a un déficit de ADAMTS13,
una enzima que rompe los multimeros del factor Von Willebrand secretados por el
endotelio vascular. La enfermedad se presenta en forma adquirida por la acciéon de
autoanticuerpos que inhiben la actividad de ADAMTS13 (34-36) o, con menor frecuencia
,de forma congénita en portadores de una mutacién en homocigosis o heterocigosis

compuesta, del gen codificador de ADAMTS13 (enfermedad de Upshaw-Schulman) (37).

El término de SHU aparece por primera vez en 1955 en una publicacion que describe
cinco casos de pacientes pediatricos con sospecha no confirmada de infeccién
gastrointestinal que cursaban con anemia hemolitica microangiopatica y necrosis cortical
renal (38). En 1962 se aplica este término a cinco casos de pacientes pediatricos con un
cuadro de anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia e insuficiencia renal
precedido de diarrea (39). En 1983 se describe la asociacién de sindrome hemolitico
urémico con infeccién por Escherichia Coli (40). Ese mismo afio se demostré que Escherichia
Coli con el serotipo O 157:H7 , productor de la toxina shiga, era el agente causal de un brote
de colitis hemorragica (41). Posteriormente, se han encontrado otros serotipos patégenos
como 026 ;0111 ;0121 ;0145;091;0103;0104;081 tan frecuentes como 0157 en Europa
(42), (43) y EE UU (44) , mientras que 0157 permanece como el mas frecuente en

Latinoamerica (45-46).

Esta forma de sindrome hemolitico urémico —-STEC-SHU— aparece después del
consumo de alimentos contaminados y cursa con diarrea, a menudo sanguinolenta, y la
anemia y trombocitopenia aparecen cuando el cuadro diarreico ha cesado (47). La toxina
shiga provoca lesidn endotelial por dos mecanismos: en primer lugar porque al unirse al
receptor globotriaosil ceramida (GB3) de la célula se internaliza e induce la inactivacion de
los ribosomas y apoptosis celular (48); en segundo lugar, porque tiene actividad

protrombdtica al activar la secrecidn celular de factor de Von Willebrand (49).

En ocasiones, la infeccion por Streptococo pneumoniae o por el virus de la gripe A
H1IN1 producen neuraminidasa, que al exponer el antigeno oculto de Thomsen-
Friedenreich en las plaquetas y en las células endoteliales, genera anticuerpos frente a ese
antigeno y provoca otra forma infecciosa, mediada inmunoldégicamente, de sindrome
hemolitico urémico con un test de Coombs falsamente positivo (50-52). Ademas, el
Streptococo pneumoniae es capaz de adherirse al plasminégeno y activarlo a plasmina

provocando la retraccion endotelial y la exposicion de la matriz mesangial (53)
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En 1992 se describe por primera vez en dos estudios independientes una forma de
sindrome hemolitico urémico en pacientes pediatricos asociado a un trastorno en la
vitamina B12. El déficit de cobalamina C secundario a una mutacién en homocigosis o en
heterocigosis compuesta en el gen MMACHC disminuye los valores de metionina e
incrementa los de homocisteina provocando disfuncién endotelial, activaciéon de las
plaquetas, expresion de factor tisular y activacion del sistema de coagulacion (54), (55). La
descripciéon de varios casos en pacientes adultos desde el primer caso publicado en 2014
(56-61) obliga a incluir a los pacientes de este grupo de edad con hiperhomocistinemia en

el diagnostico diferencial del SHUa (62) .

En 2013 se publican dos estudios describiendo una forma de SHUa en niflos
ocasionado por una mutacién en homocigosis o heterocigosis compuesta en el gen
codificador de la proteina diacilglicerol quinasa ), (DGKE) (63-64). La pérdida de funcién de
DGKE incrementa la produccién de protein-quinasa C (PKC) provocando la microangiopatia
al activar la produccidn de factor de Von Willebrand, de factor tisular y de inhibidor 1 del
activador del plasmindgeno; y al inhibir la del receptor del factor de crecimiento endotelial

vascular (VEGF) (65-67).

Las microangiopatias inducidas por drogas se deben o a una reaccién inmunolégica
mediada por anticuerpos como en el caso de la quinina (68), quetiapina (69) o gemcitabina
(70-72) o a toxicidad dependiente de dosis como en el caso de los anticalcineurinicos (73),

(74) o de los inhibidores del VEGF (75-77).

El SHUa se presenta en el contexto de otras entidades como la hipertensién maligna
(78-80), las enfermedades autoinmunes (8), (81), (82-84), las infecciones incluyendo la
infeccion por E. Coli no productor de toxina shiga (85), las neoplasias (86) y los trasplantes
de 6rganos so6lidos y hematopoyéticos (87) (88). En esas circunstancias el SHUa se define

como secundario (8) (89).

2.4 MECANISMOS PATOGENICOS: EL PAPEL DEL
COMPLEMENTO

Desde 1975 se conocia una forma familiar de SHUa (90). Sin embargo, no fue hasta 1998
cuando se realizaron estudios genéticos que atribuyeron a mutaciones en CFH la causa de
este sindrome (91). Desde entonces se han descrito nuevas mutaciones en los genes
codificadores de las proteinas de la via alternativa del complemento asociadas a esta forma
especifica de microangiopatia trombotica (1) (92). La penetrancia de la enfermedad es del

50%, se incrementa si hay mas de una mutacion (93) o si coexiste con determinados
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polimorfismos en CFH, en MCP o en CFHR1*B. El denominado polimorfismo de riesgo en
CFH (H3) radica en cuatro cambios de un tinico nucleétido localizados enlos CCP 1, 7, 11y
16. El polimorfismo de riesgo en MCP consiste en cinco cambios en un tinico nucleétido en
el promotor y en la region intrénica (MCPgggac) (14), (92), (94-97). El polimorfismo de
riesgo CFHr1*B ha sido identificado como tal en la cohorte espafiola y se asocia en forma

de haplotipo expandido con CFH (H3) y CFHR3*B (14)

El complemento podria estar implicado en algunos casos de STEC-SHU porque la toxina
shiga puede fijarse a FH interfiriendo con su funcién reguladora (98), (99) y activar la via
alternativa del complemento. Ademas, se ha observado que algunos pacientes con SHU-
STEC cursan con valores plasmaticos elevados de Bb y C5b-9 (98), (100), (101). La
comunicacién de un caso de infeccién por Escherichia Coli productora de toxina shiga en una
paciente de 18 meses con una mutacién en CFH predice que la conexién entre ambas
circunstancias podria ser reportada con mas frecuencia en el futuro (102). También es
interesante el hallazgo de una disminucién temporal en la expresion de MCP observada en
pacientes con SHU por toxina shiga, aunque los autores no relacionan este fendmeno con la
toxina sino con el dafio inducido por el factor hem, (103), un efecto ya comunicado
previamente por el mismo grupo en pacientes con SHUa (104) y que, ademas, como se ha
sugerido recientemente, es responsable de activar la via alternativa del complemento en

los procesos de hemolisis intravascular (105).

El complemento podria jugar un papel en el SHUa asociado a mutaciones en
diacilglicerol quinasa ), (DGKE) porque se han encontrado casos en los que coexisten
mutaciones en este gen y en C3 o trombomodulina (106) y se ha descrito en una familia
consanguinea una mutacién en DGKE asociada a consumo de C3 (65). Tampoco se conoce
el alcance que puede tener el hallazgo de un estudio en el que la mitad de los pacientes con
SHUa compartian mutaciones en el complemento y en genes del sistema de coagulacion,

principalmente, de plasminégeno (107).

El complemento puede jugar también un papel en algunas de las microangioptias
trombdticas, hasta ahora consideradas secundarias, tal y como hemos descrito nosotros por
primera vez, en un paciente incluido en esta cohorte, portador de una variante en CFHR1
que present6 un SHUa asociado a una vasculitis con eosinofilia (108). No obstante, la
creencia de que las alteraciones en los genes codificadores de las proteinas de la via
alternativa del complemento puedan ser un factor relevante en las microangiopatias
secundarias se ha cuestionado en un estudio reciente en el que, tras analizar 110 pacientes
con SHUa secundario diagnosticados entre 1999 y 2017, se concluye que la frecuencia de

variantes raras (frecuencia alélica <0,1%) en los genes codificadores del complemento no
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fue diferente en los pacientes con SHUa secundario (5%) y en los controles sanos (8%)(89)

2.4.1 Via alternativa del complemento

A diferencia de las vias clasica y la de las lectinas, la via alternativa del complemento
esta activa de forma permanente y ralentizada (tickover). Esta activacién se produce por
hidroélisis espontdnea y ruptura de C3 y tiene como funcién detectar material extrafio o
propio dafado o no (109). El complejo C3(H20) tiene propiedades parecidas a C3b, cambia
su forma y se hace accesible a la incorporacién de factor B para que se fragmente en Bb y Ba
por la accién de factor D. El complejo resultante C3(H20)Bb es una convertasa plasmatica
de C3 que lo fragmenta en C3a y C3b. La mayor parte de ese C3b se inactiva por hidrélisis
mientras el resto de las moléculas se unen mediante grupos tioéster reactivos a las
superficies celulares del huésped o de un agente patégeno. El C3b fijado a las superficies
celulares o bacterianas también se fija a factor B, que se fragmenta en Bb y Ba en presencia
de factor D, para crear la convertasa C3bBb de la via alternativa en fase tisular que se
estabiliza sobre la superficie de los patogenos o de las células del huésped con la ayuda de
properdina o factor P (110). Recientemente, se ha sugerido un papel de la properdina en el
SHUa porque su delecion en ratones con mutaciones en CFH previene la aparicion de la

enfermedad en éstos animales (111).

La unién de C3b a las convertasas de C3 genera las convertasas de C5: (C3b).Bb de
la via alternativa que rompen C5 en C5a y C5b. C5a es un mediador muy potente de la
respuesta inflamatoria y C5b inicia la via terminal de activaciéon del complemento con la
polimerizacién de sus componentes finales para formar C5b-9 que es el complejo de ataque
de membrana. Este complejo de ataque de la membrana se inserta en el interior del agente
patégeno o de las células del huésped permitiendo el paso de solutos y agua, la pérdida del
gradiente de protones y la penetraciéon de enzimas al interior celular. De esta forma se
procede a la destruccion de los agentes patogenos etiquetados previamente por C3b o de
las células propias si carecen de proteinas reguladoras de la actividad de la via alternativa

del complemento (112),(113), (114), (115) (Fig. 5).
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2.4.2 Proteinas reguladoras de la actividad de la via alternativa del complemento

Las proteinas reguladoras de la actividad de la via alternativa del complemento son
el sistema de salvaguarda que ha proporcionado la evolucién para evitar una activacién no
controlada o inapropiada del complemento. Actiian en la fase soluble o en la tisular y se
codifican por genes RCA situados en un claster en la region 1932 del cromosoma 1 (91).
Estas proteinas comparten unos dominios con estructura en “sandwhich” beta y union por
puentes disulfuro CCP o SCR que se fijan a C3b (116) y lo convierten en iC3b/iC3dg que
son moléculas inactivas incapaces de formar convertasas. Ademas, amplifican el mecanismo
interno de destruccion DAA de las convertasas que se forman en la fase plasmatica y en la

tisular (117).

Las proteinas reguladoras solubles tienen dominios que reconocen y se fijan a las
moléculas de C3b en el plasma y en la fase tisular mientras que las reguladoras de
membrana restringen su accién en funcién del tejido en el que se expresan, y aunque
algunos de sus dominios externos pueden encontrase en forma soluble en concentraciones
bajas tienen una accion escasa sobre el control del complemento en la fase plasmatica (117).
Ademas, la capacidad de las proteinas reguladoras solubles para fijarse a membranas
basales ricas en proteinglicanos situadas entre las células endoteliales fenestradas pueden

explicar el relieve de la afectacion renal en el SHUa (117), (118).

El principal acelerador soluble del decaimiento de las convertasas es el factor I, una
glicoproteina serinproteasa soluble de 63Kd producida en el higado, que consta de dos
cadenas polipeptidicas y que circula en forma inactiva por accién de la cadena mas pesada
(119). La unién de FI a su substrato C3b en colaboracién con un cofactor le confiere su
actividad proteolitica serinproteasa convirtiendo C3b en iC3b que carece de capacidad para

formar parte del complejo de las convertasas.

El resto de proteinas reguladoras, tanto las solubles como las insertadas en las
membranas celulares, son cofactores de factor I. Las proteinas reguladoras solubles son FH
y las proteinas relacionadas con FH (FHR1-5). Las reguladoras de membrana son MCP o
CD46, trombomodulina y DAF. Ademas, la via de activacidn final de formacién del complejo

de ataque de membrana esta regulada por vitronectina, clusterina y protectina.

Factor H (FH) participa en la disociacion de las convertasas en la fase plasmatica y
en la fase tisular. Tiene 20 dominios CCP y dos terminales: uno con un grupo amino cuyos
primeros cuatro dominios tienen la capacidad para acelerar la actividad de decaimiento
(DAA) y actuar de cofactor de factor I en la fase plasmatica. El otro terminal tiene un grupo

carboxilico con dos dominios ,CCP 19 y CCP 20, que junto con los dominios CCP 6 y CCP 7,
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se fijan a las superficies ricas en acido sidlico y glucosaminoglucanos de las células del
huésped (120). Ademas de FH existe una variante parecida: FHL-1, también producto del
gen CFH, pero que circula en cantidades mucho menores que FH. FHL-1 es similar a FH con
los mismos primeros dominios CCP y solo tiene cuatro aminoacidos en la regién
carboxiterminal, por consiguiente, tiene capacidad reguladora en la fase plasmatica y
también, aunque algo mas limitada para fijarse a las superficies a través de sus dominios
CCP 6 y CCP 7 (117). Por afiadidura, factor H compite con factor B para ligarse a los
carbohidratos de las superficies tisulares. Mientras que FH desestructura a las convertasas,
el factor B contribuye a su formacién y estabilizacidn. Del equilibrio entre ambos en su
accion sobre las células del huésped depende su supervivencia o su destrucciéon por el

sistema del complemento.

Las proteinas relacionadas con factor H (CFHR1-5) se codifican por genes muy
préximos al de CFH lo que explica las posibles hibridaciones entre ambos (121) . Estas
proteinas tienen entre cuatro y nueve mdédulos CCP homologos a los de la regién C terminal
de CFH y por ello con capacidad para unirse a superficies desplazando a factor H e

impidiendo asi su funcidn reguladora (121) (122) (123).

MCP o CD46 estd compuesta por cuatro mdédulos CCP y un tallo rico en serina,
treonina y prolina. Estructuralmente tiene un dominio externo , una parte
intramembranosa y otra en el citosol y actiia como reguladora del complemento como
cofactor de factor I para degradar C3b y C4b. Recientemente, se ha revisado su papel como
mediador en la inmunidad adaptativa ya que se ha visto que células CD4+ estimuladas con
C3b o C4b en presencia de MCP inducen un fenotipo Th1 autoregulador y restaurador de la

homeostasis inmunoldgica (124) (Fig. 6).
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Figura 6: Factores reguladores del complemento

Trombomodulina (THMD) es una glicoproteina sintetizada por las células
endoteliales que juega un papel en la coagulacion a través de su unioén a trombina. Esta
codificada por un gen situado en el brazo corto del cromosoma 20 (20p12) (125). Las
mutaciones en el gen de la trombomodulina producen SHUa porque la proteina es capaz de
fijarse a C3b y a factor H facilitando la accién de factor I. Ademas trombomodulina regula la
via de las anafilotoxinas acelerando la inactivacién de C3ay C5a por las carboxipepetidasas

(126).

DAF es una proteina de 74 Kd con cuatro médulos CCP y un tallo rico en serina y
treonina que se fija ala membrana a través de fosfoinositol glicolipido. Actia como molécula
anti adhesiva dificultando la transmigracién de los neutréfilos a través de las mucosas
epiteliales (127). Sin embargo, aunque se expresa en células endoteliales no se ha publicado
ningun caso hasta la fecha de pacientes con SHUa ligados a alteraciones en esta proteina

reguladora.
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2.4.3 Proteinas reguladoras de la actividad de la via final del complemento

La via final del complemento estd regulada por tres proteinas: vitronectina,

clusterina (128) y, sobre todo, por protectina (CD59).

Vitronectina se produce en el higado y se encuentra en forma circulante y en muchos
tejidos (129) (130). Su accién reguladora depende de su unién a C5b-7 a C5b-8 y a C5b-9
impidiendo su polimerizacién para constituir el complejo de ataque de membrana (112)
(131). Recientemente, en un estudio de 400 pacientes con SHUa en los que analizaron 93
genes del complemento y de la coagulacion se encontré por primera vez una mutacién del
gen codificador de la vitronectina presente en ocho pacientes con SHUa, aunque los autores

siguieren que esta mutacidon puede ser mas un factor predisponente que causal (132).

Por su parte, Clusterina que tiene una masa molecular de 60-70 Kd, actia sobre C5b-

7 ,C5b-8 y de C5b-9 antes de que se incorporen a la bicapa lipidica celular (128) (133).

Protectina o CD59 es el principal regulador de la via terminal del complemento
sobre las superficies celulares. Es una glicoproteina de 20 Kd enlazada a la membrana
mediante un dominio glucofosfatidil inositol y puede tener una pequeiia fraccién soluble
(134) (135) (136). Su accién reguladora depende de su adherencia C8 y a C9 dentro de los
complejos C5b-8 y C5b-9 impidiendo su polimerizacién (117). Un déficit de Protectina por
una mutacion en homocigosis de su gen codificador es el causante de la hemoglobinuria

paroxistica nocturna (135) (137).

2.5 MUTACIONES GENETICAS Y ALTERACIONES
ADQUIRIDAS DE LAS PROTEINAS REGULADORAS DEL
COMPLEMENTO EN EL SHUA

En el SHUa las mutaciones genéticas se traducen bien en pérdida de funcién de las
proteinas reguladoras plasmaticas CFH (91) y CFI (138) o de membrana MCP (139) (140)
trombomodulina (126), o bien en ganancia de funcién de las proteinas constituyentes de
C3bBb como C3 (141, 142) y CFB (143) (141). Desde el punto de vista genético-funcional
los cambios en el ADN consisten en variantes nonsense, missense, deleciones y

realineamientos complejos (144).

Las mutaciones mas frecuentes en Europay en EE UU ocurren en CFH ( 20-30%), en
MCP (10-15%), en CFI, ( 4-10%), en C3 (2-10%), en THBD (3-4%) y en CFB (1-4%) (145)

(12) (6) (92). En Japdn las cifras son diferentes con un porcentaje menor de las mutacionfes
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en CFH (10% ), mayor frecuencia en C3 (31%) y ausencia de casos reportados mutaciones
en CFI (25) (146). Algunos pacientes con SHUa son portadores de genes hibridos entre el de
CFH y los de proteinas relacionadas con el complemento (CFHR1-5) (147) (148) (149) o

presentan reordenamientos genéticos entre estas proteinas CFHR1-5(149) (Tabla 1).

Tabla 1: Frecuencia de mutaciones en los factores reguladores del complemento, segiin localizacion
geografica

M. Noris (12) Fremeaux-Bacchi M. Fujisawa M. Bernabeu
Registro (6) (25) (14)

Internacional Francia Japo6n Espaiia
CFH 24 % 20-30 % 10 % 13,35%
CFI 4% 4-10 % - 5,34%
McCP 7% 5-15% 5% 6,85%
C3 4% 2-10% 31% 2,68%
CFB = 1-4 % = 1,48%
THBD 5% 3-5% - 3,52%
Combinadas 3% 2% 5% 3,27%
Ac. Anti FH - 6-10 % 19%

La forma adquirida de SHUa ligado al complemento es mas frecuente en los
pacientes pediatricos (25-50%) que en los adultos (5-10%) y se debe a la accion de
anticuerpos anti CFH (150) (96) (151) . Con frecuencia, los anticuerpos se asocian a
deleciones homocigoéticas en el gen de CFHR1, CFHR-3 y CFHR4 y se han descrito
coexistiendo con mutaciones en CFH, CFI, MCP, CFB o C3 (152) (122).

Las variantes en CFH asociadas al SHUa suelen ser heterocigoticas y se producen en
los mdédulos CCP 19-20 afectando su capacidad para unirse a C3b sobre superficies ricas en
acido sialico sin producir necesariamente un déficit de la proteina (6) (12)(92)(153-

155)(156)(157) (158) (159).

Las deleciones en las proteinas CFHR1-5 y las recombinaciones de sus genes con el
gen de CFH se asocian a SHUa . Las proteinas resultantes de estos genes hibridos

antagonizan la funcién de CFH (147) (148, 160) (161) (149).

Las variantes patogénicas en el gen de CFI se producen en heterocigosis y se

localizan en los exones que codifican el dominio proteinserasa con el resultado de disminuir
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la secrecidn de la proteina o su actividad proteolitica en la fase plasmatica o en la fase tisular

(138) (162, 163).

La mayor parte de las variantes patogénicas en MCP asociadas a SHUa son en
heterocigosis y se localizan en los cuatro médulos CCP extracelulares. Desde el punto de
vista funcional la mayor parte de las veces comportan una menor expresion de la proteina
y con menor frecuencia un déficit funcional en su capacidad para fijarse a C3b y actuar como

cofactor (139) (140) (164).

Las variantes patogénicas en C3 suelen ser en heterocigosis y afectar a los lugares
de unién con CFH o MCP impidiendo la accidn de estas proteinas reguladoras (142) (165).
Sin embargo, ha sido descrita una variante cuyo efecto es facilitar la uniéon de C3 a CFB
produciendo una ganancia de funcién e hiperactividad de la C3 convertasa (144) (166)
(167). El estudio de tres variantes en C3 encontradas en seis pacientes espafioles, cinco de
ellos pertenecientes a dos familias con miembros afectados, ha permitido comprobar que el
mecanismo por el cual estas mutaciones impiden la actividad reguladora reside en la

reducida interaccion de C3b con MCP (165).

Las variantes en CFB son raras y producen un efecto de ganancia porque su producto
, el factor B, acentua la afinidad por C3 aumentando la actividad de la C3 convertasa o su
resistencia a la acciéon de las proteinas reguladoras (141) ademas de incrementar el
consumo de C3 disminuyendo sus valores plasmaticos. Los primeros casos de mutaciones
en CFB productoras de SHUa fueron reportadas en 2007 en pacientes con SHUa
pertenecientes a una familia espafiola que mostraban una mutacién del gen codificador en
heterocigosis (143). En ese estudio se comprobd que la penetrancia de SHUa en esa familia
dependia de la combinacién de un haplotipo de riesgo en MCP descubierto previamente por
el mismo grupo (94). Ese grupo también comprobé que otra mutacién en heterocigosis en
el gen codificador de CFB asociada con el haplotipo de riesgo en MCP no se expresaba como
SHUa lo que nos remite a la complejidad de las alteraciones genéticas y a los distintos

componentes que condicionan la expresion de esta enfermedad (143).

Los valores plasmaticos de las proteinas reguladoras solubles y la magnitud de la
expresion de las reguladoras de membrana en los pacientes con SHUa portadores de
variantes en los genes del complemento son variables. y pueden resultar de factores
independientes de la hiperactividad de la via alternativa del complemento. Mas
concretamente, se ha visto que los valores plasmaticos de factor H dependen de la edad y
de la exposiciéon al tabaco (168) de portar el haplotipo H3 aislado o expandido con el

polimorfismo CFHR1 (169) y CFHR3 (c.721C>T)(14) o de la presencia de inmunocomplejos
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con anticuerpos anti FH que limitan su disponibilidad plasmatica (170). Por otra parte, la
expresion de MCP puede disminuir de forma temporal después de la exposicion a un agente
inhibidor como la toxina shiga o en situaciones de hemolisis como se ha comentado
previamente (103) (104) (105). En el caso de pacientes con mutaciones genéticas en CFH
se ha visto que los niveles de FH disminuyen cuando la enfermedad se expresa como
glomerulopatia C3 pero no cuando lo hace en forma se SHUa (171). Por otra parte, hay que
tener en cuenta que en el SHUa la mayoria de las mutaciones en las proteinas reguladoras
se heredan en heterocigosis lo que asegura una produccién normal de la proteina por el
alelo no mutado y que, ademas, los cambios en la proteina son missense y por tanto, es su

funcién y no los valores plasmaticos los que se ven afectados por la mutacién.
2.6 EVOLUCION, PRONOSTICO Y TRATAMIENTO

La evolucién y el prondstico del SHUa dependen de la edad de presentacion, del
componente genético o adquirido subyacente, del tipo de factor desencadenante, de la
precocidad y calidad de las medidas de soporte, cuando son necesarias, y de la precocidad
y tipo de tratamiento de base. En relacion con este ultimo factor todos los resultados
disponibles, de confirmarse, apuntan a que el tratamiento con el eculizumab, bloqueante de
C5, y por tanto, de la via terminal del complemento podria modificar definitivamente la

evolucion y el pronéstico de esta enfermedad.

Los resultados del grupo francés para el estudio del SHUa muestran un
comportamiento diferente de la enfermedad, en la era pre eculizumab, entre los pacientes
pediatricos/adolescentes y los adultos, con una mortalidad al afio superior en los pacientes
pediatricos (6,7% vs 0,8%) y una incidencia de insuficiencia renal terminal superior en los
adultos (46% vs 16%)(6). Igualmente, los resultados observados en el registro
internacional muestran una mayor mortalidad en los pacientes pediatricos que en los
adultos (12% vs 2%)(12). Se necesita evaluar estos resultados en otras cohortes y analizar
si se deben a un diferente comportamiento de la enfermedad segutn la edad de presentaciéon
o son consecuencia de una diferencia en las practicas y en los recursos entre los servicios

sanitarios pediatricos o de adultos.

Previamente al uso de eculizumab los pacientes se trataban con plasmaterapia, bien
con infusion de plasma, bien con la combinacién de infusién de plasma y plasmaféresis
(172), (173). Los resultados obtenidos con plasmaterapia no han sido evaluados nunca por
un ensayo clinico y no es posible descartar que el pobre prondstico en cuanto a la
recuperacion de la funcién renal se puedan explicar por el retraso en su aplicacién o por

una dosificacion insuficiente (6), (12), (19). Obviamente, los pacientes con mutaciones en
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MCP no son beneficiarios de tratamiento con plasmaterapia (1), (145). Por su parte,
solamente el 5% de los pacientes con mutaciones en CFH experimentan recuperacion
completa con plasmaterapia, mientras que el 63% permanecen con secuelas renales a pesar
de obtener una recuperacion hematolédgica total o parcial y 37% entran en insuficiencia
renal terminal o fallecen(12). El pronéstico en los portadores de mutaciones en CFI es atn
peor ya que el 75% fallecen o entran en programa de dialisis definitivamente. Las
mutaciones en C3 tuvieron respuesta hematolédgica con secuelas renales en 57% de los
casos y 43% entraron en dialisis o fallecieron, mientras que los portadores de mutaciones
en trombomodulina presentaron recuperaciéon hematolégica en 88% de los casos y 13%
fallecieron o entraron en dialisis definitivamente(12). Otras mutaciones como las que
ocurren en CFB son mas dificiles de estudiar debido al escaso nimero de pacientes

referidos.

De esos estudios se deriva que, si bien la plasmaterapia puede ser efectiva para
controlar los parametros hematolégicos de MAT, su efecto sobre la recuperacion de la
funcidn renal es bastante menor. Resultados similares han sido proporcionados por el
grupo francés de SHUa ya que de su andlisis se concluye que los portadores de variantes en
CFH tienen un peor prondstico renal que el resto, con independencia de la edad de comienzo
de la enfermedad, y que los pacientes adultos con variantes en MCP o no identificadas tienen
peor pronoéstico renal que los pacientes pediatricos/adolescentes con el mismo trasfondo

genético(6).

La tasa de recidivas en los pacientes que no pierden la funcién renal completamente
ha sido estimada en un 30% al afio en total, pero desagregada por edad y por el componente
genético afectado, se ha comprobado que la recidiva se produce hasta en el en 95% de los
pacientes pediatricos/adolescentes con mutaciones en MCP y que oscila entre 10-50% en

el resto (6).

El uso de eculizumab modifica el pronoéstico de los pacientes con SHUa relacionado
con el complemento. Eculizumab es un anticuerpo IgG4/2 Kappa monoclonal humanizado
con alta afinidad por C5 (174). En adultos, a dosis de 900 mg IV semanales durante cuatro
semanas y de 1200 mg IV bisemanales a partir de la quinta semana, bloquea la producciéon
de C5a y de C5b9 (174) (175). Eculizumab fue aprobado por la FDA y la EMEA en 2011 en
base a los resultados obtenidos en dos estudios observacionales, prospectivos y abiertos
con 26 semanas de seguimiento y con 37 pacientes mayores de 12 afos con SHUa como
manifestacién inicial o por recidiva en el trasplante. En uno de los grupos se analizaron 17
pacientes con SHUa en evoluciéon (mediana de 9,7 meses de evolucion) y refractarios a

plasmaterapia; el otro grupo estaba constituido 20 pacientes con microangiopatia
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trombética de larga evolucion (mediana de 48 meses de evolucién) con dafio renal crénico
y dependientes de plasmaterapia. Los resultados a un plazo de 64 y 62 semanas se

publicaron posteriormente (176).

En los dos grupos los objetivos primarios se establecieron con parametros
hematoldgicos, mientras que el impacto de eculizumab sobre la funcién renal fue un
objetivo secundario. Los dos grupos tuvieron dos objetivos primarios diferentes para cada
uno de ellos: la inhibicion de la actividad de la MAT, definida como un cambio incremental
en el nimero de plaquetas (grupo primero) y el estado libre de MAT definido como no
descenso de las plaquetas superior al 25%, ausencia de plasmaféresis y dialisis (en el
segundo grupo). El otro objetivo primario comuin para ambos grupos fue la normalizacion
hematolégica (normalizacién sostenida durante cuatro semanas de las cifras de plaquetas
y LDH). En el primer grupo la normalizacién de las plaquetas se consiguié en el 53% de los
pacientes al séptimo dia de tratamiento con eculizumab y los 13 pacientes restantes con
trombocitopenia inicial lo consiguieron a las 26 y 64 semanas, mientras que en el grupo de
la MAT cronica esa recuperacién se produjo en el 80% y 85% a las 26 y 64 semanas,
respectivamente. La normalizacién hematolégica se alcanzé en el 88% y en el 90% de los
pacientes en el primero y segundo grupo, respectivamente. Estos resultados se alcanzaron
con independencia de la presencia o no de variantes en genes codificadores de proteinas de

la via alternativa del complemento o de la presencia o no de anticuerpos anti factor H.

La medida de la funcién renal fue un objetivo secundario en ambos estudios. La
mediana de creatinina inicial en el grupo primero fue de 2,9 mg/dl (rango= 1,4-8,9 mg/dl)
y en el grupo segundo de 2,64 mg/dl (rango=1,2-10,1 mg/dl). En ambos grupos se encontré
un incremento del eGFR, que fue muy superior en el primer grupo respecto al segundo (32
ml/min/1,70m2 vs 2,9 ml/min/1,70m?, respectivamente). Ademas, cuatro de los cinco
pacientes que precisaron didlisis en el primer grupo pudieron salir de ella (80%). En ambos
grupos se observé que la precocidad en el inicio de tratamiento con eculizumab mejoraba

los logros en la recuperacion de la funcién renal.

Posteriormente a esos estudios seminales se han realizado otros cinco: cuatro para
valorar la eficacia y seguridad de eculizumab en pacientes con SHUa (177-180) y un estudio
post-hoc (24) . Ademas, se ha hecho un analisis con los resultados obtenidos en todos ellos,
en 2019, (181). Este ultimo es el mayor observacional prospectivo multicéntrico publicado
y analiza a 93 pacientes con SHUa tratados con eculizumab ininterrumpidamente (51
pacientes), con interrupcion temporal (21 pacientes) o con interrupcion definitiva (21
pacientes). Los resultados del estudio pueden considerarse como de medio-largo plazo ya

que el seguimiento fue de 65,7 meses. Durante todo el periodo de seguimiento se presento
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recidiva de MAT en el 2% de los pacientes en tratamiento con eculizumab y en 20% en los
que estaban fuera de tratamiento por interrupcién temporal o definitiva en los 30 primeros
meses después de la interrupcion. Al estratificar estos resultados se comprobé que la tasa
de recidiva fue superior en los pacientes pediatricos, en los portadores de mutaciones o de
anticuerpos anti factor H y en los pacientes con recidivas previas. No hubo recidiva en los
pacientes trasplantados sin variantes con independencia del estatus respecto al tratamiento

interrumpido o no de eculizumab.

En todos esos estudios, como se comentd previamente, la evolucion de la funcién
renal, medida por el filtrado glomerular estimado (eGFR), fue un objetivo secundario. En el
ultimo andlisis se proporcionan los cambios en el eGFR basales y al final del seguimiento en
los pacientes que no interrumpieron el tratamiento, en los que lo hicieron temporalmente
y en los que lo dejaron definitivamente. Sin embargo, no se proporciona la magnitud del
efecto del tratamiento con eculizumab en cuanto a la recuperacién integra de la funciéon
renal, que es un dato de gran relevancia clinica imprescindible para averiguar cuantos
pacientes seria necesario tratar para evitar una entrada en dialisis definitiva. Precisamente,
evitar esta carencia es uno de los objetivos de este estudio, cuyos resultados preliminares
centrados en el tratamiento de eculizumab en pacientes adultos con fracaso renal agudo
sugieren que su efecto puede modificar el pronéstico renal al conseguir una efectividad en
la recuperacion integra de la funcién renal en el 100% de los pacientes con SHUa de

comienzo abrupto y con fracaso renal agudo (182).

Eculizumab también parece haber modificado el prondstico del trasplante renal de
los pacientes con SHUa. El principal problema en la era pre-eculizumab era la alta tasa de
recidiva y de trombosis del injerto condicionada por la exposicion a factores
desencadenantes como la isquemia-reperfusion y el uso de anticalcineurinicos como
tratamiento inmunosupresor (183, 184) . Esta alta tasa de recidivas condicionaba a su vez
altas tasas de pérdida de los injertos hasta el punto de que para muchos centros estos
pacientes quedaban excluidos de la lista de espera para trasplante (9) o en su caso para el

trasplante con donante vivo (184).

La frecuencia y los factores de riesgo de recidiva en el trasplante, en la era pre
eculizumab, fueron analizados en un estudio multicéntrico con 66 pacientes adultos del
registro francés de SHUa procedentes de 21 centros y trasplantados entre 1996 y 2009
(184). El riesgo de recidiva y la pérdida del injerto se analizaron después de comparar su
incidencia en los pacientes portadores de variantes en proteinas de la via alternativa del
complemento o con dos haplotipos de riesgo en CFH y MCP y en los pacientes que carecian

de esas caracteristicas que se usaron como controles. La mayor parte de los pacientes (68%)
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experimentaron recidiva y la presencia de mutaciones se asocié a un riesgo relativo
significativo de recidiva de 5,6; 4,8; 3,4; 2,9 y 2,8 en portadores de mutaciones en CFH,
C3/CFB, MCP, CFl y presencia de dos haplotipos de riesgo en CFH y MCP, respectivamente.
A los dos afios de la recidiva la perdida de los injertos fue de 75%, 71%, 72% y 50% en
portadores de CFH, CFI, CFB/C3 y MCP, respectivamente.

Ademas de los estudios mencionados en los que se integraban pacientes
trasplantados o series de casos publicados por diferentes grupos (185), (186), (187), (188),
el uso de eculizumab en el trasplante renal fue analizado en un estudio de 22 pacientes,
nueve de ellos tratados profilacticamente, y los otros 13 en el momento de la recidiva (187).
Este estudio fue multicéntrico y agrupé a algunos pacientes que ya habian sido descritos
como casos aislados de publicaciones previas y cuyos autores se pusieron de acuerdo para
analizar los resultados conjuntamente. Los resultados fueron muy interesantes: de los
nueve pacientes trasplantados con tratamiento profilactico con eculizumab solamente uno
de ellos perdié el injerto por trombosis, mientras que el resto no experimenté ninguna
recidiva y sus injertos permanecian funcionantes a los 14 meses del seguimiento. Los 13
pacientes tratados con eculizumab por recidiva presentaron recuperacién hematoloégica y
experimentaron un descenso significativo de las cifras de creatinina plasmatica que pasé de
3,3£1,93 mg/dl a 1,5+0,8 mg/dl (p=0,002) en los tres meses siguientes. Ademas, ninguno
de los 11 pacientes que no interrumpieron el tratamiento con eculizumab estaba en dialisis

alos 16 meses de seguimiento.

Recientemente, se han publicado los resultados de un estudio observacional de 188
pacientes trasplantados renales tratados con eculizumab con andlisis a un afio desde el
inicio del tratamiento.(189). 88 pacientes recibieron eculizumab antes, durante y después
del trasplante y otros 100 pacientes recibieron eculizumab después del trasplante, de los
cuales, 48 fueron diagnosticados de SHUa por primera vez en el trascurso del trasplante. La
frecuencia de dialisis a los cinco afios de seguimiento fue significativamente superior en el
grupo de pacientes diagnosticados después del trasplante (RR=4,6; 1C95%=1,7-12,4), que
también tuvieron peor funcién renal (9,6 ml/min vs 61 ml/min), lo que sugiere que el
retraso en el diagnostico y en el tratamiento con eculizumab son factores determinantes del

pronostico renal en los pacientes con SHUa receptores de un trasplante renal.

Estos resultados han sido confirmados recientemente en un estudio que analiza los
trasplantes renales realizados en Francia entre 2012 y 2016. Los autores concluyen que
eculizumab ha modificado la epidemiologia del SHUa en su pais ya que el trasplante renal
se ha incrementado del 46% al 72% durante ese periodo de tiempo por el uso de este

farmaco como profilaxis de las recidivas (190).
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Eculizumab es un farmaco muy caro lo que dificulta su accesibilidad (191). Su
elevado coste plantea la posibilidad de su interrupciéon en algin momento del proceso
evolutivo de la enfermedad con una monitorizacién clinica cuidadosa (192) (193) (194) y
laindividualizacién de su dosificaciéon basada en un mejor conocimiento de sus propiedades
farmacocinéticas (195) (196). Otros ambitos de investigaciéon con eculizumab tienen que
ver con la valoracién de posibles resistencias, como las detectadas en pacientes japoneses
con mutaciones en C5, que hacen imposible la interaccion del farmaco con este factor (197)

o la deteccidn de los casos de inhibicién incompleta de C5 (198).

La interrupcién de eculizumab plantea problemas técnicos y éticos de dificil
solucion (199-201). Para abordarla hay que clasificar con la mayor precision posible a los
pacientes en funcion del riesgo de recidiva y disponer de pruebas adecuadas para
monitorizar la actividad del fArmaco (202) (203). No parece que los test disponibles como
la capacidad de determinar C5 libre no fijado a eculizumab (204), la determinacién del
cociente C3/CH50 (205) o el ensayo ex vivo de medicién de C5b-C9 sobre células
endoteliales (206) pueda desempefiar este papel a dia de hoy puesto que solo es posible

realizarlos en laboratorios especializados(207).

Se ha propuesto la realizacidn de un estudio aleatorizado con diferentes pautas de
interrupciéon (208); sin embargo hay que tener en cuenta que se precisarian tamanos de
muestra dificiles de conseguir en una enfermedad tan poco frecuente como es el SHUa. El
grupo francés de SHUa revisé la experiencia de la interrupcion de eculizumab en 38 (nueve
pacientes pediatricos/adolescentes y 29 adultos) de un total de 108 receptores de
trasplante renal tratados con eculizumab en su pais. La conclusién de ese estudio fue que la
interrupcién de eculizumab fue especialmente problematica en pacientes portadores de
variantes patogénicas ya que se produjeron recidivas en el 72% de los portadores de
variantes en CFH, 50% en los portadores de MCP y ninguna en los pacientes en los que no

se habia identificado ninguna variante (209).

El elevado coste de eculizumab ha llevado a un grupo holandés a realizar trasplantes
de donante vivo a pacientes con SHUa sin administracién profilactica de eculizumab, con
minimizacién de anticalcineurinicos, administracion de basiliximab, y una monitorizaciéon
clinica muy estricta (210) (211). El grupo de Bérgamo ha comunicado también una
experiencia exitosa de trasplante de donante cadaver en receptores tratados con

basiliximab (212).

Para los pacientes con mutaciones en proteinas plasmaticas, como CFH, se han

propuesto como soluciones definitivas el trasplante hepatico, o el combinado hepatico y
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renal para los que, ademas, presentan insuficiencia renal terminal (213) (214). Del analisis
de la veintena de casos reportados hasta la fecha, se deduce que es imprescindible el uso de
plasmaterapia o eculizumab en las fases iniciales del trasplante hasta que la funcién
hepatica sea operativa. En cualquier caso, este tipo de trasplante debe realizarse en centros
con experiencia acreditada después de un cuidadoso balance individualizado de riesgos y
beneficios del procedimiento y frente a la alternativa de tratamiento continuado con

eculizumab (28) (213) (215) (216) (217).

La mortalidad en el SHUa se mantiene por debajo del 10% desde los afios 90 cuando se
analizaron las primeras experiencias con el uso de plasmaterapia (6) (173). La disminucién
y estabilizacién en la mortalidad podria estar relacionada con la mejoria de los cuidados
iniciales de soporte. La menor mortalidad en algunas poblaciones especificas como la
japonesa también podrian estar en relaciéon con una distribucién diferente de las distintas
variantes genéticas y de las formas adquiridas (25) (28). En un conjunto de estudios
resumido por Menne en 2019 que englobaba a 93 pacientes tratados con eculizumab solo
fallecieron tres pacientes, ninguno de ellos en relacién con el uso de eculizumab (181). En
una revision japonesa publicada también en el 2019, se reporta el fallecimiento de cuatro
de 33 pacientes con SHUa primario tratados con eculizumab, pero sin relacién con la

administracion del farmaco (218).
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3 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El SHUa es una enfermedad rara y de mal prondstico. Ambas condiciones justifican su
estudio. La investigacion es imprescindible para la adquisicion de competencia clinica en su
manejo, para generar y difundir su conocimiento y para planificar adecuadamente los

recursos sanitarios disponibles.

El clinico no conseguira suficiente destreza en el manejo de estas enfermedades si solo
se basa en su experiencia personal necesariamente escasa o la obtiene de forma acritica y

no matizada por el rigor de la investigacion propia y ajena.

La generacién de conocimiento que proporciona la investigacién es esencial para
superar la discriminacién negativa que sufren los pacientes con SHUa y que comparten con
los demas pacientes portadores de enfermedades raras. Esta discriminacion tiene varios
motivos. Uno de ellos es que dada su baja prevalencia no estan en las prioridades de la
investigacién biomédica. Tampoco existen incentivos para la investigacién farmacéutica
porque la diferencia entre la inversién necesaria para desarrollar un fArmaco y el beneficio
potencial es muy elevada. Ademas, existen dificultades metodoldgicas como son el bajo
nimero de pacientes, la dificultad para su reclutamiento, los obstaculos para publicar
estudios exploratorios con eventos de baja frecuencia o las deficiencias en especificidad y

homogeneidad de los sistemas de clasificacion entre diferentes hospitales.

Afortunadamente, en el caso del SHUa, los esfuerzos conjuntos de investigadores
clinicos y basicos han logrado con sus publicaciones contribuir al conocimiento de sus
mecanismos moleculares y conseguir con el bloqueante de C5a, eculizumab, un tratamiento
para la enfermedad, que fue aprobado por la FDA y la EMEA en 2011, basandose en los
resultados obtenidos con trabajos exploratorios, sobre un niimero escaso de pacientesy con
periodos de seguimiento breves. El elevado coste del tratamiento del SHUa con eculizumab
que oscila entre los 300.000 y los 500.000 euros anuales por paciente es un motivo mas
para analizar la experiencia con este farmaco, optimizar su uso y facilitar la financiacién por

el Servicio Nacional de Salud.

Este estudio pretende revisar con rigor la experiencia en el manejo del SHUa en el
Hospital Universitario de A Corufia, generar conocimiento util que mejore la competencia
clinica de los médicos involucrados en el manejo de esta enfermedad y contribuir a los

objetivos del Sistema Nacional de Salud.
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La utilidad de este estudio queda avalada por el hecho de que la publicacién en 2018
de algunos de sus resultados preliminares ha servido para modificar las recomendaciones
terapéuticas en esta enfermedad por parte de la Sociedad Norteamericana de Aféresis en su

edicién de 2019 (219).

El estudio también pretende cumplir con los requerimientos del Sistema Nacional de
Salud y de su Estrategia en Enfermedades Raras aprobada por el Consejo Interterritorial de
Salud en 2009 y actualizada en 2014 que establece la necesidad de estimar de modo
apropiado la incidencia y prevalencia de cada enfermedad y obtener informacioén clinica y
epidemioldgica que permita una mejor planificacién de los servicios sanitarios y desarrollar

politicas en materia sanitaria y de investigacion (220).
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OBJETIVOS

Estimar la incidencia y prevalencia de SHUa por edad y poblacién en riesgo en el
area sanitaria del Hospital Universitario de A Corufia.

Conocer si existen diferencias por edad y sexo en la forma de presentacién del
SHUa en la presencia de antecedentes, en las manifestaciones clinicas
extrarenales, en la severidad de la afectacion hematolégica y renal o en las
modalidades de tratamiento utilizadas.

Analizar la presencia de variantes, reordenamientos y haplotipos de riesgo en los
genes de las proteinas reguladoras de la via alternativa del complemento en la
cohorte de pacientes con SHUa. Definir el sentido de la mutacidn, el cambio
inducido en la proteina codificada y determinar los valores plasmaticos de C3, C4,
FH, Fly de la expresion celular de MCP.

Estimar la influencia de la edad, del sexo, del tipo variante genética portada, de la
naturaleza familiar o esporadica de la enfermedad y de 1a modalidad de
tratamiento sobre la incidencia y el tiempo de normalizaciéon hematologica.
Evaluar la influencia de la edad, del sexo, del tipo de variante genética portada, de
la naturaleza esporadica o familiar de la enfermedad y de la modalidad de
tratamiento sobre la incidencia de fracaso renal agudo, el tiempo e incidencia de
recuperacion total de la funcion renal y de la entrada definitiva en dialisis.
Estimar la influencia de la edad, del sexo, del tipo de variante genética portada, de
la naturaleza esporadica o familiar de la enfermedad y de la modalidad de
tratamiento sobre la incidencia de recidiva de la enfermedad.

Evaluar las caracteristicas basales demograficas, clinicas, genéticas de los
pacientes con SHUa receptores de trasplante renal y conocer la tasa de recidivas y
supervivencia de pacientes e injertos, asi como la utilidad del uso de eculizumab
como profilaxis para evitar los episodios de recidiva.

Analizar la supervivencia y conocer las causas de muerte de los pacientes de la
cohorte durante el periodo de seguimiento.

Estimar la prevalencia al final del seguimiento de los pacientes con funcién renal
integra de los rifiones nativos, con un injerto funcionante, o que precisan de

tratamiento con dialisis.
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5 MATERIAL Y METODOS

5.1 DISENO DEL ESTUDIO

5.1.1 Tipo

Observacional de una cohorte de seguimiento retrospectivo.

5.1.2 Poblacion

Pacientes diagnosticados de sindrome hemolitico urémico atipico en el Hospital
Universitario de A Corufia.

5.1.3 Ambito
Area sanitaria cubierta por el Servicio de Nefrologia del Hospital Universitario de A

Corufia que en el ano 2005 estaba compuesta por 618.863 habitantes adultos y 77.910

habitantes de edad igual o inferior a 16 afios.
5.1.4 Periodo del estudio
2.015-2.019

5.1.5 Seguimiento

El seguimiento de los pacientes se consider6 como el tiempo transcurrido desde el
diagndstico del primer episodio hasta el fallecimiento del paciente o hasta la fecha de su

altima revision clinica.

5.1.6 Asignacion

Para el estudio se reclutaron los pacientes ingresados en el Hospital Universitario
de A Corufia y diagnosticados de sindrome hemolitico urémico (D59,3), purpura
trombocitopénica trombdtica (M31,1) o microangiopatia trombdtica (M31,1) mediante el
sistema CIE9-MC vigente en el Servicio Galego de Satde (1995-2015). El reclutamiento
incluye desde marzo de 1984 a 2015, con seguimiento hasta final de diciembre de 2018. Los
pacientes fueron asignados al estudio después de analizar sus historias clinicas y comprobar

que cumplian con los atributos establecidos en los criterios de seleccidn.

5.1.7 Criterios de inclusion

Los pacientes debieron cumplir al menos tres de los siguientes atributos para su

inclusion en el estudio:

41



Anemia hemolitica microangiopatica con concentraciones de hemoglobina inferiora 11
g/dl, de lactato dehidrogenasa (LDH) igual o superior a 440 UI/L, de haptoglobina
inferior a 36 mg/dl y presencia de esquistocitos en sangre periférica en cantidad
superior al 1%

Trombocitopenia definida por un recuento plaquetario inferior a 150.000 plaquetas/
mm3

Dafio renal severo definido por una creatinina plasmatica superior a 1,5 mg/dl

Biopsia renal diagndstica de microangiopatia trombotica

5.1.8 Criterios de exclusion

Los pacientes con los siguientes atributos se consideraron como inelegibles para su

inclusion en el estudio:

iy

2)

3)
4)

Pacientes diagnosticados de purpura trombocitopénica trombética por ausencia de
dafio renal clinicamente significativo y/o por acreditar una actividad de ADAMTS13
inferior al 5%.

Infeccidn por Escherichia Coli 0157 productora de toxina Shiga definida por el
crecimiento de colonias con incapacidad para fermentar el sorbitol cuando se siembran
en agar MacConkey. Desde 2008 las colonias sorbitol negativas identificadas como E.
Coli 0157 por aglutinacidn se estudiaron por PCR para determinar la presencia de genes
codificadores de toxina shiga (stx1, stx2) y de intimina (eae).

Hipertensioén con edema de papila.

Enfermedades concomitantes autoinmunes, neoplasias, trasplante de médula 6sea y

trasplante de 6rganos solidos.

5.1.9 Recoleccion de los datos

Los datos se obtuvieron de las historias clinicas en soporte convencional o electrénico y

se almacenaron en una base de datos relacional bioestadistica. La gestidn y el analisis de los

datos recolectados se hizo en colaboracion con la Unidad de Investigacion en Epidemiologia

y Bioestadistica del Hospital Universitario de A Corufia.

5.2 DEFINICION DE LAS VARIABLES.

Se consideraron como variables predictivas aquellas caracteristicas basales clinicas,

demograficas, genéticas, resultados de laboratorio y tratamientos prescritos en el episodio

inicial del sindrome hemolitico urémico. Se consideraron como variables de respuesta las
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manifestaciones clinicas de la enfermedad susceptibles de ser condicionadas por las

variables predictivas.

5.2.1

Variables predictivas

Edad
Afios del paciente en el momento del diagnostico de sindrome hemolitico urémico
atipico.

Sexo

Mujer o varon.

Seguimiento.

El tiempo de seguimiento se establecié como el transcurrido desde el diagnéstico
del paciente hasta la fecha de su fallecimiento o hasta la fecha de su tltimo contacto

en la consulta.

Cardcter esporddico.

Se consider6 como esporadico cualquier episodio de SHUa aparecido en ausencia
de antecedentes familiares de la enfermedad.

Cardcter familiar.

Se consideré como familiar cualquier episodio de SHUa cuando el paciente afectado

tuviera a un familiar también diagnosticado de SHUa.

Factores desencadenantes.

Se consideraron factores desencadenantes los hechos o circunstancias ambientales
conocidos por su capacidad para provocar un episodio de sindrome hemolitico
urémico atipico como infecciones, vacunas, farmacos, intervenciones quirtrgicas,

exploraciones invasivas y embarazo.

Manifestaciones neuroldgicas.

Se consideraron manifestaciones neuroldgicas asociadas al SHUa la Irritabilidad, la
letargia, los episodios se confusion, las convulsiones, el coma y el accidente

cerebrovascular agudo trombético o hemorragico.
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Manifestaciones gastrointestinales.

Se consideraron manifestaciones gastrointestinales asociadas al SHUa la presencia
de diarrea no provocada por infeccién, sangrado digestivo, dolor abdominal y

pancreatitis.

Otras manifestaciones extrarenales.

Se reportaron como tales cualquier otro sintoma o signo asociados al episodio de
SHUa , recogidos en la historia clinica, como disnea, angor, trastornos del ritmo o
lesiones ulcerosas y/o necrotizantes en la piel o en los dedos de las extremidades

superiores e inferiores

Anemia hemolitica

Se consider6 que el paciente sufria de anemia hemolitica cuando en las
determinaciones efectuadas durante el episodio inicial de SHUa se objetivé un
valor de hemoglobina inferior a 11 g/dl, de lactato dehidrogenasa igual o superior

a 440 Ul/Ly de haptoglobina inferior a 36 mg/dl.

Esquistocitosis

Se defini6 por la presencia de esquistocitos en el frotis de sangre periférica en un

porcentaje igual o superior al 1%.

Trombocitopenia

Se consideré que el paciente sufria de trombocitopenia cuando en las
determinaciones efectuadas durante el episodio inicial de SHUa se objetivé un

recuento plaquetario inferior a 150.000/ mma3.

Hipocomplementemia C3

Se juzg6 que el paciente manifestaba hipocomplementemia C3 cuando los valores
plasmaticos de C3, obtenidos durante el episodio inicial del SHUa , estaban por
debajo del rango normal de los valores (79-210 mg/dl) reportados por el

laboratorio del Hospital Universitario de A Corufa .

44



Hipocomplementemia C4

Se juzgé que el paciente manifestaba hipocomplementemia C4 cuando los valores
plasmaticos de C4 , obtenidos durante el episodio inicial del SHUa , estaban por
debajo del rango normal de los valores (14-47 mg/dl) del laboratorio del Hospital

Universitario de A Coruiia.

Coprocultivo

Cultivo de heces en agar MacConkey con sorbitol. El cultivo en agar MacConkey
discrimind los bacilos gram positivos de los gram negativos mientras que la adicién

de sorbitol permiti6é descartar a las colonias de E. Coli con serotipo 0157.

Hipertension arterial

Se considerd que el paciente era hipertenso durante el episodio inicial del sindrome
hemolitico urémico atipico si precisaba de medicacién antihipertensiva para
mantener la tension arterial sistolica por debajo de 140 mm de Hg, y la presion
arterial diastélica por debajo de 90 mm de Hg en pacientes adultos, por debajo de
100 mm de Hg de sistdlica y de 60 mm de Hg de diastdlica en pacientes entre los
tres y los seis afios; por debajo de 105 mm de Hg de sistélica y 70 mm de Hg de
diastdlica en pacientes entre seis y nueve afios y por debajo de 115 mm de Hg de

sistolica y de 75 mm de Hg de diastélica en los pacientes entre 12 y 15 afios.

Proteinuria basal

Se consideré que el paciente presentaba proteinuria clinicamente relevante
durante el episodio inicial del sindrome hemolitico urémico atipico, si la excrecién

urinaria de proteinas era igual o superior a 500 mg/24 h.
Dario renal agudo

Se considero que el paciente sufria de dafio renal agudo durante el episodio inicial
del sindrome hemolitico urémico atipico si presentaba un valor de creatinina
plasmatica superior en 25% al previo al episodio o, en el caso de desconocer ese
valor, si la creatinina plasmatica se estabilizé en un valor igual o superior a 1,5

mg/dl.
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= Dafio renal agudo con necesidad de didlisis

Definido por la necesidad de tratar al paciente con dialisis durante el episodio inicial
de sindrome hemolitico urémico atipico por incremento no controlado en el valor
de la creatinina plasmatica, oliguria, sobrecarga de volumen, hiperpotasemia
acidosis o sindrome urémico.

* Biopsia renal diagnéstico

Se considerd que la biopsia renal practicada al paciente durante el episodio inicial
de sindrome hemolitico urémico era diagndstica si mostraba fibrina y trombos
plaquetarios en capilares glomerulares y arteriolas, edema, desprendimiento
endotelial, acumulacién de proteinas y detritus celulares en el espacio

subendotelial.

»  Tratamiento con plasmaterapia
Tratamiento del episodio inicial del sindrome hemolitico urémico con
plasmaféresis, infusion de plasma o plasmaféresis combinada con infusién de
plasma. Los pacientes se diferenciaron en dos grupos segtn las dosis y el tiempo de
administracion del tratamiento. Se consideré que habian recibido plasmaterapia
intensiva los que fueron tratados con infusiéon de plasma en cantidades superiores
a 10ml/Kg de peso durante un tiempo superior a cinco dias y recibieron, al menos,
cinco plasmaféresis con intercambio de volumen de 60 ml/kg de peso durante 10
dias. Por el contrario, se consideré que habian sido tratados con plasmaterapia de

baja intensidad el resto de pacientes, incluidos los que solo recibieron plasma.

» Tratamiento con eculizumab
Se consider6 que los pacientes habian sido tratados con eculizumab intravenoso
durante el episodio inicial de sindrome hemolitico urémico si habian recibido una
dosis de induccién de 900 mg a la semana durante cuatro semanas, seguida de dosis

de mantenimiento de 1200 mg cada dos semanas a partir de la quinta semana.

5.2.2 Estudios genéticos y funcionales del complemento

¥ Variantes genéticas y moleculares de componentes del complemento y de
sus proteinas reqguladoras
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Los cambios especificos en la secuencia de ADN o variantes genéticas se clasificaron,
siguiendo los criterios de The American College of Medical Genetics and Genomics y de la

Association for Molecular Pathology (221).

Se consideraron:

e Variantes patogénicas los cambios de secuencia de ADN con evidencia genética,
funcional y clinica, incluyendo estudios de cosegregaciéon con la enfermedad en
familias o poblaciones

e Probablemente patogénicas los cambios de secuencia de ADN con cierta similitud
con variantes patogénicas conocidas, pero sin evidencia definitiva basada en
estudios funcionales o familiares y poblacionales de cosegregaciéon con la
enfermedad

e Probablemente benignas cuando existen pruebas no definitivas que sugieren que no
se asocian a enfermedad

e Benignas cuando existe una evidencia definitiva de que no son causantes de
enfermedad, porque su prevalencia en la poblacién es superior a la prevalencia
entre pacientes con sindrome hemolitico urémico atipico

e De significado incierto cuando no cumplen los criterios de las anteriores o existen

evidencias contradictorias sobre su patogenicidad o benignidad

Se consideran:

e Polimorfismos de un nucledtido a los cambios en la secuencia de un tnico par de
bases en el ADN que se manifiestan con una frecuencia superior al 1% de la
poblacién

e Haplotipo de riesgo en CFH gtgt, también denominado H3, compuesto por la
asociacidn haplotipica de las variantes en CFH: -332T, ¢.184G, c.1204T, c.2016G y
c.2808T, que ocurre con mayor frecuencia en los pacientes con sindrome hemolitico
urémico atipico que en la poblacién general

e Haplotipo de riesgo en MCP, denominado MCPggac compuesto por la asociacidon
haplotipica de las variantes 547Gy -261G y c.2232C situadas en la regiéon promotora
del gen MCP que ocurre con mayor frecuencia en los pacientes con sindrome
hemolitico urémico atipico que en la poblacion general

e Reordenamientos en CFHR1-5. Procesos de recombinacién no homologa entre los
genes CFHR1-5 que conducen a la delecién, duplicacién o aparicién de genes

hibridos
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» Andlisis genético y otros estudios del complemento.

Para el andlisis genético se obtuvo el ADN de células sanguineas periféricas
utilizando procedimientos estandar. En 22 pacientes los genes CFH, CFl, MCP y CFHR1 se
analizaron por medio de secuenciacion por el método de Sanger. En todos los casos los
exones fueron amplificados usando primers especificos derivados de secuencias intrénicas
5y 3 ylasecuenciacién automatica se realizé en un ciclador AB13730 (Applied Biosystems).
En 15 pacientes las mutaciones fueron analizados utilizando dos paneles de secuenciacion
de nueva generacion (NGS): El lon protén NGS incluy6 los genes CFH, MCP, CFI, C3, CFB,
DGKE, THBD, CFHR1, CFHR2, CFHR3, CFHR4, CFHR5, CFP and ADAMTS13 genes y el [llumina
que analiz6 48 genes incluyendo todos los genes del complemento y otros adicionales que
pudieran tener relaciéon con el SHUa.

La anotacion de las variantes genéticas se hizo con ANNOVAR. Las variantes comunes
con una frecuencia>1% fueron excluidas. Para la identificacién de nuevas variantes y de
las variantes patogénicas se utilizaron diferentes bases de datos: Exome Variant Server,
1000 Genomes, NCBI dbSNP, aHUS mutation database (www.fh-hus.org) o la propia
base de datos del Laboratorio de Biologia Celular del CSIC dirigido por el Prof S.
Rodriguez de Cérdoba, en Madrid. El analisis de las variaciones en el nimero de copias

en la region CFH-CFHRs se realiz6 por MLPA.

» Estudios moleculares del sistema del complemento

Los valores plasmaticos de €3, FH y FI se midieron por el método de ELISA. Los
valores de MCP en los linfocitos de sangre periférica se determinaron por citometria de
flujo. Los autoanticuerpos frente a FH se analizaron por medio de un ELISA usando placas
con FH purificado. Los valores normales de FH se establecieron en 12-56 mg/dL; los de CFI
en 71-115% y la expresion de MCP en 91-109%.

La medicidon de los valores plasmaticos de C3 y C4 se realizd con técnicas de nefelometria

considerando el rango normal para C3 entre 79 y 210 mg/dL y de C4 entre 14 y 47 mg/dL.
5.2.3 Variables de respuesta

> Incidencia

Numero de pacientes que presentaron un episodio nuevo de sindrome
hemolitico urémico atipico cada afio por millén de habitantes entre 1984 y 2015 en

la poblaciéon de adultos del area de referencia del Hospital Universitaria de A Coruia
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y del Hospital de el Ferrol. La estimacién de la tasa de incidencia se estimé
anualmente y por quinquenios.

La incidencia se estim6 mediante la tasa de incidencia definida como el
cociente entre el nimero de nuevos episodios en el quinquenio y el nimero de

pacientes en riesgo. El resultado se presenta referido a 1.000.000 pacientes/afio.

Prevalencia

Numero de pacientes adultos diagnosticados de sindrome hemolitico
urémico atipico en la poblacién de adultos asistida por el Hospital Universitaria de
A Coruifia y del Hospital de el Ferrol por quinquenios. La prevalencia se estim6
teniendo en cuenta las mermas de pacientes por mortalidad o por perdida de
seguimiento. El resultado se presenta referido a 1.000.000 pacientes/afio.

Para los calculos de incidencia y prevalencia se utiliz6 la poblacion de
referencia del Hospital Universitario de A Corufla a partir de los datos

proporcionados por el Staff de Gerencia del propio Hospital.

Normalizacion hematolégica de la MAT

Se consider6 que el paciente estaba en situacion de normalidad
hematolégica cuando alcanz6 valores de plaquetas igual o superior a 150.000/mm
3y de LDH inferior a 440 UIl/L mantenidos durante cuatro o mas semanas, al menos

en dos mediciones consecutivas.

Recuperacion integra de la funcién renal

Se estableci6 que el paciente habia recuperado integramente la funcién renal
cuando el valor de su creatinina plasmatica descendié a valores inferiores a 1,5

mg/dl.

Insuficiencia renal cronica

Se considerd que el paciente habia evolucionado al estado de insuficiencia
renal crénica cuando el valor de su creatinina plasmatica alcanzé valores estables
iguales o superiores a 1.5 mg/d], sin necesidad de tratamiento substitutivo con

dialisis o trasplante.
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Insuficiencia renal terminal

Se considerd que el paciente habia evolucionado al estado de insuficiencia
renal terminal cuando necesité de dialisis o trasplante como medida de tratamiento

substitutivo permanente.

Hipertension arterial permanente

Se consideré que el paciente presentaba hipertension arterial permanente si
al final de su seguimiento necesitaba de medicacién antihipertensiva para mantener
la tension arterial por debajo de los valores establecidos previamente para

pacientes adultos, adolescentes y pediatricos

Recidiva

o Recidiva en rifiones nativos
La recidiva se definié por la aparicion, después del episodio inicial de SHUa,
de nuevas manifestaciones clinicas: neurolégicas, cardiovasculares o episodios de
trombosis asociadas a la repeticion de uno de los siguientes hallazgos: disminucion
del recuento plaquetario en un 25% o mas respecto a los valores previos en rango
de normalizacién hematoldgica, Incremento en los niveles de LDH en un 25% o mas
respecto a los valores previos en rango de normalizacién hematolégica o el
Incremento en la creatinina plasmatica en un 25% o mas respecto a los valores
obtenidos previamente en fase de estabilizacion.
o Recidiva en el trasplante
La recidiva en el trasplante se defini6 como disfuncién del injerto renal
acompafiada de manifestaciones de MAT en la biopsia. En ausencia de biopsia se
define clinicamente como disfuncién renal con incremento de los valores de
creatinina plasmatica acompafiada de al menos dos parametros hematoldgicos
(descenso del nivel de plaquetas, anemia, incremento de LDH, presencia de

esquistocitos en sangre periférica o descenso de la cifra de haptoglobina).

Supervivencia del paciente

La supervivencia del paciente se estim6 por la probabilidad del paciente
para permanecer con vida después del episodio inicial a lo largo del tiempo de
seguimiento.

Para computar la mortalidad se incluyeron a todos los pacientes fallecidos

durante el seguimiento con independencia de la causa de su muerte
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» Supervivencia renal

La supervivencia renal se estimé por la probabilidad del paciente para
mantenerse libre de didlisis después del episodio inicial o de recidiva a lo largo del

tiempo de seguimiento.

5.3 METODOLOGIA ESTADISTICA

Las variables dicotémicas y categdricas se describen con su frecuencia absoluta (n) y
porcentaje (%), y las continuas con la media y la desviacion tipica (DS) si la distribuci6én era
normal o con la mediana (Md) y el rango intercuartil (RIQ), si los datos no seguian una

distribuciéon normal

Para analizar la distribuciéon de las variables continuas se utilizé el test de
Kolmogorow si habia mas de 30 casos, y el de Shapiro si habia menos de 30 casos, aceptando
la distribucién normal en caso de no poder rechazar la hipétesis nula (p>0,050). También

se comprobo si tenian varianzas homogéneas con el test de Levene.

La comparacion entre variables dicotomicas independientes se realizé estimando
en tablas de contingencia la diferencia entre el nimero y porcentaje de eventos ocurridos
en cada cohorte y calculando el estadistico chi-cuadrado de Pearson, o el test exacto de

Fisher si mas del 20% de las celdas tenian una frecuencia esperada inferior a 5.

Para comparar las variables continuas en dos muestras independientes se utilizd el
test tde Student, si la distribucién de sus valores fue normal y las varianzas homogéneas, o

el test de 1a U de Mann-Whitney en caso contrario.

La magnitud del efecto se calculé mediante la diferencia de riesgos o con el riesgo
relativo cuando las variables predictivas y de efecto fueron dicotémicas, y mediante la
diferencia de medias en el caso de las variables de efecto continuas. La estimacién de la

magnitud del efecto se describi6 con el intervalo de confianza del 95% (1C95%).

Se implementé un modelo de regresiéon de Cox multivariable con el objetivo de

controlar posibles factores de confusion (edad/factores genéticos).

Para valorar la eficacia del tratamiento con eculizumab sobre la plasmaterapia, la
magnitud del efecto se estimd ademas con el niumero de pacientes necesarios a tratar (NNT)

para producir un evento y su intervalo de confianza es del 95%.

La supervivencia de pacientes e injertos se estim6 con el método de Kaplan Meier

con datos censurados. La comparacion de curvas de supervivencia se realiz6 con la prueba
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de rangos logaritmicos (test de log-rank).

Todos los tests se realizaron con un planteamiento bilateral, se consideraron
significativos valores de p<0,050. El analisis estadistico se realiz6 con los programas SPSS
version 19 (IBM SPSS Statistics) y Epidat 3.1. (Direccién Xeral de Innovacion e Xestion

da Saude Publica, Xunta de Galicia y Organizaciéon Panamericana de la Salud (OPS-OMS).
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Aspectos éticos y legales







6 ASPECTOS ETICOS Y LEGALES

Este estudio se realiz6 de acuerdo a la legislacion vigente y en concreto con:

Declaracion de Helsinki 1975

Ley 15/1999, de proteccion de datos de caracter personal y el reglamento que la
desarrolla

Ley 41/2002 basica reguladora da autonomia del paciente y de derechos y
obligaciones en materia de informacién y documentacion clinica

Ley 3/2005, de modificaciéon de la Ley 3/2001, reguladora del consentimiento
informado y de la historia clinica de los pacientes

Decreto 29/2009, de 5 de febrero, por el que se regula el uso y acceso a la historia

clinica electronica

El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Galicia (anexo)

Codigo de registro 2015/482
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7 RESULTADOS
7.1 PACIENTES

Serevisaron 122 historias clinicas de pacientes codificados mediante el sistema CIE9-
MC con los diagndsticos de SHU (D59,3), PTT (M31,1) o MAT (M31,1). Tras aplicar los

criterios de inclusion/exclusiéon la muestra final estudiada fue de 48 pacientes.

Se excluyeron 74 (61%) pacientes: 39 (32%) por el diagndstico de PTT; 10 (8%) por
ser receptores de un trasplante de 6rgano sélido (siete de pulmén, dos renales y un
cardiaco); siete (6%) por ser portadores de una neoplasia (tres de proéstata, dos
gastrointestinales y dos de origen hematoldgico); siete (6%) por pérdida de seguimiento;
tres (2%) por enfermedad autoinmune; dos (1,6%) por infeccién gastrointestinal por
Escherichia Coli, tres (2%) por sospecha de infeccion por Escherichia Coli (prédromos con
diarrea, ausente al ingreso y sin coprocultivo); dos (1,6%) por infeccién VIH y otro por

hipertensidn arterial maligna (Fig 7).

Evaluados
n=122
Excluidos
n=74
39 PTT
10 trasplantes de érgano sélido
> 7 Neoplasias
7 pérdidas de seguimiento
5 STEC
3 enfermedad autoinmune
2 infeccién VIH
A 1 hipertensién arterial maligna
Analizados
n=48

Figura 7: Pacientes seleccionados para el estudio entre los diagnosticados de MAT/SHUa/PTT con el
sistema CIE-9 MC, en el Hospital Universitario de A Coruria. 1984-2015
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7.2 SEGUIMIENTO.

El seguimiento fue de Md=13 afos, RIQ=(6-18). El seguimiento de los pacientes
tratados con eculizumab fue de Md=4 afios, RIQ= (4,5-5) (p=0,010), ya que el tratamiento

con eculizumab fue aprobado para su uso terapéutico en el SHUa en el ano 2011.

7.3 INCIDENCIA'Y PREVALENCIA

7.3.1 Incidencia

En la figura 8 se describe la incidencia quinquenal en términos absolutos de
pacientes pediatricos/adolescentes y adultos. En el caso de los pacientes adultos se observa
una mayor fluctuaciéon con mas estabilidad a partir del quinquenio 1995-1999, solo

interrumpida en el quinquenio 2000-2004.
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M Pediatricos/adolescentes MW Adultos

Figura 8: Niimero de casos por quinquenios en poblacién pedidtrica/adolescente y adulta
diagnosticados de SHUa en el Hospital Universitario A Corufia

Se calculé por separado la incidencia del SHUa en los pacientes diagnosticados en la
edad pediatrica/adolescente y en los que presentaron la enfermedad en la edad adulta, de
acuerdo con sus respectivas poblaciones en riesgo. Para ello, se utilizo6 como poblacién en
riesgo el numero de habitantes con esas edades en la poblacién de referencia del Hospital
Universitario de A Corufia en el afio 2005, fecha que se corresponde con la mitad del periodo
del estudio. En ese afio la poblacion con edad igual o inferior a 16 afios fue de 77.910

personas y la de pacientes con edad superior 16 afnos fue de 696.773 personas.

Con estos datos las medias de incidencia anual de los pacientes diagnosticados en la

edad pediatrica y en los que presentaron la enfermedad en la edad adulta fueron
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RESULTADOS

3,2/1.000.000 habitantes/afio y 2,1/1.000.000 habitantes/afio, respectivamente, referidos

a poblacidn en riesgo.

3,5
3
2,5
2
1,5
1

0,5

N2 pacientes/millon de habitantes

0
Pediatricos/adolescentes Adultos

Figura 9: Incidencia por millon de pacientes diagnosticados de SHUa en poblacion pedidtrica/adolescente
y adulta en el Hospital Universitario A Corufia. 1984-2015

La incidencia anual de pacientes pediatricos y adultos referida a la poblacién total de
nuestra darea sanitaria fue de 0,37/1.000.000 habitantes/afio y 1,85/1.000.000

habitantes/afio respectivamente.

La incidencia anual de pacientes con SHUa de todas las edades en referencia a la

poblacion total fue de 2,2/1.000.000 habitantes/afio.

7.3.2 Prevalencia

En el afio 2015, fecha de terminaciéon del reclutamiento de pacientes, se habian
producido siete fallecimientos en la cohorte y seis pacientes diagnosticados en edad
pediatrica se habian convertido en adultos, con lo que, la prevalencia total, de pacientes
adultos y de pacientes pediatricos era de 59; 63 y 25 pacientes por 1.000.000 habitantes,
respectivamente. Estas cifras suponen que en nuestra area sanitaria existe actualmente un
paciente con SHUa por cada 16.994 habitantes.

59 63

Ne pacientes/millon
de habitantes
N
(9]

Figura 10: Prevalencia por millon de pacientes diagnosticados de SHUa al final del periodo de
reclutamiento en poblacion total y desglosado en poblacion adulta y pedidtrica/adolescente
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7.4 CARACTERISTICAS BASALES

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes en el momento del

diagndstico se describen en la Tabla 2.

Tabla 2: Caracteristicas basales demograficas, clinicas, analiticas y tipo de tratamiento recibido en los
48 pacientes con SHUa de la cohorte del Hospital Universitario de A Corufia.1984-2015

Caracteristica Pacientes
N=48
Edad, afios, media+DT 39422
Adultos, n (%) 40 (83)
Mujeres, n (%) 25 (52)
Seguimiento, afios, Md, (RIQ) 13 (6-18)
Esporadico ,n (%) 39 (81)
Asociado a embarazo, n (%) 2 (4)
Desencadenantes, n (%) 18 (37)
Afectacion neuroldgica, n (%) 12 (25)
Afectacidén gastrointestinal, n (%) 16 (33)
Hemoglobina< 11 g/dL, n(%) 46 (96)
Hemoglobina g/dl, Md, (RIQ) 8,5(7,5-9)
>1% esquistocitos, n,(%) 39 (81)
LDH > 440 UI/L n,(%) 48 (100)

LDH (UI/L), Md, (RIQ)

2483 (1604-2665)

Haptoglobina<36 mg/dl, n (%) 29 (91)*
Haptoglobina mg/dl, Md, (RIQ) 5,8 (5,8-8)*
Trombocitopenia, n (%) 46 (96)

Plaquetas/mm3, Md, (RIQ)

55500 (32250-79750)

Creatinina mg/dl, Md, (RIQ) 59 (3,3-8)
Hipertension arterial ,n (%) 39 (81)
Tensioén arterial sistélica, mm de Hg mediatDT 156 (31)
Tension arterial diastélica mm de Hg, mediatDT 86 (19)
Biopsia renal en el primer episodio ,n (%) 14 (29)
Dialisis ,n(%) 37 (77%)
Plasmaféresis/infusion plasma ,n(%) 48 (100)
Eculizumab en segunda linea, n (%) 5(10)

*Determinada solo en 32 pacientes
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El 83% fueron diagnosticados en la edad adulta y un 52% fueron mujeres. En 81%
la forma de presentacidon fue esporadica y en el 37% se pudo identificar algun factor

desencadenante, siendo las infecciones las mas frecuentes (Tabla 3).

Tabla 3: Factores desencadenantes de SHUa en relacion a edad y sexo en la poblacion diagnosticada de
SHUa en el Hospital Universitario A Coruiia

Desencadenantes Total Mujer Varon Adultos Pediatrico/
adolescente
Infeccién 11 5 6 10 1
Cirugia 3 1 2 3 0
Exposicion al frio 2 0 2 2 0
Ejercicio fisico 1 1 0 1 0
intenso
Embarazo 2 2 0 2 0

En dos mujeres, el factor desencadenante fue el embarazo con presentacién del
episodio en la fase postparto. En otros dos pacientes el episodio inicial se asocié a
exposicidn al frio, en un caso accidental por caida al mar, y en otro tras exposicion laboral

en dos ocasiones: en la presentacion de la enfermedad y en un episodio de recidiva.

El 58% de los pacientes experimentaron manifestaciones extrarenales de la
enfermedad, siendo las mas frecuentes las gastrointestinales, en forma de diarrea con
coprocultivo negativo, que afectaron al 33%. El 25% presentaron manifestaciones

neurolégicas como convulsiones o trastornos confusionales.

Presentaron anemia con valores de hemoglobina inferioresa 11 g/dL un 96% de los
pacientes, con una mediana y rango intercuartil de 8,5 g/dL (7,5-9). 46 pacientes (96%)
cursaron con trombocitopenia menor de 150.000 plaquetas/mm3 (Md=55500;
RIQ=(32250-79750) plaquetas/mm3). Todos presentaron valores de LDH superiores 440
U/L con una mediana y rango intercuartil de 2483 (1604-2665) U/L. Un 91% de los
pacientes estudiados para este parametro cursaron con valores bajos de haptoglobina
plasmatica (Md=5,8 mg/dL, RIQ=(5,8-8)). Ademas, en 81% de los pacientes se objetivo la

presencia de esquistocitos en sangre periférica en cantidad superior al 1%.
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Todos los pacientes presentaron alteracién importante de la funciéon renal con
valores de creatinina plasmatica iguales o superiores a 1,5 mg/dL. Un 77% requirieron
dialisis como tratamiento inicial y a un 29% de los pacientes se les realiz6 una biopsia renal
que confirmé en todos los casos la existencia de microangiopatia trombética en fase aguda,
excepto en dos pacientes adultos, en uno de los cuales los hallazgos fueron de
microangiopatia crénica con infiltrado eosindfilo intersticial agudo, y en el otro, el material
obtenido de su biopsia se consider¢ insuficiente para el diagnéstico. El 87% de los que se
dispuso de ese parametro inicial mostraron proteinuria con valores iguales o superiores a

500 mg/24 h.

Un 81% presentaron hipertension arterial durante el episodio inicial con una media
y DT de tension arterial sistélica de 156 (31) mm de Hg y de tension arterial diastolica de 86

(19) mm de Hg.

Todos los pacientes fueron tratados con plasmaterapia. El1 89% se trataron con
plasmaterapia exclusivamente, de los que un 73% fueron tratados con plasmaterapia
intensiva y el 27% restante con plasmaterapia de baja intensidad. Las sesiones de
plasmaterapia se iniciaron precozmente (Md=1 dia; RIQ=0-5) y solamente uno de cada
cuatro recibieron nueve o menos sesiones (Md=12 sesiones; RIQ=9-12). Un 11% de los

pacientes se trataron con eculizumab en segunda linea

7.4.1 Caracteristicas basales segiin la edad

El SHUa se presento en la edad adulta en el 83% de los pacientes y durante la edad
pediatrica/adolescencia en el 17% restante (p<0,001). La media (*DT) de edad de los
pacientes adultos fue de 45+19 afios y la de los diagnosticados en edad
pediatrica/adolescencia de 8+5 afios. La forma de presentacion familiar fue mas frecuente
en los pacientes pediatricos 37% que en los adultos que fue del 10% (p=0,040). El
seguimiento fue similar en ambos grupos: Md=13 afios, RIQ=(2-25) para los pacientes

pediatricos/adolescentes y Md=12 afios, RIQ=(6-18) para los adultos.

La prevalencia de mujeres fue similar entre los adultos y ligeramente superior en el
grupo pediatrico. Los pacientes adultos presentaron factores desencadenantes con mayor
frecuencia que los pediatricos/adolescentes. En contraposicidn, los pacientes pediatricos
adolescentes manifestaron alteraciones gastrointestinales con mayor frecuencia que los
adultos. Ninguna de estas diferencias entre grupos fue estadisticamente significativa. Las

manifestaciones neurolégicas fueron iguales en ambos grupos etarios.
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El 100% de los adultos debutaron con valores plasmaticos de hemoglobina
inferiores a 11 g/dl frente al 75% en los pediatricos/adolescentes (p=0,020). Ademas, los
valores de hemoglobina fueron 0,7 g/dL inferiores en los pacientes adultos, si bien esta
diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,790). Los pacientes
pediatricos/adolescentes debutaron con valores plasmaticos de LDH superiores a los
presentados por los pacientes adultos: Md=3423 Ul/L, RIQ=(2483-6333) vs Md=2317 UI/L,
RIQ=(1524-2539) (p=0,010).

Los valores de creatinina plasmatica fueron de Md=6,4 mg/dl, RIQ=(3,8-10) en los
pacientes adultos y de Md=2 mg/dl, RIQ (1,4-6,6) en los pediatricos/adolescentes
(p=0,040). Ademas 82% de los pacientes adultos precisaron de didlisis en el episodio inicial
frente al 50% en los pacientes pediatricos/adolescentes (p=0,040).

Solamente se dispuso de valores de proteinuria inicial en 24 pacientes. De los 21 pacientes
en los que se objetivo proteinuria superior a 500 mg/24 h, el 81% correspondié a pacientes
adultos frente a un 19% en los pacientes pediatricos/adolescentes, aunque esta diferencia

no fue estadisticamente significativa.

Presentaron hipertension arterial al inicio un 90% de los pacientes adultos frente al
37% de los pediatricos/adolescentes (p=0,001). Consecuente con ello, los valores iniciales
de tensién arterial sistolica y diastélica fueron superiores en los pacientes adultos que en
los pediatricos/adolescentes: tension arterial sist6lica (163 mm de Hg; DT=17 mm de Hg vs
126 mm de Hg; DT=27 mm de Hg) (p=0,002) y tensidn arterial diastoélica (90 mm de Hg;
DT=19 mm de Hg vs 72 mm de Hg; DT=12 mm de Hg) (p=0,010).

Todos los pacientes pediatricos fueron tratados con plasmaterapia exclusivamente
y, de los cinco pacientes tratados con eculizumab en segunda linea, todas, excepto una,

fueron mujeres (Tabla 4).

7.4.2 Caracteristicas basales segun el sexo

El 52% de los pacientes fueron mujeres frente el 48% varones. Las mujeres
presentaron la enfermedad con menor edad (35+21 afios) que los pacientes varones (45+22
afios) (p=0,200). En el caso de los pacientes diagnosticados en la edad adulta la edad de
presentacidn se aproximé mas entre las mujeres 41,0+19,0 afios y los varones 48,0+19,0

afios, aunque en ninguna de las circunstancias las diferencias fueron estadisticamente
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significativas. El seguimiento fue similar en las mujeres: Md=12,5 afios, RIQ=(9,2-20,0) que

en los varones Md=10,0 afios, RIQ=(5-17) para los adultos (p=0,230) (Tabla 5).

No se encontraron diferencias significativas entre mujeres y varones en cuanto a la
forma de presentacion o los antecedentes con la salvedad de que en el 8% de las mujeres el
factor condicionante fue el embarazo en la fase postparto. Las mujeres presentaron
manifestaciones gastrointestinales con mayor frecuencia que los varones: 40% vs 26%. En
contraposicion los varones debutaron con manifestaciones neuroldgicas con mas frecuencia
que las mujeres 30% vs 20%. Ninguna de estas diferencias entre grupos fue

estadisticamente significativa.

Un 96% de las mujeres y 95% de los varones presentaron valores iniciales de
hemoglobina inferiores a 11 g/dL (p=0,900). Los valores de hemoglobina fueron inferiores
en las mujeres que en los varones, pero no de forma significativa: 8,1 g/dl (1,5) vs 8,4 g/dl
(1,4) (p=0,650). Ademas, las mujeres cursaron con niveles superiores de LDH (p=0,390),
con mayor frecuencia de esquistocitosis en sangre periférica (p=0,690), valores similares
de haptoglobina plasmatica (p=0,300) y valores de plaquetas inferiores que los pacientes

varones (p=0,390) (Tabla 5).

Los valores de creatinina plasmatica fueron de 6,4 mg/dl RIQ=(4,1-12,2) en las
mujeres y de 4,6 mg/dl, RIQ=(2,6-6,8) en los pacientes varones (p=0,030). El 87% de las
mujeres precisaron dialisis como tratamiento inicial frente al 64% de los pacientes varones,
aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,230). De los 21 pacientes
en los que se objetivé proteinuria superior a 500 mg/24 h, el 48% correspondié a mujeres

y el 52% a pacientes varones (p=0,530).

La hipertension arterial fue mas frecuente en los pacientes varones que en las
mujeres: 87% vs 76% (p=0,020). Los valores iniciales de tensidn arterial sistélica y
diastdlica fueron similares en ambos grupos de pacientes: tensidn arterial sist6lica (157+24
mm de Hg; vs 1554237 mm de Hg) y tension arterial diastélica (8317 mm de Hg; vs 89+20
mm de Hg) (p=0,880 y 0,360 respectivamente).

Tanto las mujeres como los varones recibieron tratamiento con plasmaterapia en

primera linea. El 16% de las mujeres recibieron, ademas, eculizumab en segunda linea

frente al 4% de los pacientes varones (p=0,180).
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Tabla 4: Comparacion segin la edad de las caracteristicas basales demograficas, clinicas, analiticas y
tipo de tratamiento recibido en los 48 pacientes con SHUa del Hospital Universitario A Coruiia

Caracteristica

Edad, afios, mediatDT
Mujeres, n (%)

Seguimiento (afios), Md (RIQ)
Esporadico, n (%)
Desencadenantes, n (%)

Afectacion neurolégica, n (%)
Afectacion gastrointestinal, n (%)

Hemoglobina <11g/dL, n (%)
Hemoglobina (g/dl), Md (RIQ)
>19% esquistocitos, n (%)*

LDH > 440Ul/L, n (%)
LDH (UI/L), Md (RIQ)

Haptoglobina<36mg/dl, n (%)
Haptoglobina (mg/dl), Md (RIQ)

Trombocitopenia, n (%)
Plaquetas/mm3, Md (RIQ)

Creatinina (mg/dl), Md (RIQ)
Hipertension arterial, n (%)

Tension arterial sistdlica (mm de
Hg), mediatDT

Tensidn arterial diastolica (mm
de Hg), mediatDT

Biopsia renal en el primer
episodio, n (%)

Dialisis, n (%)

Plasmaféresis/infusion plasma, n
(%)

Eculizumab en segunda linea, n

(%)

Adultos
N=40
45+19

20 (50)
12 (6-18)
34 (85)
16 (33)
10 (25)

12 (30)

40 (100)
8,1 (1,4)
32 (89)
40 (100)

2317 (1524-
2539)

25 (62)
5,83 (5,83-8)
38 (95)

60820 (36450-
83500)

6,4 (3,8-10)
36 (90)

163 (27)

90 (19)

13 (32)
33 (82)

35 (88)

5(12)
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Pediatricos
N=8
8+5

5(62)
13 (2-25)
5(63)
2 (25)
2 (25)

4 (50)

6 (75)
8,8 (1,9)
7 (87)
8 (100)

3423 (2483-6333)

4 (50)
5,83 (5,83-8,8)
8 (100)

36000 (22250-
57250)

2 (1,4-6,6)
3(37)

126 (17)

72 (12)

1(12)
4 (50)

8 (100)

<0,001

ns
ns
ns

ns

ns

0,020
ns

ns

0,010

ns
ns

ns

ns

0,040
0,001

0,002

0,010

ns

0,040

ns



Tabla 5: Comparacion segun el sexo de las caracteristicas basales demograficas, clinicas, analiticas y

tipo de tratamiento recibido en los 48 pacientes con SHUa del Hospital Universitario A Coruiia

Caracteristica

Edad (afios), mediazDT
Pediatricos, n (%)
Seguimiento (afios), Md (RIQ)
Esporadico, n (%)

Desencadenantes, n (%)
Afectacion neuroldgica, n (%)

Afectacion gastrointestinal, n (%)
Anemia, n (%)

Hemoglobina (g/dl), Md (RIQ)
>1% esquistocitos, n (%)*

LDH >440UI/L n (%)

LDH (UI/L), Md (RIQ)
Haptoglobina<36mg/dl, n (%)
Haptoglobina (mg/dl), Md (RIQ)
Trombocitopenia, n (%)
Plaquetas/mm?3, Md (RIQ)
Creatinina (mg/dl), Md (RIQ)

Hipertension arterial, n (%)

Tension arterial sistolica (mm de Hg),

mediatDT

Tension arterial diastélica (mm de
Hg), media£DT

Biopsia renal en el primer episodio, n

(%)

Dialisis, n (%)

Plasmaféresis/infusion plasma, n (%)

Eculizumab en segunda linea, n (%)

Mujeres
N=25

35421

5 (20)
12,5 (9,2-20)

22 (88)

9 (36)

5 (20)

10 (40)
24 (96)
8,1 (1,5)
22 (92)

25 (100)
2483 (1640-3247)
14 (56)

5,8 (5,8-6)

25 (100)
52000 (29000-83750)
6,4 (4,1-12,2)
19 (76)

15537

89120

9 (39)

20 (87)
21 (84)
4 (16%)
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Varones
N=23
43122
3(13)

10 (5-17)

19 (83)
9 (39)
7 (30)

6 (26)
22 (95)
8,4 (1,4)
17(81)

23 (100)
2317 (1615-2483)
15 (65)

6 (5,8-8,9)

21 (91)
58000 (37500 -76500)
4,6 (2,6-6,8)
20 (87)

157124

83+ 17

5 (20)
16 (64)
22 (95)
1 (4%)

ns
ns
ns
ns

ns

ns

ns
ns
ns

ns

ns
ns
ns
ns
ns

0,030

0,020

ns

ns

ns

ns
ns

ns



7.5 VARIANTES GENETICAS

7.5.1 Pacientes afectados

En el 77% de los pacientes se estudiaron los genes de las proteinas de la via
alternativa del complemento. La frecuencia de pacientes estudiados fue similar en los
pacientes pediatricos (75%), en adultos (77%), en mujeres (76%) y en varones (78%). El
16% de los estudios se realizaron en el momento del diagndstico, el 84% restante lo

hicieron, posteriormente, para la realizacidn de este estudio.

En 59% de los pacientes estudiados se analizaron los genes CFH, MCP y CFI (panel
reducido) y en el 41% restante, ademas, C3, CFB, trombomodulina y hasta otros 45 genes
candidatos (panel amplio). En todos ellos se analizaron los polimorfismos de riesgo en CFH
(H3) y en MCP (ggaac), los reordenamientos en la region CFHR1-5 y los anticuerpos anti FH.
Los motivos para no realizar los estudios genéticos fueron en el 45% por cambio de
domicilio, en otro 45% por fallecimiento de los pacientes y en 9% por ausencia de

consentimiento.

En el 57% de los pacientes con estudios genéticos se identificé alguna variante en
los genes codificadores de las proteinas del complemento: en el 45% de los analizados con
el panel reducido y en el 73% de los analizados con el panel amplio. En ninguno de los 37

pacientes estudiados se detectaron anticuerpos anti factor H.

7.5.2 Tipologia de las variantes

Se detectaron 31 variantes en genes relacionados con proteinas del complemento,
en un caso asociada a otra variante en ADAMTS13. Las variantes se manifestaron en todos
los casos en heterocigosis: 23 fueron de cambio de sentido (missense), una sin sentido
(nonsense), cuatro intrénicas, una duplicacién, otra en el promotor del gen y otra como gen
hibrido. Las variantes se manifestaron aisladamente en el 67% de los pacientes y en forma
combinada en el 33% restante. E1 52% de las variantes fueron patogénicas y el 48% restante

de significado incierto (Tabla 6).
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Tabla 6: Edad, sexo, tipologias genéticas de las variantes y haplotipos de riesgo detectados en los 37
pacientes estudiados de la cohorte del Hospital Universitario de A Coruiia

Paciente Edad

SHU34

SHU48

SHU49

SHUS50

SHU19
SHU1

SHU3

SHU22

SHU36

SHU38

SHU18

SHU39

SHU11

34

33

21

23

75

24

29

15

35

36
62

Sexo

Varon

Mujer

Varon

Varon

Mujer

Varén

Mujer

Mujer

Varon

Mujer

Varon

Varéon

Varon

Variantes de
significado incierto

Variantes

Patogénicas

CFH: Exén
6, C.
704A>G*

CFH: Exon
14: ¢ 2540
A>T*

CFH: Exdn
23;¢. 3572
C>T

CFH: Exon
23:¢. 3643
G>A

MCP: Exén
3¢ 413
G>A*

CFH: c.3148A>T

MCP: Ex6n2
c.251A>G

MCP: Intrén
2; ¢ 287-
24>G

CFI: exon 1; c. 13G>A

MCP: Intrén
2:¢ 286 +
2T>G)

CFI: c. 1534 +5G>T

C3:Exon 2:
c.1934>C

MCP: Ex6n
c.728G>T

MCP: promotor :c.
325 A>C*

MCP: Exdén 2: C-
186T>A*

C3; Ex6n 2;¢.193A>C

C3: Ex6n 15:
¢.1855G>A
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Haplotipo
riesgo

CFH

No

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

No
No

No

Heterocigosis

No

Homocigosis

Heterocigosis

Homocigosis

No

Haplotipo
riesgo

MCP

Homocigosis

Homocigosis

No

No

No

Heterocigosis

No

Homocigosis

Heterocigosis

No

No

Homocigosis

Heterocigosis



Paciente Edad Sexo  Variantes Variantes de Haplotipo Haplotipo

L, significado incierto riesgo _
Patogénicas riesgo
CFH
MCP
SHU16 40  Mujer C3:-3_-2dupAC 5’'UT Homocigosis Homocigosis
SHU27 49  Varéon CFHRI: CFH: Exon 9:c. 1231 Heterocigosis No
Exoné6: c. T>A
869T>C* c.
887C>T*
SHU41 32  Mujer CFHRI1: CFH: Exon 9: c. Heterocigosis No
Exén 6 : c. 1231T>A
869 T>C* c.
887 C>T*
SHU35 50 Varén CFHR1: Exdn 6: c. Heterocigosis No
868 T>G*
SHU25 61  Mujer CFHR2: ¢.325A>G (H2, H3) No
ADAMTS13;¢.2195C>
SHU32 73 Varén CFHR3: No Heterocigosis
Exon3;
c.413C>T
SHU26 59 Vardén Gen hibrido H3, H4a Heterocigosis
CFHR3-
CFHR4
SHU44 17 Mujer CFD: Ex6n 4; c.1561 No No
C>A*
Cé6; Intrén 16
;¢.2381C>A*
C7;c.1561C>A**

*Variantes descritas por primera vez

Se encontraron variantes en el 58% de los pacientes adultos estudiados; en el 50%
de los pediatricos; en el 42% de las mujeres y en el 72% de los varones. Las variantes mas
frecuentes en el conjunto de la cohorte se encontraron en genes codificadores de proteinas
CFHRs (13%) y en CFH (11%). La distribucién de las variantes entre los pacientes
pediatricos y en los adultos fue diferente destacando la mayor frecuencia de variantes en
MCP (33%) en los primeros respecto a los segundos (3%). La distribucidn total y el tipo de

variantes en los 37 pacientes estudiados se resumen en la tabla 7.
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Tabla 7: Frecuencia y tipologia de las variantes detectadas en los 37 pacientes estudiados
genéticamente en la cohorte del Hospital Universitario A Coruiia segin edad y sexo

Variante Pediatricos

n=6
CFH (n,%)
CFHRs (n,%)
MCP (n,%) 2 (33)
C3 (n,%)

CFH+MCP
(n’O/ 0)

MCP+CFI 1(17)
(n,%)

C3+MCP
(n’%)
CFHR3-CFHR-
4 (n,%)

CFD+C6+C7
(n,%)

Adultos

n=31
4 (13)
5 (16)
1(3)
3 (10)

1(3)

1(3)

1(3)

1(3)

1(3)

Mujeres

n=19
2 (10)
2 (10)
1(5)

1(5)

2 (10)

1(5)

Varones

n=18
2 (11)
3(17)
2 (11)
2 (11)

1(5)

1(5)

1(5)

Total
n=37
4 (11)
5 (13)
3 (8)
3 (8)

1(3)

2(5)

1(3)

1(3)

1 3

7.5.3 Tipologiay caracteristicas de las variantes genéticas descritas por primera

vVez

Es importante destacar que en el 24% de los pacientes estudiados se encontraron

11 variantes no descritas previamente que constituyen el 33% de todas las halladas en la

cohorte. Estas variantes no descritas se identificaron en MCP (tres), en CFH (dos), en CFHR1

(tres), en CFD (una), C6 (una) y C7 (una) tal y como se puede observar en la tabla 8.
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Tabla 8: Edad, sexo, tipologia de las variantes y haplotipos de riesgo en CFH y MCP de los nueve
pacientes portadores de variantes descritas por primera vez en la cohorte del Hospital Universitario A
Coruiia diagnosticados de SHUa

Paciente

SHU34

SHU48

SHU50

SHU38

SHU18

SHU35

SHU27

SHU41

SHU44

Edad

34

33

23

15

35

50

49

32

17

Sexo

Varén

Mujer

Varén

Mujer

Varén

Varén

Varén

Mujer

Mujer

*Variantes descritas por primera vez

Variantes

CFH: exon 6, c.
704A>G*

CFH: ex6n 14:
¢ 2540 A>T*

CFH: ex6n 23:
c. 3643 G>A

MCP: exon 3 c.
413 G>A*

MCP:
promotor :c.
325 A>C*

MCP: Exon 2:
C-186T>A*

CFHR1:Exdn
6:c. 868 T>G*

CFHR1: Exén 6
:c. 869T>C*;c.
887C>T*

CFH: Exon 9:c.
1231 T>A

CFHR1: Exon 6
:c. 869 T>C*;
c. 887 C>T*

CFH: Exon 9: c.
1231T>A

CFD: Exon 4;
c.1561 C>A*

C6; Intron 16
;¢.2381C>A*

C7;c.1561C>A*

Haplotipo
riesgo

CFH

no

Heterocigosis

Heterocigosis

Homocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

no

Haplotipo
riesgo

MCP

Homocigosis

Homocigosis

no

no

no

no

no

no

no



7.5.3.1 Variantes en MCP

Las tres variantes en MCP no descritas previamente tienen las siguientes
caracteristicas : una de ellas es nonsense con un cambio en el ex6n 2 (c.186T>A) que
provoca una interrupcion de la secuencia de la proteina con una tirosina en la posicién 69 ;
las otras dos son misssense y en una de ellas el cambio estd en el exén 3 (c.413G>A)
provocando un cambio de arginina por glutamina en la posicién 103 de la secuencia
proteinica y debe considerase como patogénica porque afecta a un residuo de arginina ya
reportado en otro paciente con SHUa (94). La otra variante reside en el promotor de MCP
(c.325A>C) y debe considerarse de significado incierto en espera de estudios funcionales o

de nuevas aportaciones procedentes de otros pacientes con SHUa.

7.5.3.2 Variantes en CFH

De las dos variantes en CFH no descritas previamente, una se localizé en el ex6n 6
con un cambio (c.704A>G) que provoca una substitucidon de treonina por cisteina en la
posicién 235 del dominio CCP4 de la proteina y por tanto, con una alta probabilidad de ser
patogénica lo que ha sido confirmado recientemente una vez realizados los estudios
funcionales completos con las muestras de este paciente (171); la otra variante se localiz6
en el exén 14 con un cambio (c. 2540A>T) que modifica la secuencia de la proteina en la
posiciéon 847 al substituir glicina por valina en el dominio CCP14 por lo que podria ser
calificada como probablemente patogénica a la espera de la realizacién de estudios

funcionales.

7.5.3.3 Variantes en CFHRs

En dos pacientes se encontraron las mismas variantes patogénicas en CFHR1
asociadas a otra variante ya descrita como de significado incierto en CFH. Las dos variantes
en CFHR1 se producen en el exén 6 (c. 869T>C; y ¢.887C>T) y modifican la secuencia de
aminoacidos de la proteina en la porcién C terminal al substituir leucina por serina en la
posicion 290 y alanina por valina en la posicidn 296, respectivamente. Las variantes en
CFHR1 convierten a la proteina FHR1 en un competidor de FH por la fijacién sobre la
membrana celular alterando asf la funcién reguladora de FH (149). Las variantes en CFHR1
se asociaron a otra variante de significado incierto en el exén 9 de CFH (c. 1231 T>A) la cual
modifica la secuencia de proteina sustituyendo en la posicion 411 serina por treonina (p
Ser411Tre). Estos hallazgos se encontraron por primera vez en estos pacientes y en otros
cuatro mas, en una revision reciente del registro espafiol de SHUa, lo que sugiere que estas

variantes en CFHR1 y CFH se heredan en un mismo haplotipo (149). La tercera variante en
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CFHR1 no descrita previamente se localiz6 en el exén 6 con un cambio (c. 868 T>G) que
modifica la secuencia de la proteina en la posiciéon 290 al sustituir una leucina por valina y
que, a la espera de la realizacién de estudios funcionales, debe clasificarse como de

significado incierto.
7.5.3.4 Variantes en CFD, C6 y C7

Un paciente presentd una variante, previamente no descrita, en el exén 4 de CFD
(c.1561 C> con un cambio en la secuencia de aminoacidos de la proteina al substituir en la
posicién 192 un arginina por una histidina (p.Arg192His). Este cambio no ha sido descrito,
por lo que, en ausencia de estudios funcionales, debe ser considerado como incierto. Ese
mismo paciente también es portador de otras dos variantes no descritas previamente en
pacientes con SHUa : una de ellas localizada en el ex6n 11 de C7 (c.1561C>A) que induce un
cambio en la posicion 521 de la secuencia de aminoacidos de la proteina al substituir
arginina por serina (descrito previamente en una familia irlandesa y en otras familias
marroquies de origen sefardita (222) o espafiolas (223) (224). La otra variante localizada
en el intrén 16 de C6 (c.2381C>A) tampoco habia sido descrita previamente en la literatura,
aunque se ha reportado un cambio parecido en el exén 11 de C7 (c.1561C>A) que provoca

un cambio de arginina por serina en la posiciéon 521 de la proteina (222).

7.5.4 Deleciéon CFHR1-CFHR3

Seis pacientes presentaron delecion CFHR1-CFHR3, en un caso en homocigosis (en
el paciente con variantes genéticas de significado incierto en CFD, C6 y C7), aunque sin
autoanticuerpos anti FH. El resto de los pacientes presentaron el cambio en heterocigosis,
en uno de ellos asociado a un gen hibrido (CFHR1-CFHR4) y en el otro a una variante

patogénica en MCP (c.-251A>G;pHis84Arg).

7.5.5 Haplotipos de riesgo en CFH (H3) y MCP ggaac.

Todos los pacientes con variantes genéticas, excepto tres, tenian asociados
haplotipos de riesgo en CFH o en MCP, en heterocigosis y homocigosis, aislados o
combinados (Tabla 6). Es interesante destacar el hecho de que los 16 pacientes estudiados
en los cuales no se identific6 ninguna variante todos ellos, excepto uno, eran portadores de
haplotipos de riesgo en CFH o MCP en heterocigosis y homocigosis, aislados o combinados

(Tabla 9).
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Tabla 9: Edad, sexo y haplotipos de riesgo en CFH y MCP de los 16 pacientes sin variantes genéticas
identificadas diagnosticados de SHUa en el Hospital Universitario A Coruiia

Codigo Edad Sexo Haplotipo riesgo Haplotipo
(afios) CFH riesgo
MCP
SHU2 20 Mujer Homocigosis No
SHU4 6 Varéon* Heterocigosis Homocigosis
SHU5S 10 Varén* no No
SHU6 63 Mujer Heterocigosis Heterocigosis
SHU10 38 Varéon Heterocigosis No
SHU13 51 Mujer no Homocigosis
SHU7 8 Mujer no Heterocigosis
SHUZ20 34 Mujer Heterocigosis Heterocigosis
SHU23 62 Varén Heterocigosis Heterocigosis
SHU37 31 Varén no Homocigosis
SHU40 29 Mujer Homocigosis Heterocigosis
SHU42 36 Mujer* Homocigosis No
SHU45 24 Varon Heterocigosis No
SHU46 38 Mujer Heterocigosis Homocigosis
SHU47 21 Mujer no Heterocigosis
SHU51 19 Mujer* Heterocigosis Homocigosis

*SHUa familiar

El 89% de los pacientes estudiados fueron portadores de haplotipos de riesgo en
CFH y/o en MCP. De los cuatro pacientes sin haplotipos de riesgo en CFH o en MCP tres eran
portadores de variantes (variante en CFH; c.3148A>T; variante en MCP: intrén 2,
€.2872A>G+ variante en CFI: c.13G>A y variantes en CFD, C6 y C7) y solamente uno de ellos

carecia también de variantes.

En los portadores de variantes la frecuencia de haplotipos de riesgo en CFH fue del
57% (47,6% en heterocigosis y 9,5% en homocigosis) y la de haplotipos de riesgo en MCP
fue de 42,8% (23,8% en heterocigosis y 19% en homocigosis). En los pacientes sin variantes
la frecuencia de haplotipos de riesgo en CFH fue de 68,7% (50% en heterocigosis y 18,7%
en homocigosis) y de 68,7% en MCP (37,5% en heterocigosis y 31,25 en homocigosis).
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7.6 ESTUDIOS FUNCIONALES

7.6.1 Valores plasmaticos de C3 y C4

Se dispuso de los valores plasmaticos iniciales de C3 y C4 en el 65% de los pacientes

con estudios genéticos. Los valores plasmaticos de C3 y C4 fueron de 88,3+33,0 mg/dLy de

23,3+¥17 mg/dl, respectivamente. En el 46% se encontr6 hipocomplementemia C3 con

valores plasmaticos de 61mg/dL +13. El 64% de los pacientes con hipocomplementemia C3

eran portadores de variantes: tres en MCP (uno en forma combinada con CFH), uno en C3,

uno en CFHR1, uno en CFHR2 y otro era portador de un gen hibrido CFHR3-CFHR4, todos

ellos portadores,ademas, de algiin haplotipo de riesgo en CFH o en MCP en heterocigosis u

homocigosis (Tabla 10).

Tabla 10: Tipologia de las variantes genéticas, haplotipos de riesgo y valores plasmaticos de C3 y C4 en
11 pacientes con hipocomplementemia C3, con SHUa, de la cohorte del Hospital Universitario A Coruiia

Cadigo

SHU1

SHU6

SHU11
SHU19
SHU20
SHU25
SHU26

SHU27

SHU38
SHU40
SHU50

Variantes

MCP:c.251A>G
Ausente
C3:c.1855G>A
Ausente

Ausente

CFHR2: ¢.325A>G

Gen hibrido CFHR3-
CFHR4

CFHR1: c. 869T>C; c.

887c>T)

CFHc. 1231 T>A

MCP: c. 325 A>C

Ausente

CFH: c. 3644 G>A
MCP: c.308 G>A

Haplotipo
riesgo
CFH

No
Heterocigosis
No
Heterocigosis
Heterocigosis
Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Homocigosis
Homocigosis

Heterocigosis

Haplotipo
riesgo
MCP

Heterocigosis
Heterocigosis
Heterocigosis
No
Heterocigosis
No

Heterocigosis

No

No
Heterocigosis

Heterocigosis

C3
79 -210
mg/dL

61
54
51,3
59
68,5
64,2
67,6

64

70,6
47,1
59

c4
14-47
mg/dL

29
16
12
6,5
11
12,1
23,2

12

20,7
27,8

De los cuatro pacientes con hipocomplementemia C3 no portadores de variantes,

todos, eran portadores de haplotipos de riesgo en CFH o en MCP. Es destacable que en dos
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pacientes la hipocomplementemia C3 se acompaiié de un descenso concomitante inicial

significativo de C4.

7.6.2 Valores plasmaticos de FH y FI

El factor H se determiné en el 86% de los pacientes con estudios genéticos. Los
valores plasmaticos fueron 20,7+9,3 mg/dL. En el 12% se encontraron valores de FH por
debajo de los valores de referencia (Tabla 11). Dos de esos pacientes eran portadores de
variantes en CFH, otro era portador de variante en CFHR1 asociada a CFH y el otro era
portador de una variante en MCP asociada a otra variante en CFIL. Es resaltable el hecho de
que todos, excepto uno de ellos, portador de una variante en CFH, eran portadores del

haplotipo de riesgo CFH en heterocigosis.

Tabla 11: Tipologia de las variantes genéticas, haplotipos de riesgo y valores plasmaticos de FH en
cuatro pacientes con valores plasmaticos de FH inferiores a los valores normales de referencia de la
cohorte del Hospital Universitario A Coruiia

Caddigo Variante Haplotipo Haplotipo FH
CFH MCP 12-56 mg/dL
SHU34 CFH: c. 704A>G No Homocigosis 10,7
SHU48 CFH: c. 2540 Heterocigosis Homocigosis 8,6
A>
SHU22 MCP: c. 286 + Heterocigosis Homocigosis 10,8
2T>G)
CFI: c. 1534 +
G>T
SHU27 CFHR1:c. Heterocigosis No 7,2
869T>C
c. 887C>T
CFH:c. 1231
T>A; p

El factor I se determind en el 73% de los pacientes con estudios genéticos y
solamente se encontrd por debajo de los niveles normales (71-115%) en dos pacientes:,
ambos portadores de variantes en MCP, uno de ellos con una variante aislada (MCP: c. 325
A>C) y en otro combinada con una de significado incierto en factor [ (MCP:c. 286 + 2T>G ;
factor 1 ¢.1534G>T) .Este ultimo paciente presentaba, ademas, valores bajos en CFH y en la

expresion de MCP (tablas 11y 12).
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7.6.3 Expresion de MCP en linfocitos en sangre periférica

La expresion de MCP en linfocitos en sangre periférica se determiné en el 78% de
los pacientes con estudios genéticos. El 14% presentaron valores por debajo del limite de
referencia: tres portadores de variantes en MCP, en forma aislada en un caso, y asociada a
CFl o a CFH en los otros dos, respectivamente. El otro paciente con expresion disminuida de
MCP era portador de una variante en CFH. Ademas, dos de los pacientes eran portadores

de haplotipo de riesgo en MCP en homocigosis.

Tabla 12: Tipologia de las variantes genéticas, haplotipos de riesgo y expresion de MCP en linfocitos de
sangre periférica en cuatro pacientes con valores de MCP inferiores a los normales de referencia de la
cohorte del Hospital Universitario A Coruiia

Caddigo Variante Haplotipo Haplotipo MCP
CFH MCP 91-109%
SHU22 MCP: c. 286 + 2T>G) Heterocigosis = Homocigosis 57%

CFI: c. 1534 + G>T

SHU48 CFH: c. 2540 A> Heterocigosis = Homocigosis 86%
SHU18 MCP:c.186T>A;p.Tyr62 Heterocigosis No 56%
SHU50 CFH: c. 3644 G>A Heterocigosis No 51%

MCP: c. 308 G>A

7.7 NORMALIZACION HEMATOLOGICA

El 94% de los pacientes consiguieron la recuperaciéon hematolégica al afio del
episodio inicial, incluido un paciente que fallecié en la segunda semana del trasplante a
consecuencia de una sepsis. La mediana de tiempo para la recuperaciéon hematoldgica fue
de 28 dias si bien hasta en una cuarta parte de los pacientes el tiempo para la recuperacion

supero los 60 dias (RIQ= 10-60) (fig 11).
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Figura 11. Probabilidad de recuperacion hematolégica por Kaplan-Meier en los 48 pacientes con SHUa de
la cohorte del Hospital Universitario A Coruia

Cuando se hizo un andlisis univariante de las diferencias de riesgo y de las tasas
instantaneas (hazards) de normalizacién hematolégica mediante la técnica univariada de
regresion de Cox, se comprob6 que los portadores de variantes en CFH y los pacientes
adultos presentaban tasas instantaneas de riesgo para la recuperacion hematolégica
menores que los no portadores (HR=0,2; [C95%=0,06-1) o que los pediatricos/adolescentes
(HR=0,4; 1€95%=0,2-0,9), respectivamente (tabla 13). No se encontraron diferencias

significativas en relacion con el sexo o con el caracter esporadico o familiar del SHUa
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Tabla 13: Frecuencia de recuperacion hematoldgica y hazard ratio (IC95%) seguin edad, sexo, tipo de
variante genética y caracter familiar de 48 pacientes de la cohorte del Hospital Universitario A Coruiia

con SHUa

Caracteristica Si No HR (IC-95%)
Edad = 16 afios 92% (37/40) 100% (8/8) 0,4 (0,2-0,9)
Mujer 96% (24/25) 91% (21/23) 1,2 (0,6-2,1)
Variante en CFH 50% (2/4) 98% (43/44) 0,2 (0,06-0,9)
Variante en 100% (6/6) 93% (39/42) 1,1(1,-1,2)
CFHRs

Variante en MCP 86% (6/7) 95% (39/41) 0,8 (0,3-1,9)
Variante en C3 100% (4/4) 959% (41/44) 1,1 (1-1,2)
Familiar 86% (6/7) 95% (39/41) 0,8 (0,3-1,8)

Cuando se estimo la probabilidad de recuperacién hematoldgica con la técnica de
Kaplan-Meier se obtuvieron los mismos resultados con una probabilidad de recuperacion
mas tardia en los portadores de CFH (Log-Rank=4,2; p=0,040) (Fig. 12) y en los pacientes
adultos (Log-Rank=4,5; p=0,030) (Fig. 13)
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variantes de CFH, en 48 pacientes con SHUa de la cohorte del Hospital Universitario de A Coruiia
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Figura 13: Probabilidad de recuperacion hematoldgica por Kaplan-Meier segiin la edad, en 48 pacientes
con SHUa de la cohorte del Hospital Universitario de A Coruiia
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La recuperacion hematoldgica después de la administracion de eculizumab se
calcul6 a partir del momento de su administracion, excluyendo a un paciente en el que el
farmaco se utilizé cuando ya habia conseguido la normalizacién hematolégica. La
recuperacion hematoldgica también fue mas precoz en los pacientes tratados con este

farmaco que con plasmaterapia exclusivamente.

Por otra parte, hay que destacar que los pacientes que no consiguieron la
normalizacién hematoldgica tampoco recuperaron la funcién renal y, habiendo requerido

dialisis como tratamiento inicial, permanecieron en tratamiento substitutivo finalmente.
7.8 AFECTACION RENAL

La afectacion inicial de los pacientes y la evolucién de su funcién renal al afio del

diagnostico se puede observar en la figura:

Total pacientes

n=48
Tratamiento con Tratamiento sin
Dialisis Dialisis
n=37 n=11
' Recuperacién o Recuperacién { Insuficienciar
Exitus | Coei2
Completa n=1 Completa i renal crénica
n=17 n=8 | n=3
" Insuficiencia Dialisis
renal cronica definitiva
n=4 n=15

Figura 14: Evolucion de la funcién renal al afio y éxitus segiin requerimiento de didlisis a la presentacion
en los 48 pacientes con SHUa de la cohorte del Hospital Universitario A Coruria

Las diferencias por edad y sexo sobre la incidencia de fracaso renal agudo con

necesidad de didlisis ya se presentaron en la seccién de caracteristicas basales.

Al analizar el impacto las variantes genéticas en el requerimiento de dialisis durante
el episodio inicial, se comprobé que los portadores de variantes en CFH tuvieron un riesgo
significativo de manifestarse en esa situacion. En efecto, el 100% de los portadores de esas
variantes debutaron con fracaso renal agudo frente a 33 de 44 (75%; IC 62-88%) en los no

portadores. La magnitud del efecto de ser portador de la variante en CFH para la incidencia
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de fracaso renal agudo fue significativa con un incremento del riesgo absoluto del 25%

(IC95%: 12-38%) y un 1,3 (IC95% 1,1-1,6) de riesgo relativo, respecto a los no portadores.

En el resto de las variantes los resultados no alcanzaron significacién estadistica

(Tabla 14).

Tabla 14: Riesgo absoluto, reduccion absoluta del riesgo (RAR) y riesgo relativo de fracaso renal agudo
con necesidad de dialisis segin tipo de variantes genéticas portadas en los 48 pacientes de SHUa de la
cohorte del Hospital Universistario de A Coruia

Caracteristica Si No RAR (IC95%) RR (IC95%)
Variante en CFH 100% 75% -0,25(-0,38a- 1,33 (1,12-
(4/4) (33/44) 0,12) 1,58)
Variante en 83% (5/6) 76% -0.07 (-0,40 a 0,25) 1,09 (0,74-
CFHRs (32/42) 1,62)
Variante en MCP 71% (5/7) 78% 0,07 (-0,29 a 0,42) 0,92 (0,56-
(32/41) 1,50)
Variante en C3 50% (2/4) 80% 0,30 (-0,21 a 0,80) 0,63 (0,23-
(35/44) 1,69)

7.8.1 Evolucion de la enfermedad renal al afio del episodio inicial

Al afio del diagnostico 52% de los pacientes recuperaron integramente la funcién
renal; 14% la recuperaron parcialmente permaneciendo en insuficiencia renal crénica
progresiva y un paciente fallecié por sepsis, en dialisis, en la primera semana de su episodio.

31% perdieron la funcién renal definitivamente y entraron en un programa de dialisis.

Todos los pacientes que recibieron eculizumab en segunda linea de tratamiento
pudieron abandonar la didlisis y al ano del diagndstico el 80% habian recuperado
integramente la funcién renal; el inico paciente que no tuvo recuperacién integra de
funcién renal permanecié en situacién de insuficiencia renal crénica al afio del diagndstico,

sin precisar tratamiento sustitutivo.
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7.8.2 Recuperacion de la funcién renal integra o parcial

Larecuperacion integra de la funcién renal se produjo en 17 de 37 (46%; 1C95% 30-
62%) pacientes que habian precisado de dialisis inicial y en ocho de 11 (73%; IC95 46-90%)
pacientes que no precisaron de ese tratamiento. Todos los pacientes alcanzaron unos
valores plasmaticos de creatinina inferiores a 1,5 mg/dL en un tiempo de Md=31 dias,
RIQ=(30-91). El tiempo para la recuperacion renal fue de 31 dias (22-45) para los pacientes
que necesitaron dialisis y de 16 dias (7-92) para los que no la precisaron, aunque esta

diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,700) (Fig. 15).

w H (65} ()] ~ (o] o
1

creatinina plasmatica mg/dl

Trimestres

Figura 15: Evolucién trimestral de los valores (media y DT) de la creatinina plasmadtica en los 25
pacientes con recuperacion integra de la funcién renal al afio del episodio inicial

Los pacientes que habian precisado de dialisis y recuperaron integramente la
funcién renal permanecieron mas dias en tratamiento dialitico (Md=11 dias; RIQ=7-19 dias
vs Md=8 dias; RIQ=5-26 dias; p=0,500) y en plasmaterapia (Md=11 dias; RIQ=7-19 dias vs
Md=6 dias; RIQ=3-25 dias; p=0,300) que los pacientes que quedaron en situacién de
insuficiencia renal crénica, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas (Tabla 15).

Los pacientes que abandonaron la dialisis por recuperacién parcial de la funcién
renal mantuvieron valores de creatinina plasmatica elevados Md=3,8 mg/dl, RIQ= (1,7-12)

lo que explica la ulterior progresion de todos ellos a insuficiencia renal terminal.
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Tabla 15: Tiempo de permanencia en dialisis y en plasmaterapia y valores plasmaticos de creatinina

(mediana y rango intercuartil) y fracaso renal agudo en los 21 pacientes que pudieron abandonar el

tratamiento substitutivo por recuperaciéon completa o parcial de la funcion renal con diagndstico de
SHUa de la cohorte del Hospital Universitario A Corufia

Recuperacion Insuficiencia P
completa Renal Crénica
n=17 n=4
Dias de dialisis 11 (7-19) 8 (5-26) Ns
Dias de plasmaterapia 11 (7-19) 6 (3-25) Ns
Creatinina plasmatica 0,9 (0,8-1,2) 3,8(1,7-12) 0,04

mg/dl

Cuando se analizaron los factores que, como la edad al inicio , el sexo, el tipo de
variante genética presente en los pacientes y el caracter familiar o esporadico del SHUa
,podian influir en la recuperacion de la funcién renal se comprob6 que el inicio del SHUa
en la edad adulta, el ser portador de variantes en CFH o en CFHRs y, en menor medida el
debut con fracaso renal agudo y necesidad de dialisis, comprometieron la posibilidad de

obtener una recuperacién completa de la funcién renal (Tabla 16).

En efecto, solo 18 de 40 (45%; 1C95%: 30%-60%) de los pacientes diagnosticados
en la edad adulta recuperaron integramente la funcién renal frente a siete de ocho (88%; IC
95%: 65%-110%) pacientes pediatricos que si lo hicieron. Eso supone para los pacientes
adultos una reduccidn significativa en el riesgo absoluto y un riesgo relativo de recuperar
integramente la funcién renal del 43% (1C95%:15%-70%) y de 51% (1C95%:33%-79%),

respectivamente.

Ninguno de los cuatro portadores de variantes en CFH consigui6 la recuperacion
completa de la funcién renal frente a 25 de 44 (57%; 1C95%: 42%-71%) de los no
portadores de esta variante que si lo hicieron. Eso supuso un incremento significativo en el
riesgo absoluto de recuperar integramente la funcién renal en los no portadores respecto a
los portadores de la variante del 57% (1C95%:42%-71%). Igualmente, ninguno de los seis
portadores de variantes en CFHRs recuperan la funciéon renal integramente frente a los 25
de 42 de los no portadores de esas variantes que si lo hicieron. En este caso el incremento
en el riesgo absoluto de recuperar totalmente la funcién renal en los no portadores de las

variantes respecto a los portadores también fue significativa (60%; [C95%:45%-74%).
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El 46% de los pacientes que precisaron de didlisis recuperaron integramente la

funcién renal frente al 73% de los que no la precisaron. Es decir, el descenso del riesgo

absoluto y el riesgo relativo para la recuperacidn total en los que necesitaron de dialisis fue

de 27% (IC95%: -4% a 58%) y de 0,63 (0,38-1) respectivamente.

Tabla 16: Riesgo absoluto, reduccion absoluta del riesgo (RAR) y riesgo relativo de recuperacion
completa de la funcidn renal, segiin edad, sexo, dialisis inicial, variantes genéticas y caracter familiar

en la cohorte de 48 pacientes con SHUa del Hospital Universitario A Corufia

Caracteristica Si

Edad = 16 afios 45% (18/40)

Mujer 56% (14/25)
Dialisis inicial 46%(17/37)
Variante en CFH 0%(0/4)
Variante en 0% (0/6)
CFHRs

Variante en 57% (4/7)
MCP

Variante en C3 50% (2/4)
Familiar 43% (3/7)

7.8.3 Entrada definitiva en dialisis

No

88% (7/8)

48% (11/23)

73%(8/11)
57% (25/44)

60% (25/42)

51% (21/41)

529 (23/44)

54% (22/41)

RAR (IC95%)

0,43 (0,15 a 0,70)

-0,08 (-0,36 a
0,20)

0,27(-0,04 a 0,58)
0,57 (0,42 a 0,71)

0,60 (0,45 a 0,74)

-0,06 (-0,46 a
0,34)

0,02 (-0,49 a 0,53)

0,11 (-0,29 a 0,51)

Riesgo relativo

(1C95%)
0,51 (0,33-0,79)

1,17 (0,68-2,03)

0,63 (0,38-1,04)

0

1,12 (0,55-2,26)

0,96 (0,34-2,65)

0,80 (0,32-1,97)

Después del primer afio, y excluyendo al paciente fallecido sin abandonar la dialisis,

un total de 24 (48%) pacientes habian entrado en tratamiento substitutivo, porque, ademas

de los quince que habian entrado definitivamente en dialisis durante el primer afio de

seguimiento, se incorporaron los siete que habian permanecido con Insuficiencia renal

cronica y otros dos que, habiéndola recuperado integramente después del primer episodio,

perdieron la funcién renal por recidiva.
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Cuando se analizaron los factores que, como la edad al inicio, el sexo, el tipo de
variante genética presente en los pacientes y el caracter familiar o esporadico del SHUa,
podian influir en la recuperaciéon de la funcién renal se comprobd que la recuperacién
parcial de la funcién renal después episodio inicial y el ser portador de variantes en CFH o
en CFHRs fueron factores asociados significativamente con la entrada definitiva en dialisis

(Tabla 17).

Tabla 17: Riesgo absoluto, reduccion absoluta del riesgo (RAR) y riesgo relativo de entrada definitiva
en dialisis de los 48 pacientes con SHUa de la cohorte del Hospital Universitario A Coruiia

Caracteristica Si No RAR (IC95%) Riesgo relativo
(IC95%)
Edad = 16 afios 55% (22/40) 25% (2/8) -0,30 (-0,64 a 2,20 (0,64-7,55)
0,04%)
Mujer 52% (13/25) 48%(11/23) -0,04 (-0,32a0,24) 1,09 (0,62-1,92)

Dialisis al inicio ~ 51%(19/37) 27 % (3/11)  -0,24(-0,55a0,07) 1,88 (0,68-5,19)

Recuperacién 100% (7/7) 8% (2/25) -0,08 (-0,03a-0,19) 12,50 (3,31-47,23)
parcial de la

funcion renal
Variante en CFH 100% (4/4) 45 % (20/44) -0,55 (-0,69 a-0,40) 2,20 (1,59-3,04)

Variante en 100% (6/6)  43% (18/42) -0,57 (-0,72a-0,42) 2,33 (1,65-3,31)
CFHRs

Variante en MCP 43%(3/7)  51%(21/41) 0,08(-0,31a0,48) 0,84 (0,34-2,07)
Variante en C3 50% (2/4)  50% (22/44) 0(-0,51a0,51) 1 (0,36-2,78)

Familiar 57% (4/7)  49% (20/41) -0,08 (-0482a0,31) 1,17 (0,57-2,39)

En efecto, los siete (100%) pacientes que permanecieron en situacién de
insuficiencia renal cronica después del primer episodio entraron en dialisis frente a
solamente dos (por recidiva) (8%; 1C95% -3% a 19%) de los 25 que recuperaron la funcién
renal integramente. Por consiguiente, la magnitud del efecto de la permanencia en
insuficiencia renal crénica en el incremento del riesgo absoluto (92%; IC95% 81%-97%) y
en el riesgo relativo (12,5;1C95%:3,31-47,23) fueron clinicamente importantes y

estadisticamente significativos.
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Los cuatro (100%) portadores de variantes en CFH entraron definitivamente en
dialisis frente a 20 de 44 (45%; 1C95%: 31%-60%) lo que supone también un incremento
del riesgo absoluto (55%; 1C95%: 40%-60%) y del riesgo relativo (2,2; 1C95%: 1,59-3),
clinica y estadisticamente significativos, en los portadores sobre los no portadores de la

variante.

Los seis (100%) portadores de variantes en CFHRs entraron definitivamente en
dialisis frente a 18 de 42 (43%; 1C95%: 28%-52%) lo que supone también un incremento
del riesgo absoluto (57%; IC95%: 42%-72%) y del riesgo relativo (2,33; 1C95%: 1,65-3,31),
clinica y estadisticamente significativos, en los portadores sobre los no portadores de la

variante.

Se implementa un modelo de regresiéon de Cox multivariable con el objetivo de
controlar los posibles factores de confusion (edad) y tras el ajuste se comprob6 que el ser
portador de la variante CFH y CFHRs incrementa significativamente el riesgo de entrada
definitiva en dialisis HR 3,572 (IC 95%:1,092-11,684) y HR 3,489 (IC 95%: 1,240-9,817)

respectivamente (Tabla 18).

Tabla 18: Calculo de HR e IC 95% segiin modelo de regresion de Cox para ajustar entrada definitiva en
dialisis segiin edad y variantes patogénicas en CFH-CFHRs

Coeficiente Error p HR Intervalo de
standard confianza 95%

Inferior Superior

Adultos 0,652 0,776 0,401 1,920 0,419 8,789
Variantes 1,273 0,605 0,035 3,572 1,092 11,684
en CFH

Variantes 1,250 0,528 0,018 3,489 1,240 9,817
en CFHRs

7.8.4 Tratamiento con eculizumab

Por su importancia terapéutica, se analiz6 el impacto del tratamiento con
eculizumab sobre la funcién renal en cuanto a la salida de dialisis, a la recuperacién integra
de la funcion renal y sobre la supervivencia renal en los cinco pacientes tratados con este

farmaco “en segunda linea” frente a los tratados con plasmaterapia exclusivamente.
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Los cinco pacientes tratados con eculizumab precisaban dialisis en el momento de
su administracion. Con el tratamiento, el 100 % pudieron abandonarla, frente a 16 de 32
(50 %: IC95%: 36%-67%) pacientes tratados con plasmaterapia exclusivamente que no
pudieron hacerlo. Eso supone un incremento significativo en el riesgo absoluto del 50%
(1C95%: 33%-67 %) y del riesgo relativo de 2 (1C95%: 1,41-2,83) de abandonar la dialisis
en los pacientes tratados con eculizumab frente a los pacientes tratados exclusivamente con
plasmaterapia. En consecuencia, el nimero necesario de pacientes a tratar con eculizumab

para posibilitar un abandono de dialisis fue de 2 (1C95%: 1,49-3,06) (Tabla 19).

De los cinco pacientes tratados con eculizumab, cuatro (80%; 1C95%: 45%-115%)
recuperaron integramente la funcién renal frente a 21 de 43 (49%; 1C95%: 34%-64%) de
los tratados con plasmaterapia exclusivamente. Por tanto, los pacientes tratados con
eculizumab tuvieron un incremento en el riesgo absoluto del 31% (IC95%: 69% a -7%) y de
1,64 (1C95%: 0,96-2,80) en el riesgo relativo para recuperar la funcién renal con integridad

respecto a los tratados con plasmaterapia exclusivamente.

Para valorar mejor el efecto de eculizumab sobre la recuperacion de la funcién renal
integramente se excluyé del andlisis al paciente con nefropatia créonica que recibio
tratamiento con eculizumab para controlar sus manifestaciones neurolégicas en el
momento de iniciar dialisis definitiva. En estas circunstancias, los cuatro pacientes tratados
con eculizumab recuperaron integramente la funcién renal frente a los 21 de 43 (49%;
[1C95%: 34%-64%) de los tratados con plasmaterapia exclusivamente. Los pacientes
tratados con eculizumab incrementaron significativamente el riesgo absoluto en 51%
(IC95%: 33%-66%) y el riesgo relativo de 2.05 (IC95%: 1,51-2,78) para la recuperaciéon
completa de la funcidn renal respecto a los tratados con plasmaterapia exclusivamente. El
numero necesario de pacientes a tratar para la recuperacion integra de la funcién renal fue

de 1,96 (IC95%: 1,51-2,76)

Tabla 19: Riesgo absoluto, reduccion de riesgo absoluto (RAR), riesgo relativo y nimero de pacientes
necesarios a tratar para reducir un evento de pérdida de la funcion renal al afio del diagnéstico
tratados con eculizumab vs plasmaterapia, en 48 pacientes con SHUa del Hospital Universitario A
Coruia

RA RRA (IC95%)  RR(IC95%)  NNT (IC95%)
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Salida de

dialisis

Recuperacion
integra de la

funcion renal

Recuperacion
integra de la

funcion renal*

100%

80%

100%

50% (33-67%)

31% (69 a-
7%)

51% (33-66%)

2 (1,41-2,83) 2 (1,49-3,06)

1,64 (0,96-
2,80)

2.05 (1,51- 1,96 (1,51-
2,78) 2,76)

*Excluyendo en el andlisis al paciente con insuficiencia renal crénica severa previa al inicio
de tratamiento con eculizumab

7.8.5 Supervivencia renal

La supervivencia renal de los pacientes no trasplantados a uno, cinco y diez afios fue

de 56% (24 pacientes en riesgo), 53% (19 pacientes en riesgo) y 50% (16 pacientes en

riesgo), respectivamente (fig. 16).

Supervivencia acumulada

0,84

0,64

0,449

0,07

++ ++l

—Funcién de
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——Censurado

T T T
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Tiempo en afios

T T
25,00 30,00

Figura 16: Probabilidad de supervivencia renal por Kaplan-Meier en 48 pacientes con SHUa de la cohorte
del Hospital Universitario A Coruna
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Figura 17: Probabilidad de supervivencia renal por Kaplan-Meier
segiin sean o no portadores en CFH en los 48 pacientes con SHUa
de la cohorte del Hospital Universitario A Corufia

La supervivencia renal fue claramente inferior en los pacientes portadores de
variantes en CFH (0% vs 61% y 56%) (Log-Rank=6,1p=0,010) (figura 17) y en los
portadores de variantes en CFHRs (0% vs 64% y 61%) (log-rank=9,1; p=0,003) (Figural8)
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Figura 18: Probabilidad de supervivencia renal por Kaplan-Meier segiin
sean o no portadores en CFHRs en los 48 pacientes con SHUa de la cohorte
del Hospital Universitario A Coruia
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La supervivencia renal a uno y cinco afios fue superior en los pacientes tratados con
eculizumab que en los tratados con plasmaterapia exclusivamente (80% y 80% vs 53% y
51%) (Log Rank=0,6;p=0,400) (Fig. 19); en los pacientes pediatricos que en los adultos
(100% y 86% vs 50% y 47%) (Log-Rank=2,4,p=0,100); en los portadores de MCP (86% y
64% vs 51% y 48%) (p=0,600) y similar en las mujeres y en los varones (56,5%; y 51% vs
59% y 55%;Log Rank=0,2;p=0,700).

7.8.6 Hipertension arterial

Eculizumab en
segunda linea
Mg

no
—t—si-censurado
= no=-censurado

0,641

0,449

Supervivencia acumulada

0,29

Figura 19: : Probabilidad de supervivencia renal por Kaplan-Meier segiin
tratamiento con eculizumab o plasmaterapia en los 48 pacientes con SHUa de
la cohorte del Hospital Universitario de A Corufia

Con objeto de eliminar otros factores concurrentes que pudieran explicar la
hipertensidn arterial después del episodio inicial de SHUa, se analiz6 su prevalencia al final
del seguimiento solo en los 23 pacientes, que habiendo recuperado la funcién renal
integramente, no la perdieron posteriormente a consecuencia de recidiva. Es decir, se
excluyeron a los pacientes en programa de dialisis y a los receptores de un trasplante renal

con el injerto funcionante.

13 de 23 (57%; 1C95%: 36%-77%) de los pacientes que habian recuperado y
mantenido la funcidn renal integramente presentaban hipertension arterial con necesidad
de medicacidn, incluyendo a un paciente diagnosticado en edad pediatrica que habia
cursado sin hipertensiéon en el momento inicial. Aunque la prevalencia de hipertension
arterial en este grupo de pacientes fue superior en los adultos (61%) que en los
diagnosticados en la edad pediatrica (40%) y en los varones (60%) que en las mujeres

(54%) estas diferencias no fueron ni clinica ni estadisticamente significativas. (Tabla 20)
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Los cinco pacientes tratados con eculizumab permanecieron hipertensos al final del

seguimiento.

Tabla 20: Prevalencia de hipertension arterial al final del seguimiento en la poblacion segiin edad y
sexo en la cohorte de 48 pacientes con diagnéstico de SHUa del Hospital Universitario A Coruiia

RRA (IC95%) RR (IC95%)
Edad=>16 61% (39-84%)  -0,21(-0,70a0,27) 1,53 (0,49 -4,75)
Edad=<16  40% (-0,03 a 83%)

Varones 60% (30-90%)  -0,06 (-0,472a0,35)  1,1(0,55-2,27)

Mujeres 54% (27-81%)

7.9 RECIDIVA

El 35% de los pacientes experimentaron recidiva de su enfermedad después del
episodio inicial, bien en los rifilones nativos (n=10) o en el injerto trasplantado (n=7). Un
paciente experimenté recidiva antes y después del trasplante. Por tanto, la recidiva se
present6 en el 21% de los casos en los rifiones nativos; en el 20% en pacientes que habian
recuperado la funcion renal integramente después del primer episodio; en el 43% de los
pacientes en situacion de insuficiencia renal cronica al afio del episodio inicial y en el 8%
cuando ya estaban en tratamiento en didlisis de forma definitiva. Por otra parte, el 10% de

los pacientes experimentaron un segundo episodio de recidiva.

Los episodios de recidiva en los rifiones nativos fueron tardios, solo dos pacientes la
experimentaron a los tres meses del episodio inicial quedando en situacién de insuficiencia
renal crénica a consecuencia de ello, mientras que los cinco pacientes que la presentaron
después de haber recuperado la funcion renal integramente la experimentaron mucho mas

tardiamente (Md= 83 meses; RIQ=46-128 meses).

Los episodios de recidiva conllevaron la pérdida total de funcién renal en dos de cinco
pacientes que la habian recuperado integramente después de primer episodio como
consecuencia de una segunda recidiva. Otros dos pacientes en situacién de insuficiencia
renal crénica secundaria al episodio de SHUa perdieron definitivamente la funcién renal a

consecuencia de recidiva de la enfermedad.
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Cuando se analizaron los factores que podrian condicionar la incidencia de episodios
de recidiva se comprobd que los pacientes diagnosticados en edad pediatrica, y los
portadores de variantes en MCP se asociaron a una mayor frecuencia de recidivas, Por el
contrario, el tratamiento con eculizumab evito la recidiva en todos los pacientes tratados

con el farmaco. (Tabla 21)

Cuatro de ocho (50%; 1C95%: 15%-85%) de los pacientes diagnosticados en edad
pediatrica presentaron episodios de recidiva frente a 6 de 40 (15 %; 1C95%:4%-26%) lo
que supuso un incremento del riesgo absoluto (35%; IC95: 29%-99%) y del riesgo relativo
(3,33; 1€95%:1,21-9,17) de presentar recidiva, respecto a los pacientes diagnosticados en

la edad adulta, clinica y estadisticamente significativos.

Cuatro de siete (57%; 1C95%:20%-54%) portadores de variantes en MCP
presentaron episodios de recidiva frente a 6 de 41 (15%; 1C95%:4%-25%) en los no
portadores lo que supone un incremento en el riesgo absoluto (43%; [C95%:4%-81%) y en
el riesgo relativo (3,9; 1C95%:1,47-10,39) de presentar recidiva, clinica y estadisticamente

significativos en los portadores de la variante.

No se encontraron diferencias en la incidencia de recidiva entre mujeres y varones

ni entre los que presentaron el sindrome de forma esporadica o familiar.

Cuando se analizd el impacto del tratamiento con eculizumab sobre la frecuencia de
recidivas se comprobo que ninguno de los pacientes tratados con ese farmaco sufrié ningin
episodio ya que todos ocurrieron en diez de los 43 (23%; 1C95%: 11%-36%) pacientes
tratados con plasmaterapia exclusivamente. Es decir, el tratamiento con eculizumab redujo

el riesgo absoluto de recidiva en 23% (1€C95:11%-36%).
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Tabla 21: Riesgo absoluto, reduccion de riesgo absoluto (RAR) y riesgo relativo de recidiva de SHUa en
rifiones nativos segiin edad, sexo, caracteristicas genéticas y presentacion familiar o esporadica y
tratamiento con eculizumab/plasmaterapia de la cohorte del Hospital Universitario de A Coruiia

Caracteristica Si No RAR (IC95%) Riesgo relativo
(IC95%)
Edad<16 afios 50% (4/8) 15% (6/40) -0,35 (-0,71a0,01) 3,3(1,2-9,2)
Mujer 20% (5/25)  22% (5/23) 0,02 (-0,21a0,25) 0,9 (0,3-2,7)
Variante en CFH 25% (1/4) 24% (9/44) -0,05(-0,49 a 0,40) 1,2 (0,2-7,3)
Variante en CFHRs  17% (1/6) 21% (9/42) 0,05 (-0,28a0,37) 0,8 (0,1-5,1)
Variante en MCP 57% (4/7) 15% (6/41) -0,43(-0,81a-0,04) 3,9 (1,5-10)
Variante en C3 25% (1/4) 20% (9/44) -0,05 (-0,49 a 40) 1,4 (0,2-12)
Familiar 29% (2/7) 19% (8/41) -0,09 (-0,45a 0,27) 1,5 (0,4-5,5)
Eculizumab+PF/IP 0% (0/5) 23% (10/43) 0,23 (0,11a0,36) -
7.10 TRASPLANTE RENAL

Se realizaron 26 trasplantes renales: 23 de donante cadaver y 3 de donante vivo a 19
receptores, es decir al 39% de la poblacién inicial de la cohorte y al 79% de los pacientes
que entraron en tratamiento substitutivo. 74% pacientes recibieron un injerto, 16% se

trasplantaron en dos ocasiones y otro 10% recibieron tres injertos sucesivos.

7.10.1 Caracteristicas basales

Todos los pacientes trasplantados fueron adultos, porque dos de ellos
diagnosticados en edad pediatrica, con 14 y 15 afos, se trasplantaron con 34 y 21 afios,
respectivamente. La edad media + DT de los receptores fue de 35+11 afios. El 58% fueron
mujeres y el 42% fueron varones (p=0,500). El 68% habian presentado el SHUa con
caracter esporadico y recibieron el 65% de los injertos. El 32% de los receptores tenian un

SHUa familiar y recibieron el 35% de los injertos.

El 89% de los receptores fueron estudiados para la identificaciéon de variantes

patogénicas en los genes codificadores de las proteinas de la via alternativa del
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complemento. 53% de ellos se estudiaron con el panel reducido y el 47% restante con el

panel amplio.

El 59% de los estudiados genéticamente portaban alguna variante en los genes
codificadores del complemento. En el 41% de los receptores estudiados genéticamente no
se identificd ninguna variante, pero todos ellos eran portadores de haplotipos de riesgo en
CFH y/o en MCP. La frecuencia y tipologia de las variantes y haplotipos de riesgo en los

pacientes sin variantes identificadas se resumen en la tabla 22.

El 50% de los trasplantes se realizaron en los 10 receptores portadores de
variantes. Cuatro trasplantes se realizaron en los tres receptores portadores de variantes
en CFH aisladas; tres en dos portadores de variante en CFHR1; dos en el portador de
variantes en CFD+C6+C7; uno en el portador de variantes en CFH y MCP; uno en el portador
de variante en C3; uno en el portador de C3 y en MCP y otro en el portador de MCP aislada.
11 trasplantes (tres en dos receptores) se realizaron en pacientes en los que no se identifico
ninguna variante, aunque todos ellos tenfan haplotipos de riesgo en CFH aislados o
simultdneamente, en heterocigosis o en homocigosis. Otros dos trasplantes se realizaron en

sendos receptores no estudiados genéticamente. (tabla 22).

En tres trasplantes y en tres receptores diferentes se empled eculizumab como
tratamiento profilactico de recidiva en adicién al tratamiento inmunsupresor consistente
en una combinaciéon de anticalcineurinicos (ciclosporina o tacrolimus), micofenolato
mofetil y prednisona. Dos de los pacientes tratados con eculizumab eran portadores de
variantes (en CFH y CFHR1). La tercera paciente presentaba un SHUa familiar sin que se
lograra identificar ninguna variante con el panel corto y habia perdido dos injertos
previamente por recidiva. El tratamiento con eculizumab consisti6é en la administracién de
1200 mg el dia 0 del trasplante, 900 mg el dia 1 y posteriormente de 900 mg en intervalos
semanales, durante 4 semanas para pasar a 1200 mg la 52 semana, y a partir de ésta

mantener esa dosis a intervalos bisemanales de forma indefinida.
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Tabla 22: Caracteristicas demograficas, tipo de trasplante (vivo/cadaver), tipologia de las variantes
genéticas y tratamiento con eculizumab de los 19 pacientes receptores de trasplante renal en la
cohorte de pacientes diagnosticados de SHUa del Hospital Universitario A Coruiia

Caracteristica

Edad (afios, media + DT) 34+11
Diagnosticados en edad pediatrica 2 (10)
Mujeres (n, %) 11 (58)
Donante cadaver (n, %) 23 (88)
Con estudios genéticos (n, %) 17 (89)
Tipo de variantes genéticas en los receptores n
CFH 3
CFH+MCP 1
CFHR1 2
MCP+C3 1
MCP 1
C3 1
CFD+C6+C7 1
No identificadas 7
No estudiados 2
Profilaxis con eculiuzumab 3

7.10.2 Episodios de recidiva

Los episodios de recidiva fueron frecuentes, precoces y severos. En total ocho (42%)

pacientes y 12 injertos (46%), experimentaron recidiva después del trasplante.

10 (91%) episodios de recidiva se presentaron en el post-trasplante inmediato y en
todos los casos conllevaron la pérdida del injerto. Otra paciente presentd recidiva en forma
de nefropatia crénica con desarrollo de anemia hemolitica y con pérdida del injerto a los 14
afios del trasplante con una biopsia con cambios de microangiopatia crdénica y trombosis

arteriolar aguda. El resto de las pérdidas de injertos se debieron en cinco casos a nefropatia
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cronica del injerto, incluyendo una glomerulopatia del trasplante, y en otro a fallecimiento
del paciente con el trasplante funcionante. Excluyendo la del paciente fallecido, las pérdidas
de los injertos se produjeron en 12 ocasiones en el primer trasplante, siete de ellas por
recidiva, en tres ocasiones en el segundo trasplante todas por recidiva, y en otro paciente

en el tercer trasplante también por recidiva.

Los episodios de recidiva se manifestaron en dos injertos de sendos pacientes
portadores de variantes en CFH (en uno aislada y en el otro combinada con MCP); en un
portador de variantes en CFHR1; en dos ocasiones en un portador de variantes en CFD, C6
y C7 y en otras seis ocasiones en tres receptores sin variantes identificadas con el panel
corto y con haplotipos de riesgo en CFH en heterocigosis uno y en MCP en homocigosis y

heterocigosis, respectivamente, los otros dos.

El Unico paciente trasplantado con variante aislada en MCP no sufrié recidiva y
tampoco lo hizo el paciente trasplantado con una variante en MCP combinada con otra en
C3. Tampoco experimentaron recidiva los tres receptores tratados profilacticamente con
eculizumab a pesar de que dos de ellos era portadores de variantes en CFH y en CFHR1, y

que dos habian recibido, y perdido por recidiva, uno y dos injertos previamente.

7.10.3 Supervivencia del paciente y del injerto.

De los 19 pacientes trasplantados uno falleci6 con el injerto funcionante y nueve
permanecen vivos con el injerto funcionante al final del seguimiento (Figura 20). En
consecuencia, la mortalidad de los pacientes fue del 5% y la supervivencia de los injertos a
uno, tres, cinco afios y diez afios fue de 61,5%, (en riesgo=15), 57% (en riesgo=11), 52%
(en riesgo=10) y 41% (en riesgo seis), respectivamente (Figura 21) y estuvo negativamente
condicionada por la incidencia de recidiva, con una supervivencia al afio del 33% (cinco
pacientes en riesgo) frente a 81% al afio en los que no experimentaron recidiva (p<0,001)
(Fig. 22), y favorablemente influenciada por el tratamiento profilactico con eculizumab con

una supervivencia al afio del 100%.
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Figura 20: Supervivencia de los 19 pacientes diagnosticados de SHUa receptores de 26 trasplantes
renales en el Hospital Universitario A Corunia
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Figura 21: Supervivencia del injerto en 26 trasplantes renales realizados en 19 receptores
diagnosticados de SHUa de la cohorte del Hospital Universitario A Corufia
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Figura 22: Supervivencia del injerto en pacientes diagnosticados de SHUa receptores de un trasplante
renal con y sin recidiva de la enfermedad en el injerto

7.11 SUPERVIVENCIA DE LOS PACIENTES EN LA COHORTE

La supervivencia de los pacientes con SHUa a uno, cinco, diez y quince afios fue de
98% (46 pacientes en riesgo), 96% (37 pacientes en riesgo), 90% (28 pacientes en riesgo),
y 86% (15 pacientes en riesgo), respectivamente (Fig. 23).
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Figura 23: Supervivencia de los 48 pacientes diagnosticados de SHUa de la cohorte del Hospital
Universitario A Corufia
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En total fallecieron siete (14%) pacientes. (Tabla 23) Todos ellos adultos en el
momento del episodio inicial. Las causas, la situacion clinica en el momento del éxitus y el
tiempo transcurrido desde el episodio inicial se exponen en la tabla 22. Un paciente fallecié
en el episodio inicial por una sepsis mientras estaba en didlisis por fracaso renal agudo.
Otros dos pacientes que habian recuperado la funcién renal integramente fallecieron a los
75 meses del episodio inicial a consecuencia de un carcinoma de prdstata y por parada

cardiorrespiratoria, respectivamente.

El resto de pacientes fallecidos habian entrado en insuficiencia renal terminal
después del episodio inicial. Un paciente falleci6é con un injerto funcionante a los 34 meses
del episodio inicial y a los 23 meses del trasplante por causa desconocida. Los otros tres
pacientes fallecieron mientras estaban en didlisis permanente como tratamiento
substitutivo: dos de ellos después de un trasplante fallido. El paciente no trasplantado
fallecié a los 52 meses del episodio inicial a causa de un mesotelioma y los otros dos
fallecieron uno de muerte subita a los 29 afios del episodio inicial y a los 16 meses del
trasplante y el otro a consecuencia de una necrosis mesentérica a los 13 afos del episodio

inicial y al afio del trasplante.

Tabla 23: Causa del éxitus, tiempo desde el diagndstico de la enfermedad y situacidon clinica en los
pacientes diagnosticados de SHUa de la cohorte del Hospital Universitario A Coruiia

Causa de éxitus Tiempo desde el episodio Situacion clinica
inicial
Sepsis 7 dias Fracaso renal agudo
Ca de préstata 75 meses Recuperacidn integra de la funcién
renal
Muerte subita 75 meses Recuperacion integra de la funcién
renal
Mesotelioma 52 meses Dialisis permanente
Desconocida 34 meses (23 meses post Injerto funcionante
trasplante)
Muerte subita 29 afios (16 meses Dialisis permanente post trasplante
postrasplante)
Isquemia mesentérica 13 afios (1 afio postrasplante) Dialisis permanente post trasplante
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RESULTADOS

7.12 PREVALENCIA Y MODALIDAD DEL TRATAMIENTO

Al final del periodo de seguimiento 45 % de los pacientes de la cohorte inicial
permanecen con funcion renal normal de sus rifiones nativos; 19% son portadores de un

injerto funcionante y 23 % permanecen en dialisis (Fig. 24).
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Recuperacién de la Injerto funcionante Didlisis
funcién renal

Figura 24: Situacion con respecto a la funcién renal de los pacientes prevalentes de SHUa al final del
periodo de seguimiento en la cohorte del Hospital Universitario A Corufia
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8 DISCUSION

Se han estimado la Incidencia y prevalencia segtin la edad y el sexo, el substrato
genético, las correlaciones genotipo-fenotipo, el impacto de las terapias convencionales y
de los nuevos tratamientos, asi como los resultados del trasplante renal, en una cohorte de
48 pacientes diagnosticados de SHUa en el Hospital Universitario de A Corufia con el
registro CIE 9-MC. Es la mayor cohorte de un solo centro de nuestro pais y una de las de

mayor seguimiento publicadas hasta ahora a nivel internacional.
8.1 SEGUIMIENTO

En las enfermedades raras los seguimientos prolongados son una ventaja porque
permiten analizar sus eventos evolutivos que son por definicidn infrecuentes. En el caso del
SHUa, a diferencia de lo que ocurre con otras enfermedades mas comunes, un largo periodo
de seguimiento no constituye una limitacion, porque los cambios mas relevantes que se han
producido en su conocimiento respecto a sus mecanismos patogenéticos basicos son
recientes y no han modificado su abordaje terapéutico, basado en la plasmaterapia hasta la

introduccién del eculizumab como inhibidor de la via final del complemento en 2011.

Precisamente, el elevado coste de eculizumab y la muy baja frecuencia del SHUa,
hacen imprescindibles los estudios observacionales con amplio seguimiento porque no va
a ser posible realizar un ensayo clinico aleatorizado para analizar la eficacia y seguridad del
eculizumab respecto a la plasmaterapia. Para valorar la importancia de estudios como éste
conviene tener en cuenta que la aprobacién de eculizumab por la EMEA y FDA se produce
en el afio 2011 con la presentacién de los resultados de un estudio realizado solo con 37
pacientes y con 26 semanas de seguimiento. Esta reciente introducciéon de eculizumab
explica, como es natural, el menor seguimiento de los pacientes tratados con este farmaco

en nuestra serie.
8.2 INCIDENCIA Y PREVALENCIA

El SHUa es una enfermedad rara. Nuestra estimacién de prevalencia de un paciente
por cada 16.994 habitantes (5,8/100.000), confirma esta aseveracion (4) . Hemos detectado
una incidencia anual y una prevalencia al cierre del estudio superiores a las reportadas por

otros autores. Sin embargo, nuestros resultados no son faciles de comparar con los
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obtenidos por otros grupos porque en ninguno de ellos la medida de la frecuencia de la
enfermedad fue un objetivo primario y la metodologia para obtener las estimaciones
tampoco fue uniforme. En este estudio se estimaron las tasas de incidencia anuales y de
prevalencia totales al final del estudio, en la edad pediatrica/adolescente y en adultos, en
relacién a sus poblaciones respectivas y a partir de un registro diagndstico normalizado y

obligatorio.

La incidencia media anual total en nuestra cohorte de 3,2 y 2,1 por millén afo de
poblacién en riesgo para pacientes pediatricos y adultos, respectivamente, se aproxima a
las de 1,2-2 por millén afio reportadas en los estudios mas precoces (5) (225)yalade 1,9
por millon publicada por un grupo de cuatro hospitales universitarios de Tours en fechas
recientes (8). Sin embargo, el primero de esos estudios restringe la casuistica a la edad
pediatrica, es multicéntrico, de reclutamiento voluntario, y se mezclan pacientes con
sindrome hemolitico urémico tipico (220 pacientes) y “no enteropatico” (27 pacientes, de
los cuales 9, el 38%, eran secundarios a infeccidn por Streptococcus pneumoniae). Por otra
parte, el grupo de Hospitales de Tours estima la incidencia sin distinguir entre pacientes
pediatricos y adultos y el reclutamiento de los pacientes se obtuvo a partir de la busqueda

de palabras clave en los informes de alta (8).

Otros autores han publicado cifras de incidencia anual inferiores. Tal es el caso del
grupo francés para el estudio del SHUa que reporta una incidencia anual de 0,23 pacientes
por millén y afio , sin distinguir entre pacientes pediatricos o adultos y utilizando como
referencia la poblacion total francesa (6), o el servicio de referencia britanico para evaluar
la indicacion de eculizumab que estima una incidencia anual de 0,43 pacientes por millén
con los datos del primer afio de funcionamiento de ese servicio (7). En el primer caso, los
pacientes se obtuvieron de una agrupaciéon de centros que enviaban sus muestras para
realizar un estudio genético centralizado. Las estimaciones britanicas se obtuvieron a partir
de los pacientes cuyos informes habian sido enviados a un centro de referencia para aprobar
o no el tratamiento con eculizumab. En los dos estudios se estimé que la poblacion referida,
bien para estudios genéticos, bien para evaluar la indicacién por eculizumab, representaban

a la totalidad de pacientes con SHUa en ambos paises.

La prevalencia estimada a partir de nuestros datos de 59, 63 y 25 pacientes por
millén de poblacién en riesgo total, en adultos y en pacientes pediatricos/adolescentes,
respectivamente, es ain mas dificil de comparar con la reportada por otros grupos porque
los estudios que aportan esta medida de frecuencia son ain mas escasos. En general, se
suele referenciar el dato estimado de 3,3 pacientes de edad inferior a 18 afios por millén de

poblaciéon basado en un estudio promovido por la Sociedad Europea de Nefrologia
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Pediatrica para elaborar un Registro, a pesar de estar hecho solamente con 167 pacientes
reclutados voluntariamente entre 1974 y 2005 por los centros participantes procedentes

de 12 paises europeos (9).

Nuestros hallazgos también sugieren, como lo han hecho otros autores, que la
frecuencia de SHUa se ha infraestimado. En este sentido es interesante referenciar un
estudio realizado en Suecia, con datos extraidos de las muestras enviadas a un laboratorio
de referencia para determinar ADAMTS13, en pacientes sospechosos de presentar PTT,y en
el que se concluye que el 42% de los pacientes referidos cumplian criterios clinicos y
analiticos de SHUa (10). Eso mismo se aboga en un meta-analisis reciente que recopila los
casos de sindrome hemolitico urémico atipico publicados en 176 articulos entre 2005 y
2015 y que revela un incremento notable en los casos reportados en los dltimos cinco afios

respecto a los precedentes (189 vs 79) (11).

También se ha discutido sobre si el SHUa es una enfermedad predominante en nifios
o adultos o sobre si su frecuencia es superior en las mujeres que en los varones. Algunos
abogan por un predominio en los pacientes pediatricos excepto en los portadores de
variantes en CFI y C3 (12), mientras que para otros autores se trata de una enfermedad
predominante en adultos y de mayor frecuencia en las mujeres que en los varones con

independencia de los casos atribuidos al embarazo (6).

Los resultados de este estudio enfatizan la importancia de estimar la frecuencia de
la enfermedad utilizando parametros precisos y homogéneos que faciliten una valoracién
adecuada y las comparaciones entre diferentes publicaciones. Nuestros resultados estiman
que la incidencia anual de SHUa en los pacientes pediatricos es superior a la de los adultos
cuando se comparan las tasas de incidencia referidas a la poblacién infantil en el primer
caso o a la poblacién adulta en el segundo. Sin embargo cuando la referencia es a la
poblacidn total, la incidencia anual de SHUa es superior en los pacientes adultos que en los

pediatricos.

Estos resultados se explican por la gran diferencia que existe en nuestra area de
referencia entre la poblacién pediatrica y de adultos, que es ocho veces superior en el caso
de los adultos. Esa misma explicacion creemos que sirve para entender la mayor prevalencia
de adultos observada en el grupo francés y para clarificar el concepto de enfermedad
pediatrica o de adultos que es diferente segin se contemple desde la incidencia o la

prevalencia y segin se tenga o no en cuenta la poblacion en riesgo en cada caso.

Es posible conjeturar que mas que tratar de dilucidar si el SHUa es una enfermedad

predominantemente pediatrica o de adultos se trataria de ver qué tipo de alteraciones
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genéticas o adquiridas en las proteinas de la via alternativa del complemento se traducen
en enfermedad con mayor precocidad. Parece que las variantes en MCP tienen una
expresién mas precoz y la presencia de autoanticuerpos anti factor H son mas frecuentes en
la poblacidn pediatrica (6, 12, 151, 190, 226). Nuestros resultados pueden avalar esta
hipétesis puesto que las alteraciones en MCP aisladas fueron las mas frecuentes en los
pacientes pediatricos/adolescentes de nuestra cohorte (en tres de los seis pacientes

estudiados).
8.3 CARACTERISTICAS BASALES

Todos los pacientes de la cohorte excepto uno, debutaron con un cuadro agudo de
comienzo subito. El dnico paciente que no debuté asi fue diagnosticado al desarrollar
anemia hemolitica microangiopatica, con agudizacion de su nefropatia crénica de base al
realizarle una fistula arteriovenosa para didlisis. La biopsia renal mostr6é un infiltrado
intersticial agudo sobre lesiones cronicas de MAT confirmadas al revisar una biopsia previa
(108). Algunos autores sefialan que esta forma de presentacién podria ocurrir hasta en un
20% de los casos (2, 19) .De ser asi, habria un argumento mas para considerar que el SHUa
puede estar infraestimado y podria conducir a un cambio en la politica de indicacién de

biopsia en las nefropatias crénicas en evolucidn.

En la mayor parte de nuestros pacientes la forma mas frecuente de presentacion fue
la esporadica. Este resultado estd de acuerdo con la penetrancia de la enfermedad. En
cualquier caso, el diagndstico de los casos esporadicos debe mantenerse como provisional
puesto que no se puede descartar la aparicién de nuevos casos en el ambito familiar. La
forma de presentaciéon familiar fue significativamente mas frecuente en los pacientes
pediatricos o adolescentes que en los adultos, quizds porque a esta edad los pacientes
comparten factores ambientales, posibles desencadenantes, con el resto de pacientes con
mutaciones, antes de que se produzca la posterior dispersion familiar. Por otra parte, es mas
facil detectar antecedentes en progenitores jovenes que en familiares de mayor edad o
fallecidos cuando el diagnostico de la enfermedad era menos comun y los registros de

enfermedad no estaban codificados o no eran obligatorios.

En contraposicion a nuestros resultados ,el grupo del Registro Internacional

«

denominado “ PTT/SHUa recurrente y familiar” encuentra una prevalencia de casos
familiares del 30% (12). Sin embargo, hay que sefialar que en ese registro mas de la mitad
de los pacientes son menores de 18 afios de edad y, ademas, no es descartable que sus
resultados estén condicionados por un sesgo de seleccion tal y como el propio titulo del

registro indica.
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En una tercera parte de nuestros pacientes encontramos un posible proceso
desencadenante, generalmente en forma de agente infeccioso, y como otros, hemos
encontrado también como factores desencadenantes el embarazo en la fase post parto o la
cirugia. Un hallazgo interesante fue el antecedente de exposicidn al frio intenso y probable
hipotermia accidental como posible desencadenante del SHUa en dos pacientes. En uno de
ellos el hecho de que la enfermedad y una recidiva se manifestaran después de sendos
episodios de hipotermia accidental refuerza la hipétesis de que esa condicién haya sido
factor desencadenante y no una asociacién casual. La hipotermia accidental no ha sido
descrita previamente como factor desencadenante del SHUa. No obstante, se ha publicado
un caso de SHUa en un paciente portador de VIH e infecciéon por CMV que habia presentado
hipotermia accidental. Al ser resistente a la plasmaterapia y ceder con la administracién de
ganciclovir los autores consideran a la infeccién por CMV el factor causal o desencadenante
del SHUa en ese paciente(227). Solo hemos encontrado una publicaciéon que estudie la
accion de la hipotermia clinica sobre la activacién del complemento y en ella se concluye
que si bien activa la via clasica no lo hace sobre la via alternativa (228). A la vista de nuestro
hallazgo parece oportuno sugerir la realizacion de nuevos estudios para averiguar la posible

accion de la hipotermia sobre la via alternativa del complemento.

En nuestra serie, las manifestaciones extrarenales mas frecuentes fueron las
gastrointestinales, que afectaron a un tercio de los pacientes, y las neuroldgicas que
afectaron a uno de cada cuatro. Las gastrointestinales fueron mas frecuentes en los
pacientes pediatricos y en las mujeres, mientras que las neuroldgicas fueron mas frecuentes
en los pacientes varones adultos. Ambas manifestaciones son fruto de la lesién endotelial
de los distintos territorios vasculares y expresion de microinfartos intestinales o
neuroldgicos. Las manifestaciones gastrointestinales también fueron significativamente
mas frecuentes en los pacientes pediatricos del grupo francés, asi como las manifestaciones
neurolégicas, aunque en este ultimo caso sin alcanzar significacién estadistica (6). Dado que
nuestros resultados no alcanzan significacion estadistica no sabemos si pueden responder

a una base fisiopatoldgica firme o si son un producto aleatorio presente en nuestra serie.

Se han encontrado diferencias en la severidad de la afectacién hematolégica y renal,
asi como en la prevalencia de hipertensién entre los pacientes pediatricos /adolescentes y
los adultos. También se encontraron diferencias respecto a la severidad de la afectacion

renal entre las pacientes mujeres y los varones.

Todos los pacientes presentaron anemia con valores de hemoglobina inferioresa 11
mg/dL excepto dos pacientes pediatricos / adolescentes que debutaron con valores de 11

g/dL. El hecho de que los valores plasmaticos de LDH fueran significativamente superiores
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en los pacientes pediatricos que en los adultos fue un resultado inesperado y carecemos de
una explicacion mas alla del hecho de que estos valores son superiores en los nifios que en
los adultos en condiciones normales. En un estudio se ha encontrado una relacién inversa
significativa entre los niveles mas elevados de LDH y el prondstico de los pacientes con

SHUa tratados con eculizumab (24).

Otro resultado interesante es el hallazgo de que hasta un 25% de los pacientes
pediatricos/adolescentes y de los pacientes adultos debutaron con valores de plaquetas
igual o inferiores a 36450 /mm 3 0 a 22250 /mm 3, respectivamente. La plaquetopenia por
debajo de 30000/mm 3 se ha considerado un indicador de PTT (229). Sin embargo, valores
como los aqui reportados ya han sido observados en otras series de pacientes con SHUa y

obligan a reconsiderar este criterio en el diagndstico diferencial de ambas entidades (25) .

Los pacientes adultos presentaron valores de creatinina plasmatica mas elevados
que los pacientes pediatricos y adolescentes, mayor requerimiento de dialisis (82% vs 50%)
y una mayor prevalencia de hipertension arterial en el episodio inicial (90% vs 37%). No
obstante, salvo en el caso de la prevalencia en la hipertension arterial las diferencias no
fueron estadisticamente significativas, quizas debido al pequefio tamafio muestral de los
pacientes pediatricos. Estos resultados sugieren que la afectacién renal inicial es menos
severa en los pacientes pediatricos, como ya habia sido propuesto por el grupo francés para
el estudio de SHUa, que encuentra una diferencia significativa en los requerimientos de
dialisis entre los pacientes adultos (81%) y los pediatricos (59%) (6).No obstante, estos
resultados deben ser observados con cautela porque la creatinina plasmatica, debido a la
diferencia de masa muscular, no es un buen estimador del GFR en estos pacientes y por otra
parte, el menor requerimiento de dialisis podria ser debido a que los pacientes con
necesidad de este tratamiento podrian haber sido derivados a otro centro que dispusiera de

servicio de Nefrologia infantil con facilidades para la dialisis.

Con respecto a la mayor severidad inicial en las mujeres, no encontramos una clara
explicacion, puesto que en la evolucion posterior no hay diferencias en relacion con el sexo.
Una conjentura plausible, pudiera ser que las mujeres acudieran mas tardiamente al
hospital, por la mayor frecuencia de presentaciéon de manifestaciones gastrointestinales
frente a las neuroldgicas, que fueron las mas frecuentes en los varones y que inducirian a

éstos a acudir mas tempranamente a los servicios sanitarios.

La hipertension arterial se presenté con mayor frecuencia en los varones. Otra
conjetura plausible para explicar este hecho seria que la edad de los varones era superior a

la de las mujeres y es bien conocido que la prevalencia de HTA se incrementa con la edad.
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8.4 VARIANTES GENETICAS

8.4.1 Pacientes afectados

La frecuencia de mutaciones en los genes del complemento en nuestra cohorte fue
del 45% de los pacientes estudiados para CFH, CFI y MCP y de 73% de los casos en los que
se estudiaron, ademas, C3 CFB y trombomodulina y otros genes candidatos del
complemento. Todas las variantes se heredaron en heterocigosis y en todos los casos fueron
missense excepto en una de ellas que fue de tipo non sense. La frecuencia total de
mutaciones fue de 57%, superior a la reportada para la cohorte espafiola (14) y similar al
60% la cohorte francesa (6). Las diferencias entre las distintas cohortes se pueden explicar
por los diversos modos de selecciéon de los pacientes. Por ejemplo, la espafiola recoge
pacientes con SHUa primario y secundario y cuando se corrige por ese factor la presencia
de mutaciones se incrementa en los casos de SHUa primario hasta el 37,35% (14) .Por su
parte la cohorte francesa es mas parecida a la nuestra porque tampoco recoge casos de

SHUa secundarios.

8.4.2 Tipologia de las variantes

En nuestros resultados llaman la atencién la diferente distribucién en la frecuencia
de variantes y haplotipos de riesgo respecto a otras series europeas y a la propia cohorte
espafiola, asi como la apreciable cantidad de variantes descritas por primera vez en
nuestros pacientes. Es llamativa la alta prevalencia en nuestra cohorte de variantes en C3
que alcanza al 11% de los pacientes analizados y al 18% de los que fueron estudiados para
detectar las variantes de este gen. Esta prevalencia de variantes en C3 difiere de la
frecuencia observada en las cohortes espafiola y europeas en las que la frecuencia esta entre
el 2,7% de la espafiola (14), el 5% del registro internacional (12) y el 11% de la serie
francesa (6). Nuestra estimacidn se aproxima a la reportada en Japén en que la frecuencia
de variantes en C3 es del 31% (146). Este hallazgo sugiere que la distribucion de variantes
puede diferir segin las poblaciones estudiadas, y que hay que analizar todos los genes
involucrados en la via alternativa del complemento, y no solo de los codificadores de sus

proteinas reguladoras, incluso en ausencia de hipocomplementemia C3 (12, 230).

8.4.3 Variantes descritas por primera vez

Otro hecho distintivo en nuestra cohorte fue el hallazgo de una alta prevalencia de
variantes en genes CFHR1-5, incluyendo un gen hibrido CFHR3-CFHR4 que en conjunto
alcanzaron una frecuencia de 16% de todos los casos estudiados. También son relevantes

las dos variantes combinadas en CFHR1 asociadas a un mismo polimorfismo en CFH que
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portaban dos pacientes. Estas variantes han sido descritas por primera vez en estos
pacientes y en otros siete mas, uno de los cuales también procedia de Galicia, lo que refuerza
la hipotesis de las posibles diferencias en la distribucién de variantes segin las poblaciones
estudiadas (149). Estos casos ilustran la necesidad de explorar todas las posibilidades de
variantes genéticas en todos los genes involucrados en la codificacion de las proteinas del
complemento y de la importancia de estudios funcionales. Hasta que se comprob6 que en
estos casos los cambios en CFHR1 producian una proteina FHR1 competidora de FH, se
consideraba como variante causal al polimorfismo en CFH que va asociado

haplotipicamente a las variantes en CFHR1(149).

También hemos encontrado deleciones CFHR1-CFHR3 y un gen hibrido CFHR3-
CFHRA4. No es sorprendente este hallazgo si se tiene en cuenta que los genes CFHR1-CFHR5
estan muy préximos al gen de CFH y en una regidn con alta variabilidad genética y grandes
duplicaciones gendémicas. Estas duplicaciones hacen que esta region sea susceptible a
reordenamientos genéticos como conversion de genes o recombinaciones no homologas

(92).

El hallazgo de variantes descritas en CFD y en C6 y C7 en el mismo paciente plantea
interrogantes de interés. Estas variantes no han sido descritas previamente en pacientes
con SHUa y no se dispone de estudios funcionales en la paciente portadora. Por eso, no es
facil hacer conjeturas en este caso porque, si bien por una parte la ganancia de funcién en
factor D podria explicar una posible activacién de la via alternativa del complemento , las
variantes en C6 y C7 similares a estas, descritas en familias espafiolas y marroquies, se han
asociado a infecciones por gérmenes encapsulados por deficiencia en la formacién del
complejo de ataque de membrana (223, 231). También han sido asociadas a lupus
eritematoso (224). En cualquier caso, el hallazgo de estas variantes ilustra la complejidad
de los mecanismos involucrados en el SHUa, asi como de la necesidad de realizar siempre
que sea posible estudios funcionales que esclarezcan el papel de las variantes no descritas

previamente.

8.4.4 Haplotipos de riesgo en CFH y MCP

En el 43% de los pacientes estudiados no se identificaron variante en los genes
codificadores de las proteinas de la via alternativa del complemento. Una posible
explicacion para este resultado es que no en todos los pacientes se estudiaron todos los
genes candidatos de la via alternativa del complemento y que ,ni siquiera con el panel mas
amplio, se analizaron variantes en vitronectina o en plasminégeno que podrian ser

relevantes en la patogenia del SHUa (107). La presencia de haplotipos de riesgo en CFH y/o
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en MCP podria aportar una hipétesis alternativa para explicar la manifestacion del SHUa en

estos pacientes sin variantes genéticas en las proteinas del complemento.

La presencia de estos haplotipos de riesgo explica la mayor penetrancia de la
enfermedad en los portadores de variantes(94, 95, 97) . 87% de nuestros pacientes
estudiados fueron portadores de haplotipos de riesgo en CFH y/o en MCP (62% en CFH y
54% en MCP). Estas frecuencias fueron similares a las reportadas en la cohorte espafiola

(50,4% para el haplotipo de riesgo en CFH y de 62,4% para los portadores en MCP) (14).

Ademas, se ha conjeturado con el hecho de que la presencia de estos haplotipos,
especialmente cuando se portan en homocigosis, podrian inducir la expresion de la
enfermedad en condiciones de intensa activacién del complemento. En este sentido tiene
interés el hallazgo en nuestra cohorte de una frecuencia de estos haplotipos de riesgo en
homocigosis con frecuencias similares a las de la cohorte francesa. Hemos encontrado una
frecuencia de haplotipos de riesgo en homocigosis en CFH del 16%, en MCP del 24,3% y en
ambos del 2%. En la serie francesa la frecuencias de haplotipo de riesgo en CFH en
homocigosis fue de 33%, la de MCP en homocigosis de 23% y de 12% para ambos
simultidneamente (6). De mayor interés es el hecho de que en los 16 pacientes de nuestra
cohorte estudiados en los que no se encontr6 ninguna variante en los genes codificadores
del complemento, la mitad eran portadores de uno u otro de estos haplotipos en

homocigosis.

No hemos encontrado anticuerpos anti factor H en ninguno de nuestros pacientes,
incluso teniendo en cuenta que en seis encontramos delecion CFHR1-CFHR3 ,en un caso en
homocigosis que es la situacién a la que con frecuencia se asocia la presencia de estos
anticuerpos (122). Una explicacién para este hecho probablemente resida en el escaso
numero de pacientes pediatricos incluidos y estudiados en nuestra serie, ya que es
precisamente en estos pacientes donde la incidencia de estos anticuerpos es mayor como
se ha demostrado en Espafia cuando se revisaron las muestras de 400 pacientes con SHUa
y se encontraron 14 pacientes portadores de estos anticuerpos, de los cuales solamente uno

era adulto (151).

8.5 ESTUDIOS FUNCIONALES

8.5.1 Valores plasmaticos de C3 y C4

46% de los pacientes con estudios genéticos, en los que se dispuso de valores
iniciales de C3, presentaron valores plasmaticos por debajo de los limites normales de este

factor indicando activacion del complemento. Cinco de esos pacientes cursaron con niveles
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normales de C4 lo que indica activacion de la via alternativa. En otros dos pacientes la
hipocomplementemia C3 se acompandé de un descenso de los valores plasmaticos de C4 por
debajo del 50% del limite inferior de la normalidad. Otros autores reportan también casos
con hipocomplementemia C4 (12). Este fenémeno podria explicarse si el SHUa se
desencadena por un agente infeccioso, como virus encapsulados cuyos componentes

puedan activar simultaneamente las vias clasica y alternativa.

El hecho de que mas de la mitad de los pacientes cursaran con valores normales de
C3 y que solo uno de los casos con variantes genéticas en C3 presentara descenso en los
valores plasmaticos de la proteina refuerza la sugerencia de que en los pacientes con SHUa
sin hipocomplementemia C3 deben ser estudiados en busca de variantes en los genes
codificadores y de todas las proteinas de la via alternativa, y no solo de las reguladoras ya
que estos valores pueden ser normales incluso en portadores de variantes patogénicas en

C3, como ya habian referido otros autores (12).

8.5.2 Valores plasmaticos de FH y FI

En cuatro pacientes (12,5% de los estudiados) se encontraron valores plasmaticos
de factor H inferiores a los establecidos como normales por el laboratorio de referencia. En
ningun caso fueron iguales o inferiores al 10% de esos valores en correspondencia a que
dos de los pacientes eran portadores de variantes en CFH en heterocigosis y los otros dos
portaban haplotipos de riesgo en CFH también en heterocigosis. Dos pacientes, uno de ellos
portador de una variante de significado incierto en CFI, presentaron valores de la proteina
inferiores, pero superiores al 10%, de los considerados en el rango de normalidad como

corresponde a la herencia de esa variante en heterocigosis.

8.5.3 Expresion de MCP en linfocitos de sangre periférica

Cuatro pacientes presentaban descenso en los valores de expresion de MCP, pero
superiores al 50% de los establecidos como normales por el laboratorio de referencia,
también en correspondencia con el hecho de que tres de ellos fueron portadores de
variantes en MCP en heterocigosis y el otro, que era portador de una variante en CFH,

también lo era de un haplotipo de riesgo en MCP en homocigosis.

La interpretaciéon de los valores plasmaticos o en la expresion de proteinas
reguladoras no es facil. Si se utilizan en cribado, como preconizan algunos, pueden indicar
que gen se debe de buscar en los estudios genéticos si los valores de la proteina son bajos.
Sin embargo, estos valores pueden ser normales hasta en un 60% de los casos con variantes

patogénicas porque la proteina afectada se secreta normalmente y es su funcién la que es
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aberrante (230). Cuando las proteinas se analizan una vez realizados los estudios genéticos
o, simultaneamente con ellos, los valores bajos son faciles de interpretar desde el punto de
vista funcional en las variantes nonsense y representan mutaciones de tipo I. Sin embargo,
en las variantes missense, que fueron las predominantes en nuestra cohorte, los valores
bajos de proteina son mas dificiles de interpretar porque la afectacién estructural puede

afectar a su sintesis, a su secrecion o a su funcién efectora (230).

Por otra parte, a la hora de valorar los resultados y compararlos con los obtenidos
por otros autores hay que tener en cuenta que la metodologia no esta normalizada y que las
variaciones entre laboratorios son grandes (230) . Ademas, se sabe que los valores de
algunas de ellas, como FH, pueden variar en funcién de la edad , del consumo de tabaco
(168) y de la presencia de haplotipo de riesgo en CFH y CFHRs (14, 169). También es un

hecho referido que MCP puede modificar su expresiéon de forma coyuntural (103, 104).
8.6 NORMALIZACION HEMATOLOGICA

Practicamente todos los pacientes, excepto tres que acabaron perdiendo la funcién
renal totalmente, recuperaron valores normales de plaquetas y LDH en torno al mes del
inicio de la enfermedad. Estos resultados son similares a los aportados por otros autores
que reportan una normalizacién hematolégica en el 75% de los pacientes tratados
exclusivamente con plasmaterapia al dia 21 del inicio de la enfermedad (232) o al 53% que

la recuperan a la semana en los pacientes tratados con eculizumab (176).

La recuperacion fue algo mas precoz en los pacientes pediatricos/adolescentes y
mas lenta en los portadores de variantes en CFH lo que posiblemente se explique por el
diferente grado de severidad de la enfermedad en uno y otro grupo de pacientes. La
recuperacion hematolégica no solo fue mas frecuente sino que también fue algo mas precoz
que la recuperacion de la funcién renal como ya habian observado otros autores tanto en
pacientes tratados con plasmaterapia como con eculizumab (232) (233). Este hecho puede
tener una explicacién basada en que las lesiones endoteliales renales pueden provocar
isquemia renal sobreafiadida, en algunos casos irreversible, motivo por el cual, la
recuperacién de la funcién renal, de producirse, lo haria una vez cesada la actividad de la

microangiopatia.

La normalizaciéon hematolégica ha sido habitualmente considerada como un
marcador de cese de la actividad de la enfermedad y por ello usada como criterio para
suspender el tratamiento con plasmaterapia. Sin embargo, el hecho de que se hayan descrito

pacientes que han evolucionado de forma crénica con proteinuria e hipertensién(2, 19, 20)
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o de que algunos pacientes en dialisis sin actividad hemolitica tratados con eculizumab
hayan podido abandonarla (234, 235), cuestiona ese criterio. Por eso, habria que
reconsiderar si los pobres resultados obtenidos con la plasmaterapia habrian sido debidos
a la suspensidon de este tratamiento basdndose exclusivamente en la normalizaciéon
hematolégica, sin prestar atencién a la evolucién de la funcidn renal. La suspension precoz
de la plasmaterapia también podria explicar algunos episodios considerados como recidivas
muy precoces, que podrian no ser mas que la emergencia de la actividad hemolitica en casos

de suspension precoz de ese tratamiento.
8.7 AFECTACION RENAL

La afectacion renal fue muy severa en los pacientes de nuestra cohorte y hasta un
77% de ellos precisaron de dialisis. El riesgo relativo para esta eventualidad fue
significativamente superior para los pacientes portadores en variantes en CFH. Ademas, el
40% de los pacientes que precisaron dialisis como tratamiento inicial permanecieron en
ella definitivamente siendo los adultos y los portadores de variantes en CFH los pacientes

con mayor riesgo para permanecer definitivamente en esa situacion.

El 48% de los pacientes permanecieron en didlisis definitivamente y la
supervivencia renal a uno, cinco y 10 afios fue del 56%, 53% y 50%, respectivamente. Los
resultados de supervivencia renal confirman que la mayor parte de los pacientes en
tratamiento substitutivo proceden de los que presentaron inicialmente fracaso renal agudo
o recuperaron la funcién renal parcialmente. Solo excepcionalmente dos pacientes que
recuperaron inicialmente la funcién renal integramente entraron en dialisis por recidiva.
Tanto la estimacion de los riesgos relativos como los analisis de supervivencia mostraron
que el ser portador de variantes en CFH, en CFHRs y la necesidad de didlisis inicial fueron

los factores determinantes para la pérdida definitiva de la funcién renal.

8.7.1 TRATAMIENTO CON ECULIZUMAB

El tratamiento con eculizumab mejoré claramente el prondstico renal en los
pacientes de la cohorte tratados con este farmaco. Todos los pacientes tratados habian
recibido dialisis Sin embargo, todos los que precisaron dialisis recuperaron integramente la
funcién renal, excepto el paciente con MAT crénica comentado previamente que entré en
dialisis definitivamente dos afios después. Estos resultados confirman los obtenidos por
nuestro grupo en una publicacién anterior que sugerian que el tratamiento con eculizumab
modificaba el prondstico de los pacientes con SHUa(182), aun teniendo en cuenta que en el

momento en que se realiza el estudio, en los inicios del uso del farmaco, no se pudo disponer
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del eculizumab en la fase precoz del diagndstico, sino que se utilizé en todos los casos como

farmaco de segunda linea, en pacientes con mala respuesta a la plasmaterapia.

Nuestros resultados son consistentes con los aportados por el Unico estudio
prospectivo publicado hasta la fecha que engloba a 37 pacientes con SHUa tratados con
eculizumab y con un seguimiento de 64 semanas (176). En ese estudio los pacientes fueron
divididos en dos grupos el primero de los cuales, que incluye a 17 pacientes con una MAT
en evolucion, es el que mas se parece a nuestra serie, aunque difiere en que sus pacientes
son mas jovenes que los nuestros, incluye casos con afectaciéon en rifiones nativos y
trasplantados y solo cinco de ellos necesitaban dialisis en el momento del tratamiento con
eculizumab. En ese estudio se comprobd la eficacia del tratamiento con eculizumab en la
mejoria de la funcién renal ya que cuatro de los cinco pacientes que precisaban dialisis al
inicio del tratamiento pudieron prescindir de ella al final del seguimiento y, aunque no se
menciona cuantos recuperaron la funcién renal completa, se refiere que hubo un descenso
del 25% o mas en los valores de creatinina plasmatica en todos los pacientes excepto en el
que precis6 de didlisis permanente. Ademas, en ese estudio también se comprob6 un

descenso en los valores medios de proteinuria al final del seguimiento.

Nuestros resultados difieren algo de los aportados por la, hasta ahora, mayor serie
publicada sobre el uso de eculizumab en pacientes con SHUa con afectacion renal en rifiones
nativos (236). En ese estudio se identificaron un total de 19 pacientes entre todos los
servicios de Nefrologia de Francia entre los afios 2011 a 2012. La serie se parece a la nuestra
en que eculizumab fue administrado tras al menos cinco sesiones de plasmaterapia, excepto
en tres casos, y que las variables de prondstico renal son similares a las nuestras, aunque
difiere en la edad de los pacientes incluidos, que es menor que la de nuestros pacientes, y
en el grado de afectacion renal, ya que solo nueve necesitaban didlisis al inicio del
tratamiento con eculizumab. A pesar de que los pacientes de esta serie son mas jovenes y
presentan un dafio renal menos severo que los nuestros, sus resultados del tratamiento con
eculizumab son inferiores a los obtenidos por nosotros en pacientes adultos, puesto que
solo obtienen la recuperacion integra de la funcion renal en 10 pacientes, y reportan
evolucion a enfermedad renal crénica en seis y permanencia en didlisis al final del
seguimiento en tres del total de los 19 pacientes estudiados. Estas diferencias quizas se
puedan explicar tal y como reconocen los autores, porque se suspendio6 el tratamiento con
eculizumab en cinco pacientes, o se produjo un retraso en su administracion por diagndstico
tardio o se interrumpid precozmente al interpretar que la recuperacion de los niveles de

plaquetas significaba la inactivaciéon de la MAT, todo ello expresién, probablemente del
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caracter heterogéneo de su muestra y de las diferencias en el manejo clinico de los

pacientes.

8.7.2 HIPERTENSION ARTERIAL

Un hecho resefiable es que hasta un 56 % de los pacientes con recuperacién integra
de la funcion renal permanecen hipertensos, y un 80 % de la poblacion total. Curiosamente,
la evolucion de la hipertension arterial en pacientes con SHUa tratados con eculizumab no
ha sido estudiada en ninguno de los articulos publicados hasta la fecha. El hecho de que la
gran mayoria de nuestros pacientes tratados con eculizumab permanezcan hipertensos a
pesar de no haber suspendido el tratamiento, sin diferencias significativas en este aspecto
con los pacientes tratados con plasmaterapia exclusivamente, sugiere que algunos de
nuestros pacientes podrian presentar dafio renal previo, al ser portadores de un SHUa no
diagnosticado anteriormente, ya que esta es una entidad crénica, que cursa con brotes, y
que hasta en una cuarta parte de los casos puede evolucionar de forma insidiosa con
proteinuria e hipertension arterial, como de hecho parece haber ocurrido en uno de

nuestros pacientes.

La elevada prevalencia de hipertension arterial en esta poblacién, enfatiza la
importancia de mantener controles de la tension arterial aunque la recuperacién de la
funcion renal haya sido completa, y por otro lado, introduce la cuestion sobre el farmaco
mas idéneo para su control en estos pacientes con riesgos particulares, a la luz de un
reciente trabajo, que muestra peor evolucion de la funcién renal en pacientes diabéticos con
polimorfismo H3 en homocigosis, cuando son tratados con IECA, por la activacién del

complemento, consecuencia del incremento de renina que ocasionan (237).

8.8 RECIDIVA

21% de los pacientes experimentaron recidiva de la enfermedad en los rifiones
nativos. El riesgo de recidiva fue tres y cuatro veces superior en los pacientes diagnosticados
en la edad pediatrica/adolescente y en los portadores de variantes genéticas en MCP,
respectivamente. Ninguno de los pacientes tratados con eculizumab sufrié recidiva.
Llamativamente los episodios de recidiva en los pacientes que recuperaron integramente la
funcion renal después del episodio inicial del SHUa se manifestaron muy tardiamente con
una mediana de tiempo de unos siete afios transcurridos desde el episodio inicial. La
aparicion de recidivas tan tardias como la observadas en nuestra serie plantean la

conveniencia o no de la de la interrupcion del tratamiento con eculizumab a largo plazo.
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La asociacion de recidiva con la edad pediatrica y con el ser portador de variantes
en MCP observada en nuestra cohorte confirma los resultados obtenidos por la cohorte
francesa y el registro internacional (6) (12). La ausencia de recidiva en los pacientes
tratados con eculizumab también confirman los hallazgos obtenidos por otros. La
frecuencia de recidiva es claramente inferior a la reportada en la cohorte francesa (43% en
pacientes pediatricos y 35% de adultos) y a la del registro internacional. Adema3s, el grupo
francés concluye que el 82% de las recidivas ocurren durante el primer afio y, que a partir
de esa fecha, el riesgo de recidiva disminuye hasta un 25% excepto en los pacientes
pediatricos y portadores de MCP. Por eso, enfatizan la necesidad de una monitorizacién muy
cuidadosa de los pacientes durante el primer afio. La cifra de recidiva a partir del primer
afio se aproxima mas a la obtenida en nuestra serie. Una explicacion para entender la muy
alta frecuencia de recidivas precoces reportada por el grupo francés reside en el hecho de
que las estimaciones se hicieron con datos de pacientes que sobrevivieron al episodio de

SHUa sin alcanzar la situacion de insuficiencia renal terminal.

En nuestra serie también encontramos pacientes con recidiva en los tres primeros
meses del episodio inicial en situacién de insuficiencia renal crénica, no terminal. No se
puede descartar que esos pacientes en situacion de insuficiencia renal crénica en realidad
no sufrieran una recidiva, sino que presentaran una exacerbacion del proceso inicial como
consecuencia de no haber sido tratados con suficiente intensidad con plasmaterapia o que

ésta fuera interrumpida prematuramente.

8.9 TRASPLANTE RENAL

En total se trasplantaron 26 injertos a 19 pacientes, el 76% de los que entraron en
tratamiento substitutivo, lo que indica un importante esfuerzo asistencial. No obstante, y
teniendo en cuenta que un paciente fallecié con el injerto funcionante, el trasplante renal
solamente tuvo éxito en nueve pacientes, uno de los cuales era portador de una variante en
MCP y los otros tres se trataron profilacticamente con eculizumab. Es decir, solamente
tuvieron éxito el 33% de los pacientes trasplantados sin variantes aisladas en MCP y sin
profilaxis con eculizumab frente al 100% de los tratados con este farmaco a pesar de ser

receptores de alto riesgo.

El motivo principal de las pérdidas de los injertos fueron las recidivas y
practicamente todas ellas en la fase inmediata del trasplante. Sin embargo, el hallazgo de
una recidiva muy tardia a los 14 afos del trasplante con el diagndstico confirmado en la
biopsia y el hecho de que el resto de pérdidas fueran etiquetadas, sin biopsiar, como

nefropatia crénica del injerto o como glomerulopatia crénica del trasplante en un caso
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biopsiado, plantean la duda de si también estos pacientes pudieran haber experimentado
un proceso de recidiva con una larga evolucion. Nuestros hallazgos también confirman que
la realizacion de estudios genéticos amplios que incluyan todos los genes candidatos es

imprescindible a la hora de realizar el trasplante renal en los pacientes con SHUa.

Los resultados de esta cohorte confirman los obtenidos por otros en la era pre-
eculizumab o con el uso de este farmaco. Efectivamente los resultados del trasplante renal
aislado en la era pre-eculzumab han sido muy insatisfactorias y comprometidos por la muy
alta tasa de recidivas, excepto en los pacientes con variantes aisladas en MCP, lo que llev6 a
algunos grupos a la exclusion de los pacientes con SHUa de los programas de trasplante

aislado o en su caso a su remision al trasplante combinado de higado y rifién (9, 12, 184).

Aunque solamente tres de los pacientes trasplantados de la cohorte fueron tratados
profilacticamente con eculizumab, el hecho de que todos ellos permanecieran sin recidivas
y con el injerto funcionante, confirma los excelentes resultados obtenidos en los estudios
realizados con este farmaco para la prevencién o tratamiento de las recidivas en el
trasplante renal aislado. Asi por ejemplo, se demostro su efectividad en un primer estudio
en el cual de 11 pacientes trasplantados renales tratados profilacticamente con eculizumab
solamente uno perdi6 el injerto por trombosis los demas funcionaron satisfactoriamente

sin presentar recidivas en 14 meses de seguimiento (187).

La eficacia de la profilaxis con eculizumab en el trasplante también se confirmé en
un estudio recopilatorio con 188 pacientes tratados con eculizumab que demostro, ademas,
que los resultados empeoraron cuando el farmaco se utilizé no como profilaxis ,sino cuando
el diagnostico se hizo una vez trasplantado el paciente, enfatizando la utilidad de su uso
precoz en cualquier caso (189). Una confirmaciéon mas reciente procede de un estudio de
126 trasplantes realizados en 116 receptores en Francia, de los cuales 59 trasplantes se
realizaron con tratamiento con eculizumab. En total se registraron 43 recidivas (34%), de
las cuales, 39 se produjeron en pacientes no tratados con eculizumab y solamente cuatro en
los que lo recibieron profilacticamente. Por otra parte, reportan que gracias al tratamiento
con eculizumab el nimero de pacientes con SHUa trasplantados renales en Francia se ha
incrementado de 46% a 72% en solo cuatro afios (2012-2016). Los autores concluyen que
eculizumab ha revolucionado el tratamiento con trasplante renal y modificado la

epidemiologia final del SHUa en su pais (190).

122



8.10 SUPERVIVENCIA DE LOS PACIENTES

En total fallecieron siete (14%) pacientes. Todos ellos diagnosticados de SHUa en la
edad adulta y ninguno de los tratados con eculizumab. La supervivencia de los pacientes a
uno, cinco, diez y quince afos fue de 98%, 96%, 90 y 86%, respectivamente. Este hecho se
debe a que solamente un paciente fallecié6 durante el episodio inicial. Los otros pacientes

fallecieron afnos después de ese episodio y por causas independientes del SHUa.

Es frecuente agregar la mortalidad a la pérdida completa de la funcién renal como
un “endpoint” prondstico compuesto, lo que no clarifica suficientemente la magnitud de
cada evento por separado. En una de las revisiones seminales efectuada en 1991 sobre la
eficacia de la plasmaterapia en lo que entonces de denominaba complejo HUS/P TT se
reporté una mortalidad del 16% (173) y en revisiones posteriores se publicaron frecuencias

de mortalidad similares como del 19% en portadores de variantes en CFH (12).

Una disminucién notable en la mortalidad hasta un 5% al afio en pacientes tratados
con plasmaterapia ha sido reportada por el grupo francés (6). Los autores de este estudio
atribuyen la diferencia de mortalidad en su cohorte respecto al 19% de mortalidad en
pacientes portadores de variantes en CFH observada en los pacientes incluidos en el
Registro Internacional al hecho de que en este registro haya una mayor prevalencia de casos
severos de SHUa. Nuestros resultados globales son muy similares a los obtenidos por el
grupo francés lo cual no es de extrafiar dada la similitud de nuestras cohortes en cuanto a
severidad de la enfermedad con casi idénticos requerimientos de dialisis en pacientes

pediatricos y adultos.

Sin embargo, en contraste con nuestros hallazgos, en la cohorte francesa se aporta
una mortalidad al afio superior en los pacientes pediatricos /adolescentes (6,7%) que en
los adultos (0,8%) a pesar de que la gravedad inicial del episodio, medida por los
requerimientos de didlisis, fue superior en estos (81%) que en aquellos (59% (6). Para
explicar esta diferencia seria preciso conocer si puede o no haber diferencias en la calidad
y en el acceso a servicios especializados entre los pacientes pediatricos y adultos en las
diferentes cohortes. Una explicaciéon alternativa puede estar en el hecho de que las
complicaciones de la plasmaféresis y ,por tanto ,su morbimortalidad pueden ser superiores

en los pacientes pediatricos que en los adultos (237) .

El empleo precoz, en primera linea, de eculizumab puede conducir a un descenso
mayor de la mortalidad al disminuir la incidencia de insuficiencia renal terminal y las

complicaciones asociadas a esta condicidn, asi como las complicaciones derivadas de la
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plasmaterapia intensiva. Desde luego esto es lo que sugieren los resultados de algunos
registros como uno japonés, que en 118 pacientes con SHUa, encuentran una mortalidad
global de 5,4 % y ningdn fallecimiento en los 21 pacientes tratados con eculizumab sin
interrupcion (25) o los reportados en un estudio compilatorio de otros publicados en 2019
que englobaba a 93 pacientes tratados con eculizumab en el cual solamente fallecieron tres

pacientes, ninguno de ellos atribuible al firmaco (181)
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Limitaciones







9 LIMITACIONES

El estudio observacional de cohortes es el mas pertinente para estudiar las
enfermedades raras, pero tiene sus limitaciones en el control de sesgos y problemas de

confusion para establecer relaciones de causa-efecto.

Por su parte, las enfermedades raras con eventos infrecuentes limitan la potencia de
los estudios y el control del error aleatorio. El pequefio tamafio muestral también limita la
capacidad para hacer analisis de estratificacion o modelos multivariables que ajusten las

posibles variables de confusion.
9.1 SESGOS DE SELECCION

Los pacientes fueron seleccionados a partir de los diagnésticos codificados
mediante el sistema CIE9-MC, que tiene vigencia en el Hospital Universitario A Corufia
desde 1.995 a 2.015. Sin embargo, en el estudio se incluyeron pacientes diagnosticados
desde 1.984, por tanto, podria haber ocurrido que pacientes con SHUa diagnosticados entre
esas fechas y fallecidos o perdidos para el seguimiento, hubieran sido excluidos en la
muestra final. Se cotejaron los datos con el registro de la Unidad de Plasmaféresis, y no se

detectaron mas casos.

En cuanto a la posibilidad de la existencia de un sesgo en la seleccién final de los
pacientes en el sentido de que algunos de ellos pudieran ser en realidad STEC-SHU o PTT, a
pesar del cumplimiento de los criterios de inclusion/exclusiéon definidos en el disefio del
estudio, nuestros resultados nos permiten minimizar con una razonable conviccién ese
posible sesgo: un total de 40 pacientes o bien no presentaron diarrea antes o durante el
episodio inicial, tenian variantes en los genes codificadores de las proteinas reguladoras de
la via alternativa del complemento, presentaron episodios de recidiva, o acabaron
definitivamente en dialisis a consecuencia del episodio inicial; el resto de los pacientes (8)
que no cumplian esas caracteristicas, presentaban un coprocultivo negativo para E. Coli

0157.
9.2 SESGOS DE INFORMACION

Se hizo una revisidon exhaustiva de la historia clinica en todos los pacientes y del

estudio genético en los pacientes en los que se habia realizado.
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Los datos genéticos analizados corresponden al momento de la realizacion del
estudio. Evolutivamente los estudios genéticos van incorporando nuevos hallazgos, lo que
condiciona que los resultados obtenidos pudiesen modificarse en estudios posteriores que

incorporen los avances en el conocimiento.
9.3 ERROR ALEATORIO Y CONFUSION

Para controlar el error aleatorio se ha considerado como estadisticamente

significativo p<0,05.

La magnitud de los efectos se midié con el estimado puntual y su intervalo de
confianza del 95%, que incrementa la precision de la medida y a la vez estima la significacion

estadistica del resultado.

En los casos en que la edad o la presencia de determinadas variantes genéticas
podian confundir el resultado de alglin evento, se intent6 ajustar estas variables mediante

el modelado con el método de riesgos proporcionales de Cox.

En los casos en que este modelado no fue posible, consideramos mas significativo

desde el punto de vista causal, el factor con mayor magnitud de efecto.
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Abstract

Background: Atypical hemolytic uremicsyndrome [aHUS) is
arare disease associated with congenital or acquired genet-
ic abnormalities that result in uncontrolled complement ac-
tivation, leading to thrombotic microangiopathy and kidney
failure. Until recently, the only treatment was plasma ex-
change or plasma infusion (PE/PI), but 60% of patients died
or had permanent kidney damage despite treatment. Eculi-
zumab, a complement inhibitor, has shown promising re-
sults inaHUS. However, data are mainly extracted from case
reports or studies of heterogeneous cohorts, and no direct
comparison with PE/PI is available. Methods: An observa-
tional retrospective study of adult, dialysis-dependent aHUS
patients with acute kidney injury (AKI) who were treated

with either PE/P| alone or with second-line eculizumab in
our center, We compared the effect of PE/Pl and eculizumab
on kidney function, hypertension, proteinuria, hematologic
values, relapse, and death. Results: Thirty-one patients were
included (females, 18; sporadic aHUS, 29; mean age, 46 +
20 years). Twenty-six patients were treated with PE/Pl alone,
and5 were deemed to be plasma-resistant and received ec-
ulizumakb after stopping PE/PI. Among patients receiving
eculizumab, 80% attained complete recovery of kidney
function, 100% stopped dialysis, 20% had decreased pro-
teinuria, and no patient relapsed (vs. 38.5, 50, 154, and
115%, respectively, of patients receiving only PE/PI). At
1-year of follow-up, no deaths had occurred in either group.
Conclusion: Eculizumab shows greater efficacy than PE/PI
alone for the treatment of adult aHUS patients with AKI. Pro-
spective studies and meta-analyses are warranted to con-
firm our findings and set guidelines for treatment, monitor-

ing, and maintenance. @ 2018 5 Karger AG, Basdl

© 2018 §. Kager AG, Basel

KARGER

E-Mail karger @karger com
winw Kargersonsin

Mercedes Cao

Drepartment of Nephrology

Comphxoe Hompitalario Univesitane A Comudia
As Nubias, 84, ES-15006 A Coruiia | Spain)
E-Mail me reedescao vilan no@ sergases

131



PUBLICACIONES DERIVADAS DE LA TESIS

Intreduction

Atypical hemolytic uremic syndrome (aHUS) is an ex-
tremely rare disease that occurs in less than one person in
a million [1, 2]. aHUS is characterized primarily by mi-
croangiopathic hemolytic anemia, thrombocytopenia,
and kidney failure [3-5]. Marked hypertension may be
present and other organs may also be affected, including
brain, heart, intestine, lungs and pancreas [3-5). Progno-
sis is poor, and death or complete kidney failure occurs in
10 and 60% of patients, respectively [3-5].

The histological lesion that can be found in patients
withaHUS is thrombotic microangiopathy (TMA), which
is induced by damage to the vascular endothelium of the
kidney or other organ resulting from the dysregulation of
the alternate complement pathway [6-8]. Such dysregu-
lation is mainly caused by mutations or polymorphisms
in genes encoding proteins that regulate the alternate
pathway (CFH, CFI, MCP, THBD, C3, CFB, and CFHRI)
[9-22). Less frequently, aHUS may be due to autoanti-
bodies that inhibit these complement regulatory proteins
such as the anti-CFH antibodies [23-25], or to the effect
of hybrid genes like CFHR1/3, which encodes a fusion
protein that antagonizes factor H-dependent comple-
ment regulation [26, 27]. Dysregulation leads to uncon-
trolled generation of the C5 convertase, initiating the for-
mation of the membrane-attack complex at the vascular
endothelial cell surface, which causes endothelial cell
damage, platelet activation, and thrombus formation [6-
8]. Additionally, recessive mutations in DGKE, which en-
codes diacylglycerol kinase-& have recently been reported
both in pediatric aHUS patients without complement
mutations [28-30] and in patients harboring comple-
ment mutations [31].

Treatment of aHUS has traditionally included dialysis
for kidney failure and immunosuppression if autoanti-
bodies are present. Before the eculizumab era, plasma
therapy (plasma exchange or plasma infusion [PE/PI])
was the only available therapy for the initial treatment of
aHUS [32-34]. However, PE/PI is effective in less than
50% of patients and confers no benefit in patients with
MCP mutations [4, 35]. In addition, it has been associ-
ated with several risks, such as complications associated
with vascular access, infection, fluid overload or allergic
reactions, among others, especially in small children [36].
Importantly, plasma therapy does not treat the underly-
ing systemic disease and a large majority of patients treat-
ed with PE/PI sustain permanent renal damage, progress
to end-stage renal disease, or die within one year of diag-
nosis [37].

Am ] Nephrol 201 §;48:225-233
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Eculizumab (Soliris™, Alexion Pharmaceuticals,
Cheshire, CT,USA) is a recombinant, humanized, mono-
clonal immunoglobulin G antibody that targets C5, pre-
venting the generation of the membrane-attack complex.
Eculizumab has transformed the treatment ofaHUS since
itwas approved by the USFood and Drug Administration
and the European Medicines Agency in 2011 [38-42].

Studies of eculizumab in aHUS are constrained by the
small number of patients with the disease and therefore
include heterogeneous cohorts, in which patients present
with various stages of acute kidney injury (AKI) and/or
chronic kidney disease (CKD) at baseline, and from dif-
ferent centers, which may imply the use of different PE/
PI schedules. Furthermore, they generally measure effi-
cacy in terms of hematologic values rather than kidney
function. We have compared the efficacy of PE/PI versus
eculizumab in a single-center cohort of adult aHUS pa-
tients with homogeneous baseline kidney function and
treatment approach: all of them had AKI and were dialy-
sis-dependent, and received PE/PI as initial treatment.

Materials and Methods

Study Design and Patients

This was a single-center observational retrospective study of
adult patients diagnosed with aHUS in the Nephrology Service of
the Complejo Hospitalario Universitario, A Corufa, Spain. Patients
were selected from the hospital registry and data obtained from
their medical records in 2015. The main inclusion criteria was a di-
agnosis of aHUS witha need for dialysis. aHUS was defined as the
presence of at least 3 of the following 4 criteria: AKI (plasma cre-
atinine [Cr| >1.5mg/dL}; hemolytic anemia (hemoglobin <11 g/dL,
lactate deh}'dmgen.ase |[LDH] =440 UI/L, haptoglob'm <36 mgjdL,
and schistocytes in peripheral blood); thrombocytopenia (platelet
count<150 x 10° pL); and/or TM A features in akidney biopsy spec-
imen (fibrin and platelet-rich thrombi in the glomerulus capillaries
and arterioles, endothelial swelling and detachment, and subendo-
thelial accumulation of proteing and cell debris). Exclusion criteria
were: no need for dialysis at the time of diagnosis, age <15 years,
follow-up <4 months or other types of HUS/TMAs - HUS due to
an enteric infection by shiga toxin-producing Escherichia coli
(STEC HUS [typical HUS]) or TMA secondary to other infections,
pregnancy, drugs or kidneytransplantation. Although complement
system mutations have been subsequently found in patients with an
initial diagnosis of STEC-HUS or different types of secondary
TMAs (with aHUS being considered the underying diseasein these
cases) [5], following the approved indication of eculizumab we de-
cided to include in our study only those patients with a diagnosis of
aHUS, according to the HUS/TMAs classification and diagnostic
criteria commonly followed in Spain at that time (aHUS was diag-
nosed by exclusion, once all the other causes of TMA were ruled out
[thrombocytopenic thrombaotic purpura, STEC HUS, and second-
ary TMAs] [43]). Inaddition, it was of interest to assess eculizumab
in adverse conditions, given that aHUS is achronic relapsing disease
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that, before eculizumab, was associated with particularly poor out-
comes [5]: the mortality rate after a first episode was up to 15%, and
renal function was not recovered in 50% of patients [1, 35, 37]. In
contrast, STEC HUS is usually an isolated event with a generally
favorable prognosis (mortalityrate < 5%; complete clinical recovery:
80% [44, 45]), while some secondary TMAs could be successfully
managed by mainly addressing the triggering factor and adminis-
tering plasma therapy [5].

The study was approved by the Institutional Review Board of
our hospital and all patients gave their signed, informed consent
in accordance with the Declaration of Helsinki.

Genetic analysesto detect mutations or polymorphisms in com-
plement genes were performed, as described in the online supple-
mentary Methods (for all online suppl. matenial, see www.karger.
com/doif 10.1159/000492865).

Treatment

Following the historical protocol for aHUS in our center, all
patients diagnosed with aHUS during the pre-eculizumab era re-
ceived PE/PI as initial treatment. Once eculizumab became avail-
able in Spain (in November 2011), we continued using PE/PI as
initial treatment in patients with aHUS for some time, mainly due
to the limited experience with the drug (the use of eculizumab as
initial treatment in adult patients with aHUS was firstly proposed
by the Spanish Group for aHUS in 2013 [43]). However, those
aHUS patients in whom the plasma Cr levels did not decrease by
at least 25% after the first 5 sessions of PE/PL, or if low platelet
count or hemaolytic anemia continued, were considered plasma-
resistant and were switched to eculizumab (which was adminis-
tered as an intravenous infusion of 900 mg weekly, for 4 weeks,
followed by 1,200 mg at the fifth week, and then 1,200 mg every
2 weeks thereafter). Patients who were not plasma-resistant con-
tinued on PE/PI till the platelet number was normal again,

Endpoints and Outcome Measures

The objectives of the study were to compare the effect of PE/PI
with that of eculizumab on kidney function, hypertension, pro-
teinuria, hematologic values, relapse, and death at 1-year from di-
agnosis. Complete recovery of kidney function was defined as sta-
ble Cr <1.5 mgfdl.. CKD was defined as Cr 1.5 mgjdL and end
stage of renal disease as continued need for dialysis. Hypertension
was defined as a blood pressure reading >140/%0 mm Hg and/or
need for anti-hypertensive medication. Proteinuria was defined as
=500 mg in a 24-h period. Normalization of hematologic values
was defined as stable hemoglobin count > 11 g/dL, LDH 439 UL,
haptoglobin count >36 mg/dL, and platelet count >150 x 107 uL.
Patients were considered to have a relapse if their initial symptoms
retumed after having attained a stable hematologic recovery.

Statistical Analyses

Quantitative variables were expressed as mean + 5D, and qual-
itative variables as absolute values with 95% CL Variables were
compared with the Student t test or the Mann-Whitney U test. As-
sociation between qualitative variables was determined with the
chi-square or the Fisher's exact test. To determine the effect of
treatment group (PE/PI versus ecul izumab) on outcome measures,
we estimated the absolute risk for each group and the relative risk
(RR), with 95% CI, in the group treated with eculizumab. All sta-
tistical analyses were performed with SP5S version 19.0. Signifi-
cance was setat p< 0.05.

Eculizumab in aHUS Patients with AKI

Results

Patients

Between 1995 and 2012, 72 patients were diagnosed
with aHUS at our center and started PE/PL. Thirty-one of
those 72 patients were included in the study (a flow chart
of the study with the inclusion and exclusion criteria is
shown in online supplementary Figure 1; the first patient
of the eculizumab group was switched from PE/PI in
October 2012). Table 1 displays the baseline characteris-
tics of patients. The mean age at diagnosis was 46.2 + 20.14
years, and mean duration of follow-up was 8.36 + 6.49
years. No significant differences were observed in baseline
characteristics between the PE/PT and the eculizumab
group. The mean baseline plasma Cr levels were 8.4 £ 5.77
mg/dL for all 31 patients, 8.92 + 6.19 for those in the PE/
PI group, and 5.60 + 0.82 for those in the eculizumab
group. Twenty-nine patients (24 in the PE/PI group and 5
in the eculizumab group) had hypertension requiring
medication. Twenty-eight patients had hemolytic anemia
(23 in the PE/PI group and 5 in the eculizumab group).
Twenty-cight patients had thrombocytopenia (24 in the
PE/PI group and 4 in the eculizumab group). LDH levels
were above normal in all 31 patients. A kidney biopsy was
performed in 11 patients (7 in the PE/PI group and 4 in
the eculizumab group). Of which, 10 had thrombi in glo-
merular and extraglomerular capillaries, while 1 had only
glomerular thrombi. None had renal cortical necrosis.

Geneticanalyses were performed in 21 patients (16 from
the PE/PI groupand 5 from the eculizumab group). Among
patients in the PE/PI group, 4 had a mutation in CFH, one
of them combined with a mutation in MCP, one carried a
CFHR-1::CFH hybrid gene, one a putative mutation in C3,
another had a putative mutation in CFHRI, one had both
polymorphisms in CFH and MCP in homozygosis, and 8
had no genetic abnormalities in complement genes. In the
eculizumabgroup, one patienthad a mutation in MCP,one
carried a CFHR-1:CFH hybrid gene, and 3 had no genetic
abnormalities in complementgenes (online suppl. Table 1).

The mean time from diagnosis to start of eculizumab
treatment was 32.4 + 31.9 days. Four patients started ecu-
lizumab relatively soon (19.2 + 14.4 days after diagnosis).
The fifth patient started eculizumab 85 days after diagno-
sis; this patient had previously been diagnosed with CKD
and a review of the prior biopsy revealed TMA.

Outcomes

One year after starting treatment, none of the 5 pa-
tients in the eculizumab group remained on dialysis.
Four had completely recovered kidney function, while
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Table 1. Baseline patient characteristics for all patients and according to treatment group

Characteristic All patients PE/PL Eculizumab p value*
(n=31), n (%) (n=26), n (%) (n=5), n (%)
Age, years, mean + 5D 46.2+20.14 45.10+19.91 51.73£2275 0.51
Gender 0.37
Male 13 (41.9) 12 (46.2) 1(20)
Female 18 (58.1) 14 (53.8) 4 (80)
Follow-up, years, mean + 5D 8.36+0.49 9.61+6.37 L87+0.67 <0.001
Creatinine, mg/dL, mean + 5D 8.4+5.77 B.921+6.19 5.60+0.82 0.48
Type of aHUS
Familial 2(6.5) 2(7.7) 0 -
Sporadic 29 (93.5) 24 (92.3) 5 (100)
Anemia® 28 (90.3) 23 (88.4) 5(100) -
=1% of schistocytes 26 (83.8) 21 (80.7) 5(100) -
LDH =440 UL/L 31 (100} 26 (100) 5(100) -
Haptoglobin <36 mg/dL 19 (61.2) 14 (53.8) 5(100) 1.00
Thrombocytopenia® 28 (90.3) 24 (92.3) 4 (80) 0.31
Kidney biopsy' 1.00
Glomerular thrombi 119.1) 1(14.3) 1]
Glomerular/extraglomerular thrombi 10 (90.9) 6 (85.7) 4(100)
Diarrhea 10 (32.2) 7(26.9) 3(60) 0.31
Hypertension requiring medication 29 (93.5)% 24 (92.3) 5(100) 0.999
Dialysis as initial treatment 31 (100) 24 (92.3) 5(100) -

* pvalues are for comparison between PE/PI and eculizumab groups.
" aHUS was defined as familial if any member of the patient's family had the disease.

¢ Hemoglobin <11 g/dL.
4 Mean LDH forall patients, 2576 UI/L ($D £1,805).
¢ Platelet count <150 x10% L.

‘A kidney biopsy was performed in 11 patients (7 in the PE/PI group and 4 in the eculizumab group). Percentages are given over

number of patients with kidney biopsies.

¥ Mean systolic blood pressure for these 29 patients was 164 mm Hg (8D +29.72) and mean diastolic blood pressure was 91 mmHg

(SD +18.69).

PE/PI, plasma exchange/plasma infusion; aHUS, atypical hemolytic uremic syndrome.

onehad CKD (Cr =4.46; Fig 1a; Table 2). Thirteen (50%)
of the patients in the PE/PI group remained on dialysis,
10 had completely recovered kidney function and 3 had
CKD (mean Cr = 4.66 & 0.71 mg/dL). The mean time to
complete recovery of kidney function was 26.20 +
20.36 days in the eculizumab group and 80.64 + 226 days
in the PE/PI group (Fig. 1b). The probability of complete
recovery ofkidney functionintheeculizumab group was
double that of the PE/PI group (RR 2.08; 95% CI 1.08-
4.00; Table 3).

At 1 year, 4 (80%) patients in the eculizumab group
and 21 (80.8%) in the PE/PI group had hypertension re-
quiring medication, with no difference in RR between the
two groups (the evolution of blood pressure in both
groups is shown in online suppl. Figure 2). Four (15.4 %)
patients in the PE/PI group and 1 (20%) in the eculizum-
ab group showed decreased proteinuria. Four (80 %) pa-
tients in the eculizumab group and 14 (53.8%) in the PE/

Am | Nephrol 201 §;48:225-233
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PI group had normal hemoglobin and platelet counts.
None of the patients in the eculizumab group and 3
(11.5%) in the PE/PI group had relapsed (at 3.87, 6.39,
and 9.18 months of treatment). At 1 year, all 31 patients
were still alive (Table 2).

Discussion

Previous data on eculizumab in aHUS have generally
been derived from case reports or studies of heteroge-
neous cohorts, inwhich patients could present at baseline
with various stages of AKI and/or CKD, or receive differ-
ent PE/PI schedules. In addition, none of these works
have directly compared eculizumab with PE/PL This fact
is particularly relevant, since the benefits of therapeutic
apheresis in aHUS are not clearly established [46]. We
have conducted the first observational single-center com-
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parison of eculizumab versus PE/PI in a series of homo-
geneous adult patients in dialysis for AKI, and with no
previous episode of aHUS, to assess the effect of eculi-
zumab on kidney function in a cohort with similar base-
line characteristics. To the best of our knowledge, our se-
ries is the largest to date in Spain to emphasize recovery
ofkidney function, rather than normalization of hemato-
logic values, as the primary outcome measure. Our find-
ings suggest that eculizumab is effective in the manage-
ment of aHUS in adult plasma-resistant patients.
Although patients in the eculizumab group were older
than those in the PE/PI group (52 vs. 45 years), 4 of the
5 patients regained complete kidney function, compared
to only 38.5% of those in the PE/PI group. Importantly,
the RR for recovery of kidney function for the eculizumab

Eculizumab in aHUS Patients with AKI

group was double that of the PE/PI group. Moreover, pa-
tients in the eculizumab group recovered kidney function
earlier and needed dialysis for a shorter time than those
in the PE/PT group.

At 1 year after onset, 50% of patients in the PE/PI
group remained on dialysis and 11.5% had CKD, while
none of the patients in the eculizumab group required
dialysis and only 1 had CKD. This patient had previously
been diagnosed with CKD with hypertension and pro-
teinuria and a kidney biopsy had been performed. At the
time of hospital admission, a review of the biopsy re-
vealed histological lesions characteristic of TMA, with
thrombi in glomerular and extraglomerular capillaries.

Our findings are in line with those of two previous
multicenter, prospective, phase II trials, which included

Am | Nephrol 2018:48:225-233
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Table 2. Outcomes at 1 year after diagnosis according to treatment group

PE/PI group Eculizumab group p value
(n=26), n (%) (n=5), n (%)
Kidney function
Complete recovery (Cr <1.5 mg/dL) 10(38.5) 4 (80) 0.15
Crlevel in patients with complete recovery, mg/dL, mean + 5Dy 1.01£0.28 1.15£0.05 0.53
Time from first episode to complete recovery, days, mean £ 5D 80.64£226 26.20£20.36 0.64
CED (Cr »1.5 mg/dL) 3(11.5) 1(20) 0.55
Cr level in patients with CKD, mean + 5D 4.66+0.71 446
Dialysis
Time on dialysis, days, mean + 5D 79.28+217 55£2523 0.54
Continuing on dialysis 13 (50) 0 0.06
Cr level in patients continuing on dialysis, mean + 5Dy 5.86£4.72
Hypertension
Hypertension at first episode 24(92) 5 (100) 1.00
Hypertension at 1 year 21 (B0.8) 4 (80) 100
Proteinuria
Proteinuria >0.5 g/dL 4(15.4) 1(20) 1.00
Hematologic values
Normalization® 14 (53.8) 4 (80)
Outcomes
Relapse 3(11.5) 0
Death 1] 0

* Hemoglobin »11 g/dL, LDH =439 UI/L, haptoglobin »36 mg/dL, platelets >150 x 10°|L.
PE/PI, plasma exchange/plasma infusion; aHUS, atypical hemolytic uremic syndrome; Cr, plasma creatinine; CKD, chronic kidney

disease; LDH, lactate dehydrogenase.

Table 3. Relative risk of complete recovery of kidney function, development of CKD, development of ESRD, hypertension and relapse

at 1 year

RR
(95% CI)

RR reduction
(95% CI)

Number needed to treat
(95% CI)

Absolute risk reduction
(95% CI)

Complete recovery af

kidney function 2.08 (1.08 to 4.00)

CKD 1.73 (0,22 to 13.48) 0.73 (~12.48 to 0.78)
ESRD

Hypertension 0.99 (0,60 to 1.60) 0.01 (=0.60to 0.39)
Relapse

1.08 (-3.00 to -0.08)

0.42 (-0.81 to -0.102)
0.08 (-0.46 to 0.29)
0.50 (031 to0.69)
0.01 (-0.37 t00.39)
0.12(-0.01 to0.24)

3.00 (2.00 to 56.00)
12,00 (3.00 to +52)
2,00 (2.00 to 4.00)
130.00 (3.00 to -3.00)
9.00 (5.00 to ~135.00)

The probability of complete recovery of kidney function in the eculizumab group was double that of the PE/PI group (RR 2.08; 95%
CI L.08-4.00). In terms of RR, for every 100 patients treated with the study drug, 42 regained kidney function. Therefore, for every 3
patients treated, one renal function is recovered (NNT = 3). Similar results were obtained for CKD.

CKD, chronic kidney disease; ESRD, end-stage renal disease; RR, relative risk; PE/PI, plasma exchange/plasma infusion; NNT, num-

ber needed to treat.

a total of 37 aHUS patients treated with eculizumab
[39]. The first of these trials included 17 patients with
evidence of progressive TMA after 4 or more sessions of
PE/PL, but patients were younger (median age, 28 years),
aHUS was secondary to kidney transplantation in 7 pa-
tients, and only 5 were on dialysis at the time of starting
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eculizamab. Dialysis was stopped in 4 of these 5 pa-
tients, and they remained dialysis-free throughout ecu-
lizumab treatment. Complete recovery of kidney func-
tion was not one of the endpoints of the trial, but there
was a 25% decrease in Cr levels in all patients except the
one requiring permanent dialysis. Moreover, there was
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an improvement in CKD of at least one stage in 10 pa-
tients and a decrease in proteinuria in 12 patients at
week 26.

In contrast, our findings on the efficacy of eculizum-
ab are somewhat stronger than those of the largest study
to date evaluating eculizumab in aHUS affecting native
kidneys [40]. This retrospective study included 19 pa-
tients, all of whom except 3 switched to eculizumab after
at least 5 sessions of PE/PI. However, the study included
younger patients than our study and only 9 required di-
alysis at the time of eculizumab initiation. At last follow-
up, 9 patients had normal kidney function, 3 remained
dialysis-dependent, and 7 had CKD. The authors specu-
late that these results may be due to a delay in diagnos-
ing aHUS and consequently in starting eculizumab
treatment and/or to early discontinuation of eculizumab
treatment in 5 patients. Eculizumab may have been in-
terrupted erroneously since recovery of platelet counts
may have been misinterpreted as indicating TMA inac-
tivation. These issues retlect the problems inherent in
studies with heterogeneous patient cohorts and different
clinical practices in the management of aHUS in differ-
ent centers [39, 40].

Besides the abovementioned studies, a growing num-
ber of cases reporting patients with aHUS treated with
eculizumab have been published since the approval of the
drug for this indication [5, 47]. In line with our results,
kidney function was recovered with eculizumab in the
majority of the reported cases, and many of the patients
in dialysis could stop this. The time range in which pa-
tients became dialysis-independent is variable among
cases, but in general dialysis could be discontinued dur-
ing the first 6 months of treatment with eculizumab [5,
47].

In the present study, no patient in the eculizumab
group discontinued the drug and, in this regard, it is im-
portant to highlight that no aHUS relapses were observed
in these patients. This suggests that continued adminis-
tration of eculizumab can provide effective sustainable
control of aHUS, while its discontinuation may increase
the risk of relapse, mainly in patients with pathogenic ge-
netic variants [48]. This could be particularly relevant
during the first year after the diagnosis of aHUS or the
current clinical manifestation of the disease, when relaps-
es are more frequent [2].

Four patients in the eculizumab group and 21 in the
PE/PI group showed no improvement in hypertension,
while 1 and 4 patients, respectively, still had proteinuria
at 1 year. These findings lead us to speculate that these
patients may have had kidney damage prior to being di-

Eculizumab in aHUS Patients with AKI

agnosed with aHUS. Although the onset of aHUS is usu-
ally sudden, it may also be progressive, with patients
having subclinical anemia and fluctuating thrombocyto-
penia but preserved renal function [37]. Our patients
may have had a progressive onset, with proteinuria and
hypertension as the only symptoms. Alternatively, we
can speculate that these patients - especially the older
ones — may have had nephroangiosclerosis as well as
aHUS.

All patients in our study were alive at 1 year, which
suggests that direct admission to a Nephrology Depart-
ment can lead to a rapid diagnosis of aHUS and a proper
management, including the possibility of an early kidney
biopsy (if clinically indicated) and greater accessto dialy-
sis. Interestingly, in the phase II trial of eculizumab, an
earlier intervention (a shorter interval between the cur-
rent clinical manifestation of aHUS and the administra-
tion of the drug) was associated with greater improve-
ments in kidney function [39], while delay in starting
eculizumab was postulated as a possible cause of poorer
prognosis in the retrospective trial [40]. A recent post-
hoc analysis of data from the aHUS phase II studies of
eculizumab has found that the improvement between
baseline and 1 year in the mean estimated glomerular fil-
tration rate was significantly higher in patients who start-
ed treatment with eculizumab <7 days after the first signs
of the last aHUS manifestation versus those patients who
started treatment >7 days after first signs of the last aHUS
manifestation [49]. In this regard, the current Spanish
Consensus recommends starting treatment with eculi-
zumab as early as possible after a clear diagnosis of aHUS,
since this approach ensures reversibility of hematological
parameters and prevents renal injuries [5].

As with all studies of aHUS, our study is limited by
the small number of patients. In addition, since this was
not a randomized study, the association between treat-
ments and outcomes cannot be interpreted as a cause-
and-effect relationship. Unfortunately, because aHUS is
such a rare disease, it is impossible to test eculizumab in
a large randomized clinical trial. On the contrary, the
exclusion of patients with other types of HUS/TMA in
our study might have led to the non-inclusion of dialy-
sis-dependent patients who may have responded differ-
ently to PE/PI or eculizumab. As cases of secondary
TMA were excluded as part of our study design, this
study does not provide any evidence to support the re-
striction of eculizumab use to primary aHUS. Our study
is also limited in that we were not able to demonstrate a
relation between mutations in complement genes and
prognosis in our patients because genetic analyses were
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performed in only 21 patients. The frequency in genetic
variants was similar in both groups, but in the PE/PI
group there were a few patients with high-risk muta-
tions (including CFH and C3 mutations, which are as-
sociated with poorer outcomes [5]). However, it must be
stressed that eculizumab has been shown to be effica-
cious in patients with or without the different types of
aHUS mutations [39]. Prospective trials with larger
numbers of patients, controlled for selection bias and
confounding variables and with genetic analyses includ-
ed in the study design, are warranted to confirm and
expand upon our findings. Despite these limitations, our
study has the advantage of being a single-center study,
which has eliminated any confounding differences in
the clinical management of patients. Furthermore, this
is the first study to directly compare the impact of ecu-
lizumab and PE/PI specifically on kidney function in
dialysis-dependent patients.

In conclusion, our findings indicate that eculizumab is
effective in the treatment of aHUS in adults with AKI.
Treatment should be started early - if possible, as first-
line treatment - and caution and close monitoring are
necessary at the time of discontinuation. Improvement in
kidney function should take priority over normalization
of hematologic values in monitoring treatment. Further
studies and meta-analyses are warranted to confirm the
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Abstract
15 a rare disease characterized by hemolysis, thrombocylo-

Atypical hemolytic uremic syndrome (aHUS)

penia, and renal failure. It is related to genetic mutations
of the alternative complement pathway and is difficult 1o
differentiate from other prothrombotic microangiopathies.
Eosinophilic  granulomatosis  with  polyangiitis (EGPA)
(Churg-Strauss syndrome, C88) is a systemic ANCA-asso-
ciated vasculitis and a hypereosinophilic disorder where
cosinophils seem to induce cell apoptosis and necrosis

and therefore, vasculitis. Here, we report the case of two

CSS patients with a genetic complement disorder consist-
ent with aHUS diagnosis. Both patients showed histologic
features that supported the diagnosis of CSS, and a genetic
complement study confirmed the suspected aHUS diagno-
sis. In the case where eculizumab was administered, the
global response was excellent. There is very limited under-
standing of the genetics and epidemiology of both, atypical
HUS and EGPA, but considering our two patients we sug-
gest that an ¢tiopathogenic link exists among patients diag-
nosed with both entities.
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Introduction

Hemolytic uremic syndrome (HUS) is a rare disease char-
aclerized by microangiopathic hemolytic anemia, thrombo-
cytopenia and acute Kidney injury. Typical HUS accounts
for over 90% of cases and atypical HUS (aHUS) or non-
Shiga-toxin-HUS accounts for 5-10% of cases. aHUS
prognosis is poor and the disease is characterized by over-
activation of the alternative complement pathway. aHUS
causes mflammation, platelet activation and thrombotic
microangiopathy (TMA), which induce multisystem failure
or even death [1, 2. Genetic alteration could be the basis
of complement dysregulation but environmental contribu-
tions are also essential to trigger the disease. Traditionally.
aHUS reatment included plasma infusion (PI) and plasma
exchange (PEX): however, the underlying complement dys-
regulation and thrombotic microangiopathic processes are
likely to persist with these therapies. Relapses are frequent
and 65% of patients die, require dialysis, or develop perma-
nent renal damage within the first year of diagnosis despite
treatment with Pl or PEX [3]. A deeper understanding of
the pathogenesis of the disease has led to the successful
introduction of eculizumab. Eculizumab is a complement
inhibitor and it has demonstrated to be effective in over
80% of patients in controlling hemolysis and improving
renal function [4].

Eosinophilic granulomatosis with polyangiitis (EGPA)
(Churg—Strauss syndrome, CS8) is a systemic ANCA-
assoctated vasculitis and a hypereosinophilic disorder [5].
Lung involvement typically occurs in people with asthma
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but clinical presentations are heterogencous. Pathogenesis
remains unclear but apparently T and B cells are involved.
Eosinophils might induce cell apoptosis and necrosis and,
therefore, vasculitis. Pathological triad includes necrotizing
vasculitis, eosinophilic infiltration and extravascular granu-
loma formation [6]. Clinical renal involvement is uncom-
mon. As regards to the therapy. glucocorticoids and cyclo-
phosphamide may be helpful. Azathioprine or methotrexate
is also used. Biologic therapies are currently under investi-
gation [7-10].

In CSS. the most commonly involved organ is the lung,
followed by the skin. However, CSS can affect any organ
system, including the cardiovascular, gastrointestinal, renal
and central nervous systems. Vasculitis of extrapulmonary
organs is largely responsible for the morbidity and mortal-
ity associated.

The association of eosinophilia with TMA is unusual.
Some authors describe that eosinophil degranulation may
produce endothelial injury in the renal microvasculature to
trigger TMA [11-14]. We report what we believe are the
first two cases of Churg-Strauss syndrome (CSS) associ-
ated with aHUS.

Case report 1

A 50-year-old man was admitted to our institution because
of dyspnea. weakness and malaise lasting 4 weeks. He
had high blood pressure. eosinophilia and an acute renal
failure. The patient’s history demonstrated hypertension
under two control drugs, recurrent nasal polyposis, chronic
sinusitis and mild asthma ongoing for 3 years. He had never
smoked. He had been under a renal evaluation for the pre-
vious 2 years due 1o a progressive increase in creatining
levels up to 1.5 mg/dL, associated with mild proteinuria
(0.5 g/24 h), hematuria and a slight decrease in C3 levels.
Otherwise. the complete blood count was normal. A renal
biopsy was performed. Histological features were sugges-
tive of TMA (Figs. 1. 2, 3). Retinal hemorrhage was found
on fundoscopic exam. Based on the results, renal failure
was attributed to malignant hypertension and antihyperten-
sive therapy was increased.

However, 1 month later, the patient was admitted at the
hospital and his creatinine level had increased to 6.49 mg/
dL. He also developed acute hypoxic respiratory failure,
likely due to flash pulmonary edema. At that moment,
blood pressure was high (160/100 mmHg) but there was
no clinical or laboratory evidence of hemolysis (Fig. 4).
Further investigations showed proteinuria of 1.68 g/24 h,
hypereosinophilia associated with high Ig E and tryptase
levels (Table 1).

Immunology. coagulation and microbiological stud-
ies were normal or negative (ANA., pANCA, cANCA,

@ Springer

Fig.1 Gl lar ischemic changes: gl lar lumen redu
basement membrane double contours and aneurysmatic dilatation of
some capillary loops

Fig.2 At higher magnification, wrinkling and duplication of the glo-
merular basement membrane is more evident

anti-GBM. cryoglobulinemia, immunoglobulins A, G.
M and complement levels included. Coombs, ADAMTS
13). 6 days after admission, renal dysfunction persisted
despite adequate blood pressure control. Therefore, a new
renal biopsy was performed revealing diffuse interstitial
cosinophilic infiltration that was not present in the previ-
ous biopsy (Fig. 5, Supplementary Figures). IFI technique
showed mesangial and capillary walls diffuse and wide-
spread IgM deposits of granular type. C3 deposits were less
intense. Deposits of C4 were present in arterial segments of
focal and segmental type. C1Q deposits were similar to C3
and followed the same distribution.

Chronic TMA changes were also observed. Consider-
ing the previous history of asthma, eosinophilia>10%,
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Fig. 3 Vascular lesion, concentric thickening of the intima, with con-
centric reduction of the luminal area

paranasal sinus abnormality and extravascular cosino-
phils, diagnosis of Churg-Strauss syndrome was estab-
lished. Treatment with high-dose intravenous steroids
(500 mg for 3 days) and cyclophosphamide (0.5 g/m?)
was initiated. which yielded a decrease in eosinophil
count and clinical improvement. Yet, renal function did
not recover; hence, permanent hemodialysis was initi-
ated. creating an upper-arm native arteriovenous fistula.
Unexpectedly, within few hours after the procedure,
a hematoma expanded around the fistula. Laboratory
results at that moment were suggestive of TMA (Fig. 4).
Consequently, the patient was diagnosed with hemolytic-
uremic syndrome (HUS). Following several daily PEX
procedures, the patient suffered from aphasia, vision loss,
somnolence and stupor: therefore. ICU admission was
required. Brain CT scan showed a right parietal lobar
hematoma with ipsilateral ventricle collapse and a minor
left temporal.

Due to the high risk of cerebral hemorrhage while under
PEX treatment, eculizumab was initiated (900 mg every
week). Previous to treatment initiation, a single dose of
meningococcal vaccine and prophylactic antibiotic were
administered to prevent meningococcal infection. 48 h
after the first dose of eculizumab, neurological symptoms
dramatically improved. After the second dose renal func-
tion began to improve. Hemodialysis was discontinued
after the third dose and hemolysis parameters had normal-
ized at the fourth dose. Maintenance therapy of 1200 mg
every 2 weeks was prescribed. After administration of only
one bolus of cyclophosphamide (0.5 g/m?) and low doses
of steroids (10 mg/day) the patient did not present cosino-
philia nor respiratory tract manifestations. Complete neu-
rological recovery was achieved after 6 months and only
residual abnormalities were detected on the CT scan. After
18 months of follow-up. h logical p s were
normal and the patient remained hemodialysis-free. (CCR
of 25-30 mL/min).

Several months later, genetic analysis revealed a muta-
tion in the complement factor H (CFH) gene. A risk pol-
ymorphism in CFH in heterozygosis: (¢. 1231T>To: p.
Serd11Thr) in exon 9, was detected. This mutation is not
defined in the Exome Sequencing Project (ESP). This
mutation implies the lost of signal in the exon 6 of CFHRI1,
and gain of signal in the exon 23 of CFH. This mutation
confers a poor prognosis, since CFHR1 acts as a competi-
tive antagonist of Factor H, and amplifies the degree of
CFH’s dysregulation.

Case report 2

A 52-year-old woman presented to the emergency of
our hospital with complaint of cutaneous lesions in the
feet and weakness in the arms and legs. Medical his-
tory was unknown. She had never smoked. and no

Hematologic parameters Renal function and Anemia
0 %0
" T
00 | @ "o [ p i a b o
30 | “ 0 | g } 22
| %0 patners o) / t g “OTCMAT(mg/d)
1% e } . ¢ e Ml
- 30 M (/) ¢ i e
] ll 3 - mm
200 “ . W
el - 100 ? | ez
° o o o
EVENT1  EVINT2  EVINTS EVENT1 EVINT2  EVENT3
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Table 1 Laboratory, image, microbiology, immunology and genetic results of both cases with diagnosis of vasculitis ANCA + (Churg—Strauss

syndrome)

Vasculitis (CSS) Case 1 (aHUS)

Case 2 (EGPA)

Main symptoms Dyspnea + HTA + AKI + central neurological deficits Cutaneous lesion + peripheral neurological deficits

Backgrounds HTA + nasal polyposis +chronic sinusitis + asthma Asthma

Hemoglobin (mg/dL) 7.5 12

Platelets (10° /L) + 548

Eosinophils (10%/L)  3.79 (29%) 16.491 (69%)

LDH (U/L) 808 802

Schistocytosis Paositive Negative

Tripthasa = 19.8 (0-11)

Ig E (ku/L) 284 814

Coagulation Normal Normal

I logy Negati PR3-, MPO +(1:98), ANA +(1:80)

Serology Negative Epstein Barr +

Stool culture Negative Negative

Chest X-ray Pulmonary edema Normal

Brain CT/EMG Parietal and temporal lobar he matoma Peripheral polyneuropathy

Biopsy Kidney: diffuse interstitial eosinophilic infiltration + TMA Skin: dermatitis with abundant eosinophilic infiltration
features

Genetic study CFH risk polymorphism (c. 1231T> To: p. Ser411Thr) Mother: MCP (¢.286+ 2T> G). CFI

(heterazygosis)

(¢.1534 +5G > T), CFH risk haplotype (homozy-
gous)

Daughter: MCP (¢.286+ 2T), CFl

CFH risk haplotype (homozygous)

Fig. 5 Eosinophilic infiltration

arterial hypertension, dyslipidemia or diabetes mellitus
was reported. She had chronic bronchial asthma, which
was treated with bronchodilators and inhalatory steroids. A
month after completion of steroid treatment for an asthma
outbreak., the patient presented with blistering skin lesions
in the sacral region that were considered and treated as
Herpes zoster, resolving in around 1 week. Subsequently,
she presented with symptoms of progressive weakness of

@ Springer

the lower extremities, with paresthesia, dysesthesia and
hypoesthesia. She was evaluated by a neurologist. who
diagnosed sacral polyradiculoneuritis at L5-S1, of probable
herpetic etiology. Because of this, treatment with oxcarbaz-
epine was initiated, leading to progressive remission of the
paresthesia and dysesthesia, but with persistence and pro-
gression of lower limbs’ weakness. This created difficulties
in ambulation and was also associated with asymmetrical
distal upper limb weakness (predominantly in the left upper
limb). The previous week, she noticed the appearance of
new bullous of different size, tense and confluent or broken
lesions in the dorsum of both feet and in the soles, which
resembled those in the sacral region. During this period,
she experience a weight lost of 10 kg. No other infectious
processes, diarrhea or digestive or urinary alterations were
reported.

Al physical examination, the patient was in a good gen-
eral state, although with a slight cutaneous-mucous pale-
ness. She was normotensive, normohydrated, not dypsneic,
with temperature of 372°C. Neurological examination
confirmed the symptoms reported by the patient. Labora-
tory analysis revealed hypereosinophilia, high levels of
IgE. ANA and MPO antibiodies (PR3 negative). Also,
IgG and IgM for EBV was positive. The rest of the anal-
ysis was otherwise normal (Table 1). Neuromuscular
function was assessed by electromyography (EMG) and
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electroneurography. Severe decreases in the motor and sen-
sory amplitudes of the median, cubital and radial nerves
in the right and left upper limb were detected. These were
suggestive of diffuse, asymmetrical peripheral sensorimo-
tor axonal neuropathy. corresponding 0 a polyneuropathic
pattern.

Skin biopsy confirmed blistering dermatitis with abun-
dant cosinophilic infiltration, compatible with Wells syn-
drome. [F was negative. Given the previous history and the
presence of p-ANCA, while supportive bul nol necessary,
a diagnosis of EGPA was established. Treatment with glu-
cocorticolds and cyclophosphamide was started. In paral-
lel, rehabili
relative improvement and the patient could walk some steps
with support. She was then discharged from the hospital.

tion reatment was nitiated, which led 10 a

There was a progressive improvement, with a main-
tenance treatment of cyclophosphamide and  steroids,
although difficulty in ambulation persisted. and the patient
walked with a step-page gail and had symptoms of periph-
eral paresthesia and dysesthesia, mainly in feet.

1 year later, her daughier was diagnosed with aHUS, A
genetic study showed that she carried g mutation in MCP
(c286+2T) and complement factor I genes. Besides, she
was homozygous for the rsk CFH haplotype. A genetic
analysis of the mother (our patient in this case) revealed
mutations in those same genes (Table 1) although she has

never shown any symptoms suggestive of aHUS.

Discussion

Hemolytic uremic syndrome (HUS) is part of a spectrum of
thrombotic microangiopathies [1]. The most common eti-
ologies of HUS are the ones seen in childhood caused by an
infection of Shiga toxin-producing Escherichia cofi, those
caused by an infection with Streptococcus preumoniae and
HUS due to abnormalities in the allernative pathway of the
complement system [2]. The analysis of genes encoding for
complement regulatory proteins is o valuable diagmostic
tools in patients with HUS [15].

Regulators of the allernative complement pathway, such
as CFH. CFI and MCP, play an important role in the patho-
eenesis of aHUS [15, 16]. Abnormalities in genes encoding

these complement regulatory proteins have been reported.
Based on these data, it has recently been suggested that
aHUS patients probably have a specific genetic comple-
ment profile. which makes them wulnerable o develop
aHUS, especially in the presence of certain triggers [17].
Examples of environmental triggers are infections, preg-
nancy, drugs, surgery or hematopoietic stiem cell transplan-
tation. The role of these environmental triggers deserves
spectal atienton. In an mdividual patient, it 15 impossible
to discern if the underying condition is the sole cause of

aHUS. Thus, an evaluation of the complement sysiem must
always be considered in patients with otherwise ‘explained”
HUS [1E8].

We report two cases of EGPA. In the first case, the
patient developed hemolytic anemia secondary w aHUS
and a life-threatening hemorrhagic stroke. In this patient,
it was difficult to assess the primary cause of renal fail-
ure. This could be either explained because of (@) TMA
secondary o malignant hypertension or (b) aHUS, but
with normal LDH levels and lack of schistocyles on the
initial analysis. Malignant hypertension was the first con-
templated diagnosis, considering that hemolysis intensity
15 higher in aHUS than i malignant hypertension. How-
ever. the presence of TMA features in renal biopsy led us
to consider the diagnosis of aHUS. More so as up to 20%
of cases could be subclinic (without hemolysis and throm-
bocytopenia), with a poorer prognosis. In this uncommon
scenario, patients develop a silent chronic renal failure with
progressively increasing proteinuria [1-4]. In this case, it
is noteworthy that a second renal biopsy was suggestive of
EGPA as a cause of renal failure. The absence of ANCA or
fibrinoid necrosis of the artery does not exclude the diagno-
sis. In addition, only 10 days later, a dramatic aHUS flare
occurred 48 h after vascular surgery. In our opinion, the
patient had a progres
ary o aHUS. Over this condition, an unknown environment
factor riggered EGPA onset and probably the mean AKI
cause in this case. Then, vascular surgery set off a near-
fatal aHUS flare.

In the second case. a patient with a history of bron-
chial asthma, eosinophilia and peripheral neuropathy was
admitted to the hospital due to skin lesions and loss of
strength, predominantly distal. which impeded ambulation
and standing. Her daughter was diagnosed with aHUS and
genetic analysis revealed a pathogenic mutation in MCP in
both mother and danghter.

Although several cases of hypercosinophilia and TMA
have been reported [11-14], 1o date, very little evidence
supports this association. However, a recent case published
by Fukui et al. [19] describes a case with TMA and EGPA
and TMA history has been reported in pediatric patients
with aHUS [20]. Therefore, considering all the facts, it
might be possible that a relatonship between EGPA and
aHUS exists. It may be that both entities share a genetic
base and both diseases are manifested only when patients

ive subclinical renal failure second-

are exposed to cerlain environmental factors. Neverthebess,
it is well described that a silent genetic alteration in the
complement system may be manifested in the context of
endothelial cell damage [17]. Both conditions could induce
endothelial cell injury and the manifestation of aHUS: in
the case of CS5, the discharge of eosinophil granule pro-
teins may induce cell apoptosis and necrosis, producing
vasculitis. However, we could miss other factors since, as
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observed in clinical case 2, even in the presence of severe
cosinophilia (1.6%10° /L) and genetic background that
confers susceplibility, there is neither hemolysis nor kidney
failure. In the case of vascular surgery, the damage would
be direct.

Eculizumab is & monoclonal antibody that binds specifi-
cally to the complement protein C3, blocking the comple-
ment cascade and inhibiting the production of cell-killing
protein complexes, which may modify the disease progres-
sion [ 17, 18] Furthermore, in contrast to PEX., eculizumab
treatment seems Lo be effective in aHUS regardless of the
undedying complement mutation [17]. Despite plasma
therapy is considered the standard treatment for aHUS,
many do not respond [21]. No effect 1s expected in patients
with a mutation in MCP [22, 23], Based on the results of
two recently published prospective open label phase 2 tri-
als and a retrospective analysis of a cohort of treated chil-
dren, eculizumab was approved for treatment of aHUS [24,
25]. The data suggest that the more rapid the initiation of
therapy with eculizumab is, the greater the improvements
in renal function; preferably within 1 week after discase
onset [25]. Consequently. in a patient responding poorly
o PEX therapy, eculizumab might be mmitated [26-32].
In cases where diagnosis of aHUS is known at the time of
acule presentation (previous mutation studies), first-ling
therapy with eculizumab should be considered in place of
PEX [19, 21]. In our patient, eculizumab led to hemodi-
alysis cessation even in the presence of severe and chronic
lesions. Indeed, the patient remained with glomerular fil-
tration above 20 mL/min after 18 months. Nevertheless,
renal function recovery was not complete, probably due 1o
delayed eculizumab introduction and presence of a muta-
tion that confers a4 poor prognosis.

MNew drugs are under investigation in phase I and phase
I trials. Some of them include anti-C35 antibodies (which
are more purified, less immunogenic and absorbed orally)
[33], and anti-C3 antibodies (which are more powerful, but
potentially less safe). Additionally, infusions of recombi-
nant complement-regulatory proteins are a potential future
therapy [34].

In conclusion, aHUS and CS8 are two rare discases
whose etiopathogeneses are thought o be different. There-

fore, their co-existence should be exceptional. However,
a genetic link might be plaus among patients suffer-
ing from both. Although very litle evidence supports this
association so far, our two cases are quile suggestive of
this connection. It would be of great interest Lo report some
similar cases in order to confirm or dismiss this possible

relationship.
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ﬁ Results. Twenty-nine patients with secondary aHUS (15 drug-
ABSTRACT i i i ic di i

induced, 8 assodiated with sy 2 with postpartum,
2 with cancer-related, 1 assodated with acute humoral rejection

Background. Complement dysregulation occurs in thrombotic

microangiopathies (TMAs) other than primary atypical haemo-
Iytic uraemic syndrome (aHUS). A few of these patients have been
reported previousy to be successfully treated with eculizumab.

Methods. We identified 29 patients with so-called secondary
aHUS who had received eculizumab at 11 Spamsh nephrology

1 Aofined

centres. Primary outcome was TMA by a

and 1 with intestinal lymphangiectasia) were induded in this
study. The reason to initiate eculizumab treatment was worsen-

ing of renal function and pc'sstcna: of'l'MA dcspllc u'calmml
of the TMA cause and p
severe MAHA and renal function impairment (I4 requmng dia-

lysis) prioggto eculi b and 11 d severe

normalization of platelet count (>150 x 10"/L) and haemoglo-
bin, disappearance of all the markers of microangiopathic
haemolytic anaemia (MAHA), and improvement of renal func-
tion, wuh a>25% reduchon of serum creatinine from the onset
of" ) A, g )
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A rapid resolution of the TMA was
observed in 20 patients (68%), 15 of them showing a>50%
serum creatinine reduction at the last follow-up. Comprehensive
genetic and molecular studies in 22 patients identified comple-
ment pathogenic variants in only 2 patients. With these two
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A retrospective study of pregnancy-associated
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Pregnancy-associated atypical hemolytic uremic syndrome
(aHUS) refers to the thrombotic microangiopathy resulting
from uncontrolled complement activation during
pregnancy or the postpartum period. Pregnancy-associated
aHUS is a devastating disease for which there is a limited
clinical understanding and treatment experience. Here we
report a retrospective study to analyze the clinical and
prognostic data of 22 cases of pregnancy-associated aHUS
from the Spanish aHUS Registry under different treatments.
Sixteen patients presented during the first pregnancy and
as many as nine patients required hemodialysis at
diagnosis. Identification of inherited complement
abnormalities explained nine of the 22 cases, with CFH
mutations and CFH to CFHRT gene conversion events being
the most prevalent genetic alterations associated with this
disorder (66%). In thirteen of the cases, pregnancy
complications were sufficient to trigger a thrombotic
microangiopathy in the absence of genetic or acquired
complement alterations. The postpartum period was the
time with highest risk to develop the disease and the group
shows an association of cesarean section with pregnancy-
associated aHUS. Seventeen patients underwent plasma
treatments with a positive renal response in only three
cases. In contrast, ten patients received eculizumab with an
excellent renal response in all, independent of carrying or
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not inherited complement abnormalities. Although the
cohort is relatively small, the data suggest that pregnancy-
associated aHUS is not different from other types of aHUS
and suggest the efficacy of eculizumab treatment over
plasma therapies. This study may be useful to improve
prognosis in this group of aHUS patients.
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KEYWORDS: cesarean section; complement; eculizumab; hemahtic urernic
synd rome: postpartum
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A thrombotic microangiopathy (TMA) associated with
genetic or acquired abnormalities that result in un-
controlled complement activation, leading to kidney failure
and other extrarenal complications." The term pregnancy-
associated aHUS (P-aHUS) has been coined to refer to the
TMA that result from uncontrolled complement activation
during pregnancy or the postpartum period. P-aHUS is a
devastating systemic disease, with high maternal mortality
and morbidity rates that extends beyond the initial presen-
tation. [t is a rare condition with an incidence of | in every
25,000 pregnancies and accounts for 20% of all aHUS cases in
women,

During the last decade there has been enormous progress
in the clinical and pathophysiological understanding of
aHUS, which have greatly improved the management and
treatment of the aHUS patients. The implementation of a
complement inhibition therapy, based on the use of eculi-
zumab, has changed the natural history of the disease,

typicd hemolytic uremic syndrome (aHUS) is a
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Malignant hypertension is listed among the causes of
secondary thrombotic microangiopathy, but pathogenic
mutations in complement genes have been reported in
patients with hypertension-induced thrombotic
microangiopathy. Here we investigated the frequency and
severity of hypertension in 55 patients with primary aty pical
hemolytic uremic syndrome (aHUS). A genetic analysis was
performed in all patients, and funduscopic examination was
performed in all the patients with Grades 2 and 3
hypertension. A cohort of 110 patients with malignant
hypertension caused by diseases other than aHUS served as
control. Thirty-six patients with aHUS presented Grade 2 or
Grade 3 hypertension and funduscopic examination showed
malignant hypertension in 19. Genetic abnormalities in
complement were found in 19 patients (37% among patients
with malignant hypertension). Plasmapheresis was
performed in 46 patients and 26 received eculizumab. Renal
and hematological responses were significantly lower after
plasmapheresis (24%) than after eculizumab (81%). Renal
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survival was significantly higher in patients treated with
eculizumab (85% at one, three and five years) compared to
patients who did not receive this treatment (54%, 46% and
41%), respectively. Response toeculizumab was independent
of hypertension severity and the presence of complement
genetic abnormalities. Among patients with malignant
hypertension caused by other diseases the prevalence of
thrombotic microangiopathy was very low (5%). Thus, severe
and malignant hy pertension are common among patients
with aHUS and eculizumab treatment leads to a higher renal
survival when compared to plasmapheresis. However,
thrombotic microangiopathy is uncommon among patients
presenting with malignant hypertension caused by diseases
other than aHUS.
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hrombotic microangiopathies (TMAs) are a group of
T devastating diseases characterized by microangiopathic
hemolytic anemia, thrombocytopenia, and organ
dysfunction, mainly affecting the central nervous systemand the
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Factor H Competitor Generated by Gene Conversion
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Syndrome

Elena Goicoechea de Jc.»rge,1 Agustin Tc.n"tajacla,1 Sheila Pinto Garcia?® Sara Gastoldi,®
Héctor Martin l’u"ler'inero-,2 Jesus Ga r'c|'a-Ferna'r'|c|ez,2 Emilia ﬁ'-\r'jcma,2 Mercedes Cac»,'1
Giuseppe Remuzzi,** Marina Noris,® and Santiago Rodriguez de Cérdoba®

Department of Immunology, Complutense University and Research Institute Hospital 12 de Octubre (imas12},
Madrid, Spain; “Centro de Investigaciones Bicldgicas and Ciber de Enfermedades Raras, Madrid, Spain; JIRCCS,
Istituto di Ricerche Farmacologiche “Mario Negri,” Clinical Research Center for Rare Diseases “Aldo e Cele Daced,”
Ranica, Bergama, aly; *Sewicio de Nefrologia, Hospital Universitario A Corufia, A Corufia, Spain; and “Department
of Biomedical and Clinical Sciences, University of Milan, Milan, Italy

ABSTRACT

Atypical hemolytic uremic syndrome (aHUS), a rare form of thrembotic microangiopat hy caused by complement
pathogenic variants, mainly affects the kidney microvasculature. A retrospective genetic analysis in our aHUS
cohort {(n=513) using muttiple ligation probe amplification uncovered nine urrelated patients carrying a genetic
abnormality in the complement factor H related 1 gene (CFHR1) that originates by recurrent gene conversion
events between the CFH and CFHR1 genes. The novel CFHR1 mutants encode an FHR-1 protein with two amino
acid substitutions, L2905 and AZ96Y, converting the FHR-1 C terminus into that of factor H (FH). Mext-generation
massive-parallel DNA sequencing (NG5) analysis did not detect these genetic abnormalities. In addition to the
CFHR1 mutant, six patients carried the previously uncharacterized CFH-411T variant. In functional anayses, the
mutant FHR-1 protein strongly competed the binding of FH to cell surfaces, impairing complement regulation,
whereas the CFH-411T polymorphism ladked functional consequences. Carriers of the CFHR1 mutation presentad
with severe aHUS during adulthood; 57% of affected women in this cohort presented during the postpartum
period. Analyses in patients and unaffected carriers showed that FH plasma levels determined by the nonmutated
chromesome modulate disease penetrance. Crucially, in the activated endothelial (HMEC-1) cell assay, reduced FH
plasma levels produced by the nonmutated chromosome correlated inversely with impairment of complament
regulation, measurad as C5b-9 deposition. Our data advance understanding of the genetic complexities underlying
aHUS, illustrate the importance of performing functional analysis, and support the use of complementary assays to
disclose genetic abnormalities not revealed by current NGS analysis.

JAm Soc Nephrol 29: 240-249, 2018, doi: hitps:/doi.org/ 10168 1/ASN.2017 050518

Atypical hemolytic uremic syndrome (aHUS) is an
ultra-rare disease characterized by AKI, thrombo-
cytopenia, and microangiopathic hemolytic ane-
mia, which results from an impaired protection of
host endothelial cells from complement damage.!
Criteria have been established to facilitate the di-
agnosis of aHUS.? Fifty to 70% of patients with
aHUS have an underlying inherited andjor ac-
quired complement abnormality?-!'! Missense
mutations and complex genomic rearrangements
implicating CFH are prototypical of aHUS and
the most prevalent genetic alterations, present in

240 ISSN @ 104 6557 3/2901-240

=25% of the patients with aHUS, in all series.?
Most aHUS-associated CFH mutations disrupt
the C terminus of the protein, a region that is
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Abstract

Background and objectives Atypicalhemolytic uremicsyndrome is a form of thrombotic microangiopathy caused
by dysregulation of the alternative complement pathway. There is evidence showing complement activation in
other thrombotic microangiopathies. The aim of this study was to evaluate complement activation in different
thrombotic microangiopathies and to monitor treatment response.

Design, setting, participants, &m nts Compl activation wasassessed by exposing endothelial cells
to sera or activated-patient plasma—citrated plasma mixed with a control sera pool (1:1)—to analyze C5b-9
deposits by immunofluorescence. Patients with atypical hemolytic uremic syndrome (n=34) at different stages
of the discase, HELLP syndrome (a pregnancy complication characterized by hemolysis, elevated liver enzymes,
and low platelet count) or severe preeclampsia (1=10), and malignant hypertension (1=5) were included.

Results Acute phase atypical hemolytic uremic syndrome-activated plasma induced an increased C5b-9
deposition onendothelial cells. Standard and lowerdoses of eculizumab inhibited C5b-9 deposition in all patients
with atypical hemolytic uremic syndrome, except in two who showed partial remission and dlinical relapse.
Significant fibrin formation was observed together with C5b-9 depaosition. Results obtained using activated-
plasma samples were more marked and reproducible than those obtained with sera. C5b-9 deposition was
also increased with samples from patients with HELLP (all cases) and preeclampsia (90%) at discase onset.
This increase was sustained in those with HELLP after 40 days, and levels normalized in patients with both
HELLP and preeclampsia after 6-9 months. Complement activation in those with malignant hypertension
was at control levels.

Conclusions The proposed methodology identifies complement overactivation in patients with atypical hemolytic
uremicsyndrome at acute phaseand in other diseases such as HELLP syndrome and preeclampsia. Moreover, itis
sensitive enough to individually assess the efficiency of the C5 inhibition treatment.

CJASN 14: sss—ses, 2019. doi: https://doi.org/10.2215/CIN.05830519

Introduction improved the natural progression of the disease (7,8).

Thrombotic microangiopathies (TMAs) include a
group of disorders that share clinical features, such
as a the triad of microangiopathic hemolytic anemia,
thrombocytopenia, and organ damage (1,2). Atypical
hemolytic uremic syndrome (aHUS) is a TMA pni-
marily caused by a lack of regulation of the alterna-
tive complement pathway. New evidence suggests
that a number of TMAs other than aHUS could also
be associated with complement overactivation (3,4).

In both inherited or acquired aHUS there is an
assembly of the membrane-attack complex leading to
endothelial cdl inflammation, activation, and injury
(5,6). The introduction of eculizumab, an mAb which
blocks terminal complement activation, significantly

wiww.gasnorng Vol 4 December, 2019

Lifelong treatment with this drug is often considered
in inherited aHUS. The ability to monitor treatment
efficdency and patient recovery, with appropriate bi-
ologic markers, could help in decision making regard-
ing treatment continuation.

aHUS occurs as dysregulation of the alternative
complement pathway (9,10) and the presence of
complement-amplifying conditions, resulting in endo-
thelial damage (11,12). Some complement-amplifying
conditions are suffident to lead to TMAs (5). This
phenomenon could play a role in pregnancy-related
complications such as preeclampsia and HELLP
(a pregnancy complication characterized by hemoly-
sis, devated liver enzymes, and low platelet count)
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11 CONCLUSIONES

1. Laincidencia de SHUa en nuestra area sanitaria asi como su prevalencia fue superior a las
descritas. De generalizarse estos datos, la frecuencia de la enfermedad estaria
infraestimada en la mayor parte de las series publicadas. Las diferencias entre poblacién
pediatrica/adolescente y adulta se explican por la distinta estructura demografica de las

poblaciones a estudiar.

2. Los pacientes adultos presentan mayor severidad hematolégica y renal, con mayor
requerimiento de didlisis y mayor frecuencia de hipertensién arterial. Las mujeres
presentaron mayor severidad en la afectacion renal y los varones mayor frecuencia de

hipertension arterial.

3. En masde la mitad de nuestros pacientes encontramos variantes en los genes codificadores
de la via alternativa del complemento, y en casi todos haplotipos de riesgo en CFH y/o MCP.
La frecuencia en el hallazgo de variantes se incrementd al hacer el estudio con panel amplio,
lo que sugiere la importancia de estudiar todos los genes candidatos posibles. La
identificacion de 11 variantes no descritas previamente enfatiza la variabilidad genética de
esta enfermedad y la necesidad de su publicaciéon para el conocimiento general. Las
variantes en CFD, C6, C7 descritas por primera vez en uno de nuestros pacientes, e indica
gue los mecanismos patogenéticos implicados en ésta enfermedad pueden ser mas amplios
que lo que se ha reportado hasta ahora. En la mayor parte de los pacientes en los que no
se identificaron variantes genéticas se encontraron haplotipos de riesgo en CFH y/o MCP,
lo que sugiere que en condiciones de activacion incontrolada de la via alternativa del
complemento, la presencia de éstos haplotipos puede condicionar por si mismo, o con
genes no conocidos, el desarrollo de la enfermedad. No es aconsejable el estudio de los

valores plasmaticos de los factores para hacer el cribado del estudio genético.

4. Practicamente todos los pacientes presentaron normalizacién hematoldgica al cabo del
afio, con menor precocidad en los pacientes adultos y en los portadores de CFH y en los
pacientes sometidos a plasmaterapia. La normalizacion hematoldgica fue mas precoz que

la recuperacion renal.

5. La mitad de los pacientes recuperaron integramente la funcion renal y el resto entraron
definitivamente en dialisis. La recuperacion completa de funcién renal se produjo con mas

frecuencia en los pacientes pediatricos/adolescentes. Ninguno de los pacientes con
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variantes en CFH o CFHR presenté recuperacidn de la funcién renal. Nuestros resultados
sugieren que eculizumab modifica el prondstico renal de los pacientes con SHUa, puesto
que todos los tratados pudieron abandonar la didlisis, y todos los que no tenian insuficiencia
renal previa recuperaron integramente la funcion renal. La magnitud del efecto fue muy
importante puesto que solo se necesita tratar a 2 pacientes para producir una recuperacion

completa de la funcién renal.

La quinta parte de los pacientes experimentaron episodios de recidiva en los rifiones
nativos. Un resultado inesperado fue la aparicion de recidivas tardias o muy tardias, lo que
plantea la necesidad de una monitorizaciéon estricta, y un cuidado extremado para
interrumpir el tratamiento con eculizumab. Los episodios de recidiva fueron mas frecuentes
en los pacientes pediatricos/adolescentes y en los portadores de variantes en MCP, en

congruencia con lo publicado por otros autores

Nuestros resultados confirman la necesidad de hacer estudios genéticos previos al
trasplante y el tratamiento profilactico con eculizumab, excepto en los pacientes con
variantes en MCP, para evitar la recidiva, que fue la principal causa de pérdida de los
injertos. En nuestra cohorte el trasplante renal solo tuvo éxito en la tercera parte de los
pacientes no tratados con eculizumab, frente a la totalidad de los que lo recibieron o
presentaba variantes en MCP. El motivo de la pérdida de los injertos fue la recidiva,

fundamentalmente precoz.

La mortalidad fue del 14%. Solo en dos casos, el que fallecié a la semana por sepsis, y el que
fallecié a los 13 afios por isquemia mesentérica podria relacionarse directamente con la
enfermedad. Esta baja mortalidad especifica puede ser atribuida a la mejoria de los
cuidados, al inicio precoz del tratamiento con didlisis y plasmaterapia en la era
preeculizumab, y al tratamiento con este fdrmaco desde el 2011. Creemos que el agregado
perdida de funcidn renal/éxitus no es adecuado, ya que no clarifica la magnitud de cada

evento por separado.

Al final del seguimiento, merced a la evolucidn de la enfermedad, los cuidados practicados
y la actividad trasplantadora 64% de los pacientes presentan funcién renal satisfactoria, la
mitad por recuperacién integra de funcidn renal en rifiones nativos y el 19% con un injerto
funcionante. 25% de los pacientes contindan en didlisis, aunque el uso de eculizumab
profilactico, permitira que la mayor parte de ellos reciban un trasplante renal con éxito en

el futuro.
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